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RESUMO 

Esta tese de doutorado está associada ao projeto “PIRE-CREATE: Climate research 

education in the Americas using tree-ring speleothem examples”. Neste sentido, os anéis de 

crescimento são considerados camadas de crescimento produzidas pela madeira por certo 

período de tempo, portanto, são considerados registros biológicos das alterações ocorridas no 

ambiente. Espeleotemas também são matrizes pré-estabelecidas como arquivos da mudança 

climática, pois também incorporam elementos traços na matriz de carbonato de cálcio de acordo 

com as mudanças ocorridas no local. Por serem matrizes que possuem informações ambientais 

e regiões micrométricas, técnicas que possuam alta resolução espacial são de suma importância 

para a obtenção de resultados satisfatórios.  Neste contexto, o processo de imageamento surge 

como alternativa que permite a análise da amostra em seu estado sólido, possibilitando o acesso 

a informações de distribuições espaciais espécies químicas e a comparação com informações 

ambientais. O método conhecido por ablação a laser e espectrometria de massas com fonte de 

plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) tem apresentado vantagens no processo de 

imageamento devido à alta resolução espacial, mínimo preparo de amostra e alta sensibilidade, 

possibilitando análises qualitativas e quantitativas das informações espaciais. Neste contexto, 

esta tese teve como objetivos gerais o desenvolvimento de métodos de imageamento qualitativo 

de Zn, Ba, Mn, Fe, Ni, Sr, Ca e Mg para análise de espeleotemas (Capítulo I), bem como 

imageamento quantitativo de Pb, Cd e Ba para anéis de crescimento pela técnica LA-ICP-MS 

(Capítulo II). Para ambas as matrizes, foi realizado a otimização dos parâmetros analíticos, bem 

como da resolução de imagem de elementos-chave para as amostras de espeleotemas. Para o 

método o imageamento quantitativo em anéis de crescimento por LA-ICP-MS, foram avaliados 

àqueles baseados na calibração por compatibilização de matriz: (i) curva analítica e (ii) one-

point, por meio do uso da espécie Pinus taeda como matriz dos padrões analíticos e três 

materiais de referência para exatidão e precisão analítica. Como resultados do Capítulo I, foi 

verificado a influência positiva do diâmetro do spot e intensidade do laser na intensidade de 

sinal dos isótopos, bem como a influência da velocidade de ablação e padrão interno na 

resolução de imagem qualitativa, possibilitando a obtenção de imagens com alta resolução da 

superfície de amostra real de espeleotema. Com relação aos resultados do Capítulo II, foram 

obtidos coeficientes de correlação linear acima de 0,99 e recuperação analítica entre 74 e 110% 

para ambos os métodos de quantificação avaliados, os quais foram aplicados no imageamento 

quantitativo de amostra de Araucária araucana, possibilitando verificar quantitativamente a 

heterogeneidade dos anéis de crescimento. Ao comparar os resultados de imageamento 
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quantitativo com os resultados após a decomposição e quantificação total, também foi possível 

verificar que esta heterogeneidade da matriz influencia na validação dos resultados com 

técnicas convencionais, assim, alertando para a busca de novas maneiras de se validar 

resultados de imagem quantitativa para além da quantificação total via ICP-MS.  
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ABSTRACT 

This PhD Thesis is associated with the project "PIRE-CREATE: Climate research 

education in the Americas using tree-ring speleothem examples". In this sense, tree rings are 

considered growth layers produced by wood over a certain period of time, so they are 

considered biological records of changes in the environment. Speleothems are also pre-

established matrices as archives of climate change, as they also incorporate trace elements into 

the calcium carbonate matrix according to the changes that have occurred at the site. Because 

they are matrices that have environmental information and micrometric regions, techniques that 

have high spatial resolution are of utmost importance to obtain satisfactory results.  In this 

context, the imaging process emerges as an alternative that allows the analysis of the sample in 

its solid state, enabling access to information of chemical species spatial distributions and 

comparison with environmental information. The method known as laser ablation and 

inductively coupled plasma source mass spectrometry (LA-ICP-MS) has presented advantages 

in the imaging process due to the high spatial resolution, minimal sample preparation and high 

sensitivity, enabling qualitative and quantitative analysis of spatial information. In this context, 

this thesis had as general objectives the development of qualitative imaging methods of Zn, Ba, 

Mn, Fe, Ni, Sr, Ca and Mg for speleothems analysis (Chapter I), as well as quantitative imaging 

of Pb, Cd and Ba for tree rings by LA-ICP-MS technique (Chapter II). For both matrices, 

optimization of analytical parameters as well as imaging resolution of key elements was 

performed for the speleothem samples. For the method the quantitative imaging in growth rings 

by LA-ICP-MS, were evaluated to those based on calibration by matrix compatibility: (i) 

analytical curve and (ii) one-point, by using the species Pinus taeda as matrix of the analytical 

standards and three reference materials for analytical validation accuracy and precision. As 

results of Chapter I, the positive influence of spot diameter and laser intensity on the isotope 

signal intensity was verified, as well as the influence of ablation speed and internal standard on 

the qualitative image resolution, making it possible to obtain high resolution images of the real 

speleothem sample surface. Regarding the results of Chapter II, linear correlation coefficients 

above 0.99 and analytical recovery between 74 and 110% were obtained for both quantification 

methods evaluated, which were applied in the quantitative imaging of Araucaria araucana 

sample, making it possible to quantitatively verify the heterogeneity of the growth rings. When 

comparing the quantitative imaging results with the results after decomposition and total 

quantification, it was also possible to verify that this heterogeneity of the matrix influences the 
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validation of the results with conventional techniques, thus alerting to the search for new ways 

to validate quantitative imaging results beyond the total quantification via ICP-MS. 
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I. INTRODUÇÃO GERAL  

Esta Tese de Doutorado está associada ao projeto temático “PIRE-CREATE: Climate 

research education in the Americas using tree-ring speleothem examples”, que tem como 

objetivo a reconstituição paleoclimática ocorrida no último milênio por meio da análise de 

espeleotemas e anéis de crescimento de árvores, localizadas em regiões sob a ação do Regime 

de Monções de verão da América do Sul, para verificar anomalias climáticas e as mudanças nas 

precipitações desta região. Este projeto tem parceria com grupos de pesquisadores da USP 

(Universidade de São Paulo) e New York State University, como também grupos de pesquisa 

em anéis de árvores da Argentina (IANIGLA Mendoza) e dos Estados Unidos (Columbia 

University). O projeto temático foi dividido em subgrupos, no qual esta Tese pertenceu ao grupo 

com tema central o desenvolvimento de métodos analíticos para a avaliação química das 

amostras de interesse ambiental. Detalhes podem ser observados no website 

www.pirecreate.com. 

Nos últimos anos, foram observados importantes avanços nas técnicas de análise 

química com o objetivo de aprimorar, não só a capacidade de identificação e quantificação de 

espécies químicas, mas também de obter informações da localização espacial de tais compostos 

que facilitem a obtenção de respostas de sistemas químicos complexos em diferentes tipos de 

amostras, até mesmo a nível de célula [1] ou partícula única [2]. As técnicas baseadas nas 

espectrometrias de massas e óptica representam aquelas mais amplamente utilizadas em 

análises multielementares, como, por exemplo, a espectrometria de massas com fonte de plasma 

indutivamente acoplado (ICP-MS) e a espectroscopia de emissão óptica com plasma 

indutivamente acoplado (ICP OES) [3,4]. No entanto, embora apresentem boa eficiência e 

robustez, tais técnicas usualmente requerem etapas de preparo de amostra (decomposição e/ou 

extração) que consomem de 40 a 70% do tempo da análise [5], causando perda da informação 

da distribuição espacial dos analitos.  

Nesse sentido, o processo de imageamento surge como alternativa que permite a análise 

da amostra em seu estado sólido, possibilitando o acesso a informações de distribuições 

espaciais e de distribuição de espécies químicas na superfície, dispensando a necessidade de 

procedimentos mais clássicos de preparo de amostra, tais como decomposições ou extrações 

[6]. O imageamento é o processo pelo qual ocorre a transformação de informações químicas, 

obtidas por meio de certas técnicas espectroanalíticas, em uma imagem de alta resolução da 

distribuição espacial elementar [7] e/ou molecular [8]. Para o processo de imageamento é 
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necessário o uso de técnicas capazes de excitar e/ou ionizar, eficientemente, átomos e/ou 

moléculas, obtendo espectros que são capturados e processados por específicos softwares que 

geram imagens próximas da realidade da amostra analisada por coordenadas específicas [9,10].  

Diferentes técnicas para imageamento podem ser observadas na literatura [6], 

principalmente baseadas em espectrometria de massas e espectroscopia óptica, cada uma com 

suas especificidades em relação à informação fornecida, bem como, também, ao mecanismo de 

ação e interação com a matriz [11–13]. Como exemplos temos MALDI-MS (do inglês Matrix-

assisted laser desorption/ionization mass spectrometry), DESI-MS (do inglês Desorption 

electrospray ionization), e a espectroscopia Raman para análises de imageamento molecular e, 

LIBS (do inglês Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) e SIMS (do inglês Secondary 

Ionization Mass Spectrometry) e SXFM (do inglês Synchrotron X-ray Fluorescence) para 

análises de imageamento elementar. A técnica conhecida como ablação a laser e espectrometria 

de massas com plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) é considerada uma das mais 

versáteis para análise multielementar, via imageamento, pois é de fácil manuseio, compatível 

com diferentes tipos de amostras sólidas, necessita de mínimo preparo de amostra, bem como 

apresenta alta resolução espacial e sensibilidade do ICP-MS [14–18].   

Pela ação de um laser de alta potência em coordenadas específicas (eixos x,y) na 

superfície da amostra, a técnica LA-ICP-MS promove a formação de um aerossol seco da 

amostra no local incidente, sendo este transportado para o interior do ICP-MS em que um 

plasma de alta temperaturas promove a ionização dos elementos químicos presentes na amostra. 

Após a ionização, cada íon será separado de acordo coma razão m/z e a intensidade de sinal 

(eixo z) é detectada [6]. Devido a quantidade e a complexidade dos dados gerados pela técnica 

de LA-ICP-MS, softwares de tratamento de dados e geração de imagem química são requisitos 

para a obtenção de resultados de alta qualidade [19,20]. Portanto, muita atenção é requerida em 

todas as etapas do processo de imageamento químico.  

A imagem química pela técnica LA-ICP-MS é formada por uma matriz de pixels, 

considerados os menores pontos formadores da imagem, representados por I(x,y,z), os quais 

apresentam a informação da intensidade de sinal ou concentração (z) em uma determinada 

direção e local (x,y) da imagem da superfície da amostra. Logo, a qualidade de uma imagem 

determina a quantidade de informações que podem ser extraídas, e, também, está diretamente 

relacionada com a resolução espacial [9,11].  
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A técnica LA-ICP-MS permite tanto análise qualitativa, como quantitativa, sendo esta 

aplicação para quantificação total ou para imageamento quantitativo [19]. Porém, uma das 

grandes dificuldades em análises quantitativas é a obtenção de um método de quantificação 

adequado devido ao efeito matriz e de fracionamento causado pela interação laser-amostra e 

devido ao transporte ao ICP-MS, bem como a limitação de materiais de referência certificado 

(CRM) para etapas de calibração e validação analítica [15,18]. Neste sentido, diferentes 

métodos de calibração podem ser observados na literatura, como calibração externa via curva 

analítica e compatibilização de matriz, padronização interna (do inglês internal standard, IS), 

adição de analito, entre outros [21,22], a fim de minimizar possíveis limitações. Entretanto, 

esses métodos consomem muito tempo de análise, bem como, em se tratando da técnica de LA-

ICP-MS, espaço na câmara de ablação, limitando o tamanho e número de amostras que podem 

ser analisadas.  

Neste sentido, o método de calibração externa conhecido como one-point (um ponto ou 

single-point) surge como alternativa viável a ser aplicado, tanto para quantificação total, como 

para imageamento quantitativo, pois consiste na utilização de apenas um ponto analítico, com 

concentração conhecida dos elementos, a fim de se obter a concentração elementar na matriz 

de interesse e minimizar efeitos de matriz causados na interação entre o laser-amostra, bem 

como necessita de menor tempo de análise e espaço [23]. 

A técnica LA-ICP-MS vem sendo aplicada na análise de diferentes tipos de amostras 

ambientais [6]. Neste sentido, os anéis de crescimento ganham destaque, pois são considerados 

camadas de crescimento produzidas pela madeira por certo período de tempo, portanto, podem 

conter o registro biológico das alterações ocorridas no ambiente por meio da absorção dos 

elementos pela raiz e folhas [24]. Logo, a possibilidade em estudar a distribuição espacial dos 

elementos ao longo dos anéis de crescimento é de suma importância em análises ambientais. 

Além dos anéis de crescimento, espeleotemas (i.e. estalagmites) também são matrizes pré-

estabelecidas como arquivos da mudança climática, pois também incorporam elementos traços 

como Pb, Mg, Ba e Sr na matriz de carbonato de cálcio, que podem ser derivados de diferentes 

fontes, como natural e antropogênica, rochas hospedeiras e cobertura do solo adjacente [25,26] 

Portanto, a presente Tese de Doutorado têm como objetivo otimizar os parâmetros 

analíticos de LA-ICP-MS para a obtenção de imagens qualitativas para os elementos  Zn, Ba, 

Mn, Fe, Sr, Ni, Mg e Ca ao longo de estalagmites, bem como a avaliação dos métodos de 

quantificação elementar, conhecidos como calibração externa e one-point baseados na 



20 

 

compatibilização de matriz, para a obtenção de imagens quantitativas de Pb, Cd, Ba e C (como 

padrão interno) ao longo de anéis de crescimento. 
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CAPÍTULO I: IMAGEAMENTO QUALITATIVO DA DISTRIBUIÇÃO ESPACIAL 

MULTIELEMENTAR EM ESPELEOTEMAS EMPREGANDO A TÉCNICA LA-ICP-

MS 
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Os resultados apresentados neste capítulo também podem ser observados na publicação de 

Francischini et al. (2023) [27]. 

1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

O Capítulo 1 da presente Tese de Doutorado teve como objetivo geral o 

desenvolvimento do processo de imageamento multielementar qualitativo ao longo da 

superfície de espeleotemas por meio da técnica LA-ICP-MS. Neste caso, os objetivos 

específicos foram: 

● Otimizar os parâmetros instrumentais de ablação a laser para análise de espeleotemas; 

● Avaliar a velocidade de ablação na resolução de imagem da superfície de espeleotema; 

● Avaliar o uso do padrão interno (IS) na resolução de imagem da superfície de 

espeleotema; 

● Utilizar o software LA -iMageS para geração de imagem qualitativa. 

 

2. ASPECTOS TEÓRICOS RELEVANTES 

2.2. PROCESSO DE IMAGEAMENTO QUALITATIVO  

LA-ICP-MS é uma técnica hifenada, constituída por uma fonte de laser na região UV 

(266, 213 e 193 nm), uma célula de ablação pressurizada, um caminho de transporte ao ICP-

MS e um detector. É considerada uma das mais versáteis para análise multielementar, pois é de 

fácil manuseio, compatível com diferentes tipos de amostras sólidas, necessita mínimo preparo 

de amostra, possui alta resolução espacial (5 – 250 m) e alta sensibilidade relacionada ao ICP-

MS (limite de detecção de 0,01 g g-1) [28], permitindo, assim, análises qualitativas e 

quantitativas de elementos em baixas concentrações, conhecidos como elementos-traços [14–

18]. Neste sentido, esta técnica vem sendo aplicada com diferentes finalidades, como análise 

de elementos essenciais e potencialmente tóxicos em amostras ambientais [29,30], análise em 

nível de single-cell [31], doenças neurodegenerativas [32,33] e câncer [34]. Na recente revisão 

bibliográfica realizada por Francischini e Arruda (2021) é possível observar diferentes 

aplicações de imageamento por LA-ICP-MS em análises ambientais [6]. 

Já o processo de imageamento elementar se baseia na transformação de informações 

químicas em uma imagem de alta qualidade da distribuição espacial elementar [7,35]. Neste 

caso, o maior desafio nesse processo é fazer com que todo o sistema resulte em imagens 
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representativas, ou seja, que possua alta resolução espacial. Para a técnica LA-ICP-MS, o 

processo de imageamento (Fig. 1.1) consiste na aplicação de pulsos de laser direcionados em 

regiões específicas da amostra, por meio de coordenadas x,y,z, realizando uma leitura da 

superfície por pontos ou linhas de ablação [15]. Ao entrar em contato com a amostra, os fótons 

do laser promovem a evaporação de pequena porção (~0,1 g s-1) [16] do local de incidência, 

fazendo com que haja a formação de um aerossol sólido. Este aerossol é transportado, por um 

fluxo de gás inerte (Ar ou He) para o interior do ICP-MS, no qual um plasma (6000 – 10.000K) 

promove a ionização dos componentes da amostra, formando, majoritariamente, íons 

monovalentes de metais e metalóides. Após a ionização, os íons são focalizados e direcionados 

ao analisador de massa, nos quais são separados de acordo com a razão m/z, sendo detectada a 

intensidade de sinal de cada íon [32,35]. 

 

Figura 1. 1:  Processo de análise via LA-ICP-MS. Fonte: Gundlach-Grahan e Gunther (2016) [36]. Reprodução autorizada 

pela Springer. 

Assim, a imagem da distribuição espacial, qualitativa ou quantitativa, é criada por 

meio do tratamento de dados por softwares adequados, criando uma matriz de pixels (menores 

pontos formadores da imagem), formados pelas coordenadas x,y e pela intensidade de sinal ou 

concentração de cada razão m/z analisada (Fig. 1.2). Pessôa et al. (2016) desenvolveram um 

guia prático para ajudar a obter imagens por LA-ICP-MS, no qual foram descritas todas as 

etapas, desde o preparo da amostra, a calibração dos parâmetros instrumentais, até como 

construir a imagem final usando software [19]. Entre os softwares encontrados para o 

tratamento e obtenção das imagens, aquele conhecido por LA-iMageS [20] é gratuito e foi 

desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, criando imagens 2D e 3D comparáveis à qualidade 

do MatLab. Portanto, o número de pixels que dará origem à imagem final estará diretamente 

relacionado à quantidade de informações que o método de imageamento fornece, bem como 

com a resolução de imagem [6,35]. 
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Figura 1. 2: Imageamento via LA-ICP-MS, sendo (a) ablação da amostra, (b) obtenção dos documentos das linhas de ablação, 

(c) tratamento de dados via softwares, (d) obtenção da matriz de pixels e (e) a imagem final. Imagem adaptada de: Francischini 

e Arruda (2021) [6]. Reprodução autorizada pela Elsevier. 

A técnica LA-ICP-MS fornece alta resolução espacial, a qual depende de diferentes 

fatores, como o diâmetro do spot do laser, a velocidade e a distância entre as linhas ou pontos 

de ablação [36]. Uma das vantagens desta técnica em relação às demais é a análise do aerossol 

seco, pois há minimização de interferência espectral causada pela adição de matriz ou solvente 

utilizado no preparo de amostra. Porém, interferências espectrais, como isobáricas ou 

poliatômicas, podem ser observadas, dependendo da composição da amostra. Neste caso, uso 

de cela de reação e/ou colisão no analisador de massas, pode minimizar ou evitar tais 

interferências [15].  

O tipo de duração do pulso do laser (pico, nano ou femtosegundo) também impacta na 

resposta analítica, em razão da interação laser-amostra e, consequentemente, na resolução 

espacial, pois pode ocorrer uma expansão do plasma criado ao entrar em contato com a 

superfície (Fig. 1.3), criando imperfeições na região de ablação, bem como fusão e deposição 

de material ao longo da linha ou ponto de ablação. Este efeito é conhecimento como “plasma-

shielding” [16,20], e, devido a ele, há necessidade em se preservar uma distância de segurança 

entre linhas e pontos de ablação pela técnica LA-ICP-MS. 
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Figura 1. 3: Diferença entre o perfil de ablação empregando lasers em regime de duração de pulso de nano e femtosegundos. 

Imagem adaptada de: Zhang et. al (2014) [37]. Reprodução autorizada pela American Chemical Society. 

Em LA-ICP-MS, os parâmetros como o diâmetro de spot, a frequência e a velocidade 

do laser estão diretamente relacionadas com a eficiência de ablação e, logo, com a veracidade 

da imagem gerada, sendo necessária, portanto, a otimização experimental para cada tipo de 

amostra sólida [15,18]. O fracionamento elementar, sendo este a variação não estequiométrica 

do sinal detectado, pode ser um dos efeitos adversos causados por flutuações da energia do laser 

[15]. Neste sentido, Pozebon et al. (2017) mencionam o uso de padrão interno para corrigir esta 

variação e demais flutuações instrumentais [38], devendo ser utilizado, tanto em análise 

qualitativa, como quantitativa [30]. 

O padrão interno é um elemento composicional ou adicionado à amostra e que deve 

apresentar uma distribuição homogênea em todas as amostras reais e de calibração avaliadas no 

processo, como também deve apresentar características similares às do analito, como potencial 

de ionização e m/z próximos. Em estudo realizado por Chacón-Madrid e Arruda (2018), os 

isótopos 12C, 13C, 28Si e 31P foram avaliados como padrões internos para aquisição de imagens 

de 107Ag, 55Mn e 63Cu em folhas de soja cultivadas em solo com nanopartículas de prata. Neste 

caso, constataram a melhor homogeneidade dos isótopos e 12C e 13C, bem como foram obtidos 

melhores resultados quando o 13C era aplicado na correção dos sinais analíticos [30]. 

A resolução espacial em análises pela técnica LA-ICP-MS é mensurada pela resolução 

em x (relação entre velocidade e tempo de aquisição dos dados) e y (distância entre as linhas de 

ablação) [35], portanto, irá variar de acordo com os parâmetros instrumentais [35,39]. Porém, 

para amostras com grandes dimensões, as informações obtidas por meio de linhas de ablação 

tendem a ser mais utilizadas em razão da praticidade e rapidez na análise, como aplicado por 

Weber et al. (2017), que compararam a ablação por linhas e pontos via LA-ICP-MS para avaliar 
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o perfil de Sr em amostras de estalagmites, constatando maior precisão nas análises via linhas 

de ablação [40]. 

Essa limitação em aplicação de imageamento via LA-ICP-MS pode estar relacionada 

com uma das principais limitações deste método: o tempo necessário de análise. Neumann et 

al. (2020), ao pesquisarem anticorpos marcados com metais em tecido cerebral, com método 

considerado de alta resolução de imagem (35 m de diâmetro de spot e a velocidade de ablação 

de 50 m s-1), constataram oito horas de análise, fazendo com que escolhessem apenas 

amostras-chave para aplicação desta técnica [41]. Mas é possível verificar que há uma tendência 

crescente em aplicar imageamento via LA-ICP-MS, principalmente em amostras de cunho 

ambiental, como espeleotemas [6,27]. Por exemplo, Amais et al. (2021) recentemente 

apresentaram o imageamento elementar qualitativo por LA-ICP-MS em quatro diferentes 

espécies de árvores, demonstrando a potencialidade da técnica e a relação entre os elementos e 

o tipo de estrutura celular analisada [42]. 

 

2.3. QUIMIOMETRIA E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

A Quimiometria se destaca nas pesquisas acadêmicas, pois é uma área da química que, 

por meio dos conhecimentos matemáticos e estatísticos, permite a identificação de informações 

experimentais relevantes e o emprego do planejamento fatorial para o estudo das condições 

ideais na resolução de um problema. Assim, por meio do uso de dados multivariados e 

planejamento fatorial, menores quantidades de ensaios, diminuição do tempo laboratorial, bem 

como redução no desperdício dos recursos financeiros e da amostra em questão podem ser 

obtidos, além da condição ótima experimental [43]. 

Assim, a otimização analítica visa estabelecer as melhores condições experimentais de 

análise, do preparo de amostra até os parâmetros instrumentais. Existem duas estratégias que 

podem ser aplicadas para realizar a otimização: a univariada e a multivariada. No método 

univariado há a variação de um parâmetro por vez para avaliar sua influência no sistema, sendo 

considerado um método simples e de fácil análise [43]. Chacón-Madrid e Arruda (2018) [30] e 

Pessôa et. al (2017) [22]  aplicaram o método univariado na otimização dos parâmetros da 

técnica LA-ICP-MS, como frequência, diâmetro de spot, velocidade de ablação e vazões dos 

gases de plasma para obtenção de imagens multielementares de amostras ambientais, 

respectivamente, assim obtendo as melhores condições para as análises [30]. Em ambos os 
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trabalhos é possível observar que a otimização univariada possibilitou explorar faixas extensas 

dos valores para cada parâmetro avaliado, porém a limitação de métodos univariados é a não 

obtenção da interação entre os fatores e a influência na resposta analítica, bem como apresentar 

maior tempo de análise e de possuir maior consumo de reagentes. 

Já no método de otimização multivariado os fatores são variados simultaneamente, por 

meio de um planejamento experimental, sendo possível observar a interação entre os 

parâmetros e a melhor condição analítica por meio de tratamentos estatísticos, bem como 

apresenta menor tempo de análise. Entretanto, o tratamento dos dados requer maior atenção, 

bem como o uso de softwares especializados [44], como Octave, Chemoface e Statistica. 

Existem diferentes planejamentos experimentais que podem ser aplicados na otimização, dos 

quais os métodos mais utilizados são o Planejamento Fatorial Completo ou Composto Central, 

Box-Behnken e Matrix Doehlert, que são aplicados de acordo com objetivos analíticos e 

número de variáveis [43,44]. 

Para análises multivariadas, a função multi-resposta (MR) vem sendo de grande 

aplicabilidade, a qual propõe a otimização dos parâmetros analíticos para a determinação 

multielementar por meio de uma resposta em conjunto. A função MR é definida pela média da 

soma da normalização das respostas individuais dos analitos pela resposta mais alta obtida no 

planejamento experimental [43,45]. 

Devido às vantagens da Quimiometria já mencionadas, esta área do conhecimento vem 

sendo explorada em diferentes trabalhos para a otimização de parâmetros analíticos. Andrade 

et al. (2017) utilizaram da Matrix Doehlert e a função multi-resposta para a otimização das 

condições de análise da técnica LIBS, como energia do laser e diâmetro de spot, a fim de avaliar 

macronutrientes e elementos tóxicos em amostras de fertilizantes, sendo possível a obtenção de 

respostas analíticas com condições experimentais únicas (condição de compromisso) e com 

mínima influência de sinal de fundo [46]. Para a otimização de tais parâmetros da técnica LIBS, 

Fortunato et al. (2019) aplicaram o planejamento experimental Composto Central, também 

utilizando da função multi-resposta para a obtenção de condições de compromisso na avaliação 

de Cr e Ni em amostras de minério [47]. 

Em análises pela técnica ICP, o planejamento fatorial 23 e o composto central foram 

aplicados para otimizar a potência de radiofrequência, vazão do gás de nebulização e vazão da 

amostra para a avaliação multielementar em amostras de refrigerante por ICP OES [48]. A 
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potência de radiofrequência, a vazão do gás de nebulização e o gás auxiliar do ICP OES também 

foram otimizados via planejamento composto central 23 para determinação multielementar em 

achocolatados [49]. Tais parâmetros, juntamente com o fluxo de gás do plasma, foram avaliados 

por meio do planejamento fatorial 24 e a matriz Box Behnken, para avaliar o desempenho da 

função multi-resposta e desejabilidade de diferentes elementos, das quais ambos os 

planejamentos apresentaram respostas similares para análises via ICP OES [45].  

 

2.4. ESPELEOTEMAS 

Em razão de mudanças climáticas, intensidade no transporte terrestre e impactos 

ambientais, o número de pesquisas paleoclimáticas vêm aumentando, tanto para o entendimento 

sobre as causas, como, também, sobre os impactos causados no meio ambiente. Diferentes tipos 

de matrizes podem ser utilizados em estudos paleoclimáticos, como corais, vegetação local e 

geleiras, a depender da resposta analítica requerida e do objetivo da pesquisa [50–54]. Neste 

sentido, espeleotemas são depósitos minerais, com calcita e aragonita, formados no interior de 

cavernas, os quais são amplamente estabelecidos como um dos mais valiosos recursos 

ambientais para o entendimento de mudanças e condições climáticas ocorridas na superfície 

terrestre [55–57]. 

Existem duas principais formas de espeleotemas: (I) estalactites e (II) estalagmites. As 

estalactites são os depósitos formados na cobertura da caverna e possuem o interior com uma 

abertura cilíndrica na qual percorre a água do solo superior. Já as estalagmites são os depósitos 

formados no piso da caverna, as quais são depósitos mais contínuos, formadas por micro 

camadas e com estrutura interna mais simples quando comparada à estalactite, sendo assim 

mais utilizada em estudos geoquímicos e geocronológicos [58].  

Resumidamente, a água acidificada que percorre o solo superior à caverna é enriquecida 

com minerais presentes no carbonato de cálcio do solo que, ao penetrar pelas fraturas e chegar 

ao teto da caverna, ocorre a liberação de CO2 e evaporação da água devido a diferença de PCO2 

e temperatura entre a água de cotejamento e o interior da caverna, assim gerando a precipitação 

de carbonato de cálcio e demais elementos químicos presentes na solução. Devido a tais 

parâmetros de formação das espeleotemas, ou seja, o cotejamento de água do solo, temperatura 

e pressão interna de CO2, tais amostras geram registros ambientais que ocorrem no ambiente 
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[58,59]. Os tipos de espeleotemas e os processos químicos essenciais são apresentados na 

Figura 1.4.  

 

Figura 1. 4: Processo e reações químicas essências na formação de espeleotemas. Fonte: autoria própria. 

Este tipo de matriz é considerado um proxy ambiental, ou seja, uma matriz que possui 

parâmetros que podem ser mensurados e modificados de acordo com variações ambientais, 

como temperatura, precipitação e tipo de vegetação, por exemplo [60]. Para espeleotemas, a 

temperatura, a concentração de Ca, Sr, Ba e Mg, bem como os isótopos de U-Pb, são proxies 

importantes em serem avaliados em estudos paleoclimáticos, pois estarão diretamente 

relacionadas com a taxa de precipitação de calcita e com a datação de espeleotemas [61–63]. 

Vansteenberge et al. (2020) observaram a mesma covariação de Sr, Ba, e Mg numa 

amostra de espeleotema da caverna Han-sur-Lesse (Bélgica), e perceberam que o resultado 

obtido reflete a precipitação prévia de calcita (do inglês Prior Calcite Precipitation - PCP), 

processo correlacionado com uma menor disponibilidade de água no verão [63].  

Porém, para amostras com diferentes e altas dimensões de tamanho, como as 

espeleotemas, as informações obtidas por meio de linhas de ablação pela técnica LA-ICP-MS, 
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ou por análises de solução pela técnica ICP OES [64], tendem a ser mais utilizadas em razão da 

praticidade e rapidez na análise. Weber et al. (2017) compararam a ablação por linhas e pontos 

via LA-ICP-MS para avaliar o perfil de Sr em amostras de estalagmites, constatando maior 

precisão em análises via linhas de ablação [40]. 

Neste sentido, esta Tese de Doutorado, no Capítulo I, teve como objetivo desenvolver 

um método de imageamento qualitativo pela técnica LA-ICP-MS, mapeando elementos de 

importância ambiental em espeleotemas, tais como Zn, Ba, Mn, Fe, Ni, Sr, Ca e Mg, a fim de 

contribuir na obtenção de resultados precisos em amostras que possuam informações valiosas 

em regiões micrométricas, que em técnicas convencionais não são obtidas. 

3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL 

O sistema de ablação a laser da New Wave UP-213, com fonte de laser Nd:YAG (213 

nm), foi acoplado a um analisador de massas quadrupolo com fonte de plasma indutivamente 

acoplado (PerkinElmer ELAN DRC-e) e utilizado para as análises via LA-ICP-MS, sendo 

localizado em uma sala limpa, classe 10000, com número de partículas, temperatura e umidade 

controlados. Antes da realização dos experimentos, as condições experimentais do ICP-MS 

foram avaliadas por meio de uma solução multielementar (Mg, In, U, Ce e Ba) para o 

monitoramento da formação de óxidos e espécies com dupla carga, os quais devem apresentar 

valores abaixo de 3%. Para garantir a confiabilidade dos resultados, um período de 45 min. de 

estabilização do plasma formado por argônio, também foi realizado, no qual há o 

monitoramento da estabilidade dos isótopos 12C+ e 13C+. 

Todos os dados brutos obtidos foram tratados por meio do programa Microsoft Excel® 

e as imagens qualitativas geradas via software LA-iMageS [20]. 

 

3.1. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DA TÉCNICA 

LA-ICP-MS 

Para o imageamento qualitativo de espeleotemas, os parâmetros de LA conhecidos 

como diâmetro do spot do laser (μm), frequência (Hz) e intensidade do laser  (%) de ablação 

foram otimizados, no qual um planejamento fatorial completo 23 (Tabela 1.1) foi aplicado, com 

três variáveis estudadas em dois níveis: -1 e +1, sendo o ponto central (0) realizado em triplicata, 

como observado na Tabela 1.2, totalizando 11 experimentos realizados em ordem aleatória. Os 
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parâmetros analíticos utilizados no ICP-MS foram: 1300 W de potência de radiofrequência, 1,2 

e 1,6 L min-1 as vazões do gás de nebulização e gás auxiliar, respectivamente.  

 

Tabela 1. 1: Planejamento experimental 23 para otimização instrumental da ablação a laser para análise de espeleotema. 

Exp. Spot (μm) Freq. (Hz) Intensidade (%) 

1 -1 -1 -1 

2 -1 -1 1 

3 -1 1 -1 

4 -1 1 1 

5 1 -1 -1 

6 1 -1 1 

7 1 1 -1 

8 1 1 1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

 

Tabela 1. 2: Níveis experimentais dos parâmetros analíticos da ablação a laser. 

 Níveis 

Variáveis -1 0 1 

Spot (μm) 20 60 100 

Freq (Hz) 10 15 20 

Intensidade (%) 30 60 90 

 

O sinal analítico (cps) foi obtido como resposta para cada isótopo avaliado e os dados 

foram tratados no software Excel para obtenção da função multi-resposta (MR) [45], calculado 

utilizando a somatória  da razão entre a intensidade de sinal dividido pelo maior valor 

encontrado, para cada analito, como observado na equação 1. Foi analisado o material de 

referência certificado NIST 612 (Trace elements in glass), no qual foram avaliados os isótopos 

66Zn, 137Ba, 55Mn, 57Fe, 60Ni, 88Sr, 44Ca e 26Mg. Os softwares Excel e Chemoface foram 

utilizados no tratamento de dados para a obtenção dos efeitos analíticos e superfície de resposta. 

𝑀𝑅 =  (
𝐼𝑖

𝐼𝑚á𝑥.𝑖
)           Equação 1 

Ii = intensidade de sinal do elemento 

Imáxi = intensidade de sinal máxima do elemento 
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3.2. OTIMIZAÇÃO DA VELOCIDADE DE ABLAÇÃO E AVALIAÇÃO 

DO PADRÃO INTERNO 

Nesta etapa, três velocidades de ablação foram utilizadas: 20, 40 e 60 μm s-1, as quais 

influenciam diretamente o tamanho do pixel (μm) de uma imagem, calculado por meio da 

multiplicação entre a velocidade (μm s-1) e o tempo de aquisição (s). Assim, dez linhas de 

ablação com 3 mm de comprimento, 137,5 μm de distância entre os centros de cada linha, 100 

μm de diâmetro de spot, 20 Hz de frequência e 90% de intensidade foram feitas para cada 

velocidade. O isótopo 44Ca foi utilizado como IS. Uma amostra exploratória de espeleotema 

(estalagmite) coletada no Parque Nacional do Peruaçu (MG) foi gentilmente doada, já cortada 

com auxílio de dupla-serra circular, com dimensões 1 cm x 1 cm x 2 mm, pelo Prof. Nicolás 

Strikis (Universidade Federal Fluminense, RJ), a qual foi utilizada nesta etapa.  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DE LA-ICP-MS 

 O laser é a amplificação da luz por emissão estimulada por radiação que faz com que 

ocorra o processo de ablação, o qual envolve aquecimento, fusão e evaporação do material a 

temperaturas e pressões extremamente altas [18]. Assim, os parâmetros de ablação irão 

influenciar na quantidade de amostra que será retirada da superfície da matriz, influenciando, 

também, na intensidade de sinal, na sensibilidade, na exatidão e na precisão dos resultados 

analíticos. Tais parâmetros variam de acordo com o tipo de amostra estudada em razão da 

interação do feixe do laser com as propriedades da superfície da matriz [65,66]. 

O primeiro parâmetro de avaliação foi a intensidade do laser, a qual está diretamente 

relacionada com a remoção de maiores quantidades de material via ablação, assim podendo 

influenciar positivamente no sinal analítico. O segundo parâmetro analisado no sistema de 

ablação a laser é conhecido como frequência (Hz), sendo o número de pulsos do laser que atinge 

a superfície da amostra por unidade de tempo [19]. Já o terceiro parâmetro avaliado foi o 

tamanho do spot, o qual é o diâmetro do laser que faz a interação com a superfície do material 

analisado [19]. Os resultados de intensidade de sinal (cps) para cada isótopo pode ser observado 

na Tabela 1.3. 
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Tabela 1. 3: Resultados de intensidade de sinal (cps) para os isótopos avaliados no material certificado (NIST 612) por meio 

do planejamento fatorial 23 e análise via LA-ICP-MS. 

 Intensidade de sinal (cps) 

Exp. 66Zn 137Ba 55Mn 57Fe 88Sr 60Ni 44Ca 26Mg 

1 450,0 2,2 360,2 46,2 3,8 12,9 17075,0 1566,3 

2 505,5 33,9 495,8 70,4 356,0 48,9 23906,2 2073,4 

3 350,6 3,2 314,0 53,8 4,8 16,7 13791,0 1126,4 

4 417,8 43,0 439,3 67,7 429,6 40,9 19719,1 1243,1 

5 444,6 5,9 353,2 54,8 3,8 23,7 16086,5 1301,2 

6 870,6 459,2 2195,3 133,3 4868,7 359,2 89516,9 1546,9 

7 425,3 4,8 390,3 60,2 6,5 20,4 17623,5 1714,7 

8 1223,8 1056,0 4924,0 230,7 11450,6 826,9 190946,7 1900,2 

9 533,4 89,8 651,1 83,9 824,2 73,7 26215,2 1452,8 

10 525,3 64,0 548,9 78,0 549,5 63,4 22010,6 1271,1 

11 670,5 75,8 703,3 91,4 617,2 72,6 27503,8 2306,8 

  

Por meio dos resultados, verifica-se que o experimento 8 apresentou os maiores valores 

de intensidade de sinal para, praticamente, todos os isótopos (em destaque), menos para 26Mg, 

sendo seu maior valor cps observado no experimento 10 (em destaque). Neste caso, para 

verificar e confirmar quais as condições de compromisso experimentais devem ser utilizadas 

para analisar espeleotemas pela técnica de LA-ICP-MS, utilizou-se o método MR. Os 

parâmetros de ablação a laser e os resultados de MR para cada experimento podem ser 

observados na Tabela 1.4, confirmando que as condições experimentais do experimento 8 (em 

negrito) proporcionou o maior valor de MR, ou seja, as melhores condições para uma análise 

multielementar em amostras de espeleotemas.  

Tabela 1. 4: Resultados da multi-resposta (MR) para cada variável (V) em NIST 612 por meio do planejamento fatorial 23 e 

análise via LA-ICP-MS. 

  V1 V2 V3  

Exp. Spot (μm) Frequência (Hz) Intensidade (%) MR 

1 20 10 30 1,43 

2 20 10 90 1,97 

3 20 20 30 1,17 

4 20 20 90 1,49 

5 100 10 30 1,36 

6 100 10 90 4,17 

7 100 20 30 1,55 

8 100 20 90 7,82 

9 60 15 60 1,94 

10 60 15 60 1,73 

11 60 15 60 2,44 
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Também foi possível observar que a alteração dos parâmetros de ablação a laser não 

influenciou no sinal de fundo (argônio), mas apenas na intensidade de sinal dos isótopos, como 

apresentado na Figura 1.5. 

 

Figura 1. 5: Sinal de 88Sr em NIST 612 de acordo com o planejamento experimental 23 e análise via LA-ICP-MS. 

Os resultados de MR foram inseridos no software gratuito Chemoface para o cálculo de 

efeito das variáveis e as interações entre si na análise. A Figura 1.6 apresenta o resultado para 

a significância das variáveis por meio do Gráfico de Pareto, considerando 95% de nível de 

confiança, na qual é possível verificar que a intensidade (3) e o diâmetro do spot do laser (1), 

assim como a interação entre 1 e 3, bem como entre 1 e 2 (frequência), apresentam efeitos 

positivos estatisticamente (95% de nível de confiança). A superfície de resposta também indica 

que quanto maior o diâmetro do spot e a intensidade do laser, maiores são os sinais analíticos, 

assim resultando em melhorias na sensibilidade do método. 
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Figura 1. 6: Gráfico de Pareto dos efeitos analíticos e a Superfície de Resposta para o planejamento fatorial completo 23 para 

LA-ICP-MS, utilizando a resposta múltipla (MR) como resultado. Figura obtida pelo software Chemoface. 

O aumento da intensidade de sinal é explicado considerando a intensidade e fluência do 

laser (energia por unidade de área) na superfície da amostra. Uma maior intensidade e fluência 

do laser resultam em maiores quantidades de amostra retiradas (ou abladas), impactando, 

proporcionalmente, no aumento do sinal analítico. Em relação à frequência de ablação, definida 

como o número de pulsos por unidade de tempo, o aumento da frequência (de 10 para 20 Hz) 

promoveu um aumento da intensidade do sinal do analito, tornando mais viável a ocorrência da 

ablação do material a partir do feixe do laser, mesmo que a proporção de influência deste 

parâmetro não seja significativa em nível de confiança de 95%, como verificado no Gráfico de 

Pareto (Fig. 1.6). O aumento do diâmetro do spot também proporciona maior sensibilidade, pois 

uma maior área de amostra (e uma maior quantidade de analito) foi ablada [19]. Portanto, as 

condições instrumentais finais e otimizadas para análise de espeleotemas por meio da técnica 

LA-ICP-MS podem ser observadas na Tabela 1.5.  
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Tabela 1. 5: Parâmetros instrumentais otimizados para análise via LA-ICP-MS em amostra de espeleotemas. 

ICP-MS (PerkinElmer ELAN DRC-e) 

Potência de radiofrequência (W) 1300 

Vazão de gás de nebulização (L min-1) 1,2 

Vazão de gás auxiliar (L min-1) 1,6 

LA (New Wave UP-213) 

Nd:YAG (nm) 213 

Intensidade de ablação (%) 90 

Frequência (Hz) 20 

Diâmetro de spot (µm) 100 

Velocidade de ablação (µm s-1) 60 

Pulso (mJ) 1,80 

Densidade energética (J cm-2) 25,6 

 

4.2. OTIMIZAÇÃO DA VELOCIDADE DE ABLAÇÃO E AVALIAÇÃO 

DO PADRÃO INTERNO 

Como destacado por Francischini e Arruda (2021), a velocidade de ablação desempenha 

um papel importante na resolução das imagens de distribuição elementar, especialmente para a 

análise de amostras com alta heterogeneidade em uma pequena área superficial, como as 

espeleotemas, pois irá impactar diretamente na resolução em x, correspondente à direção da 

linha de ablação [6]. Nesta etapa, três velocidades de ablação foram utilizadas: 20, 40 e 60 m 

s-1. Os resultados obtidos do imageamento qualitativo podem ser observados na Figura 1.7. 
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Figura 1. 7: Imagens qualitativas ao longo da superfície de uma estalagmite, de acordo com a velocidade de ablação 

avaliada. Imagens obtidas através do software LA-iMageS. 

Ao aumentar a velocidade de ablação, o tamanho do pixel aumenta, impactando 

negativamente na resolução da imagem em geral, pois uma mesma área avaliada apresentará 

menor quantidade de pixels por área quando maiores velocidades de ablação são empregadas. 

Isto pode ser claramente observado para a imagem de 137Ba, por exemplo, e, ao avaliar os outros 

isótopos, como Ni, Mn, Zn e Fe, aparenta ocorrer uma sobreposição dos dados na distribuição 
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espacial quando há maior velocidade de varredura. As imagens obtidas com 40 e 20 µm s-1 são 

muito semelhantes umas às outras, embora apresentem valores diferentes de tamanho de pixel 

(2,4 e 1,2 µm, respectivamente). Assim, pode-se concluir que quanto menor for a velocidade 

de varredura, maior será a resolução da imagem.  

Contudo, outro fator limitante em imageamento pela técnica de LA-ICP-MS deve ser 

considerado: o tempo de análise. Considerando a ablação sequencial das 10 linhas de 0,2 mm 

ao aplicar a velocidade 60 µm s-1, o tempo gasto é de aproximadamente 9 min., sem contar o 

tempo gasto para a focalização manual do laser. Quando se aplicam 40 ou 20 µm s-1, o tempo 

necessário aumenta para 13 e 26 min, respectivamente, um aumento de 1,4 e 2,8vezes no tempo 

total da análise. Portanto, a avaliação da resolução da imagem deve levar em consideração o 

tempo, uma vez que representa custos mais elevados devido ao aumento do consumo de gás de 

arraste, sendo, ainda, de alta pureza.  

Por meio dos resultados, também foi observado uma correlação entre os locais em que 

os isótopos apresentam maiores intensidades de sinais, especialmente para Sr, Mg, e Ba, 

elementos que possuem grande importância na análise ambiental das alterações climáticas. No 

trabalho publicado por Vansteenberge et al. (2020), os autores também observaram a mesma 

covariação de Sr, Ba, e Mg numa amostra de espeleotema da caverna Han-sur-Lesse (Bélgica), 

e perceberam que o resultado obtido reflete a precipitação prévia de calcita (do inglês Prior 

Calcite Precipitation - PCP), processo esse correlacionado com uma menor disponibilidade de 

água no verão [63]. Vadillo et al. (1998) também avaliaram Mg e Sr via imageamento pela 

técnica LIBS, e salientaram a importância de observar a distribuição espacial em amostras de 

espeleotemas e a variação da concentração elementar, pois podem ser correlacionadas com a 

temperatura e o tempo de deposição de carbonato no local avaliado [67]. 

Desta forma, como condição de compromisso entre a resolução e a velocidade de 

ablação, bem como os custos envolvidos na análise, devem ser aplicados valores de velocidade 

mais baixos, como 40 e 20 µm s-1. 

Na técnica de LA-ICP-MS, é comum a utilização de padrão interno (IS), sendo este um 

elemento que deve apresentar uma distribuição homogênea na matriz e apresentar 

características semelhantes às dos analitos em estudo, podendo, assim, ser utilizado para 

normalizar as intensidades de sinal analítico e minimizar as oscilações experimentais 

[30,66,68]. No caso dos espeleotemas, uma matriz que contém abundância de carbonato de 
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cálcio, o cálcio é o elemento principal que poderia ser considerado IS devido a homogeneidade 

na amostra, sendo esta, uma exigência de um IS. No entanto, numa análise em que há Ar como 

gás de plasma, bem como a baixa resolução de um quadrupolo, ocorre uma interferência 

isobárica entre Ca e Ar, pois ambos possuem uma razão m/z de 40. Como esse tipo de 

interferência requer altíssima resolução do analisador de massas, a única alternativa viável é a 

avaliação de um outro isótopo, sendo que, nesse caso, o isótopo 44Ca foi avaliado como IS. Os 

resultados e a comparação das imagens normalizadas e não normalizadas com IS, utilizando 20 

µm s-1 como velocidade de ablação, podem ser vistos na Figura 1.8. 

      

Figura 1. 8: Avaliação do padrão interno (IS) 44Ca na resolução de imageamento qualitativo na superfície de espeleotema. 

Como observado, ambas as estratégias apresentam imagens semelhantes para todos os 

isótopos avaliados. No caso da resolução espacial, a normalização com IS 44Ca pode ser 

considerada opcional na análise. Contudo, em estudos ambientais, a relação entre a 

concentração de elementos e do Ca, quando as estratégias de calibração são aplicadas à análise 

LA-ICP-MS para fins quantitativos, pode fornecer informação importante sobre a formação de 
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espeleotemas e alterações paleoclimáticas, sem prejudicar a resolução e informação espacial 

que a imagem fornece [69,70]. 

 

5. CONCLUSÕES PARCIAIS 

O Capítulo I desta Tese de Doutorado visou otimizar os parâmetros de LA, conhecidos 

como intensidade de ablação, frequência, e diâmetro de spot, utilizando planejamento 

experimental multivariado e dados de multi-respostas, bem como avaliou a influência da 

velocidade de ablação e os efeitos do isótopo 44Ca quando utilizado como IS na resolução de 

imagem de 66Zn, 137Ba, 55Mn, 57Fe, 88Sr, 60Ni, e 26Mg em amostras de espeleotemas. A 

quimiometria, por meio do planejamento experimental foi amplamente aplicada neste trabalho, 

ajudando na otimização dos parâmetros analíticos para análise de espeleotemas via 

imageamento pela técnica LA-ICP-MS. Neste caso, foi possível verificar que, quanto maior o 

diâmetro do spot e maior a intensidade do laser, maiores os sinais analíticos, resultando, assim, 

em aumento na sensibilidade do método.  

O estudo da avaliação da velocidade de ablação demonstrou a influência deste 

parâmetro na resolução de imagem, onde há um aumento na resolução quando são aplicados 

valores menores de velocidade (40 e 20 µm s-1). Portanto, quanto menor for a velocidade de 

ablação, maior será a resolução espacial da imagem obtida, porém, maior será o tempo de 

análise. 

Quanto à utilização de 44Ca como IS, verificou-se que este isótopo não influencia 

negativamente na resolução de imagem para os demais isótopos avaliados, logo a relação entre 

diferentes elementos e o Ca pode ser utilizada para estudos quantitativos, sem prejudicar a 

resolução espacial do processo de imageamento. 

Portanto, os resultados obtidos neste Capítulo contribuem para o avanço das aplicações 

do processo de imageamento pela técnica LA-ICP-MS, bem como demonstra a importância da 

otimização dos parâmetros analíticos para a análise de amostras que apresentam micro-camadas 

na superfície, como espeleotemas. De fato, este tipo de amostra requer uma alta resolução de 

imagem para obter resultados mais próximos à realidade, assim contribuindo para a aplicação 

de imageamento em análises ambientais. 
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CAPÍTULO II: IMAGEAMENTO QUANTITATIVO DE Pb, Cd e Ba EM 

AMOSTRAS DE ANÉIS DE CRESCIMENTO DE ÁRVORES POR MEIO DA 

ANÁLISE POR LA-ICP-MS 
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1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

O Capítulo II desta Tese de Doutorado tem como objetivo geral a avaliação dos métodos 

de quantificação elementar para a obtenção de imagens quantitativas de Pb, Cd e Ba ao longo 

da superfície de anéis de crescimento. Neste sentido, os objetivos específicos foram: 

● Otimizar os parâmetros analíticos da técnica LA-ICP-MS para análise e quantificação 

de Pb, Cd, Ba e C (IS) em anéis de crescimento; 

●  Preparar amostra para obtenção de padrões analíticos aplicados nos métodos de 

quantificação elementar em anéis de crescimento; 

● Desenvolver e avaliar os métodos de quantificação conhecidos como calibração externa 

e one-point, via compatibilização de matriz, para quantificação total em anéis de 

crescimento; 

● Desenvolver e aplicar o processo de imageamento quantitativo ao longo de anéis de 

crescimento; 

● Comparar os resultados de imageamento quantitativo pela técnica de LA-ICP-MS e 

quantificação total pela técnica ICP-MS. 

 

2. ASPECTOS TEÓRICOS RELEVANTES 

2.1.  ESTRATÉGIAS DE CALIBRAÇÃO E IMAGEAMENTO 

QUANTITATIVO  

Como mencionado no item 2.1. do Capítulo 1 desta Tese de Doutorado, a técnica LA-

ICP-MS possibilita a obtenção de imagens químicas e representativas da superfície de amostras 

sólidas ao correlacionar as coordenadas x,y,z, que regem a locomoção da ablação a laser, com 

os resultados da intensidade de sinal de cada isótopo avaliado. Além das informações 

qualitativas, o processo de imageamento também permite a geração de imagem quantitativa, 

relacionando a resposta analítica obtida por meio da análise instrumental com a concentração 

do analito. Neste sentido, há a possibilidade de transformação da informação qualitativa do 

pixel em informação quantitativa (μg g-1, por exemplo) [6]. 

Uma das grandes dificuldades em análises quantitativas por LA-ICP-MS é a obtenção 

de um método de calibração adequado para cada amostra, devido ao efeito matriz e de 

fracionamento de massa causados pela interação laser-amostra e o transporte ao ICP-MS, bem 
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como a falta CRM para o preparo de amostras de calibração e as etapas de validação analítica 

[15,18]. Pozebon et al. (2017) apresentaram novas estratégias de calibração para análise por 

LA-ICP-MS que podem ser estudadas e aplicadas no processo de imagem, como calibração 

externa via compatibilização de matriz (do inglês matrix-matching), na qual a matriz utilizada 

para preparar os pontos de calibração deve apresentar propriedades físicas e uma interação 

laser-amostra igual ou semelhante à da amostra a ser avaliada, assim diminuindo o efeito matriz, 

como CRMs ou a própria amostra limpa [38]. Estratégias de calibração externa (curva 

analítica), uso de padrão interno e aplicação de soluções de quantificação juntamente ao 

processo de ablação são descritas [21,22,30]. 

Pessôa et al. (2016) desenvolveram um guia prático para ajudar a obter imagens por 

LA-ICP-MS, no qual foram descritas todas as etapas, desde a preparação da amostra até à 

calibração dos parâmetros instrumentais, e como construir a imagem quantitativa final, usando 

o software MatLab [19].   

Os métodos de quantificação relacionam a concentração do analito com a resposta 

analítica obtida por meio da análise instrumental. É comum observar a aplicação de calibração 

externa como curvas analíticas do tipo y = ax + b, em que y é a concentração e x, a resposta 

analítica, a fim de obter a concentração elementar. Pessôa et al. (2017) aplicaram o 

imageamento quantitativo, utilizando o conceito de compatibilização de matriz para obter a 

curva analítica, a fim de avaliar elementos essenciais e tóxicos em sementes de girassóis em 

solo contaminado com Cd, no qual puderam verificar a translocação de Cd para as sementes, 

bem como a variação na concentração espacial (variando de 10 a 20 μg g-1) deste elemento [22]. 

Para determinar elementos essenciais e não essenciais em tecidos vegetais de tabaco, Becker et 

al. (2008), por meio da compatibilização de matriz feita em laboratório, verificam a 

heterogeneidade química das flores, raízes e brotos, a partir da distribuição e concentração 

espacial elementar via imageamento quantitativo [29].  

Como para realizar a calibração por meio de curvas analíticas em LA-ICP-MS é 

necessário um maior espaço na câmara de ablação, bem como o consumo de tempo é um fator 

complicador, para a aplicação de imageamento quantitativo, método que, por si, consome horas 

da análise e necessita de espaço para inserir as amostras de interesse, há a necessidade de 

aplicação de métodos alternativos que aperfeiçoem tais aspectos.  
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Na literatura é possível observar métodos que utilizam um, dois ou mais pontos 

analíticos para quantificação elementar pela técnica Espectroscopia de Emissão Óptica com 

Plasma Induzido por Laser (do inglês Laser-Induced Breakdown Spectroscopy – LIBS), como 

apresentado na recente revisão de Costa et. al (2020) [21], técnica que também utiliza laser, 

porém, a detecção é feita por meio da energia emitida pelos elementos excitados diretamente 

na superfície da amostra pelo contato com o laser.  

Neste sentido, o método de calibração externa conhecido como um-ponto (do inglês 

one-point ou single-point), apresentado por Jochum et al. (2007), consiste na utilização de 

apenas um ponto analítico com concentração conhecida dos elementos, sendo este constituído 

por CRM ou preparado por compatibilização de matriz. Este ponto é utilizado para calcular a 

concentração final dos analitos na matriz de interesse por meio de equações matemáticas. Este 

método apresenta vantagens para a aplicação em imageamento quantitativo em relação à curva 

analítica, como minimização dos efeitos matriz, menor tempo de análise e espaço requerido 

[23]. De fato, este método foi apresentado e validado para quantificar diferentes elementos, 

como Pb e Ba, em amostras geológicas.  

Jochum et al. (2012) também aplicaram o método de calibração one-point para avaliar 

estalagmites e conchas, no qual determinaram concentrações de 30 à 50 elementos, como Ca, 

Pb, Mg, Zn, Sr e Ba, com incertezas variando entre 5 – 10%. Neste estudo, os autores relatam 

a necessidade de materiais compatíveis com a matriz de interesse, além dos CRMs, pois alguns 

elementos com pontos de ebulição baixos, como Pb, necessitam de pontos de calibração por 

compatibilização de matriz, a fim de diminuir as incertezas da análise [71]. 

Hare et al. (2011) também aplicaram o método one-point, utilizando CRM como ponto 

analítico para quantificação de Zn, Sr, Pb e Cd em dentes, via imageamento quantitativo por 

LA-ICP-MS. Como resultados, os pesquisadores detectaram concentrações de Sr e Zn na faixa 

de 80 – 300 μg g-1, respectivamente, e de 30 – 300 ng g-1 para Cd e Pb em diferentes regiões da 

amostra [72].  Moradi et al. (2010) aplicaram o método de calibração via one-point, utilizando 

CRM Olive Leaves, para quantificar Ni e Fe na raiz de B. coddii, bem como para mapear o 

complexo Ni-DMG (dimetilglioxima) na superfície da raiz. Como resultado, altas 

concentrações de Ni foram observadas no interior da raiz (ca. 500 mg kg-1 no córtex e 300 mg 

kg-1 no centro da raiz), e Fe com concentrações menores que 100 mg kg-1, sendo os valores 

confirmados via decomposição e análise por ICP OES  [73]. 
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Já no trabalho realizado por Santos et al. (2009), este método foi aplicado como primeiro 

passo para a quantificação de Cu, Zn, Cd, Hg e Pb em amostras de tecido de caracol marinho, 

para posterior imageamento em LA-ICP-MS, via curva analítica. O método one-point, de 

acordo com os autores, é considerado como semi-quantitativo, pois é limitado em exatidão e 

precisão, devendo ser utilizado como pré-análise quantitativa. Porém, não foram encontradas 

diferenças significativas (nível de confiança de 95%) entre os valores encontrados via one-point 

e aqueles obtidos por ICP-MS [74]. Para Hare et al. (2012) o termo semi-quantitativo deveria 

ser evitado, pois os métodos de calibração seriam classificados como quantitativo, no qual há 

presença das figuras de mérito (exatidão, limites de detecção e quantificação, por exemplo), ou 

como qualitativo [17]. 

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), para 

métodos que utilizam um ponto de calibração, nos quais não há a construção de uma curva 

analítica, e, portanto, não há como obter o coeficiente angular, os limites de detecção (LOD) e 

quantificação (LOQ) podem ser obtidos baseados no desvio padrão do branco da análise [75–

77]. Portanto, é possível caracterizar o método via one-point como método quantitativo, porém, 

sendo necessária a aplicação do método de compatibilização de matriz para que seja possível a 

obtenção da concentração total, e, também, imagens quantitativas, minimizando, assim, os 

efeitos adversos da análise por LA-ICP-MS. 

  

2.2.  ANÉIS DE CRESCIMENTO DE ÁRVORES 

Cada espécie de árvore possui especificidades em relação à sua estrutura e composição, 

porém, apresentam similaridades em relação à presença de folhas, caules, raiz e tronco. O tronco 

de uma árvore é formado por diferentes estruturas (Figura 2.1): a medula, sendo a parte central 

do tronco; o cerne, composto por células inativas provindas do alburno; o alburno, madeira 

recentemente formada, apresentando células ativas e coloração clara; o câmbio, grupo de fibras 

imperceptíveis localizadas entre a casca e o alburno, responsável pelo crescimento da árvore 

em diâmetro, ou seja, pela formação dos anéis constituintes do alburno; e, por fim, a casca, 

sendo a parte externa que garante a proteção do tronco [78,79]. 
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Figura 2. 1: Configuração do tronco de árvore. Fonte: autoria própria. 

Os anéis de crescimento são considerados camadas de crescimento produzidas pela 

madeira por certo período de tempo. O tempo de formação para um anel de crescimento é de 

um ano, mas esta periodicidade pode variar com a espécie e a idade da árvore, bem como com 

as condições ambientais em que está inserida, sendo possível a presença de mais de um anel em 

uma mesma época de crescimento ou a sua ausência em razão da impossibilidade de distinção 

entre os lenhos formadores de um anel de crescimento. Diferentes aspectos estruturais podem 

indicar os limites dos anéis de crescimento e variam de acordo com a espécie de árvore, como 

a presença de parênquima marginal e diferentes diâmetros dos vasos condutores entre o lenho 

inicial (parcela do anel clara) e lenho tardio (parcela do anel escura), como observado na Figura 

2.2, sendo tais lenhos formadores de um anel de crescimento [80].    

 

Figura 2. 2: Aspectos estruturais de anel de crescimento de árvore. Fonte: adaptado de Wheeler (2001) [81]. 

Como a formação de anéis de crescimento ocorre com periodicidade anual, tais matrizes 

podem realizar o registro biológico das alterações ocorridas no meio abiótico por meio da 

absorção de diferentes elementos presentes no solo ou ar atmosférico, assim sendo consideradas 

proxies ambientais, pois permitem o estudo de alterações climáticas e ambientais ocorridas em 
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certo período de tempo por meio da amostragem adequada das espécies que melhor representam 

tais variações, pois cada espécie responderá com diferentes comportamentos bióticos em 

relação ao estímulo externo, assim diminuindo os falsos sinais (como falsos anéis de 

crescimento) em avaliações ambientais [24]. 

 Uma das causas de mudanças climáticas é a ocorrência de vulcanismo, pois erupções 

vulcânicas liberam aerossóis e gases químicos para a atmosfera, bem como diferentes elementos 

como S, Hg e Pb, que afetam a irradiação solar e causam a diminuição do pH das chuvas 

ocorridas naquela região [82–84]. 

Com a diminuição do pH das chuvas, a disponibilidade de nutrientes e íons no solo pode 

sofrer alterações em razão da lixiviação e mudanças de pH do solo. Assim, elementos como Al 

e Ba podem sofrer ionizações em solução e se translocar para o interior das árvores por meio 

dos vasos condutores. Com a absorção de diferentes elementos que, sem a ocorrência de 

erupção vulcânica, não seriam absorvidos, pode ser observada variações anômalas em 

conjuntos de anéis sequenciais, e, assim, caminhar para a caracterização de tais eventos com o 

auxílio dos anéis de crescimento [82,83]. 

Em estudo recente realizado por Alfaro-Sánchez et al. (2020) via decomposição e 

análise por ICP OES, os autores avaliaram sinais de erupções vulcânicas em anel de 

crescimento de Pinus hartwegii, localizadas à 3 km do vulcão Popocatépetl (México), o qual 

apresenta atividade vulcânica ativa desde 1994. Neste estudo, os pesquisadores verificaram 

altas concentrações de diversos metais no ano de 2001, dentre eles Ni e Pb, após uma grande 

erupção nos anos 2000, bem como elementos como Al, K e S após dois anos do evento em 

anéis de crescimento estreitos [84]. 

Pearson et al. (2005), por meio de análise por LA-ICP-MS, detectaram aumento de Al 

e Zn entre os anos 1814 e 1815 em amostras de Pinus sylvestris (Sarikamis, Turquia) e 

relacionaram esta variação com a possibilidade de mobilização de cátions bivalentes devido a 

acidificação do solo daquela região [83].    

Padilla e Andersom (2002), via decomposição e análise por ICP-MS, associaram a 

variação elementar de Ba, Cu e Zn em anéis de crescimento da amostra-fóssil Pinus ponderosa, 

de 350 anos de datação, com a diminuição do pH do solo causado por erupção vulcânica, pois 

a variação incomum ocorreu conjuntamente com a ocorrência das erupções dos vulcões Laki 

(1783), Tambora (1815) e Krakatau (1883) [85].   
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Já na pesquisa realizada por Locosseli et al. (2018), por meio da análise pela técnica 

LA-ICP-MS os autores relatam diminuição de Pb por meio dos anéis de crescimento, a qual foi 

relacionada com a diminuição de Pb nos combustíveis automobilísticos na cidade de São Paulo 

(SP, Brasil), bem como a variabilidade na composição elementar de acordo com a estrutura 

celular, como o acúmulo de diferentes elementos (Ni, Zn e Pb, por exemplo) nos vasos 

condutores, e Na associado ao parênquima axial [86]. Amais et al. (2021) recentemente 

apresentaram o imageamento elementar qualitativo por LA-ICP-MS em quatro diferentes 

espécies de árvores, demonstrando a potencialidade da técnica e a relação entre os elementos e 

o tipo de estrutura celular analisada [42]. 

Para amostras com grandes dimensões, como o tronco de árvores, as informações 

obtidas por meio de linhas de ablação tendem a ser mais utilizadas para avaliação ambiental em 

razão da praticidade e rapidez na análise, como aplicado por Bukata & Kyser (2008) na 

avaliação da concentração de Ba, Sr e Pb (< 10 μg g-1) ao longo de anéis de crescimento [87], 

bem como por Märten et al. (2015) ao estudarem os níveis de U em amostras de árvore em 

locais de atividade de mineração [88]. 

 

3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL 

Inicialmente, todas as vidrarias e materiais de preparo de amostra utilizados foram 

previamente descontaminados em solução de HNO3 (10% v/v) por 24 h, lavados em água 

deionizada (18 MΩ cm-1, Millipore, Bedford, USA) e secos em capela de fluxo laminar a 

temperatura ambiente.  

O sistema de ablação a laser da New Wave UP-213, com fonte de laser Nd:YAG (213 

nm), acoplado com analisador de massas quadrupolo com fonte de plasma indutivamente 

acoplado (PerkinElmer ELAN DRC-e) foram utilizados para as análises via LA-ICP-MS, os 

quais estão localizados em uma sala limpa, com número de partículas, temperatura e umidade 

controlados. Antes da realização dos experimentos, as condições experimentais do ICP-MS são 

avaliadas por meio de uma solução multielementar (Mg, In, U, Ce e Ba) para o monitoramento 

da formação de óxidos e espécies com dupla carga, os quais devem apresentar valores abaixo 

de 3%. Para garantir a confiabilidade dos resultados, um período de 45 min. de estabilização do 

plasma formado por argônio, também foi realizado, no qual há o monitoramento da estabilidade 

dos isótopos 12C+ e 13C+. 
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Todos os dados brutos obtidos foram tratados por meio do programa Microsoft Excel® 

e Origin 8.1, e as imagens quantitativas, pelo software MatLab [10]. 

 

3.1.  OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DA TÉCNICA 

LA-ICP-MS 

Para a otimização dos parâmetros instrumentais de LA-ICP-MS para anéis de 

crescimento, foi utilizado 0,2 g de celulose microcristalina (Vetec), na qual foram adicionados 

400 μL de solução 5 μg g-1 de padrões para ICP-MS, contendo Pb, Cd e Ba (Tec Lab, Hexis 

Científica Ltda, 1000 μg g-1) em HNO3 (1% v/v), para que a concentração final, no pellet, fosse 

10 μg g-1 de cada analito. A mistura foi seca em estufa à 37ºC até massa constante, 

homogeneizada por meio de almofariz por 10 min. e prensada a 7 ton cm-2, durante 1 min., com 

auxílio de prensa hidráulica digital (PIKE CrushIR) [12].  

Foram otimizados os parâmetros de LA conhecidos como intensidade do laser, 

frequência e spot, bem como os parâmetros potência da radiofrequência na formação do plasma, 

vazão do gás carregador e do gás auxiliar do ICP-MS, na análise dos isótopos 206Pb, 208Pb, 

112Cd, 114Cd, 137Ba e 138Ba por meio do método de análise univariada, no qual há a variação de 

apenas um dos parâmetros, enquanto os demais apresentam um valor fixo [12]. O isótopo 13C 

foi utilizado como IS, devido a homogeneidade na superfície de anéis de crescimento, como 

observado na Fig. 2.3. Todas as análises foram realizadas por meio de linhas de ablação [48], 

com condições fixas de velocidade de ablação de 60 μm s-1 e tempo de integração de 60 ms 

também foram utilizadas [26]. Vale ressalvar que a escolha dos elementos de interesse foram 

baseadas na origem vulcânica das amostras de anéis de crescimentos analisadas nesta Tese. 

 

Figura 2. 3: Imagem qualitativa de 13C na superfície da madeira da espécie Araucaria araucana. Imagem obtida através do 

software LA-iMageS e análise pela técnica LA-ICP-MS. 
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3.2.  ESTRATÉGIAS DE QUANTIFICAÇÃO E IMAGEAMENTO 

QUANTITATIVO PELA TÉCNICA LA-ICP-MS 

3.2.1. Etapa de preparo da madeira para compatibilização de matriz 

Para o preparo da madeira limpa, uma amostra da espécie P. taeda, doada pelo Prof. 

Mário Tomazello-Filho (ESALQ-USP, Piracicaba, SP), foi triturada usando um moinho de 

bolas (Gerhard Koch) e peneirada para obter tamanho de partículas inferiores a 75 µm. Assim, 

5 g de amostra foram limpas e filtradas a vácuo com 60 mL de solução 0,2 mol L-1 de HNO3 e 

agitação magnética por 6 vezes, para remover impurezas e metais da composição da madeira. 

Após esta etapa, a amostra foi limpa com água deionizada e seca a 37ºC até um peso constante. 

A eficiência da etapa de limpeza ácida foi verificada através da decomposição ácida da amostra 

e análise pela técnica ICP-MS, a qual constatou a concentração dos elementos abaixo do LQ.  

Para o preparo dos pellets de concentração conhecida dos analitos, a partir da amostra 

limpa, foram pesados 0,2 g de amostra em tubo falcon de 15 mL, no qual foram adicionados 

1,2 mL de uma solução 1% de HNO3 contendo concentrações conhecidas de cada analito, 

agitadas em vórtex por 2 min., congeladas com nitrogênio líquido e secas em liofilizador por 

72 h. Após a secagem, as amostras foram homogeneizadas por 4 min. com auxílio de vórtex e 

prensadas por 1 min. a 7 ton cm-2 empregando prensa hidráulica digital. Este método de preparo 

foi comparado ao método mencionado no item 4.2.1. O processo de ablação, pela técnica LA-

ICP-MS, foi realizado a partir de 3 linhas de 6 mm de comprimento e 1,6 mm de distância entre 

os centros de cada linha, para avaliação de cada preparo de amostra. 

3.2.2. Estratégia de calibração externa via curva analítica e compatibilização 

de matriz 

A curva analítica baseada na compatibilização de matriz foi obtida por meio de 5 pontos 

com diferentes concentrações (0, 0,2, 1,0, 5,0, e 25 µg g-1) de Pb, Cd e Ba, de acordo com o 

processo descrito na secção 3.2.1. As concentrações elementares das amostras de CRM, para 

avaliação das etapas de exatidão e precisão analítica, foram determinadas por meio de uma 

equação linear y (cps) = ax (μg g-1) + b (“a”, coeficiente angular e “b”, coeficiente linear). O 

isótopo 13C foi utilizado como IS. Os limites de detecção LD e de quantificação (LQ) foram 

determinados como (3 x sbranco)/b e (10 x sbranco)/b, respectivamente, onde sbranco é o desvio 

padrão das medições analíticas do pellet sem os analitos e b é a inclinação da curva analítica. 

Os valores de RSD foram obtidos pela razão entre o desvio padrão da intensidade do sinal 

elementar (ou concentração elementar) e a média dos valores obtidos de intensidade. 
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3.2.3. Estratégia de calibração externa via “um-ponto” e compatibilização de 

matriz 

 Neste caso, foram preparados pellets de 1,0, 5,0 e 25 μg g-1 para os analitos Pb, Cd e 

Ba, em amostra limpa da espécie P. taeda, por meio do método descrito na seção 4.2.2.1. A 

quantificação por meio do método one-point requer saber a concentração do IS e calcular o  

fator de sensibilidade relativa (RSF), obtido à partir da Eq. 1: 

𝑅𝑆𝐹 =  
𝐶𝑎𝑝,𝑒𝑙

𝐶𝑡𝑟𝑢𝑒 𝑠𝑡𝑑
     Equação 1 

sendo Ctrue std a concentração do analito no pellet final e Cap,el, a concentração aparente do 

analito, ambas obtida pelo pellet de P. taeda preparado em laboratório. A concentração aparente 

foi calculada por meio da Eq. 2: 

𝐶𝑎𝑝,𝑒𝑙 =  𝐶𝐼𝑆 𝑥 
𝐼𝑒𝑙

𝐼𝐼𝑆
 𝑥 [ 

(
𝐴𝐼𝑆
𝐴𝑒𝑙

)

(
𝑀𝑒𝑙
𝑀𝐼𝑆

)
 ]      Equação 2 

sendo CIS a concentração (μg g-1) do padrão interno, Iel, Ael e Mel a intensidade de sinal, a 

abundância e a massa atômica relativa do analito, respectivamente, e IIS, AIS e MIS, os mesmos 

parâmetros, porém, para o padrão interno. 

Para saber a concentração real do analito na amostra de interesse também é necessário 

calcular a concentração aparente (Eq. 2). Esta concentração aparente, atrelada ao ajuste 

realizado pelo RSF, como apresentado na Eq. 3, permite que a concentração real Cel seja obtida.  

𝐶𝑒𝑙 (𝑔 𝑔−1) =
𝐶𝑎𝑝,𝑒𝑙 

𝑅𝑆𝐹
                    Equação 3 

As figuras de mérito calculadas, para o método de calibração via one-point, foram os 

limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), de acordo com as Equações 4 e 5 abaixo. Para 

transformar a unidade do LD e LQ em µg g-1 também foi realizada a quantificação dos valores 

obtidos (cps) através do método one-point; o desvio padrão relativo (RSD) e a recuperação 

analítica como já mencionadas anteriormente [76,77]. 

𝐿𝐷 = 3,3 𝑥                    Equação 4 

𝐿𝑄 = 10 𝑥                     Equação 5 

: desvio padrão do sinal analítico/IS no branco da análise (pellet sem adição de analito) 
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3.2.4. Imageamento quantitativo 

Para a aplicação dos métodos de calibração externa avaliados na obtenção de imagens 

quantitativas em amostra de madeira, foi utilizado um pellet de CRM 1575a – Trace Elements 

in Pinus Needles (Pinus taeda) para a avaliação da exatidão do imageamento quantitativo. Neste 

caso, além da análise da curva analítica e os pontos para o método one-point, foram realizadas 

30 linhas de ablação, com 0,24 mm de distância entre os centros de cada linha e 7 mm de 

comprimento, ao longo da superfície do CRM em questão.  

Três amostras de madeira da espécie Araucária araucana foram utilizadas no processo 

de imageamento quantitativo em anéis de crescimento, as quais possuem, aproximadamente, 

30 x 5 x 1 mm (comprimento x largura x espessura). Tais amostras foram cedidas pelo grupo 

Argentina Institute for Snow, Glacier and Environmental Research (IANIGLA), Mendoza, 

Argentina, coordenado pelo Prof. Ricardo Villalba (associado ao projeto PIRE-CREATE). De 

acordo com os pesquisadores responsáveis pela coleta, as amostras foram coletadas na 

província de Neuquén (Norte da Patagônia, Argentina), nas regiões de Primeros Pinos (1670 

metros acima do mar, 39o 08’ 44,8” S – 70o 35’ 33,2” W) e Picún Leufú (1680 metros acima do 

mar, 38o 52’ 10” S – 70o 34’ 27” W), ambas regiões vulcânicas [89]. Após a coleta, os 

fragmentos de cada amostra foram fixados lateralmente em suportes de madeira e, com auxílio 

de uma dupla-serra circular, foi possível a obtenção da espessura de 1 mm e 2,5 cm de 

comprimento, sem a necessidade de polimento com lixa em uma das faces para evitar 

contaminação cruzada da superfície lisa. Inicialmente foi realizada uma análise exploratória ao 

longo dos anéis de crescimento, do cerne em direção ao alburno da amostra, por meio de 3 

linhas de ablação com 31, 16 e 23 mm de comprimento para as amostras 1-E, 11-S e 12-N, 

respectivamente, para avaliar a região de aplicação do processo de imageamento quantitativo. 

Após a escolha do local, para cada amostra foram realizadas 20 linhas de ablação, 10 mm de 

comprimento e 0,165 mm de distância entre o centro de cada linha. 

 

3.2.5. Comparação entre imageamento quantitativo e quantificação total 

A região da superfície de cada amostra analisada via processo de imageamento foi 

cortada com bisturi de aço inoxidável e triturada com auxílio de moinho analítico de facas (IKA 

A1 basic). Cada região forneceu, aproximadamente, 50 mg de amostra, as quais levadas à 

decomposição ácida com 7 mL de 37,5% (v/v) de ácido nítrico (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

25% (v/v) de peróxido de hidrogénio (Merck, Darmstadt, Alemanha), e água deionizada (18 
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M cm-1; Millipore, Bedford, USA) por meio de decomposição assistida por micro-ondas 

(Berghof, Speedwave® DIRC, Alemanha) com tubo de Teflon® fechado. As amostras foram 

submetidas ao seguinte programa de aquecimento: 5 min. a 400W; 15 min. a 500W; 4 min. a 

320W; 3 min. a 0W [90]. Após a decomposição ácida, as soluções previamente diluídas e 

analisadas através da técnica ICP-MS (iCAP TQ, Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) 

previamente verificado em relação a formação de óxidos e carga dupla. As condições 

experimentais do ICP-MS foram: 0,98 L min-1 de fluxo de gás nebulizador (Ar), 0,80 L min-1 

de fluxo de gás auxiliar (Ar), 4,42 mL min-1 de fluxo de gás de colisão (He), 0,25 mL min-1 de 

gás de reação (O2) e 1550W de potência de radiofrequência. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1.  OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS DA TÉCNICA 

LA-ICP-MS 

Como mencionado anteriormente, para a otimização dos parâmetros instrumentais de 

LA-ICP-MS para análise de anéis de crescimento, foi utilizado o método univariado, e os 

detalhes dos resultados obtidos podem ser observados em Amais et al. (2021) [42].  Assim 

como para as amostras de espeleotemas, também foi observado que o aumento da intensidade 

de ablação, frequência e tamanho do spot da ablação a laser proporcionam o aumento do sinal 

analítico, indo ao encontro dos valores utilizados por Locosseli et al. (2018) ao empregar a LA-

ICP-MS para analisar amostras de T. tipu da cidade de São Paulo [86]. 

Portanto, as condições experimentais utilizadas para as análises dos métodos de 

quantificação e imageamento quantitativo de anéis de crescimento, após a otimização 

instrumental, podem ser observadas na Tabela 2.1. É valido ressaltar que foram avaliados os 

parâmetros razão sinal analítico/sinal de fundo (do inglês signal to background signal ratio - 

SBR) e concentração equivalente ao sinal de fundo (do inglês background signal equivalent 

concentration - BEC), de modo a obter valores mais elevados de SBR e mais baixos de BEC, a 

fim de se obter condições que possibilitem menor sinal de fundo e que não influencie 

negativamente na análise, como apresentado no artigo anteriormente publicado em colaboração 

por Amais et al. (2021) [42].   
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Tabela 2. 1: Parâmetros instrumentais otimizados para análise via LA-ICP-MS em amostra de madeira. 

ICP-MS (PerkinElmer ELAN DRC-e) 

Potência RF (W) 1300 

Vazão gás de nebulização (L min-1) 1,2 

Vazão gás auxiliar (L min-1) 1,6 

Parâmetros de aquisição de dados 

Modo de leitura Peak hopping 

Detector Dual 

Sweeps 3 

Dwell time (ms) 20 

Tempo de integração (ms) 60 

LA (New Wave UP-213) 

Nd:YAG (nm) 213 

Intensidade de ablação (%) 70 

Frequência (Hz) 20 

Spot (μm) 110 

Velocidade de scan (μm s-1) 60 

Pulso (mJ) 1,21 

Densidade energética (J cm-2) 16,69 

 

4.2.  ESTRATÉGIAS DE QUANTIFICAÇÃO E IMAGEAMENTO 

QUANTITATIVO PELA TÉCNICA LA-ICP-MS 

4.2.1. Etapa de preparo da madeira para compatibilização de matriz 

O processo de preparo de pellet de madeira para possibilitar a compatibilização de 

matriz foi realizado por meio do processo de liofilização, no qual consiste na sublimação da 

água e auxilia na preservação dos compostos químicos inerentes da amostra ou, no caso, àqueles 

adicionados à amostra, sob vácuo parcial [91]. Este processo foi comparado com o método 

convencional (linha azul), por adição do analito direto na amostra e seca em estufa, como pode 

ser observado na Figura 2.4, demonstrando que, com o processo de liofilização (linha vermelha) 

é possível obter maiores intensidades de sinal, ou seja, houve maior assimilação do analito na 

amostra. Este método também apresentou os menores valores de RSD (1,14 - 2,87%) quando 

comparado ao método convencional (5,30 – 8,05%). 
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Figura 2. 4: Comparação entre o processo convencional (linha azul) e a liofilização (linha vermelha) no preparo dos pellets. 

 

4.2.2. Estratégia de calibração externa via curva analítica e compatibilização 

de matriz 

A curva analítica foi obtida por meio de 5 pontos com concentrações conhecidas de 

cada analito. Como observado na Tabela 2.2, foi obtida uma linearidade adequada (r > 0,999), 

bem como baixos LDs e LQs, para todos os isótopos avaliados, os quais são resultados 

importantes quando considera que tais elementos não são inerentes a amostras de madeira [42]. 

Tabela 2. 2: Resultados obtidos para a curva analítica por compatibilização de matriz. 

Isótopo y = ax + b LD (μg g-1) LQ (μg g-1) r 

206Pb/13C y = 0,0222x + 0,00005 0,053 0,176 0,9999 

208Pb/13C y = 0,04786x - 0,0004 0,068 0,227 0,9999 

112Cd/13C y = 0,0091x + 0,00021 0,064 0,215 0,9999 

114Cd/13C y = 0,01141x - 0,0003 0,045 0,151 0,9999 

137Ba/13C y = 0,0086x - 0,0002 0,084 0,28 0,9999 

138Ba/13C y = 0,0557x - 0,0008 0,056 0,186 0,9997 
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Os resultados de recuperação analítica (Tabela 2.3) apresentaram valores adequados (> 

70%), assim como os resultados obtidos para os RSDs (10-15%), demonstrando que o método 

possui exatidão e precisão [92]. No entanto, mesmo com baixos valores de LQ, as 

concentrações de Pb e 112Cd em CRM Pinus Needles, estão abaixo do LQ. Neste caso, para 

procurar assegurar a exatidão e precisão do método de quantificação, também foram realizados 

testes com diferentes CRMs, tais como Peach leaves e Plankton, os quais apresentaram 

concentrações obtidas acima do LQ da curva analítica. Todos os resultados podem ser vistos na 

Tabela 2.3, confirmando que o método de quantificação tem recuperações > 74,8 % e RSD < 

15,9 % para os analitos de interesse. O isótopo 112Cd no CRM de Plankton apresentou 28,7 % 

como valor RSD, porém, esta matriz é a menos semelhante à madeira, o que poderia ocasionar 

em efeito da matriz na análise via LA-ICP-MS. 

Tabela 2. 3: Resultados de concentração, recuperação e RSD obtidos para diferentes CRMs por meio de curva analítica e LA-

ICP-MS. 

CRM Pinus Needles 

Isótopo/IS Certificado (μg g-1) Experimental (μg g-1) Recuperação (%) RSD (%) 

206Pb/13C 0,167 0,13 ± 0,02 < LOQ 15,9 

208Pb/13C 0,167 0,122 ± 0,006 < LOQ 5,3 

112Cd/13C 0,233 0,19 ± 0,01 < LOQ 7,5 

114Cd/13C 0,233 0,20 ± 0,01 88,8 6,6 

137Ba/13C 6 4,6 ± 0,2 76,8 4,7 

138Ba/13C 6 4,5 ± 0,3 74,8 6,4 

CRM Peach Leaves 

Isótopo/IS Certificado (μg g-1) Experimental (μg g-1) Recuperação (%) RSD (%) 

206Pb/13C 0,869 0,74 ± 0,02 85,2 3,5 

208Pb/13C 0,869 0,69 ± 0,04 80,3 5,8 

112Cd/13C n n n n 

114Cd/13C n n n n 

137Ba/13C 123,7 111 ± 2 90,2 2 

138Ba/13C 123,7 112 ± 2 90,8 2 

CRM Plankton 

Isótopo/IS Certificado (μg g-1) Experimental (μg g-1) Recuperação (%) RSD (%) 

206Pb/13C 3,97 3,1 ± 0,2 77,5 7,2 

208Pb/13C 3,97 3,2 ± 0,2 80 7,6 

112Cd/13C 0,383 0,3 ± 0,1 78,2 28,7 

114Cd/13C 0,383 0,35 ± 0,04 92 11,3 

137Ba/13C n n n n 

138Ba/13C n n n n 

n = sem valor certificado    
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Embora a curva analítica por compatibilização de matriz possa ser considerada um 

método de quantificação eficiente por LA-ICP-MS, o tempo de análise excessivo (cerca de 90 

min.), tendo em conta o processo de ablação total e o foco manual requerido do laser, é uma 

limitação para análise via imageamento. 

 

4.2.3. Estratégia de calibração externa via one-point e compatibilização de 

matriz 

Na literatura é comum observar o uso de CRM como o ponto analítico para cálculo do 

RSF [71,74], porém, também é comum a falta deste tipo de material para os diferentes tipos de 

matriz, sendo uma das limitações em análises quantitativas via LA-ICP-MS. Neste caso, o 

presente estudo buscou aplicar o método de compatibilização de matriz (espécie P. taeda) para 

o preparo de três pontos analíticos de concentração conhecida (1, 5 e 25 μg g-1) para a realização 

dos cálculos de RSF, de acordo com a Equação 1 (item 3.2.3), o qual deve corrigir efeito matriz, 

bem como efeitos de fracionamento de massa [23]. Os resultados de RSF são apresentados na 

Tab. 2.4. 

 

Tabela 2. 4: Valores obtidos do RSF em pellet de P. Taeda para quantificação via one-point. 

 RSF 

Isótopo 1 μg g-1 5 μg g-1 25 μg g-1 

206Pb 30,4 ± 2,6 28,2 ± 7,1 29,5 ± 1,5 

208Pb 29,5 ± 2,7 27,9 ± 7,0 29,2 ± 1,5 

112Cd 22,0 ± 2,4 21,9 ± 5,7 22,2 ± 1,2 

114Cd 22,8 ± 1,4 17,9 ± 11,1 23,4 ± 1,1 

137Ba 36,4 ± 3,2 35,3 ± 9,2 36,8 ± 2,4 

138Ba 35,1 ± 1,3 34,4 ± 10,1 37,5 ± 2,7 

 

Para a quantificação por meio da calibração via one-point também é necessário saber a 

concentração do padrão interno na amostra para o cálculo de concentração aparente (Equação 

2, item 3.2.3). Neste caso, a concentração do padrão interno carbono (13C) é considerada 50% 

(m/m) – 5.105 μg g-1 – em amostras e produtos derivados da madeira [93]. Também foi 

considerado este valor para as demais amostras de CRM. 
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Sabendo-se os valores de RSF e utilizando a Equação 2 (seção 4.2.2.3) para o cálculo 

da concentração aparente, foi possível encontrar os valores de concentração final (Equação 3, 

seção 2.2) para cada isótopo nos CRMs Pinus Needles, Peach Leaves e Plankton. Os resultados 

da concentração final, bem como das recuperações analíticas e RSDs para cada ponto analítico 

avaliado, podem ser observados na Tab. 2.5. 

Tabela 2. 5: Resultados obtidos utilizando o método de quantificação via one-point e LA-ICP-MS.  

 1 μg g-1 

 CRM Pinus Needles CRM Peach Leaves CRM Plankton 

Isótopo Exp. (μg g-1) 
Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 
Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 
RSD (%) Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 

206Pb 0,12 ± 0,02 < LOQ 15,6 0,72 ± 0,02 82,8 3,5 2,98 ± 0,21 75,1 7,2 

208Pb 0,113 ± 0,006 < LOQ 5,7 0,68 ± 0,04 78,4 5,9 3,1 ± 0,2 78,8 7,6 

112Cd 0,22 ± 0,01 < LOQ 6,7 n n n 0,33 ± 0,08 85 26,7 

114Cd 0,18 ± 0,01 79,2 7,6 n n n 0,33 ± 0,04 87 12,2 

137Ba 4,5 ± 0,3 75,2 7,5 112 ± 2 91,2 2 n n n 

138Ba 4,8 ± 0,3 79,5 6,4 119 ± 2 96,7 2 n n n 

 5 μg g-1 

 CRM Pinus Needles CRM Peach Leaves CRM Plankton 

Isótopo Exp. (μg g-1) 
Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 
Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 
RSD (%) Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 

206Pb 0,13 ± 0,02 < LOQ 15,6 0,77 ± 0,03 89,2 3,5 3,2 ± 0,2 81 7,2 

208Pb 0,12 ± 0,01 < LOQ 5,7 0,73 ± 0,04 82,7 6,1 3,3 ± 0,2 83,2 7,6 

112Cd 0,22 ± 0,01 < LOQ 6,7 n n n 0,32 ± 0,09 85,2 26,7 

114Cd 0,23 ± 0,02 100,8 7,6 n n n 0,42 ± 0,05 110,8 12,2 

137Ba 4,8 ± 0,2 79,7 4,7 116 ± 2 94,1 2 n n n 

138Ba 4,9 ± 0,2 82,7 5,3 122 ± 2 98,7 2 n n n 

 25 μg g-1 

 CRM Pinus Needles CRM Peach Leaves CRM Plankton 

Isótopo Exp. (μg g-1) 
Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 
Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 
RSD (%) Exp. (μg g-1) 

Rec. 

(%) 

RSD 

(%) 

206Pb 0,12 ± 0,01 < LOQ 10,3 0,75 ± 0,04 85,8 5,1 2,99 ± 0,06 75,4 2,2 

208Pb 0,115 ± 0,001 < LOQ 1,2 0,68 ± 0,03 78,6 4,6 3,16 ± 0,21 79,7 6,6 

112Cd 0,22 ± 0,02 < LOQ 9,7 n n n 0,32 ± 0,07 83,1 22,8 

114Cd 0,182 ± 0,009 78 5 n n n 0,33 ± 0,03 85 10,4 

137Ba 4,7 ± 0,3 78,7 5,8 114 ± 3 92,2 2,9 n n n 

138Ba 4,713 ± 0,005 78,5 8,8 114 ± 4 92,6 3,9 n n n 

n = sem valor certificado 
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Assim como os valores obtidos pela curva analítica, os resultados de concentração final 

são condizentes com o valor certificado, no qual apenas a recuperação de 208Pb, no ponto de 1 

μg g-1, está abaixo da faixa considerada adequada, sendo que os demais isótopos para os três 

pontos avaliados apresentam recuperação analítica acima de 70%. O ponto de 5 μg g-1 foi aquele 

que apresentou os melhores valores de recuperação (Tab. 6, valores em negrito), assim sendo o 

ponto com exatidão analítica adequada. Os valores de RSDs estão na faixa esperada em análise 

via LA-ICP-MS (10-15%), assim garantindo a precisão do método de calibração via one-point 

[92]. O isótopo 112Cd mostrou resultados imprecisos para todas amostras de CRMs (RSD > 

26,7%), considerando os três pontos analíticos avaliados, semelhantes aos resultados da curva 

analítica. 

Os LDs e LQs no método one-point são calculados por meio do desvio padrão da razão 

entre a intensidade dos isótopos e padrão interno (equações 4 e 5, seção 4.2.2.3) no branco da 

análise, sendo este o ponto sem adição de analito, e transformados em valores de concentração 

através do método one-point avaliado [76,77]. Os resultados podem ser observados na Tabela 

2.6, o qual apresentam baixos valores de LOD e LOQ para todos os isótopos avaliados. 

 

Tabela 2. 6: LD e LQ para o método one-point. 

Isótopo LD (μg g-1) LQ (μg g-1) 

206Pb 0,048 0,145 

208Pb 0,074 0,226 

112Cd 0,072 0,22 

114Cd 0,064 0,193 

137Ba 0,078 0,235 

138Ba 0,058 0,176 

 

Na literatura, alguns trabalhos consideram este tipo de abordagem como semi-

quantitativo, pois seria limitado em exatidão e precisão [74]. Porém, com os resultados obtidos 

neste estudo, é possível considerar este método de quantificação por LA-ICP-MS em amostras 

de madeira. Além disso, este método requer menor tempo de análise, uma vez que utiliza apenas 

um ponto de calibração, sendo a análise realizada em menos de 15 min (dependendo dos 

parâmetros de LA-ICP-MS). 
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4.2.4. Imageamento quantitativo 

No subitem anterior foram apresentados os resultados obtidos para a quantificação total 

em diferentes CRMs por meio dos métodos de calibração externa: curva analítica e one-point. 

Após a validação analítica, foi feita a aplicação dos métodos para o imageamento quantitativo, 

empregando as duas estratégias, para análise do CRM Pinus Needles, pois esta é a matriz mais 

similar às amostras de interesse.  

Na Figura 2.5 (imagem quantitativa real), é possível observar que os valores de 

concentração encontrados (valor máximo da escala), para ambos os métodos, são próximos para 

todos os isótopos, logo, ambos os métodos são adequados para o processo de imageamento 

quantitativo. Também se observa que a superfície do CRM apresenta hotspots (regiões 

destacadas vermelho), como se houvesse uma concentração maior naquela região em escala 

micrométrica, e, assim, ocasionando em valores maiores de concentração de imagem quando 

comparados aos valores de referência. Ao retirar esta região (imagem quantitativa modificada), 

é verificado, com mais facilidade, a região da amostra, como nas imagens de 138Ba e 208Pb, 

porém, a escala quantitativa máxima encontrada ainda não é equivalente ao valor de referência 

de concentração.  
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Figura 2. 5: Imagens quantitativas da superfície do CRM Pinus Needles por meio das estratégias de quantificação avaliadas. 

 

Este resultado da heterogeneidade quantitativa em escala micrométrica pode se 

relacionar ao recomendado para fins de comparação com os valores certificados (250 mg deste 

CRM), quando se considera uma análise da solução após um método de decomposição, mas 

não para análise diretamente do sólido [94]. Pensando por este aspecto, foi avaliada a média 

dos valores de concentração da área analisada, tanto para as imagens reais, como para àquelas 

modificadas. Na Tab. 2.7 (valores em negrito acima do LQ da análise) é possível verificar que, 

após a retirada dos hotspots, os valores de recuperação analítica se aproximam de 100%, 

principalmente para os isótopos de Pb. Para os isótopos de Cd, ainda pode haver locais de 

concentração elementar que influenciam nos resultados na análise. Já para os isótopos de Ba, 

os resultados de recuperação obtidos são similares, pois a maior concentração deste elemento 

ocasiona menor heterogeneidade na superfície da amostra. 
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Tabela 2. 7: Resultado de recuperação analítica considerando o valor médio da área das imagens quantitativas do CRM Pinus 

Needles. 

Recuperação analítica (%) do valor médio da área 

Curva analítica 

 206Pb 208Pb 112Cd 114Cd 137Ba 138Ba 

CRM real 173,7 171,8 147,1 150,1 80,5 83,4 

CRM modificado 123,7 122,9 135,9 148,4 75,9 79,4 

One-point 

 206Pb 208Pb 112Cd 114Cd 137Ba 138Ba 

CRM real 151,5 143,5 84,5 72,8 96,1 95,6 

CRM modificado 103,5 90,3 82,6 69,6 90,6 90,9 

 

Após o imageamento quantitativo do CRM, esta metodologia foi aplicada em três 

amostras de madeira da espécie Araucária araucana: 12-N, 1-E e 11-S. Porém, anteriormente 

ao processo de imageamento quantitativo, foi realizada a análise exploratória ao longo dos anéis 

de crescimento, do cerne em direção ao alburno, afim de avaliar a região de interesse analítico. 

Além deste fato, a aplicação de linhas de ablação também permite realizar o estudo da variação 

elementar por meio dos anéis de crescimento e a correlação com eventos extremos de 

vulcanismo, enchentes e poluição ambiental [86]. Os resultados da análise exploratória para as 

amostras 12-N, 1-E e 11-S podem ser verificados nas figuras 2.6, 2.7 e 2.8, respectivamente. 
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Figura 2. 6: Distribuição elementar ao longo dos anéis de crescimento da amostra 12-N pela técnica LA-ICP-MS. 
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Figura 2. 7: Distribuição elementar ao longo dos anéis de crescimento da amostra 1-E pela técnica LA-ICP-MS. 
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Figura 2. 8: Distribuição elementar ao longo dos anéis de crescimento da amostra 11-S pela técnica LA-ICP-MS. 
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Com os resultados exploratórios qualitativos fica evidente a diferença elementar entre 

as amostras, bem como a heterogeneidade entre os anéis de crescimento. Neste sentido a região 

de 13 à 23 mm da superfície da amostra 12-N e 0 a 10 mm das amostras 1-E e 11-S foram 

escolhidas para aplicação do método de imageamento quantitativo devido à alta intensidade de 

sinal encontrada para os isótopos avaliados. A diferença de disponibilidade elementar no solo 

ou ar atmosférico, como os possíveis meios de translocação elementar (via folhas e cascas das 

árvores, por meio do contato imediato pelos elementos do ar atmosférico, ou pelos vasos 

condutores das raízes, quando há certos tempos de exposição), podem ser os contribuintes 

externos que geram variações na presença dos analitos [84]. Estes resultados da 

heterogeneidade da distribuição elementar também evidenciam a necessidade das análises 

prévias das amostras, a fim da escolha de amostra e local de interesse para posterior aplicação 

do processo de imageamento, já que este processo demanda tempo e gasto excessivo em uma 

análise química. 

Após a análise exploratória e escolha do local na superfície de cada amostra, foi 

realizado o processo de imageamento quantitativo por meio da técnica LA-ICP-MS. Todos os 

resultados, dos métodos de quantificação avaliados, são apresentados nas Figuras 2.9, 2.10 e 

2.11, nas quais hotspots de concentração podem ser observados por meio dos valores em branco 

apresentados. 
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Figura 2. 9: Imageamento quantitativo da amostra 12-N (Araucária araucana) por meio dos métodos de quantificação one-

point e curva analítica e LA-ICP-MS (Imagens obtidas pelo software MatLab). 
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Figura 2. 10: Imageamento quantitativo da amostra 1-E (Araucária araucana) por meio dos métodos de quantificação one-

point e curva analítica e LA-ICP-MS (Imagens obtidas pelo software MatLab). 
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Figura 2. 11: Imageamento quantitativo da amostra 11-S (Araucária araucana) por meio dos métodos de quantificação one-

point e curva analítica e LA-ICP-MS (Imagens obtidas pelo software MatLab). 

 

É possível notar que os resultados obtidos para os métodos quantitativos são similares 

quando se compara os maiores valores de concentração, como 158,4 e 152,9 μg g-1 para 208Pb, 
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e 23,9 e 21,7 para 138Ba na amostra 11-S por meio do método one-point e curva analítica, 

respectivamente, bem como entre os isótopos de um mesmo elemento.  

Porém, nas amostras 1-E e 12-N há diferenças no local dos hotspots, bem como na 

concentração quando se compara os valores obtidos entre os isótopos de um mesmo elemento. 

Este fator pode estar relacionado com a origem das amostras, pois são oriundas de um local 

com atividade vulcânica ativa. Assim, os processos físico-químicos que ocorrem no ambiente 

podem variar devido a liberação de aerossóis e gases químicos que afetam a irradiação solar e 

diminuem o pH das chuvas ocorridas na região, fatores que impactam diretamente na 

composição química e isotópica dos elementos presentes no solo e água, e, por consequência, 

das plantas [82–84].  

 Resultado similar foi observado por Varga et al. (2020), os quais observaram que duas 

amostras diferentes de UO2, com abundância isotópica semelhante de 235U, podem mostrar 

heterogeneidade isotópica de 235U (235U/238U) em nível micrométrico por meio de imagem 

qualitativa via multicoletor-LA-ICP-MS, resultado que foi comparado com as rotas diferentes 

de obtenção da amostra [95]. 

De acordo com Wiederhold (2015), a diferença na razão isotópica de elementos 

metálicos merece atenção na procura de novos traçadores de alterações ambientais, devido ao 

fracionamento isotópico que pode ocorrer em razão das alterações na precipitação, evaporação 

e outras reações químicas que podem ocorrer no ambiente [96]. Como a diferença isotópica 

aparenta ocorrer apenas na amostra de Araucária araucana, não sendo observado na matriz do 

pellet de quantificação, os resultados da concentração podem variar de acordo com o isótopo 

avaliado, como obtido para 206Pb e 208Pb na amostra 1-E. 

Vale ressaltar que, por meio do imageamento quantitativo, não foi observado os anéis 

de crescimento, pois os analitos Pb e Cd não são inerentes a madeira, e apenas Ba pode ser 

observado ao longo da superfície. Este fato foi relatado por Amais et al. (2021) em imagens 

qualitativas, sendo o Ba àquele que pode ser relacionado com a divisão dos anéis de 

crescimento, em quatro espécies de madeira [42]. Em imagens qualitativas é possível mudanças 

dos valores máximos da escala de cor, ação não realizada em uma escala quantitativa, assim 

melhorando a visualização da distribuição elementar e dos anéis de crescimento. Neste sentido, 

a comparação entre a imagem quantitativa e qualitativa da distribuição de 208Pb na amostra 1-
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E é apresentada na Figura 2.12, na qual regiões, de alta intensidade de sinal, podem ser vistas 

na imagem qualitativa, porém, menos visíveis em uma imagem quantitativa.  

 

Figura 2. 12: Comparação entre a imagem quantitativa e qualitativa de 208Pb em uma amostra de Araucária 

araucana. 

Quando comparada com a datação dos anéis de crescimento, esta variação pode estar 

relacionada com eventos ambientais, já que estas foram coletadas em regiões vulcânicas, como 

feito por Locosseli et al. (2018) ao observar a diminuição de Pb em anéis de crescimento de 

Amburana cearenses coletadas na cidade de São Paulo que, ao comparar com a datação, 

correlacionaram com a o período de diminuição de Pb na gasolina [86]. Pearson et al. (2005), 

também detectaram aumento de Al e Zn em amostras de Pinus sylvestris datadas e relacionaram 

esta variação com a possibilidade de mobilização de cátions bivalentes devido à acidificação 

do solo daquela região ocorrida pela ação vulcânica [83].   

 

4.2.5. Comparação entre imageamento quantitativo e quantificação total 

elementar em anéis de crescimento 

Na literatura científica é comum a comparação do valor de concentração obtido pelo 

método proposto com àquele obtido pelo método de referência, como a técnica ICP-MS para a 

avaliação da exatidão dos resultados obtidos pela técnica LA-ICP-MS [6,35]. Neste sentido, foi 

realizada a decomposição ácida assistida por micro-ondas apenas da região dos anéis de 

crescimento nos quais foi realizado o processo de imageamento quantitativo. Em razão da 

decomposição da amostra fornecer resultados da média da concentração da área, e não dos 

pontos heterogêneos individualmente, tais valores foram comparados com a média da 

concentração da área do imageamento quantitativo. Os resultados da quantificação total obtidos 

pela técnica ICP-MS, bem como pela técnica LA-ICP-MS (pelos métodos de quantificação 
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curva analítica e one-point), podem ser verificados na Tabela 2.8. É valido ressaltar que, como 

os resultados estão relacionados apenas com uma amostra de cada região, por não haver 

amostras-espelho, não há dados de desvio padrão entre réplicas. 

 

Tabela 2. 8: Comparação entre a média da concentração total dos isótopos obtida por meio do imageamento quantitativo pelas 

técnicas LA-ICP-MS e ICP-MS da área analisada dos anéis de crescimento. 

Média da concentração (µg g-1) da área analisada 

Amostra 12-N 

Isótopo ICP-MS 
Curva analítica 

(LA-ICP-MS) 

One-point 

(LA-ICP-MS) 
206Pb <LQ 0,56 <LQ 
208Pb <LQ <LQ <LQ 
112Cd <LQ 0,43 <LQ 
114Cd <LQ <LQ <LQ 
137Ba 1,91 3,55 2,85 
138Ba 2,16 3,48 <LQ 

Amostra 1-E 

Isótopo ICP-MS 
Curva analítica 

(LA-ICP-MS) 

One-point 

(LA-ICP-MS) 
206Pb <LQ 0,53 0,513 
208Pb <LQ 0,55 0,523 
112Cd <LQ 0,54 <LQ 
114Cd <LQ 0,59 <LQ 
137Ba 0,61 0,98 0,94 
138Ba 0,77 0,98 0,92 

Amostra 11-S 

Isótopo ICP-MS 
Curva analítica 

(LA-ICP-MS) 

One-point 

(LA-ICP-MS) 
206Pb 0,03 1,45 1,40 
208Pb 0,03 1,47 1,41 
112Cd <LQ <LQ 0,11 
114Cd <LQ <LQ <LQ 
137Ba 2,07 3,15 3,19 
138Ba 2,44 3,19 3,25 

 

Verifica-se que os isótopos de Pb apresentaram valores abaixo do LQ para as amostras 

12-N e 1-E, bem como os isótopos de Cd para as três amostras avaliadas pela técnica ICP-MS. 

Este fato pode estar relacionado com a massa (aprox. 50 mg) de cada região decomposta não 

ser suficiente para proporcionar sensibilidade a análise e possibilitar a quantificação dos 

isótopos, pois, após a decomposição, diluições são necessárias para se adequar ao sistema de 

ICP-MS. Também verificou-se a similaridade ao comparar os resultados de concentração média 
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obtidos entre os métodos curva analítica e one-point pela técnica LA-ICP-MS para os isótopos 

de Ba nas três amostras, para os isótopos de Pb nas amostras 1-E e 11-S, e concentrações abaixo 

do LQ para os isótopos de Cd, demonstrando que os métodos são compatíveis entre si, como já 

observado no item 4.2.3. desta Tese.  

Ao comparar os resultados encontrados na quantificação total de Pb pela técnica ICP-

MS e pela técnica LA-ICP-MS na amostra 11-S (acima do LQ) observa-se maior concentração 

obtida pela análise via ablação a laser, pois, de acordo com o imageamento quantitativo 

apresentado na Fig. 2.10 (item 4.2.4), há uma alta concentração de Pb apenas no início dos anéis 

de crescimento (lateral esquerda da imagem), e, ao decompor a amostra, esta região 

micrométrica aparenta ser dissipada e/ou perdida durante o preparo de amostra, ocasionando 

em menores concentrações obtidas pela técnica ICP-MS após a decomposição e, assim, não 

sendo similar à concentração obtida anteriormente.  

Quando se compara os valores obtidos para os isótopos de Ba verifica-se que há 

concordância entre os resultados obtidos de, aproximadamente, 130%. Este fato pode estar 

relacionado com a maior homogeneidade deste elemento ao longo da superfície dos anéis de 

crescimento em relação aos demais elementos, como observado nas imagens quantitativas 

apresentadas no item 4.2.4. Este fato também vai ao encontro dos resultados obtidos no 

imageamento quantitativo do CRM. Assim, conclui-se que, quanto maior a homogeneidade de 

um elemento, maior similaridade será observada entre os resultados de imageamento 

quantitativo e quantificação total.  

Resultados similares já foram observados na literatura da não comparação entre as 

técnicas LA-ICP-MS e ICP-MS. Moreau e Arruda (2022), ao comparar as concentrações de Zn 

e Cu em CRM de folha de tomate (1573a), obtiveram uma recuperação entre 135 e 150% 

utilizando papel de filtro qualitativo como suporte sólido para os pontos de calibração na 

construção da curva analítica [90]. Devido a heterogeneidade dos anéis de crescimento, Loni et 

al. (2019) também não encontraram concordância entre a concentração de Hg em amostras de 

anéis de árvores da espécie Quercus petraea, comparando resultados entre as técnicas LA-ICP-

MS e ICP-MS, em que se observou maiores resultados na análise de LA-ICP-MS [97]. Neste 

sentido, pode-se concluir que a heterogeneidade entre os anéis de crescimento influencia 

negativamente na comparação entre os resultados quantitativos do LA-ICP-MS e do ICP-MS, 

pois este tipo de matriz apresenta heterogeneidade em regiões micrométricas. 
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Assim, cresce a preocupação em como validar os dados de imageamento quantitativo 

pela técnica LA-ICP-MS quando se trata de amostras heterogêneas. A partir da revisão da 

literatura [6], percebe-se o crescimento de análises multimodais, ou seja, análises em que há a 

união entre duas ou mais técnicas que forneçam resultados similares, como duas técnicas de 

imageamento, a fim de validação ou complementação de dados. [35]. Como exemplo, 

Ackerman et al. (2018) utilizaram as técnicas LA-ICP-MS e nanoSIMS para avaliar e validar a 

distribuição subcelular de Cu em uma análise de zebrafish para avaliação da doença de Menkes 

[98], bem como Lützen et al. (2020) aplicaram as técnicas LA-ICP OES e µXRF para avaliação 

de cloro e iodo em alucinógenos moleculares, também avaliados por MALDI-MS e 

imageamento [99].  

Galiová et al. (2008) demonstraram uma boa concordância entre LA-ICP-MS e LIBS 

ao avaliar a distribuição espacial de Cu e Ag em girassóis. Ambas as técnicas mostraram uma 

elevada intensidade de sinal da Ag na mesma região da amostra (as áreas das nervuras centrais) 

e apenas um ligeiro aumento do sinal do Cu na veia central da amostra [100]. Portanto, parece 

ser que o método multimodal se mostra viável para futuras validações de imageamento 

quantitativo para amostras heterogêneas como os anéis de crescimento.  

 

5. CONCLUSÕES PARCIAIS 

O Capítulo II desta Tese teve como objetivo a avaliação dos métodos de quantificação 

elementar para a obtenção de imagens quantitativas de Pb, Cd e Ba ao longo da superfície de 

anéis de crescimento. 

Primeiramente, ao avaliar o processo de preparo do pellet para obter padrões analíticos, 

pode ser observado que a liofilização auxilia na obtenção de maiores valores de intensidade de 

sinal e menor variação analítica; assim sendo, este método foi aplicado para a obtenção dos 

pellets utilizados na quantificação elementar total e via imagem por meio da calibração externa 

e one-point em amostras de madeira. 

De acordo com os resultados obtidos na quantificação total de Pb, Cd e Ba em amostras 

de CRMs, foi possível concluir que ambas as estratégias de calibração propostas são eficientes 

e passíveis de aplicação em imageamento quantitativo. Ao realizar a comparação entre os 

métodos, percebe-se que aquele via one-point apresentou os valores mais adequados de 
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recuperação analítica, menores valores de RSD para os isótopos em estudo, sendo, portanto, 

considerado exato e preciso para a aplicação quantitativa em amostras de anéis de crescimento.  

Ao aplicar o método de imageamento quantitativo, tanto na superfície do CRM Pinus 

Needles, bem como em três amostras de Araucária araucana, foi possível observar que os 

resultados obtidos para ambos os métodos quantitativos são similares quando se compara os 

maiores valores de concentração encontrados ao longo da superfície. Porém, em duas amostras 

de Araucária araucana houve diferenças nos locais de alta concentração quando os valores 

obtidos entre os isótopos de um mesmo elemento são avaliados, podendo estar relacionada com 

as diferenças na composição isotópica dos elementos devido a mudanças ambientais que podem 

ocorrer em locais com ação vulcânica, influenciando diretamente na intensidade de sinal obtida 

para o isótopo. 

No comparativo e validação dos resultados de imagem quantitativa das amostras de A. 

araucana pela técnica ICP-MS, foi possível verificar que os elementos que possuem alta 

heterogeneidade ao longo da superfície podem apresentar resultados diferentes para cada 

técnica devido a necessidade (ou não) de preparo de amostra. Assim, a validação de 

imageamento quantitativo pode ser realizada por meio de análises multimodais com técnicas 

que irão fornecer resultados de imagem, assim como a técnica LA-ICP-MS. 

Neste caso, pode-se concluir que os objetivos desta etapa do trabalho foram alcançados, 

e que os resultados obtidos dão margem para futuros estudos de imageamento quantitativo via 

LA-ICP-MS em anéis de crescimento. 

II. CONCLUSÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

Durante o desenvolvimento desta pesquisa foi possível evidenciar a aplicabilidade da 

técnica LA-ICP-MS para análise de imageamento qualitativo, bem como quantitativo, em dois 

tipos diferentes de amostras ambientais: espeleotemas e anéis de crescimento de árvore. Neste 

sentido, foi possível verificar quais os reais parâmetros da técnica LA-ICP-MS que irão 

impactar diretamente a obtenção de imagens elementares condizentes com a realidade de cada 

amostra avaliada, bem como maneiras de se transformar a informação qualitativa em 

quantitativa a nível micrométrico. 

Ao longo desta tese também é possível observar esforços analíticos para a escolha das 

condições de trabalho que permitiram conseguir atingir os objetivos preestabelecidos, bem 
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como apresentar resultados confiáveis. Este fato se inicia na preocupação com a otimização das 

condições experimentais através de planejamentos experimentais e análise de efeito, no estudo 

dos parâmetros de ablação a laser que impactam na resolução das imagens que foram obtidas, 

no estudo de preparo de pontos de calibração para a avaliação de métodos de quantificação, 

bem como de todas as etapas de validação analítica. 

Desta forma, no Capítulo I foi possível obter resultados de imagem qualitativa elementar 

para amostras de espeleotema com alta resolução espacial, as quais permitiram verificar que (i) 

quanto maior o diâmetro do spot e maior a intensidade do laser, maiores os sinais analíticos, 

resultando assim em melhorias na sensibilidade do método; (ii) quanto menor for a velocidade 

de ablação, maior será a resolução espacial da imagem obtida, porém maior será o tempo de 

análise; (iii) o padrão interno Ca44 não impacta na resolução de imagem e (iv) que há 

similaridade entre as regiões de concentração dos elementos Ba, Sr e Mg na superfície de 

espeleotemas, os quais podem estar relacionados com eventos de alterações paleoclimáticas. 

Já no Capítulo II, estudar a transformação das informações espaciais qualitativas em 

quantitativas possibilitou a avaliação de dois métodos de quantificação pela técnica LA-ICP-

MS, conhecidos como curva analítica e one-point. Neste caso, foi possível verificar (i) a 

influência do preparo de amostras para a construção de padrões sólidos; (ii) a similaridade entre 

os métodos de quantificação avaliados, seja na quantificação total de Pb, Cd e Ba em materiais 

certificados, como no processo de imageamento quantitativo em anéis de crescimento. Com 

este Capítulo, também foi possível verificar a influência da heterogeneidade da matriz na busca 

da validação dos resultados com técnicas convencionais, assim alertando para a busca de novas 

maneiras de se validar resultados de imagem quantitativa para além da quantificação total via 

ICP-MS. 

Neste sentido, como perspectivas, é possível pensar no futuro de imageamento pela 

técnica LA-ICP-MS, principalmente através da quantificação, com a aplicação de métodos 

multimodais para a validação de imageamento quantitativo quando se trata de amostras 

heterogêneas a nível microscópicos, pois assim os dados serão comparáveis em termos de 

fornecerem o mesmo estilo de resultados, ou seja, através de imagens.  
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