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RESUMO

O uso de bioindicadores, como os liquens, permite avaliar o impacto antropico de um ambiente
pela analise elementar direta desses organismos simbiontes. A avaliacdo do acumulo de
Elementos Potencialmente Téxicos (EPTs) em tecidos de liquens tornou-se um tépico de grande
importancia, j& que tal estudo pode ser realizado tanto com os liquens em seu habitat natural
quanto a partir da técnica de transplante de uma regido pristina para uma area antropizada. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi determinar Mn e Zn em amostras de liquens utilizando a
técnica de espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF) portatil. A técnica de XRF ¢é
extremamente vantajosa, j& que tem a capacidade de determinar elementos quimicos de maneira
rapida, multielementar e simultanea, sem destruicdo da amostra, com baixo custo operacional
e minimo, ou nenhum preparo de amostra. Foi desenvolvido um método de determinacéo de
Mn e Zn em amostras de liquens da espécie Parmotrema tinctorum por pXRF utilizando dados
de referéncia gerados pela digestdo acida assistida por radiagdo micro-ondas e quantificacdo
por ICP OES. Utilizou-se amostras secas e moidas de liquens oriundos de ambientes impactados
por atividades urbanas de Campo Grande — MS, além de amostras controle de floresta nativa.
A otimizacdo das condicBes operacionais foi realizada usando uma pastilha prensada de
material de referéncia certificado (BCR 482 - lichen). As seguintes condi¢des foram usadas:
tensdo (50 kV); corrente (22,4 pA); filtro (Ti 25um e Al 300 um) e tempo de irradiacéo de 20
s. A verificacdo da exatiddo do método de digestdo se deu a partir da analise de materiais de
referéncia certificados (BCR 482 e NIST 1547) obtendo-se 101% e 115% de grau de
concordancia para Zn e 103% para Mn. As faixas lineares de trabalho das curvas de calibragao
variaram entre 64 a 282 mg kg para Mn e de 24 a 171 mg kg* para Zn. Excelentes coeficientes
de correlacdo linear (r > 0,98) foram obtidos para os modelos de calibragdo para ambos 0s
elementos. Espera-se que esse estudo contribua para o estimulo de novas pesquisas com o
objetivo de desenvolver novos métodos que avaliem outros EPTs em outras espécies de liquens,
especialmente em estudos in situ.
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1 INTRODUCAO

Elementos Potencialmente Téxicos (EPTs) sdo elementos quimicos que podem causar
danos ambientais e a saude humana (CONSONNI, 2015), principalmente pela potencialidade
de bioacumulacdo, assim como devido aos efeitos deletérios que podem ser desencadeados
mesmo em baixas concentraces. Esses elementos podem ser descartados no ambiente,
principalmente devido as atividades antrdpicas, podendo causar contaminacdo de corpos
hidricos, além do solo e da atmosfera (CONSONNI, 2015; GARTY et al., 1979; KIERCZAK
et al., 2008).

A avaliacdo da contaminacédo pode ser conduzida através da analise quimica de matrizes
ambientais (solo, 4gua ou material particulado atmosférico) ou pelo uso da estratégia de
biomonitoramento com o uso de liquens (ASLAN et al., 2006). Os liquens sdo associacfes
simbidticas entre fungos e algas ou cianobactérias que possuem elevada afinidade ao ambiente
onde se encontram e sensibilidade a muitos tipos de contaminantes, em especial os de origem
atmosférica (GARTY et al.,, 2001). Devido a capacidade intrinseca de absorverem e
armazenarem particulas de contaminantes atmosféricos, esses organismos sdao amplamente
reconhecidos como bioindicadores e biomonitores ambientais, podendo inclusive acumular
EPTs em seus tecidos (MOTA FILHO et al., 2007).

Na literatura, é possivel encontrar diversos estudos em que técnicas analiticas modernas
sdo utilizadas para a determinacdo de EPTs em tecidos de liquens, como a Espectrometria de
Fluorescéncia de raios X (XRF, acrénimo do inglés para X-ray Fluorescence Spectrometry)
(RICHARDSON et al., 1995; SCHMELING et al., 1997; MAJUMDAR et al., 2009;
PANTELICA et al., 2016; KOUADRI et al., 2019). A XRF é uma técnica analitica para
determinacéo elementar de diversos tipos de amostras (GAZLEY; FISHER, 2014; WEINDORF
et al., 2014). A técnica é muito difundida entre a comunidade cientifica devido as suas
potencialidades, tais como a rapidez na execucdo das analises, além da portabilidade, que
permite a execucdo das analises em campo, mostrando-se adequada para investigar problemas
de diversas areas, inclusive das Ciéncias Ambientais (RIBEIRO et al., 2017).

Diante do exposto, esse estudo teve o enfoque no desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinacdo direta de Mn e Zn, utilizando fluorescéncia de raios X portatil
em amostras de liquens da espécie Parmotrema tinctorum submetidas a técnica de transplante

para biomonitoramento de EPTSs.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um método analitico para a determinacdo direta de Mn e Zn em amostras de

liquens utilizando fluorescéncia de raios X portatil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar valores de referéncia de Mn e Zn em amostras de liquen da espécie Parmotrema
tinctorum transplantadas para regido com elevado impacto antrépico;

— Otimizar as condicdes operacionais de um espectrometro de fluorescéncia de raios X portatil
para a determinacgdo quantitativa Mn e Zn em tecidos de liquens;

— Construir e avaliar modelos de calibracéo para a determinacgédo quantitativa de Mn e Zn por
espectrometria de fluorescéncia de raios X portatil.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINAQAO ELEMENTAR

O preparo de amostra é uma etapa fundamental na sequéncia analitica. Existem
diferentes tipos de matrizes que necessitam de estratégias adequadas que sejam capazes de
dispor as espécies quimicas em um modo apropriado para a medicao pelas técnicas analiticas
escolhidas. O ideal seria que todas as analises pudessem ser conduzidas a partir da determinacgéo
direta in situ, sem que houvesse necessidade de nenhum tratamento prévio, mas poucas técnicas
permitem a determinacdo em campo. Dessa forma, é fundamental que sejam adotados
procedimentos de preparo de amostras que possibilitem a determinacdo quantitativa com
elevada acuracia dos elementos de interesse (KRUG et al., 2016). Desta forma, nas secdes a
seguir, serdo discutidas, sucintamente, as estratégias comumente adotadas no preparo de
amostras que precedem as analises quimicas quantitativas dos analitos de interesse, assim como

as técnicas analiticas modernas utilizadas para a determinacdo quantitativa.

3.1.1 Amostra in natura

Geralmente, as amostras solidas podem ser analisadas diretamente por técnicas
analiticas que permitam tal abordagem. Desta forma, as amostras podem ser analisadas in
natura ou como pastilhas prensadas do material previamente cominuido (KRUG et al.,2016).
As amostras solidas originalmente homogéneas, como ligas metélicas (CASTRO; PEREIRA-
FILHO, 2016), polimeros (COSTA et al., 2019) e vidro (CAHOON; ALMIRALL, 2010)
dispensam o preparo, podendo ser diretamente analisadas. No entanto, etapas de limpeza ou

polimento podem ser requeridas para a remocdo de contaminantes superficiais.

3.1.2 Secagem

Para amostras sélidas com quantidades variaveis de agua, ¢ comum a utilizacdo de
secagem até atingir massa constante (KRUG et al., 2016). Esse tratamento preliminar permite
a preservacdo da amostra de atividade microbiana e a expressdo de resultados analiticos em
massa seca (MARKERT, 1995). Geralmente, a secagem € conduzida a 105 °C para evitar perdas
por volatilizacdo ou decomposicdo térmica, mas alguns minerais exigem temperaturas maiores
que 1000 °C, como aluminatos e silicatos (KRUG et al., 2016).

Materiais de origem biologica geralmente sdo secos em sacos de papel ou algoddo em
estufa com circulacédo forcada de ar até peso constante em temperatura de 60 a 65 °C por 48 h
(KRUG et al., 2016). Caso haja determinagéo de espécies quimicas volateis, deve ser aplicada

temperatura mais baixa, entre 40 °C e 50 °C. Uma alternativa é a liofilizac&o, onde a amostra é
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congelada entre -80 °C e -60 °C seguida por remog¢do da &gua por sublimacdo sob pressdo
reduzida (MARKERT, 1995).

3.1.3 Moagem

Para amostras solidas heterogéneas, recomenda-se uma etapa de moagem a fim de
diminuir o tamanho de particulas. Essa etapa € importante, visto que tem como objetivo reduzir
a heterogeneidade das amostras, proporcionando a analise das mesmas com alta
reprodutibilidade. Essa etapa € necessdria jA& que amostras finamente moidas s&o
intrinsecamente mais homogéneas. Outra vantagem é o aumento da area superficial especifica
da amostra teste, aumentando a eficiéncia dos processos de dissolucdo, digestdo e extracdo
(KRUG et al, 2016). Em geral, a moagem pode ser classificada como grosseira
(aproximadamente 5 mm), fina (até 63 um) e extrafina (particulas com menos de 63 pum).
Diferentes tipos de moinhos podem ser utilizados a depender de fatores como tamanho desejado
das particulas, tipo e quantidade de amostra, capacidade do moinho, velocidade de moagem,

constituicdo final do produto moido e qual elemento deseja-se determinar (KRUG et al., 2016).

3.1.4 Peneiramento

Para avaliacdo e classificacdo da distribuicdo do tamanho das particulas, o peneiramento
das amostras in natura ou moidas € um dos métodos mais utilizados. O objetivo desse
procedimento é homogeneizar a distribuicdo do tamanho das particulas (KRUG et al., 2016),
ja que quanto menor o tamanho das particulas, mais homogénea é a distribuicdo dos analitos na
amostra (CARVALHO, 2015).

3.1.5 Pastilhamento

Apds a etapa de moagem, com as amostras homogéneas e pulverizadas, recomenda-se
a prensagem das mesmas para obtencdo de pastilhas (KRUG et al., 2016). Existem diversos
métodos disponiveis para formacdo das pastilhas. Para 0 método de pastilha prensada podem
ser utilizadas matrizes do tipo plano e cilindrico (TAKAHASHI, 2015).

A matriz do tipo plano utiliza de 3 a 5 g de amostras para producdo de anéis de 30 mm
de didametro interno. Essa matriz tem facilidade de limpeza, etapa fundamental para evitar a
contaminacgéo cruzada durante a etapa de pastilhamento (TAKAHASHI, 2015).

Para matriz do tipo cilindro, € recomendado o pastilhamento de amostras organicas
pulverizadas, uma vez que possuem baixas densidades e essa matriz tem maior capacidade de

reter quantidades maiores de amostras em comparagdo com a tipo plana (TAKAHASHI, 2015).
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3.1.6 Digestéo acida

Amostras de natureza organica, incluindo tecidos vivos, podem ser oxidadas a partir da
utilizacdo de um acido oxidante concentrado. Geralmente, é necessaria a utilizagdo de
aquecimento da amostra com o acido oxidante concentrado (geralmente &cidos inorganicos
fortes como &cido nitrico, sulfdrico e perclorico), ou mistura de mais de um tipo de acido
oxidante e perdxido de hidrogénio (KRUG et al, 2016).

A partir da utilizacdo do &cido, ou mistura, é possivel oxidar os compostos organicos
presentes na amostra e os analitos de interesse solubilizam-se na solugdo acida (KRUG et al.,
2016). O processo de digestdo acida ideal deve utilizar pequenos volumes de acido, promover
a dissolucdo completa da matriz da amostra, contribuindo para a obtencéo de resultados precisos
e exatos (KRUG et al., 2016; EVANGELISTA, 2011).

O processo de digestdo acida, também chamado de decomposi¢do por via Umida
(KRUG et al., 2016), pode ocorrer em sistema aberto, em bloco digestor, ou em sistema

fechado, utilizando-se forno de micro-ondas com cavidade (KRUG et al, 2016).

3.1.7 Digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas

A primeira referéncia na literatura sobre o uso de radiacdo micro-ondas para a
preparacdo de amostras data de 1975. E descrito nesse trabalho a utilizaco de forno de micro-
ondas domeéstico para a decomposicao de material bioldgico em solugéo acida e sistema aberto
(ABU-SAMRA et al., 1975). Mesmo que utilizado em condic¢des inadequadas, principalmente
devido a liberacdo de vapores acidos, verificou-se reducdo de tempo na decomposicdo das
amostras comparado aos processos tradicionais utilizando chapas aquecedoras e blocos
digestores (KINGSTON, 1988).

Somente a partir da década de 1980, a radiagdo micro-ondas despontou no campo da
Quimica Analitica. A utilizacdo macica é atribuida ao desenvolvimento de equipamentos
especificos para laboratorios associados a utilizagdo de sistemas fechados (KRUG et al., 2016).

A radiacdo micro-ondas € um tipo de radiacdo eletromagnética com frequéncia
compreendida entre 10% a 10* MHz. Materiais ndo transparentes, capazes de absorver esse tipo
de radiacdo, podem apresentar aumento significativo da temperatura devido a interagdo dos
fétons com os ions dissolvidos e o solvente, provocando migragéo inica e a rotacéo de dipolos.
Essa combinagdo de fendmenos resulta em movimento molecular do material que contribui
diretamente para o seu aquecimento. No caso da digestdo assistida por radiacdo micro-ondas,

explora-se o efeito de absor¢éo, onde a energia eletromagnética das micro-ondas € absorvida e
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convertida em energia térmica, promovendo o aquecimento do meio reacional. O preparo de
amostras utilizando o aquecimento por micro-ondas proporciona decomposicGes mais seguras

e rapidas comparadas ao aguecimento condutivo (KRUG, et al., 2016).

3.2 Técnicas analiticas modernas

3.2.1 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP OES)

A Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES,
acrénimo do inglés para Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) é uma
técnica que utiliza a medida da intensidade de radiacdo emitida de &tomos e ions de uma amostra
gerada a partir de um plasma de argbnio. O plasma é gerado na extremidade final da tocha,
compartimento constituido pelos tubos externo (tubo por onde circula o gas do plasma),
intermediario (que forca a circulacdo tangencial pelo tubo externo do plasma e insere 0 gas
auxiliar) e injetor. O gas de nebulizacdo, que passa pelo tubo injetor na forma de aerossol,
transporta a amostra até o plasma (NOLTE, 2003). Nessa técnica, a amostra é introduzida por
meio de uma solucdo. A solugdo é nebulizada como um fino aerossol que é transportado para o
centro do plasma. A amostra entdo sofre os processos de dessolvatacdo, vaporizacdo e
dissociacdo em atomos, que por sua vez podem ser ionizados e excitados pelo plasma, emitindo
radiacdo eletromagnética. A emissdo da radiacdo ocorre principalmente dentro da faixa do
espectro visivel e ultravioleta e as linhas discretas sdo separadas por um difrator ético de acordo
com seus comprimentos de onda. Esses comprimentos de onda sdo utilizados para a

identificacéo e quantificacdo dos elementos presentes na amostra (NOLTE, 2003).

3.2.2 Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS, acrénimo
do inglés para Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) ¢ uma técnica analitica
instrumental que se baseia na selecdo de cations produzidos em um plasma de argénio. Esses
ions positivos sdo transportados por campo eletromagnético até o espectrémetro de massas. No
espectrémetro, os ions sdo separados em funcéo da razio massa/carga (GINE-ROSIAS, 1998).

O sistema para introducdo da amostra liquida € composto por 4 partes. A amostra é
introduzida no plasma a partir do aerossol produzido pelo nebulizador, havendo a separacéo
das goticulas maiores e menores na camara de nebulizacdo (DULUDE, 2008). O aerossol ¢
entdo transportado para o plasma por meio do fluxo do gas de nebulizacdo. Em seguida, passa

pelos processos de dessolvatacdo, vaporizacao, atomizacao e ionizagdo. Os cations produzidos
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pelo plasma sdo extraidos pelos cones de amostragem e skimmer (THOMAS, 2002). As lentes
ibnicas, localizadas apds o skimmer, conduzem os ions positivos em direcdo ao analisador de
massas com o auxilio de campos magnéeticos e as particulas neutras sdo eliminadas por uma
bomba a vacuo (GINE-ROSIAS, 1998).

O ICP-MS é uma técnica amplamente aceita devido ao seu carater multielementar,
baixos limites de deteccdo e elevada frequéncia analitica, além de gerar eficientemente ions

monovalentes e espectro de massas simples e de facil interpretacdo (THOMAS, 2002).

3.2.3 Ablagéo a Laser associada ao Espectrometro de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado (LA-ICP-MS)

A Ablacdo a Laser associada ao Espectrémetro de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado (LA-ICP-MS, acrénimo do inglés para Laser Ablation Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry) é uma técnica que confere maior agilidade nas determinagdes analiticas,
pois sua determinacgdo elementar é conduzida diretamente na matriz. No sistema, ha um laser
de alta energia focalizado na amostra sélida, removendo atomos, ions e particulas da superficie
desta. A ablacdo é conduzida em uma camara especial e o aerossol da amostra € direcionado
para a tocha do ICP-MS por meio do fluxo de um gas inerte, onde acontecem os fenémenos de
atomizacdo, ionizacao e vaporizacdo (GUERRA, 2011). Em seguida, ha a separacdo dos ions
do analito pelo analisador de massas em fun¢édo da razao massa/carga (BETTMER et al., 2009).
Diferentemente do ICP-MS, que necessita de amostras na forma liquida, o que exige preparo
de amostra utilizando &cidos fortes concentrados, o LA-ICP-MS permite a analise de amostras
solidas (GUERRA, 2011). Dessa forma, apresenta-se como uma opg¢do para analise direta de

amostras bioldgicas, como os liquens.

3.2.4 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por Laser (LIBS)

Outra técnica utilizada comumente em analises quimicas é a Espectrometria de Emissao
Optica com Plasma Induzido por Laser (LIBS, acrénimo do inglés para Laser Induced
Breakdown Spectroscopy). A LIBS é capaz de analisar as emissdes de radiacdo eletromagnética
do plasma gerado na superficie das amostras por ablagdo a laser e determinar a composi¢ado
elementar das amostras. A técnica é micro-destrutiva, ou seja, causa destruicdo da amostra
localmente (FAU et al., 2019).

A técnica utiliza a espectrometria de emissdo Optica a partir de uma fonte de laser

emissora de pulsos de alta energia. Os pulsos sdo emitidos diretamente na amostra com o auxilio
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de lentes focalizadoras (RADZIEMSK; CREMERS, 2012). A incidéncia do pulso de laser pode
ter duracdo de nano, pico ou femto segundos (COSTA et al., 2019). Depois da incidéncia do
pulso de laser, a amostra passa pelos processos de aquecimento, fusdo (para amostras solidas)
e vaporizagdo (NOLL, 2012). Os atomos, ions e moléculas vaporizados séo excitados a um
nivel mais energético e emitem radiacdo especifica de cada elemento ao retornarem para niveis
mais baixos de energia (COSTA et al., 2019).

O feixe de laser é focalizado a partir de lentes e espelhos que auxiliam no
direcionamento até a superficie da amostra (RADZIEMSK; CREMERS, 2012). A amostra fica
posicionada perpendicularmente a fonte do laser na configuragdo mais simples e comum
(PASQUINI, 2007).

O sinal dptico gerado é convertido em um sinal elétrico registrado e processado pelo
computador. Varios tipos de detectores podem ser utilizados, desde que tenham alta eficiéncia
de deteccdo e alta sensibilidade para todo o espectro obtido (MUSAZZI; PERINI, 2014).

3.2.5 Espectrometria de Fluorescéncia de raios X (XRF)

A Espectrometria de Fluorescéncia de raios X (XRF, do inglés X-ray Fluorescence
Spectrometry) trata-se de uma técnica analitica para determinacdo da composicao elementar de
diferentes materiais (GAZLEY; FISHER, 2014; WEINDORF et al., 2014). Nesta técnica, 0s
atomos constituintes da estrutura da amostra sdo atingidos por raios X de alta energia,
removendo elétrons de sua Orbita original (KALNICKY; SINGHVI, 2001). A excitacdo
atdbmica ocorre quando ha colisdo por particulas como elétrons ou ions produzidos comumente
por tubos de raios X (GAZLEY; FISHER, 2014). A medida que os elétrons de camadas
superiores substituem a vacancia deixada pelos elétrons removidos, ha a emisséo de energia na
forma de fluorescéncia que €é caracteristica de cada elemento. Para que haja a emissdo, a amostra
deve receber energia suficiente para excitar os elétrons dos seus elementos constituintes
(RIBEIRO et al., 2017). Assim, os elementos presentes nos materiais analisados podem ser
identificados e quantificados a partir da medicdo das intensidades de emissdo de raios X
caracteristicos dos mesmos (WEINDORF et al., 2014). Comparando-se com as demais técnicas
analiticas instrumentais, a espectrometria de fluorescéncia de raios X progrediu bastante. A
XRF é bastante difundida na comunidade cientifica principalmente por sua habilidade na
determinacéo de elementos quimicos, geralmente de forma rapida, sem destruicdo da matriz,
com baixo custo operacional e minimo, ou mesmo nenhum preparo da amostra (RIBEIRO et
al., 2017).
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Além disso, a técnica conta com equipamentos portateis desde a década de 1970
(LEMIERE, 2018), permitindo a execucdo de andlises dentro do laboratério e em campo
(RIBEIRO et al., 2017). Dessa forma, mostra-se apta a solucionar certos problemas quimicos,
além das inimeras aplicacdes em outras areas da Ciéncia como Medicina, Geologia, Biologia,
Ciéncia do Solo, Ciéncias Ambientais, dentre outras (WEINDORF et al., 2014).

Os sistemas que utilizam XRF por energia dispersiva (EDXRF, acronimo do inglés para
Energy Dispersive X-ray Fluorescence) caracterizam-se pela capacidade multielementar e
simultanea. Nesse método, € possivel medir as intensidades de raios X caracteristicos emitidos
pelos elementos da amostra quando excitados por um feixe de raios X. A detecgdo de raios X
emitidos se da por meio de um detector de Si que gera um espectro de intensidade versus
energia. A intensidade dos raios X emitidos correlaciona-se linearmente com a concentracdo
dos elementos da amostra (ALEXANDRE; BUENO, 2006).

A fluorescéncia de raios X com dispersdao por comprimento de onda (WDXRF,
acronimo do inglés para Wavelength Dipersive X-ray Fluorescence) é outro método que utiliza
a técnica de XRF, desenvolvida na década de 1960 (JENKINS, 1999). O método utiliza a
dispersdo por comprimentos de onda por meio de cristais que difratam os raios X, dependendo
do comprimento de onda, em angulos especificos relacionados as suas energias (Lei de Bragg).
Os cristais difratam a radiacdo fluorescente emitida pela amostra e os detectores de raios X
convertem a energia dos fétons captados em pulsos elétricos. O detector processa as linhas
caracteristicas que anteriormente foram separadas pelo cristal. A difracdo de raios X utilizada
na técnica WDXRF permite a separacdo da radiacdo secundaria emitida por meio do
espalhamento em distintos angulos, tornando possivel a analise da composicdo quimica dos
materiais (BORTOLETO, 2007).

3.3 Liquens como bioindicadores

Os liquens sdo uma simbiose entre fungos e algas, ou cianobactérias, micobiontes e
fotossimbiontes, respectivamente. Essa associa¢do forma organismos sem raizes ou cuticulas
que dependem da atmosfera para captacdo de nutrientes (DE MOURA et al., 2012). Nessa
simbiose, as algas, ou cianobactérias, realizam a fotossintese e produzem carboidratos para
utilizacdo proépria e para o fungo. Por sua vez, os fungos servem para protecéo e sustentacdo
fisica, além de suplementacio de 4gua e minerais para a associagdo (COLONI JUNIOR, 2019).

Com isso, esses organismos podem absorver umidade e componentes atmosfericos a partir do
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talo, composto por fungos, e obter compostos organicos a partir da fotossintese realizada pelas
algas ou cianobactérias (COLONI JUNIOR, 2019).

Os liguens podem ser classificados em cinco principais grupos: foliosos, fruticosos,
filamentosos, crostosos e dimdrficos. Os grupos tém caracteristicas biologicas e morfoldgicas
distintas, podendo ser identificados através de analises morfoldgicas e anatbmicas com o0 uso
de microscépio. Esse processo é guiado por uma chave dicotdmica de identificacdo de género.
(ROMANOSKI; GUMBOSKI, 2021). Além disso, sdo organismos que podem habitar diversas
matrizes no ambiente, como troncos e ramificacdes arboreas (liquens corticicolas), rochas
(saxicolas), solo (terricolas), folhas (folicolas) e outros tipos de substrato estavel. Estes
organismos também sdo conhecidos por serem capazes de sobreviver em locais indspitos e de
grande estresse ecologico (ROMANOSKI; GUMBOSKI, 2021). Os liquens possuem alta
afinidade com o ambiente e alta sensibilidade a inUmeros tipos de contaminantes, podendo ser
indicadores da umidade do ar, da acidez do substrato rochoso e da qualidade do ar. Por isso,
sdo conhecidos como bioindicadores de qualidade ambiental ou da qualidade do ar, devido as
suas capacidades de absorverem e reterem contaminantes atmosféricos em suas células,
funcionando também como biomonitores (MOTA FILHO et al., 2007).

Liquens sdo bioindicadores muito sensiveis a contaminagdo atmosférica, principalmente
ao dioxido de enxofre (SO2) (RAVEN et al., 2007; SPIELMANN; MARCELLI, 2006). Isso
ocorre por ndo possuirem estdbmatos e cuticulas, 0 que permite que os gases absorvidos
difundam-se pelo tecido até o fotobionte (MARTINS, 2013). Em altos niveis de polui¢do, 0s
liguens podem desaparecer totalmente, fendmeno conhecido por “deserto liquénico”
(SPIELMANN; MARCELLLI, 2006). Dessa maneira, o estudo da qualidade do ar pela anélise
de acimulo de contaminantes em liquens é um método viavel para a avaliacdo e mensuragdo
das condi¢Ges ambientais da regido em que habitam, pois sdo capazes de fornecer dados
ambientais para o desenvolvimento de medidas protetivas para a salde humana e ambiental
(SANTOS et al., 2018).

3.3.1 Acumulacéo de EPTs em liquens

Elementos potencialmente toxicos (EPTs) € uma expressao utilizada para substituir os
termos “metais pesados” e ‘“elementos traco”. A expressao descreve elementos quimicos
inorganicos presentes no ecossistema que podem causar riscos ao ambiente e a saude publica
(CONSONNI, 2015). Esses riscos estdo relacionados as suas concentracfes e a capacidade de

entrada e de bioacumulagédo por meio da cadeia alimentar (KIERCZAK et al., 2008).


https://www.redalyc.org/journal/5606/560659019005/html/#redalyc_560659019005_ref26
https://www.redalyc.org/journal/5606/560659019005/html/#redalyc_560659019005_ref26
https://www.redalyc.org/journal/5606/560659019005/html/#redalyc_560659019005_ref26
https://www.redalyc.org/journal/5606/560659019005/html/#redalyc_560659019005_ref29
https://www.redalyc.org/journal/5606/560659019005/html/#redalyc_560659019005_ref20
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Os EPTs sédo documentados entre 0s muitos materiais perigosos ao ambiente. Alguns
elementos quimicos como Pb e Cd foram classificados como substancias com potencial
carcinogénico pelo European Parliament and Council Regulation (2006) (POPESCU et al.,
2013). Vinte EPTs séo considerados contaminantes prioritarios: aluminio (Al), antimdnio (Sb),
arsénio (As), bario (Ba), boro (B), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobalto (Co), cobre (Cu), cromo
(Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg), molibdénio (Mo), niquel (Ni), nitrogénio na
forma de nitrato (NOs’), prata (Ag), selénio (Se), vanadio (V) e zinco (Zn) (CETESB, 2001).
Nem todos os EPTs podem ser considerados xenobidticos, substancias estranhas aos
organismos, ja que muitos deles sdo também essenciais para a vida. Boro, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni
e Zn, por exemplo, sdo também essenciais para o desenvolvimento e funcionamento de vegetais.
Ferro, Zn, Cu, Ni e Mn atuam como cofatores enzimaticos no metabolismo de plantas,
microrganismos e mamiferos (BIONDI et al., 2011). Porém, dependendo da concentracdo
desses elementos, podem ser tdxicos aos organismos, incluindo a espécie humana
(ALLOWAY, 1990).

Os EPTs podem ser absorvidos a partir da atmosfera e do substrato (PIRINTSOS et al.,
2006) e sdo depositados na superficie ou nos espacos da medula dos liquens devido a falta das
estruturas da cuticula e estbmato (GARTY et al., 1979). Esses elementos sdo imobilizados em
componentes presentes nas paredes celulares da simbiose e, para garantir sua homeostase, 0s
liguens utilizam mecanismos complexantes para inativagdo desses elementos e sua
desintoxica¢do quimica (BACKOR; LOPPI, 2009).

O estudo da acumulacdo de EPTs em liquens tornou-se um tépico de grande importancia
dentro da liquenologia moderna (BACKOR; LOPPI, 2009). Essa avaliagio pode ser conduzida
em liguens in situ ou ex situ, com técnicas de transplante, nas quais os liquens sao coletados em
regibes com baixos indices de contaminacdo e transferidos para regides com uma possivel
contaminacdo por EPTs. Com isso, € possivel realizar o biomonitoramento ambiental e o estudo

das fontes de contaminantes com eficiéncia (GUERRA, 2011).

3.3.2 Analise elementar em tecidos de liquens

Na literatura, ha estudos que utilizam liquens para verificar as concentra¢fes de EPTs
em algumas regides. Richardson et al. (1995) discutiram as vantagens e limitacdes da utilizacdo
da tecnica de espectrometria de fluorescéncia de raios X para a determinacdo do conteido
elementar em amostras de liquens. No trabalho, ja eram citadas as aplicacbes para a
determinacdo de metais tracos como Cu, Pb e Zn. Neste estudo, também foram discutidas as

necessidades de boa preparacéo de amostra que, até entdo, eram fator limitante para as analises.
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Além disso, nesse estudo ja eram apontadas as potencialidades da técnica utilizando amostras
de liquens e plantas afetadas pelas proximidades com areas industriais. Uma vez que a técnica
ndo necessita de recalibracdes diarias, desde que feitas e estabelecidas adequadamente,
apresentou grande potencialidade como ferramenta para pesquisa ambiental e monitoramento.

Schmeling et al. (1997) utilizaram a espectrometria de fluorescéncia de raios X de
reflexdo total para analisar e certificar amostras de liquen da espécie Evernia prunastri,
coletadas de regides de Portugal sem poluicdo e preparados para certificagdo pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica. Nesse estudo, foram determinados Ca, Cu, Fe, Mn, Rb, Sr,
Pb e Zn simultaneamente, com concentragdes variando de 1,8 mg kg* de Rb a 2360 mg kg™ de
Ca. Os resultados determinados foram comparados com outras técnicas e com outros
laboratdrios que contribuiram para a certificacdo, como espectrometria de absorcao atdbmica e
espectrometria de fluorescéncia de raios X, apresentando boa concordancia com as médias
gerais dos valores aceitos para a certificacdo.

Cercasov et al. (2002) utilizaram a técnica de transplante de liquens para o
biomonitoramento de EPTs no ar a partir de trés espécies (Cetraria islandica, Evernia prunastri
e Ramalina farinacea). As espécies foram expostas em suportes sem substrato em paises com
climas distintos (Alemanha, Italia e Roménia) e em seis pontos com presenca de diferentes
contaminantes atmosféricos. As amostras foram coletadas apds 2, 4, 6 e 12 meses de exposi¢do
e interrogadas por Andlise por Ativacdo Neutronica Instrumental (INAA, acrénimo do inglés
para Instrumental Neutron Activation Analysis) e por EDXRF. Foram identificados 15
elementos ambientalmente relevantes: As, Br, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mn, Ni, Pb, S, Sh, V e
Zn, evidenciando a capacidade de bioacumulacdo das espécies.

Aslan (2006) utilizou a EDXRF para a analise das seguintes espécies de liquens:
Evernia prunastri, Flavoparmelia caperata, Hypogymnia physodes, Pseudevernia furfuracea,
Usnea florida e Usnea longissima de diferentes regifes de Giresun e Ordu na Turquia. Os
seguintes elementos foram determinados: Ba, Ca, Fe, Ke Ti.

Majumdar (2009) descreveu a anélise por EDXRF de amostras de liquens epifitos
coletados em Calcut4, megacidade no leste da india, apontada como uma das cidades mais
poluidas no mundo até aquele momento. O objetivo foi estimar a concentragdo de alguns
elementos nas amostras coletadas dentro da cidade e em pontos ao redor. Os resultados
indicaram concentracdes significativamente maiores de elementos como Ca, Cr, Fe, Mn, Ni, S,
V e Pb nas amostras recolhidas no interior da cidade comparado com 0s pontos ao redor da
mesma. Para Mn, foram encontradas concentragdes de 35 mg kg em uma das areas mais

afastadas e 57 mg kg™ em ponto dentro da cidade. A mesma comparacéo para Zn foi conduzida,
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encontrando-se 54 mg kg* no ponto mais afastado e 62 mg kg na amostra coletada dentro da
cidade. Além disso, identificou-se variacdo sazonal nas concentra¢Ges de Cu, Fe, Mn, Pb e Zn.

Guerraetal. (2011) utilizaram LA-ICP-MS para determinacao direta de Pb em amostras
de liquens das espécies Usnea aurantiaco-atra e Usnea antarctica afetadas por acao antropica
em estagdes de pesquisa na Antartica Maritima. As amostras coletadas foram secas em estufa e
moidas criogenicamente com nitrogénio liquido e posteriormente digeridas utilizando &cido
nitrico e peroxido de hidrogénio. As concentracdes de Pb foram medidas com precisao e
exatidao, tornando possivel o desenvolvimento de um método para determinacdo direta por LA-
ICP-MS e demonstrando que a técnica € uma potencial ferramenta analitica para a estimativa
das concentragdes do metal em amostras de liquens. Houve diferencas significativas entre as
concentragdes de Pb nas amostras obtidas do local controle, de 1,12 + 0,05 mg kg™, e das areas
afetadas, com média de 5,03 + 0,57 mg kg*. Essas diferencas apontam os liquens como bons
biomonitores. Além disso, a partir da bioimagem elementar desses organismos, demonstrou-se
que a regido da medula é o principal tecido bioacumulador de Pb atmosférico.

State et al. (2011) também utilizaram o método EDXRF e espectroscopia por absor¢édo
atdbmica (AAS, acronimo do inglés para Atomic Absorption Spectrometry) em amostras de
liquens para o biomonitoramento da qualidade do ar na cidade de Targoviste, Roménia, e seus
arredores. No estudo foram determinados Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Pb e Zn. O EDXRF foi utilizado
como analise qualitativa, e as concentracfes determinadas a partir da AAS. Foram encontradas
concentracdes de 5,00 + 0,22 mg kgt a 156 + 7 mg kg™ de Zn. Nesse estudo, foi possivel realizar
uma analise comparativa da qualidade do ar entre as areas de maior e menor contaminacao.

Herrero Fernandez et al. (2016) realizaram comparaces estatisticas no intervalo de trés
anos utilizando XRF, ICP OES e Espectrofotometria de Absor¢do Atdmica em Chama (FAAS,
acrébnimo do inglés para Flame Atomic Absorption Spectrometry) em amostras de liquens
utilizadas como biomonitores da poluicdo do ar em Havana, Cuba. Os autores ndo identificaram
diferengas significativas nas concentracdes encontradas pelas diferentes técnicas e os padrdes
de distribuicdo elementar foram associados as diferentes fontes de poluicéo.

Pantelica et al. (2016) utilizaram EDXRF, ICP-MS e INAA para anélise de liquens da
espécie Evernia prunastri transplantados em locais na Roménia com diferentes tipos de
exposicdo a contaminantes atmosféricos. As trés técnicas foram comparadas com relagéo aos
limites de deteccdo para 54 elementos. A espécie de liquen foi distribuida em trés pontos
durante 6 meses de exposicao, além do controle ndo exposto. Os resultados para Mn e Zn foram
obtidos com qualidade similar para EDXRF e ICP-MS. Para Mn, foram encontradas

concentragdes de 77,6 mg kg* nas amostras ndo expostas e 122 mg kg™ em um dos pontos
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afetados, utilizando EDXRF. Para 0 mesmo elemento foram encontradas concentracgdes de 77,7
e 117 mg kg, respectivamente para os mesmos pontos utilizando ICP-MS. Para Zn, foram
encontradas concentragdes, por EDXRF, de 41,8 e 81,5 mg kg™ nas amostras ndo expostas e de
um dos pontos afetados, respectivamente. Os limites de deteccdo obtidos foram similares para
os analitos avaliados, mas a técnica ndo atingiu a sensibilidade necesséaria para a deteccéo de
muitos dos elementos investigados no trabalho.

Kouadri et al. (2019) realizaram estudos sobre polui¢do atmosférica na Argélia a partir
do biomonitoramento de liquens Xanthoria parietina coletados de arvores de diferentes lugares
na area de Blida e distritos vizinhos. A técnica empregada para analise das amostras foi XRF e
foram determinados 14 elementos. No estudo foram encontrados valores de 24 a 161 ug g* de
Mn e 26 a 416 pg g de Zn. Os autores discutem que os valores elevados encontrados para estes
e 0s demais elementos podem estar relacionados as emissdes locais, que afetam até mesmo a
area florestal devido a incéndios e intenso trafego de veiculos.

Saturnino (2021) detectou mercdrio advindo de deposicdo atmosférica nas regibes
montanhosas de Santa Catarina. A quantificacdo foi feita a partir de liquens do género
Parmotrema spp. e Usnea spp. como bioindicadores in situ. Utilizando o método EPA 7473
(USEPA, 2007), foi feita a digestdo &cida e a andlise quantitativa por espectrometria de
absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos (HGAAS, acrénimo do inglés para Hydride
Generation Atomic Absorption Spectrometry). Foi encontrada maior concentracdo de mercurio
nos tecidos do género Usnea spp e houve forte correlacdo entre elevada altitude e a
concentracdo atmosférica de mercurio na regido. No ponto 1, com altitude de 629 m, foi
verificado teor total de 2214 pg kg de Hg em Usnea spp. Ja no ponto 6, de maior altitude
(1794 m), foi encontrado 10378 pg kg de Hg, concentragio 4,7 vezes maior que o ponto 1.
Para 0 género Parmotrema spp, foram identificados 858 ug kg de Hg no mesmo ponto 1 e

9413 ug kg de Hg no ponto 6, concentragdo 11 vezes maior.

3.3.3 Parmotrema tinctorum

A maioria dos liquens possui trés camadas distintas. O cértex, camada mais externa
composta por filamentos do fungo, possui anatomia compactada capaz de proteger as células
do fotobionte da radiacdo solar intensa e demais organismos e particulas. A proxima camada é
chamada de camada simbionte seguida da medula, composta de filamentos fungicos (ZULAINI
et al., 2019). Por possuir anatomia simples, esses organismos possuem alta area superficial

especifica, além da auséncia de cuticulas, favorecendo o acimulo de EPTs nos seus tecidos
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(ADAMO et al., 2003), fazendo com que sejam excelentes bioindicadores da polui¢do do ar
(GARTY et al., 2001).

A maioria dos liquens epifitos, que utilizam outro organismo como suporte, Sao
pertencentes aos grupos fruticoso, folhoso e crostoso (ZULAINI et al., 2019). Os liquens dos
grupos fruticoso e folhoso, semelhante a folha e arbusto respectivamente, s&o comumente
escolhidos para estudos de deposi¢do de EPTs por apresentarem maior facilidade de separagéo
do substrato (BOAMPONSEM et al., 2010; CANSARAN-DUMAN et al., 2012).

O Parmotrema tinctorum € um tipo folhoso de liquen. Tem aparéncia densa e estruturas
similares a fios que 0s conectam ao substrato. Podem possuir talos com tonalidade esverdeada,
cinza e prateada quando secos ou verde-oliva quando umidos. Apresentam margem plena ou
subcrenada, cortical superior lisa, rugosa e fissurada e sulcos nas cristas (BENATTI;
MARCELLI, 2009). Quimicamente, a espécie tem boa resposta ao Teste de Contato com
Hipoclorito de Sédio (Teste C) e ao Teste de Contato com Hidréxido de Potéssio (Teste K),
apresentando coloracdo alaranjada e avermelhada, respectivamente, em contato com o0s
reagentes, configurando-se em testes confiaveis de identificagdo (FLEIG; GRUNINGER, 2008.
BENATTI; MARCELLI 2009). Além disso, sdo bem distribuidos geograficamente, sdo faceis
de reconhecer em campo e séo sensiveis a poluicdo atmosférica, fazendo com que sejam boas
escolhas para biomonitoramento (BENATTI; MARCELLI, 2009).

Figura 1 — Parmotrema tinctorum

Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Dr. Adriano Spielmann
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4 METODOLOGIA

Na Figura 2 esta representado um fluxograma contendo todas as etapas do presente
estudo.
Figura 2 - Fluxograma abordando as etapas do método analitico
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Fonte: Da autora (2022).

4.1 Amostragem de liquens

As amostras foram cedidas pela Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e
armazenadas adequadamente em dessecador. O experimento teve o objetivo de verificar a
composi¢do quimica e a bioacumulagcdo de contaminantes, entre outros testes, em amostras de
liquens da espécie P. tinctorum expostas no ambiente impactado por trafego veicular da cidade
de Campo Grande - MS.
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Foram realizadas quatro coletas em ambiente rural no intervalo de trés meses, sendo
essas: Coleta A no dia 18/08, coleta B 10/11, ambas em 2021, coleta C no dia 18/03 e coleta D
em 30/06, em 2022. Houve coleta de pelo menos 15 espécimes para realizacdo de transplante.
No desenho experimental, 3 espécimes controle foram amostrados, as quais ndo foram
transplantadas, ou seja, ndo foram expostas as condi¢fes urbanas sendo utilizadas como
pardmetro de pré-exposicdo. Nove espécimes foram transplantados e submetidos as condi¢des
urbanas em periodos de 30, 60 e 90 dias. Trés espécimes foram removidos apos 30 dias de
exposicao, trés espécimes removidas apos 60 dias, e, por ultimo, 3 espécimes foram removidos
apos 90 dias de exposicdo. Para o controle da metodologia, 3 espécimes foram transplantados
e devolvidos ao ambiente rural original permanecendo por 90 dias do mesmo modo que 0
controle na cidade. Apo6s a exposicdo e coleta do material, as amostras de liquens foram
submetidas a limpeza fisica para remocéo de sujidade superficial mais grosseira com o auxilio
de uma lupa e uma pinga. Também com a lupa e a pin¢a removeu-se cilios e isidios, um tipo de

estrutura reprodutiva do organismo.

4.2 Pré-tratamento das amostras

As amostras (ca. 0,2 g) foram submetidas a lavagem utilizando agua ultra-pura de
acordo com a metodologia utilizada por Boonpeng (2021). Foram adicionados 30 mL de agua
nos tubos, 1 minuto em descanso seguidos por agitagdo manual por 1 minuto (Figura 3). As
amostras foram deixadas em estufa por 48 h em temperatura de aproximadamente 42 °C.

Figura 3 — Lavagem das amostras
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4.3 Preparo de amostras

4. 3. 1 Moagem

Depois de secas, as amostras foram moidas utilizando nitrogénio liquido. Para a
moagem, foi definida a metodologia de adi¢do de N2gy aguardando 30 s para congelamento da
amostra, seguidos por 5 min de moagem manual, repetindo o procedimento por pelo menos
duas vezes. Depois de moidas, as amostras foram levadas a estufa por 48 h em temperatura de

aproximadamente 45 °C até peso constante (Figura 4).

Figura 4 — Amostra moida dentro do almofariz de porcelana

Fonte: Da autora (2022)

4.3.2 Pastilhamento de amostras cominuidas

Apos secas, foram pesados 0,1 g de amostra para construcdo das pastilhas. As amostras
foram prensadas utilizando uma prensa pneumatica (Vaneox, FluXana), aplicando-se 10,5 t por
30 s. As pastilhas formadas tinham aproximadamente 1,5 cm de diametro. As pastilhas foram
depositadas em fita dupla face (Fixa Forte, Scotch). Além das pastilhas das amostras, foram
feitas pastilhas de material certificado BCR 482, acido bérico e papel filtro (Figura 5). Os dois
ultimos foram utilizados como brancos para verificar possivel interferéncia do material da fita

(acrilonitrila butadieno estireno).
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Figura5 — Pastilhas prensadas de H3BOs (a), material de referéncia certificado BCR 482 (b) e
de amostra de liquen (c) aderidas a fita dupla face.

1,5cm

Fonte: Da autora (2022).

4.4 Processos de otimizacgdo para analises por pXRF

4.4.1 Otimizacao das condicGes operacionais

1,5cm

A pastilha do material de referéncia certificado BCR 482 (Lichen), foi analisada

utilizando-se o equipamento de fluorescéncia de raios X portatil (Tracer 5g, Bruker). Dentre as

condicBes operacionais disponiveis no equipamento, escolheu-se o Plants_50 por tratar-se de

condigdes para analise de plantas e seria 0 mais aproximado das amostras utilizadas nesse

trabalho. Os pardmetros dessa condicdo operacional contavam com tensdo (50 kV), corrente

(22,4 pA), colimador (8 mm) e atmosfera (ar). No primeiro momento, as analises foram feitas

utilizando os diferentes filtros disponiveis para avaliar a melhor condigdo, sendo realizadas 5

replicatas por condicéo descrita na tabela 1.

Tabela 1 — Condi¢des Operacionais avaliadas

Condicao TFE\S/?O CO(:::;] te Filtro Te(r;)po
A 50 22,4 sem filtro 30
B 50 22,4 Cu 75 um, Ti 25 pm, Al 200 um 30
C 50 22,4 Ti25 pm, Al 300 um 30
D 50 22,4 | Cu 100 pm, Ti 25um, AI300 um | 30
E 50 22,4 Al 38um 30

Fonte: Da autora (2022).
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4.4.2 Otimizacéo do tempo de irradiacéo

Apds a avaliagdo e escolha do filtro de Ti 25 um: Al 300 um (Condicéo B), também foi
avaliado o tempo de irradiacdo da amostra, testando os tempos de 10, 20, 40 e 80 s. Todo o
processo de otimizagéo foi realizado a partir da medida de 5 replicatas da amostra certificada
pastilhada, utilizando o equipamento Tracer 5g, Bruker. Apds tratamento dos dados, escolheu-
se avaliar as intensidades dos elementos Mn e Zn, pois foram detectados sinais intensos de

ambos.

4.4.3 Condicdes operacionais otimizadas para andlise das amostras por pXRF

As amostras de liquens foram analisadas no equipamento de fluorescéncia de raios X
portatil (Tracer 5g, Bruker) utilizando as condicGes operacionais padrdo do equipamento e das
condicdes de otimizacdo operacionais e de tempo previamente avaliadas e selecionadas. As
condigdes operacionais padrdo do perfil Plants_50 e as avaliadas: Tensdo (50kV); Corrente
(22,4 pA); Colimador (8mm); Atmosfera (ar); Filtro (Ti 25um: Al 300 um) e tempo de 20 s. As

amostras pastilhadas foram analisadas em triplicata.

Figura 6 — Interface do software durante analise por pXRF
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Fonte: Da autora (2022)

4.5 Metodo de referéncia para determinacéo dos analitos de interesse

4.5.1 Digestéao acida assistida por radia¢cdo micro-ondas

Foram pesados 0,025 g de cada uma das amostras, material de referéncia BCR 482 e
NIST 1547, em triplicata. Foram adicionados 1 mL de HNO3 concentrado deixando em repouso
pernoite. Apds a pré-digestdo, foram adicionados 1 ml de H20, e 1 mL de agua ultra-pura
(Milli-Q System).
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Figura 7 — Amostra apés a pre-digestao

?ocooooo |

Fonte: Da autora (2022)

A decomposicdo ocorreu em frasco fechado e assistida por radiacdo micro-ondas
seguindo as etapas: (i) 3 minutos a 400 W; (ii) 6 minutos a 850 W; (iii) 10 minutos a 1000W;
(iv) 15 minutos de resfriamento, num total de 34 minutos.

Apos resfriamento, a solucdo foi transferida para tubos cénicos de 15 mL e avolumados
para 10 mL utilizando agua ultra-pura (Milli-Q System). Foram analisados também 27 brancos
analiticos, seguindo 0 mesmo procedimento, exceto pela adi¢do da amostra. Em seguida, foram

realizadas as analises por ICP OES.

Figura 8 — Amostra apds digestdo &cida assistida por radiagdo micro-ondas

Fonte: Da autora (2022)
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4. 5. 2 Curvas de calibracdo para andlise por ICP OES

As curvas de calibracdo foram construidas para o0 método de preparo de amostra com
concentragdes de 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2,5 mg L™ de Mn e Zn, obtidas por diluigio
da solucdo multielementar de 1000 mg L.

Foram selecionadas as linhas de emissdo que permitiram melhores linearidades nos
modelos de calibragéo e que obtiveram melhores graus de concordancia com 0s materiais de
referéncia certificado BCR 482 (IRMM, Institute for Reference Materials and Measurements,
Retieseweg, Belgium) e NIST 1547 (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, EUA).

4.5.3 Condicdes operacionais das medidas por ICP OES
As condicdes operacionais utilizadas seguiram as recomendacfes do fabricante. As

informacdes encontram-se na tabela 2:

Tabela 2 — Condigdes Operacionais do ICP OES

Parametro Condicéo de andlise
Poténcia do plasma 1400 W
Gas / Pureza Argbnio / Pureza maior que
99,99%
Vazdo do gas de 12 L mint

resfriamento

Vazdo do gas auxiliar 0,8 L mint
Vazéo do gas 0,85 L min*
nebulizador
Determinagéo Multielementar

Fonte: Da autora (2022).

Utilizando as condicGes da Tabela 2, a pastilha do material de referéncia certificado foi

submetida as analises por pXRF, utilizando o equipamento Tracer 5g, Bruker. Apds as analises,



29

foi realizada a deconvolucdo dos espectros e obteve-se a intensidade dos picos. Para a avaliacéo
das condi¢des experimentais adequadas, utilizou-se a SNR para Mn e Zn. A razdo sinal-ruido é
calculada pela razdo entre a intensidade liquida do elemento (NET) e a raiz quadrada do

background (BG), da seguinte forma:

_ NET
SNR = 7= (1)

A deconvolugdo e as SNRs dos raios X caracteristicos dos elementos manganés (Ko =
5,90 keV) e zinco (Ko = 8,64 keV) foram avaliadas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Verificacao da eficiéncia do método de digestao
Para avaliar o grau de concordancia entre os resultados obtidos e os disponiveis nas
amostras certificadas BCR 482 e NIST 1547, foi utilizada a seguinte equacao:

Concentracgio determinada

Grau de concordancia = ( )x 100 2

Concentracgio certificada

Os resultados estdo apresentados nas tabelas 3 e 4. A partir dos resultados, percebe-se
gue as concentracfes determinadas foram muito préximas aos valores certificados. O grau de
concordancia indica que o método empregado de digestdo e andlise por ICP OES produz

resultados confiaveis que poderdo ser usados na construcao dos modelos de calibracao.

Tabela 3 — Grau de concordancia para Zn

Material certificado

Zn certificado

Zn determinado

Grau de concordancia

(mg kg™) (mg kg™) (%)
BCR 482 100,6 + 2,2 101,8 + 2,4 101,2
NIST 1547 17,97 + 0,53 20,63 +2.3 114,80

Tabela 4 — Grau de concordancia para Mn

Fonte: Da autora (2022)

Material certificado

Mn certificado

(mg kg™)

Mn determinado

(mg kg™)

Grau de concordancia
(%)

NIST 1547

97,8+18

100,9 + 4,29

103,2

Fonte: Da autora (2022)
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5.2 Digestéo assistida por radia¢do micro-ondas das amostras de liquens para a posterior
determinacdo de Mn e Zn por ICP OES

A radiacdo micro-ondas tem sido muito utilizada em varios campos da quimica. No caso
do preparo de amostras, as aplicacdes tém avancado cada vez mais, principalmente ao utilizar
decomposicdo via seca e via Umida, fusdo e extracOes para acelerar reacdes quimicas. Os efeitos
térmicos da radiacdo micro-ondas para fins analiticos demonstram 6timos desempenhos para
amostras organicas e inorganicas. Além disso, 0 aquecimento por micro-ondas permite
digestdes seguras e mais rapidas comparadas aos sistemas de aquecimento convencionais
(KRUG et al., 2016).

Quando associada a utilizacdo de frascos fechados, a digestdo &cida assistida por
radiagdo micro-ondas apresenta muitas vantagens: maior eficiéncia na dissolugdo em
temperaturas elevadas, reducdo no risco de perdas por volatilizacdo de analitos, reducdo no
risco de contaminaces pelo ambiente e reducdo no consumo de reagentes de alta pureza
(KRUG et al., 2016).

Apesar de ser descrito como desvantagem inerente a utilizacdo de sistemas fechados de
digestdo assistida, a utilizacdo de pequenas quantidades de amostra se torna uma vantagem. A
técnica ndo permite a utilizacéo de grandes massas devido a pressédo interna desenvolvida dentro
do frasco pela presséo de vapor do &cido utilizado e da pressdo gerada pelos produtos gasosos
resultantes das reacdes de decomposicdo (KRUG et al., 2016). Porém, para utilizacdo de
materiais organicos, como liquens e amostras vegetais, a necessidade de pouca amostra € uma
vantagem devido a baixa disponibilidade dessas.

Outras vantagens da utilizacdo de pequenas massas de amostras é a utilizacdo de
menores volumes de acidos e demais reagentes, tornando o preparo de amostra mais econémico

e em conformidade com a quimica verde, ao reduzir a quantidade de residuos quimicos gerados.

5.3 Otimizacédo das condic¢des de analise por pXRF

O filtro de feixes primarios esta localizado entre o tubo e a amostra e filtra componentes
indesejaveis ou interferentes da radiacdo do tubo para determinadas aplicagdes, melhorando a
razdo sinal ruido (SNR, acrénimo do inglés para signal-to-noise-ratio) (SCHLOTZ.; UHLIG,
2006).

Pode perceber-se, a partir das Figuras 9 e 10, que a condi¢do C com tensdo de 50 kV;
corrente de 22,4 pA e com o filtro Ti 25 um e Al 300 um, obteve maior SNR para os dois

elementos avaliados. Dessa forma, foi a escolhida para a conducdo das analises. Para Zn, é
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notorio o ganho de sensibilidade utilizando esse filtro, uma vez que a SNR para esse elemento

demonstrou melhora muito significativa.

35

Figura 9 - Otimizacdo das condicGes de analise para Mn

Fo

E Sem filtro
U ) Al
TiAl
[ ]cuTiAl
B CuTiALR2

Condig¢des experimentais

Fonte: Da autora (2022)
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Figura 10 — Otimizacdo das condi¢des de anélise para Zn
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5.4 Otimizacdo do tempo de irradiacéo

O tempo de irradiacdo nas analises por pXRF pode influenciar e afetar a precisdo da
analise. O tempo de irradiacdo ideal depende do elemento investigado e da concentracdo deste
na amostra. Porém, por se tratar de uma analise multielementar simultanea, na pratica ndo é
viavel a determinacdo de tempo especifico para cada elemento (PEARSON et al., 2013).

Para a otimizacédo das condicGes de tempo foi utilizada a mesma amostra de material de
referéncia certificado e as condic¢des selecionadas no item 5.1. Ap6s o tratamento dos espectros,
foram avaliados os tempos de andlise a partir dos coeficientes de variacdo para determinacao
de Mn e Zn. Foi selecionado o tempo de 20 s ja que apresenta a maior frequéncia analitica e
melhor precisdo de medidas (menor que 5 % de coeficiente de variagdo) para ambos 0s
elementos avaliados. Os resultados podem ser vistos na Figura 11.

Nesse sentido, a utilizacdo de um tempo significativamente reduzido para analise
possibilita agilidade. Para 20 s, tempo escolhido para esse estudo, € possivel realizar 180
medidas em um intervalo de uma hora aproximadamente, ndo contando as trocas de amostras e

outros fatores que dependem do operador.
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Figura 11 — Avaliacdo do tempo de irradiagdo na amostra

20
@ Mn
® O Zn
15
<
> 10
@)
o
o
5_
[ ]
O o
O
0 ! I ! I ! | ! CI) ' I ' I v | v I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9

Tempo de irradiacio (s)
Fonte: Da autora (2022)

5.5 Analises de liquens por pXRF

O desenvolvimento tecnoldgico nos equipamentos que utilizam a XRF vem trazendo
simplicidade de operacdo e tornaram mais econdémicos o0s processos de andlise utilizando a
técnica. A versatilidade e o desenvolvimento fazem com que a técnica seja cada vez mais
utilizada para investigacdo de problemas analiticos. O desenvolvimento de equipamentos
portateis tornou possivel a utilizacao da técnica em campo, ou in situ, fazendo com que néo seja
necessario retirar as amostras de seus ambientes e nem de preparagao prévia. A utilizacdo dessas
unidades portateis favorece a obtencdo de dados quase em tempo real, de forma a orientar a
tomada de decisdes criticas em campo, principalmente no contexto de contaminac6es, remogoes
ou estratégias de remediacdo (MARGUI, et al., 2022).

A associacdo desses fatores tornou a XRF, além do seu carater multielementar, técnica
adequada para a maioria dos estudos ambientais. Outras caracteristicas que contribuem para
isso sdo a facilidade de automacdo, portabilidade, possibilidade de analisar diretamente

amostras solidas (sem necessidade de preparagdo utilizando a digestdo &cida prévia) e tratar-se
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de uma técnica ndo destrutiva podendo ser utilizada como uma ferramenta analitica para
monitoramento e controle ambiental. Dessa forma, a XRF engloba 27 % dos estudos ambientais
comparado as outras técnicas espectroscopicas (MARGUI, et al., 2022).

Para liquens, principalmente sob a perspectiva de analises in situ, a técnica mostra-se
grande aliada. Além de apresentar vantagens quanto a versatilidade, apresenta boa sensibilidade
para analise qualitativa em campo, podendo ser utilizada para sele¢do de amostras e como pré-
teste para futuros estudos e analises. Além disso, outro ponto de fundamental importancia da-
se pela ndo necessidade de coleta de amostra. Como liquens sdo organismos vivos sensiveis, a
coleta apresenta-se como fonte de estresse, tornando mais uma variavel importante na avaliagdo
de impacto ambiental.

A andlise qualitativa € um grande recurso do EDXRF devido a sua capacidade
multielementar e de conduzir as anélises direta de s6lidos com o minimo preparo de amostra.
Dessa maneira, a analise de triagem é uma grande aplicacdo, principalmente para sistemas
portateis (PENG et al., 2012; TURNER et al., 2015). Apesar dos equipamentos de XRF terem
limitacGes quanto a sensibilidade para alguns elementos relevantes para 0 meio ambiente, a
maioria dos elementos importantes podem ser detectados, tornando a técnica boa alternativa
para analises qualitativas e quantitativas (MARGUI, et al., 2022).

A maioria dos estudos ambientais utilizando XRF estdo relacionadas a analises
qualitativas (MARGUI et al., 2022). Dessa maneira, ¢ possivel utilizar essa técnica em campo,
principalmente para distinguir amostras contaminadas de amostras controle. Essa analise pode
dar-se a partir da verificacdo da intensidade dos picos para o elemento investigado, uma vez
que a intensidade dos picos esta diretamente relacionada a concentracdo do elemento nas

amostras.

5.6 Analise por pXRF
Apdbs as analises das amostras em triplicata no equipamento de pXRF e feitas as

deconvolugdes, os espectros foram tratados e sobrepostos, como disposto na Figura 12.
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Figura 12 — Espectros sobrepostos
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Para Zn (Figura 13) percebem-se maiores intensidades para amostras do grupo p6s-90
dias e p6s-60 dias. A partir desses resultados pode-se afirmar que a hipotese esta correta, ja que
se espera picos com maiores intensidades para amostras que ficaram expostas por mais tempo
no ambiente antropizado. Dessa forma, quanto maior o tempo de exposicdo, havera maior
acumulo desse elemento nos tecidos de liquens, justificando porque esses grupos apresentam
maiores intensidades. Também é possivel inferir as concentragdes, ja que a concentracdo de Zn
é conhecida para a amostra certificada, apresentando intensidade proxima a 500 contagens e
concentracéo 100,6 mg kg*. Dessa forma, possivelmente as amostras expostas por 90 e 60 dias
terdo concentragdes maiores que 100,6 mg kg™ pois apresentaram picos com maiores
intensidades. J& as amostras dos grupos pré-exposicdo, controle e pds-30 possivelmente
apresentardo concentragdes menores, uma vez que resultaram em picos de menores

intensidades.



36

Figura 13 — Espectros sobrepostos para Zn (Ka)
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Ja para Mn (Figura 14), ndo foi observada uma tendéncia tdo clara de correlacéo entre

tempo de exposicéo e sinal analitico para esse elemento, conforme pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14 — Espectros sobrepostos para Mn
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5.7 Curvas de calibracao

A partir das concentracdes obtidas pelo método de referéncia (digestdo acida e medida
por ICP OES) pdde-se construir as curvas de calibracdo com todas as amostras analisadas para
os equipamentos de pXRF. O nivel de confianca foi de 95% de probabilidade.

Os teores de Mn variaram de 64 a 282 mg kg*, enquanto os teores Zn variaram de 24 a
171 mg kg. Os valores obtidos de correlagéo linear foram satisfatorios (r > 0,9), indicando boa
correlacdo entre as concentragdes determinadas para Mn e Zn entre ambas as técnicas (Figuras
15 e 16).
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Figura 15 — Curva de calibragdo para Mn
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Figura 16 — Curva de calibracédo para Zn
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse estudo, desenvolveu-se um método analitico para determinagdo direta e
simultdnea de Mn e Zn utilizando pXRF em amostras de liquens da espécie Parmotrema
tinctorum. O método empregado é uma excelente alternativa para o estudo de liquens
principalmente devido a potencialidade do uso dos dispositivos portateis diretamente no campo.
Esse estudo permitiu o desenvolvimento de método para anélise dessa espécie a partir de
configuracgdes disponiveis no equipamento que possibilitaram o0 aumento de sensibilidade para
Mn e Zn, analitos em estudo. O tempo de irradiacdo das amostras também foi otimizado,
permitindo que as analises ocorressem em um tempo de 20 s, agilizando as determinacdes.

Espera-se que possam ser desenvolvidos mais estudos objetivando a proposi¢ao de mais
métodos para a avaliacdo de outros EPTs e em outras espécies de liquens. Estudos que visem
ao desenvolvimento de novos métodos contribuem para as intervences e a avaliacdo de
atividades antropicas e subsidiam a proposicdo de novas legislacBes, pois os liquens sdo
excelentes organismos biomonitores e muito sensiveis as espécies quimicas, de facil obtengéo
e ainda com possibilidade de transplante de areas controle para areas possivelmente

contaminadas.
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INFOGRAFICO COMO PRODUTO PARA DIVULGAGCAO CIENTIFICA

1 INTRODUCAO

A divulgacéo cientifica € um conceito mais restrito que difuséo cientifica e mais amplo
que comunicacdo cientifica. Enquanto a difusdo trata de qualquer processo utilizado para a
comunicacdo da informacéo cientifica com orientacdo para especialistas ou publico leigo, a
divulgacdo cientifica pode ter diversos objetivos. Um desses objetivos é a popularizacao para a
comunicacdo de informacdo cientifica ao publico geral utilizando processos e recursos
especificos para a comunicacdo (BUENO, 1985). Uma das ferramentas que pode ser utilizada
para tal é o infografico. Essa ferramenta alia imagens e textos com o objetivo de comunicar
uma informacéo e permite a exploragdo de maneira ampla e distinta aos individuos.

Dessa forma, o objetivo desta se¢do é propor um infografico como ferramenta para
divulgacao cientifica para demonstrar como as areas de quimica e biologia podem se associar
para promocao do desenvolvimento de conhecimentos cientificos. Deseja-se atingir alunos do
Ensino Médio e da comunidade académica na percep¢do da contribuicdo e afinidade entre as

areas de Quimica e Biologia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A divulgacdo cientifica pode ser definida como o uso de processos e recursos técnicos
para a comunicacdo da informacdo cientifica e tecnoldgica ao publico em geral (BUENO,
1985). Dessa forma, a divulgacdo pressupde a traducdo de uma linguagem especializada, a
cientifica, para uma popular e ndo cientifica, com o objetivo de atingir um pablico mais amplo
(ALBAGLI, 1996).

O papel da divulgacao cientifica tem se alterado, acompanhando o desenvolvimento da
Ciéncia e da Tecnologia (ANANDAKRISHNAN, 1985). No ambito educacional, age com o
objetivo de ampliar o conhecimento e a compreensao do publico leigo, ou comunidade, sobre
0 processo cientifico e sua ldgica. Visa a transmissao da informacdo cientifica com caréater
prético e objetivo para esclarecimento dos individuos sobre fendmenos e soluces de problemas
ja desenvolvidos cientificamente, alem do carater cultural para o estimulo da curiosidade
cientifica como atributo humano (ALBAGLI, 1996).

A interdisciplinaridade é um termo que tem sido empregado na justificativa de
cooperacao entre areas de conhecimentos distintos, que se conectam por meio de conceitos e
métodos comuns entre elas. Essa interacdo tem como objetivo melhorar e potencializar a
compreensdo da realidade (ZABALA, 2002). Outros autores, como Etges (1995) entendem a
interdisciplinaridade como uma transposi¢cdo entre contextos de disciplinas, fazendo-as
acessiveis entre a propria comunidade cientifica. A interdisciplinaridade se torna possivel
guando a producéo, objetivos e métodos de uma pesquisa ou contexto ultrapassa as fronteiras
das disciplinas envolvidas (FAZENDA, 2008). Dentro dos Parametros Curriculares Nacionais
(PCN) também h& mencdes sobre a interdisciplinaridade entre os contetdos abordados nas aulas
(BRASIL, 2000).

O termo infogréafico vem do inglés informational graphics e alia o texto e imagem com
0 intuito de transmitir uma mensagem visualmente atraente para o leitor, mas com teor
informativo (MODOLO, 2007). Ha dois sentidos para a palavra “infografia”, o da perspectiva
do autor e a do software grafico utilizado para a construcdo (PABLOS, 1999). A infografia pode
ser compreendida, entdo, como um sistema hibrido de comunicacdo que emprega a
comunicacéo visual e a comunicacédo verbal (SCHIMITT, 2006).

O uso da infografia remonta a pré-historia, tendo os primeiros exemplares encontrados
na Turquia. Alguns outros infograficos sdo famosos durante a historia da humanidade, como 0s
estudos de embrides de Leonardo da Vinci, a Marcha de Napoledo de Charles Joseph Minard e

0 Mapa do metr6 de Londres, de Harry Beck, que, posteriormente, tornou-se um modelo para
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as redes de metr6 do mundo (BOTTENTUITT JUNIOR, LISBOA, COUTINHO, 2011). Depois
disso, os infogréficos evoluiram ao longo do tempo, por meio de quatro geracles: i) a
informacdo organizando-se de forma linear; ii) a utilizacdo de hiperligaces e animacdes; iii) a
utilizacdo de recursos multimidias e, iv) utilizacao da internet como base de dados (AMARAL,
2009). A ultima geracdo descrita, transformou os infogréaficos em ferramentas que podem ser
aplicadas em varios contextos, inclusive, o educativo.

A partir de uma abordagem pedagogica utilizando-se infograficos, podemos depreender
que os individuos podem ter acesso a uma grande variedade de informacgfes, ao passo que
podem explora-las de maneiras distintas. Portanto, pode ser utilizado como fonte alternativa de
informacgdo, como funcdo de pesquisa, como uma fonte de discussdo, como estratégia
pedagdgica para o ensino ou, ainda, uma ferramenta para a divulgacao cientifica. Por estarem
presentes também de formas digitais, os infograficos podem ser integrados em qualquer
Learning Management System (LMS) (BOTTENTUITT JUNIOR; LISBOA; COUTINHO,
2011).

De acordo com a teoria do processamento da informacdo de Sweller, 1998 (COSTA,
TAROUCO, 2010), o cérebro humano possui uma memoria sensorial, que tem como funcgéo
captar os estimulos promovidos pelo meio ambiente; uma memoria a curto prazo, também
conhecida como memoria de trabalho, que pode ser compreendida como uma agéncia de
producdo multimidia que estd a todo instante operando e formando imagens e sons que sdo
organizados de maneira significativa para entdo ser armazenada na memdria de longo prazo.
Depois desse armazenamento, as imagens e sons estabelecidos estdo a disposicdo para

reformulacéo e integragdo com novos conceitos, a medida que novas informagdes so recebidas.
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3 JUSTIFICATIVA

Especificamente sobre as disciplinas de Quimica e Biologia, percebe-se que,
conceitualmente, sdo estruturadas como complementares, j& que possuem muitos topicos em
comum. Esses conteudos poderiam ser abordados de forma conjunta para que houvesse
minimizacdo das lacunas de compreensdo. Dos conceitos que associam 0s dois campos do
conhecimento, pode-se destacar as reagc@es quimicas, ligacBes quimicas, funcdes organicas,
dentre outras. Além dos conceitos, alguns contetdos estdo intimamente correlacionados entre
essas Ciéncias, como a Quimica Ambiental, Citologia, Ecologia, dentre outras. Além disso, as
duas areas trabalham juntas para a compreensdo de fendmenos e impactos causados pela
interacdo entre e de organismos vivos com a natureza.

A funcdo da divulgacdo cientifica evolui ao longo do tempo, acompanhando a
Tecnologia e a Ciéncia. Dessa forma, pode-se orientar com objetivos educacionais para
ampliacdo do conhecimento do publico leigo sobre o processo cientifico e sua ldgica. Para esses
objetivos pode estar relacionada a transmissao da informacé&o cientifica com carater pratico ou
cultural, estimulando a curiosidade cientifica como caracteristica humana. Além disso, pode ter
objetivos civicos, no auxilio para tomadas de decisdo e no desenvolvimento de opinido publica,
assim como de mobilizacdo popular auxiliando na ampliacdo da possibilidade da qualificacdo
para participacdo do debate publico (ALBAGLI, 1996).
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4 HIPOTESE

Utilizando-se das técnicas e metodologias desenvolvidas nesta pesquisa, é possivel
mostrar 0 processo de construcéo do conhecimento cientifico a partir do infografico, bem como

demonstrar que as areas de Quimica e Biologia se relacionam para contribui¢ées muatuas.
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5 INFOGRAFICO

Esse infografico (Figura 17) foi desenvolvido com o objetivo de divulgacéo cientifica
para todos os tipos de publico. Pode ser utilizado em espacos ndo formais, como museus, pragas
e espacos abertos ao publico geral, mas pode se destinar também a comunidade académica,
como forma de comunicacdo cientifica e tecnologica entre pares. Esse produto ndo visa a
divulgacdo dos resultados da pesquisa. Esse produto foi desenvolvido através da plataforma
CANVA®, utilizando figuras disponibilizadas pela propria plataforma e imagens da autora.

Figura 17 — Infografico (continua)

As técnicas analiticas desenvolvidas e utilizadas na
drea de quimica sdo grandes aliadas na
investigag¢do de problemas ambientais.

N\

=

T,

simbidticas, uma relacdo
ecoldgica mutua, entre
fungos e algas ou
cianobactérias e sdo Nessa associa¢do, os fungos

organismos bioindicadores. retemumidadee oufr'os
componentes atmosféricos

nela depositados. Elementos
Potencialmente Tdxicos, como
cddmio e chumbo,
provenientes de atividades
humanas, podem ser
absorvidos e armazenados nos
tecidos desse organismo.

Os liquens s@o associacoes B BO
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Figura 17 — Infogréfico (continuacéao)

Como a quimica pode auxiliar? _ -

A fluorescéncia de Raios X
(XRF) é uma técnica analitica

capaz de determinar a s00 .S
composi¢cdo elementar de u__;:j\.
. . ) Mn
diferentes materiais, inclusive o .

liquens!

Intensidade (contagem)
g

Energia (keV)

Nessa técnica os dtomos do material analisado s@o atingidos por
raios X de alta energia, promovendo a remo¢do dos elétrons. O
espaco deixado pelos elétrons removidos sdo ocupados por elétrons
de camadas mais externas. Esse fenémeno emite energia na forma
de fluorescéncia que é especifico para cada elemento. O
equipamento XRF capta a energia liberada da amostra e consegue
trazer respostas sobre os elementos presentes!

CIENCIA NAO SE
FAZ SOZINHA, DE
JEITO NENHUM!

Fonte: Da autora (2022)
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