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RESUMO

O método de parametros fundamentais (PF), embora muito eficaz para a determinacao
elementar em fluorescéncia de raios X (FRX) em andlise de amostras simples (como
ligas e misturas de Oxidos), é inviavel para a quantificacdo em matrizes complexas,
como cremes dentais. Por outro lado, ao contrario do método de PF, a quimiometria
evita calculos de coeficientes teoricos, relacionados a matriz da amostra e as
caracteristicas geométricas e instrumentais, permitindo ao sistema obter modelos com
maior habilidade de previsdo. Esse trabalho propée uma metodologia para
determinacao de dioxido de titanio diretamente em pastas de dente com uso de
calibracao multivariada (PLS), usando como pré-tratamento das amostras em alguns
casos, apenas a homogeneizacdo e requerendo somente 5 minutos para a analise.
Para construcdo do modelo foram analisadas 22 amostras de diversas marcas e tipos.
O método proposto envolveu a utilizacao de espectros de FRX de pastas de dente e
quimiometria, usando como valores de referéncia os obtidos pelo método de
Parametros Fundamentais para as cinzas das mesmas amostras, método que requer
pelo menos 8 horas para cada andlise. Oito variaveis latentes foram necessérias para
descrever o conjunto, tornando o modelo adequado para realizar analises diretas para
as diferentes marcas encontradas no comeércio brasileiro, sem que ocorra sobreajuste
no modelo. Ele foi capaz de prever o teor de didéxido de titAnio em amostras externas
com erros de até 16% para 100 s e 9% para 700 s de irradiacdo; no entanto, sem
diferenca significativa entre os métodos, evidenciada estatisticamente pelo teste t, com
95% de confianca. Dessa forma, pode-se afirmar que a proposta é eficaz para a
determinacao de teores de TiO, em matrizes complexas como as pastas de dentes, de

forma rapida e com o minimo preparo de amostra.
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ABSTRACT

The direct application of a fundamental parameters method in elemental determinations
using X-ray fluorescence is not feasible for complex samples, like dentifrices or
toothpastes, as it is for simpler samples, like alloys or mixtures of elemental oxides.
However, instead of fundamental parameters method, chemometric methods, not based
on the uncertainness of theoretical coefficients related to sample matrices and of
geometrical and instrumental parameters, allow obtaining models with adequate
prediction abilities. This work proposes a methodology to determine titanium dioxide
contents directly in toothpastes, by applying Partial Least Square Regression, having as
sample pretreatment just its homogenization, when required. The analytical frequency is
very high, ca. 24 samples per hour. Twenty-two toothpaste samples having different
Brazilian brand names and in diverse presentations were used to build and validate the
model. Direct X-ray Fluorescence toothpaste spectra and chemometrics were
considered, where the reference values of their TiO, concentrations were obtained from
fundamental parameters data of the ash of the same samples, requiring 8 hours to be
obtained. Eight latent variables are necessary to describe the whole sample set and the
Partial Least Square Regression model be able to make direct analysis of the different
samples found on the Brazilian market, without over-fitting the model. The Partial Least
Square Regression model is able to predict the content of TiO in external samples with
average errors until 16% for 100 s and 9% for 700 s of irradiation, however, no
significant difference between the methods, as statistically indicated by t-test, with 95%
of confidence. The advantages of the proposed approach are mainly its speed, minimum
sample preparation and robustness.
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1. INTRODUCAO




1.1. RAIOS X

Os raios X compreendem uma forma de radiacdo eletromagnética de pequeno
comprimento de onda, descoberta pelo fisico alemao Wilhelm Conrad Réntgen, em
1895 [1].

Rdéntgen, em 08 de novembro de 1895, estudava a condutividade dos gases [2],
trabalhando com um tubo de Crookes que era coberto por uma blindagem de papelao
preto. Um papel com platinocianeto de bario estava préximo dali. Ao passar uma
corrente elétrica pelo tubo, ele notou uma linha preta peculiar no papel, que s6 poderia
ser produzida pela passagem da luz. Mas, a principio, nenhuma luz poderia provir do
tubo, pois a blindagem que o cobria era opaca a qualquer radiacao conhecida. Mesmo
assim, Rontgen assumiu que o efeito deveria vir dali e o investigou. Em poucos
minutos, descobriu que realmente estavam sendo produzidos raios “invisiveis” do tubo
e que esses provocavam um efeito luminescente no papel. Ele notou também que
objetos tornavam-se transparentes diante dos novos raios, que, por serem
desconhecidos, foram chamados de raios X [3-4]. Em 1901, Rdntgen foi laureado com o
Prémio Nobel da Fisica [3] e, posteriormente, seu nome foi dado ao elemento 111 da
tabela periddica [5].

Na Primeira Guerra Mundial, 0 emprego em campo de equipamentos rusticos de
raios X foi responsavel por salvar milhares de vidas. A partir de 1950, técnicas
baseadas em raios X se tornaram ferramentas importantes dentro da fisica tedrica e
desde entdo, seu uso vem crescendo em diversas areas, como a de caracterizagao de
materiais, por exemplo [2]. A tecnologia tem avancado hoje para um alto grau de
sofisticacdo e alguns métodos tomograficos, também baseados em raios X, fornecem
uma visao tridimensional quase completa de qualquer secao transversal do corpo
humano, sendo uma poderosa ferramenta na area médica. Além disso, as técnicas
analiticas baseadas em difracao de raios X e espectrometria de raios X tém se tornado
indispensaveis na analise e estudo de amostras organicas e inorganicas, sendo

amplamente utilizadas na area de pesquisa e na area industrial [1].



1.2. ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS X

1.2.1. Fundamentos Teoricos

A fluorescéncia de raios X (FRX) relaciona a medida de intensidade e energia
caracteristica da radiacdo X emitida por uma amostra irradiada, com radiacao
eletromagnética de alta energia [6]. A resposta analitica gerada é obtida pela medida
das intensidades dos raios X emitidos pelos elementos em energias ou comprimentos
de onda especificos. Andlises quantitativas podem ser realizadas, uma vez que essas
intensidades de radiagcdo emitidas sao proporcionais as concentragdes das espécies
[7].

A FRX é classificada como uma técnica espectroscépica de emissao atbmica,
baseada no efeito fotoelétrico [1, 8]. Quando uma particula com alta energia, como um
féton, atinge um elétron das camadas internas de um atomo, e a energia (E) dessa
particula € maior que a energia de ligacdo (EQ) do elétron no atomo, € possivel que o
elétron seja ejetado, com energia cinética (E - EOQ) equivalente a diferengca entre a
energia inicial da particula e a energia de ligacéo do elétron no atomo. O elétron ejetado
€ chamado fotoelétron e esse fendmeno é denominado efeito fotoelétrico (Figura 1) [1].

Fotoelétron
AE=E-E,

> e-

E
Radiacdo originaria
de um tubo de raios X

Figura 1: Representacéo do efeito fotoelétrico e processo de estabilizagdo do atomo envolvendo

elétrons externos.



A partir do momento em que o elétron é ejetado, uma vacéancia é criada, deixando
o atomo em um estado instavel. H4 dois processos para que o atomo retorne ao seu
estado original: o primeiro envolve a transferéncia de um elétron de uma camada mais
externa para preenchimento da vacancia, permitindo que o atomo recupere sua
estabilidade, sendo a diferenca de energia entre o estado inicial e final do elétron
transferido liberada na forma de fétons de raios X. O segundo processo envolve um
rearranjo que nao resulta na emissao de fétons de raios X, mas em emissao de outros
fotoelétrons. Esse efeito é conhecido como efeito Auger e os fotoelétrons emitidos séao
chamados de elétrons Auger (Figura 2).

e~ Elétron Auger
AE =E,-E, - E,

Figura 2: Representacéo do efeito Auger.

Como todos os fotons de raios X emitidos tém energia proporcional a diferenca
entre os estados eletrénicos de um determinado atomo, as linhas emitidas por um
determinado elemento serdo caracteristicas do mesmo. Dependendo das camadas
envolvidas nesta transicdo de elétrons, as emissbes de raios X recebem uma
nomenclatura especifica. A camada a ser preenchida pelo elétron é que determina a

nomenclatura da emissdo. Além disso, se o elétron se desloca para a camada mais



proxima, a emissdo do féton de raios X sera denominada de a e as camadas

posteriores sucessivamente de B, vy, 9, etc, conforme esquematizado na Figura 3 [1].

o)
N
Mo [MpB E
N
M E
Lo |Lp (Ly R
G
- |
Ko KB A
K

Figura 3: Diagrama de transi¢des de raios X e suas respectivas denominagoes.

Um parédmetro importante a ser considerado em FRX €& o rendimento de
fluorescéncia, definido como o numero de raios X efetivamente emitidos em relagdo ao
namero de vacancias produzidas em uma dada camada, como pode ser verificado na
Figura 4. A partir desta, pode ser denotado o baixo rendimento de fluorescéncia da
camada K para os elementos leves (de numero atdmico abaixo de 20), da camada L
para os elementos de numero atémico até 60.

O rendimento da fluorescéncia é dependente dos processos de estabilizacdo das
vacancias com preenchimentos dos elétrons externos e o Efeito Auger. O baixo
rendimento para elementos leves é devido a alta intensidade de elétrons Auger; neste

caso, ndo ha emissao de fétons e sim, outros elétrons séo fotoejetados [1].
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Figura 4: Rendimento da fluorescéncia de raios X em fungdo do nimero atémico.

Simultaneamente ao efeito fotoelétrico, ocorrem os efeitos Rayleigh [9], Compton
[10] e Raman [11], relacionados ao espalhamento do feixe incidente. O processo de
espalhamento ocorre quando um féton de raios X interage com os elétrons dos
elementos quimicos, sem que haja absor¢cdo ou emissao. Todos os atomos espalham
fétons de raios X, mas a intensidade destes fendmenos depende do numero atémico e
da composicao da amostra.

O efeito Rayleigh (Figura 5), também chamado de espalhamento coerente, é
resultado da interacao elastica de fétons de raios X com o meio. Portanto, ndo ha perda
de energia durante o processo de colisdo, o que justifica o fato do valor do pico maximo
de energia observado no espectro de raios X para esse efeito ser igual a do elemento
utilizado na fonte de raios X [12].

Ja o efeito Compton (ou espalhamento incoerente, Figura 5) esta associado ao
espalhamento inelastico de fétons de raios X, ou seja, parte da energia do féton é
dispersa apéds a colisdo, sendo transferida para os elétrons da camada de valéncia, que

sofrem excitagao [13].



E2 (Efeito Compton; E > E2)

E1 (Efeito Rayleigh; E = E1)

E
Radiacao originaria
de um tubo de raios X

Figura 5: Representacao dos efeitos Compton e Rayleigh.

Outro espalhamento inelastico que ocorre do feixe de raios X é o Raman. Neste
caso, a perda de energia de fétons é acompanhada pela migracao de elétrons da
camada K. Estudos mais detalhados sobre este espalhamento [11] permitiram constatar
que o0 seu comportamento € variavel em funcdo do angulo de incidéncia, de maneira
que, a 90° nao € observada a banda referente ao espalhamento Raman. Isto ocorre
porque, neste angulo de incidéncia, o Raman fica totalmente encoberto pelos
espalhamentos Compton e Rayleigh.

Devido ao fato do espalhamento Raman n&o ser observado nos espectros obtidos
por fluorescéncia de raios X, muitos pesquisadores ignoram a sua existéncia ou
acreditam que ele nao forneca informacdes relevantes.

Hoje, entretanto, ja se sabe que, com o auxilio de ferramentas quimiométricas, a
regidao de espalhamento da FRX pode revelar detalhes importantes sobre as amostras,
uma vez que ela é dependente de varias caracteristicas da amostra como composicao,

estrutura cristalina e concentragdes relativas de seus componentes.



1.2.2. Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva

A Fluorescéncia de Raios X por Dispersao de Energia (EDXRF, do inglés, Energy
Dispersive X-ray Fluorescence) é uma técnica de andlise rapida, multielementar que
envolve baixo custo operacional e pode fornecer simultaneamente resultados
qualitativos e quantitativos, tanto com relacdo as caracteristicas inorganicas e,
recentemente organicas da amostra [14]. A maioria dos instrumentos de fluorescéncia
de raios X por energia dispersiva € multicanal e consiste somente de duas unidades
basicas: a fonte de excitacdo e o sistema de deteccado, que geralmente emprega um
detector semicondutor de Si(Li) acoplado a sistemas eletrbnicos que atuam como
agente de dispersdo. Os raios X sdo selecionados através de pulsos eletrénicos no
detector, sendo que as amplitudes destes pulsos sao diretamente proporcionais as
energias dos raios X.

A andlise quantitativa por EDXRF apresenta baixa resolugdo e pobre
detectabilidade para certos elementos. Para contornar o problema dos limites de
detecgdo, alguns trabalhos reportados na literatura empregam métodos de
concentragdo da amostra antes da analise por EDXRF. Teixeira et al. [15] propuseram
um método de quantificacdo para cobre e ferro em gasolina automotiva, apo6s
concentracao dos analitos em papel celulose. Embora muitas técnicas sejam capazes
de realizar determinacfes quantitativas de Cu e Fe, o trabalho é interessante, se for
considerado que XRF é a técnica padrao para quantificar enxofre em gasolina, e que
pode se estender para quantificar simultaneamente outros elementos de grande
importancia nesse tipo de amostra. Pataca et al. [16], desenvolveram um método rapido
para determinar tracos de arsénio em aguas naturais, por fluorescéncia de raios X
através de pré-concentracdo das amostras em filmes de Mylar®. Neste caso, 50 pL da
amostra foram depositados sobre a superficie do filme e secados a 50 C por duas
horas, sendo posteriormente irradiadas no espectrometro de EDFRX. A metodologia
apresentou desvios de 6,8% e limite de detecgao de 10,5 pg/L de arsénio.

Em matrizes simples, tais como ligas metalicas [17], cinzas [18,19], ceramicas
[20], polimeros [21] a EDFRX apresenta diversas vantagens devido ao fato da andlise

envolver o minimo ou, nenhum preparo da amostra, fazendo com que esta técnica
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tenha uma ampla aplicacdo, ndo s6 na area da quimica, mas também em outras
ciéncias, tais como medicina [22], geologia [23], biologia [24], arqueologia [25],
alimentos [26], farmacéutica [27] e quimica ambiental [28].

1.2.3. Interferéncias

Existem dois fatores de grande importancia que se constituem como os principais
limitantes para a técnica de FRX convencional ser consolidada como ferramenta
analitica. S4o elas, a baixa sensibilidade da técnica e as interferéncias de matriz [29].

A fluorescéncia de raios X € uma técnica susceptivel a trés tipos de interferéncias,

tais como:

Efeitos fisicos de matriz: causados basicamente pela falta de homogeneidade da
amostra [1], este tipo interferéncia € comum em toda técnica analitica, mas, na FRX
também é agravado pelo tamanho das particulas presentes em amostras e padrdes
[30].

Grande parte dos problemas de interferéncia deste tipo é resultado de amostras
pouco homogéneas. A diferenca de granulometria dificulta a irradiagdo homogénea, o
que serd um sombreamento das particulas menores, quando elas encontram-se nas
proximidades de particulas significativamente maiores. Este tipo de interferéncia pode
ser minimizado, efetuando-se processos de trituragdo, peneiramento e posterior

homogeneizacao da amostra.

Efeitos espectrais: situacdo em que ocorre sobreposicdo das linhas de emissdo no
espectro de raios X. Os problemas mais graves envolvem a interferéncia da principal
linha de emissdo do elemento de interesse e outra linha de emissdo principal ou
secundaria, de outro elemento presente na matriz.

Em funcdo da relativa simplicidade do espectro de emissdo de raios X e das
caracteristicas do sistema instrumental, os problemas derivados deste tipo de

interferéncia ndo costumam ser intensos. A técnica permite a determinacao simultanea
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de misturas bastante complexas (zircdnio-hafnio, lantanideos, etc), dificeis de serem
determinadas através de outras técnicas espectroscépicas, em funcao do elevado grau
de semelhancga nas propriedades quimicas destas espécies [29].

Quando a interferéncia espectral ocorre, varias alternativas podem ser utilizadas
para contornar seus efeitos, como por exemplo, escolha de uma linha espectral
alternativa, filtracdo do sinal do interferente, utilizacdo de um detector que apresente
eficiéncia maxima na linha de interesse (ou minima nas linhas interferentes), processos

de separacao quimica ou métodos matematicos (calibragdo multivariada, etc.).

Efeitos interelementares: sdo efeitos comuns em fluorescéncia de raios X, causados
pela absor¢do ou intensificacdo do sinal de emissdo do elemento de interesse, por
elementos que constituem a matriz amostral [8].

O fendmeno de absorcdo de FRX acontece quando um feixe de raios X passa
através da matéria e sofre atenuacdo, ou reducdo na sua intensidade, como
consequéncia de uma série complexa de interacbes com os atomos. O efeito de
absorcao € muito significativo nas analises por fluorescéncia de raios X, uma vez que é
uma funcédo da composicao, necessitando sempre de correcoes [1,8].

O processo de absorgcédo esta representado na Figura 6, onde o analito B pode
sofrer perda da intensidade de fluorescéncia devido a competicao dos outros elementos
presentes na matriz amostral; tal efeito € denominado efeito de absor¢cdo primaria.
Existem também processos de absorcao secundaria, que estao relacionados com a
absorcao da radiagdo caracteristica emitida pelo elemento de interesse (B), por parte

de outros elementos presentes na matriz [29].
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A: elementos interferentes

A intensificacdo da FRX é exatamente o contrario aos efeitos de absorgédo. Nele
alguns elementos presentes na matriz amostral podem emitir energia igual ou maior
gue a energia necessaria para excitar o elemento de interesse (Figura 7), contribuindo
para um aumento na intensidade do sinal de emissao [1,8, 29-31].

As interferéncias descritas fazem com que a intensidade da radiacdo nao se
correlacione com a concentracdo do analito. Mas hoje, existem métodos matematicos,
como a equacao de parametros fundamentais e quimiometria, que sdo exemplos de
ferramentas usadas em fluorescéncia de raios X, para correcao de problemas de efeitos

interelementares.
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1.3. METODO DE PARAMETROS FUNDAMENTAIS

A metodologia dos parametros fundamentais (PF) consiste em corre¢des tedricas
dos efeitos de absorcao e intensificacdo das linhas de emissao dos elementos de uma
matriz amostral. Esta metodologia que foi considerada como o estado da arte para
correcao dos efeitos de matriz [32], baseia-se na utilizacdo de calculos matematicos
iterativos, levando em conta as condigdes instrumentais do equipamento e constantes
fisicas [33]. Sua férmula para calculo da intensidade de fluorescéncia de raios X é
derivada das equacdes propostas por Sherman [34], que em 1955 desenvolveu
equacOes matematicas que permitiam calcular as intensidades de raios X emitidas por
elementos de uma matriz de composi¢cdo conhecida, e mais tarde, com computadores
mais modernos, foram melhoradas por Shiraiwa e Fujino [35]. Hoje, softwares para
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célculos de PF ja sao integrados aos espectrobmetros de XRF, permitindo a analise
instantanea da composicao de amostras.

Os parametros fundamentais calculam a composicao analitica de uma amostra, a
partir da medida de intensidade da linha de emissdo do analito e valores tabelados de
trés parametros fundamentais: distribuicdo espectral priméaria (fonte), coeficiente de
absorcao (fotoelétrico e de massa) e rendimento de fluorescéncia. O coeficiente de
absorcao (©) € uma constante que relaciona a perda de intensidade de fluorescéncia
quando a radiacdo atravessa uma amostra, dividido pela espessura da mesma. No
entanto, o coeficiente de absorcdo de massa (un) € uma funcdo de wu dividido pela
densidade do material (elemento), sendo uma constante mais Gtil [31]. A Equacéo 1
mostra a aplicacdo do processo de parametros fundamentais, considerando-se a

excitagcdo da amostra através de uma radiagdo monocromatica [29].

,— 1 dQ CA./,LA.(Apn-m).cossec 1,
T, AT . (Apn-m).cossec @ + Uy (A,).cossec

I, = Iy.wy. 9. m (Equagéo 1)

Onde:

I, é a intensidade tedrica da linha de emissao do analito A;
lp, intensidade do feixe primario no comprimento de onda efetivo Apim,
Aorim € 0 comprimento de onda efetivo do raio X primario;
AL, comprimento de onda da linha do analito A;
wa 0 rendimento de fluorescéncia do elemento A;
gL representa o valor fracional da linha L do analito em sua série;
ra, razao do borda de absorcédo do elemento A;
d«/4r, valor fracional do raio X fluorescente dirigido ao detector;
Ca é aconcentracao do elemento A;
Ua (Aorim), coeficiente de absor¢cdo de massa de A para Apim;
m (Aorim) € 0 coeficiente de absorcdo de massa da matriz para Apim;
v (A), Coeficiente de absorcdo de massa da matriz para A;;
@, angulo de incidéncia do feixe primario;
13



¥, angulo de saida do feixe fluorescente.

Para uma analise, a intensidade medida é multiplicada pela sensibilidade do
instrumento e convertida a um valor de intensidade tedrica. Essa intensidade tedrica é
usada para calcular a composi¢cao da amostra. O procedimento realizado por PF segue
abaixo [36]:

(i) Primeiramente, as intensidades medidas sdo convertidas em um valor de intensidade
tedrica. Este valor é entdo usado para estimar uma primeira aproximacao da

COMpOSIcao;

(i) A composicao encontrada é usada para um novo calculo das intensidades tedricas.
Esses valores entdo sdo comparados com as intensidades medidas convertidas, e sao
usados para calcular uma nova aproximac¢ao da composi¢ao;

(i) Assim é avaliada a convergéncia entre a composicdo mais recente com a
encontrada primeiramente. Se as duas composicoes estdo dentro do valor limite pré-
estabelecido, a composicao final é entdo determinada. Se as duas composi¢des sao
muito diferentes, a etapa (ii) é repetida até atingir o critério de convergéncia.

Apesar de a metodologia conferir a possibilidade de analisar amostras sem a
utilizacdo de padrées, o método ganha maior confiabilidade se os diversos parametros
que fazem parte da expressdo matematica sdo obtidos a partir de padrdes adequados
[37]. Fazendo uma analogia com a lei de Beer-Lambert (A = €.L.C), o método de
Parametros Fundamentais calcula o correspondente ao €, ndo necessitando entao de
padrées para correlacionar os sinais com as concentragdes. Para FRX, o método é
bastante util para corrigir efeitos de matriz, uma vez que, neste caso, a intensidade da
linha fluorescente observada nao é diretamente proporcional a concentracao, pois é
afetada pelos demais elementos presentes na amostra [38].

Na literatura, Sitko et al. [39] determinou terras raras em minérios de fosfato
usando WDXRF (do inglés, Wavelength-Dispersive X-ray Fluorescence Spectrometry)
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por parametros fundamentais, usando padréo de lantanio e as intensidades teoricas de
cada terra rara para determinacdo. Analises in-vivo por FRX e PF foram relatadas por
Szal’oki, Lewis et al [40] para determinar platina em sistemas que simulam tumores,
pois muitas drogas para tratamento de cancer por quimioterapia contém esse elemento.
Mantler e Kawahara em 2004 [41] descreveram importantes questionamentos sobre os
diferentes modelos matematicos envolvidos na equacdo fundamental para
determinacao de analitos, levando em conta a matriz amostral, a geometria do
instrumento, fonte e o detector de FRX. Os autores concluiram que os erros devidos a
equacao fundamental sdo baseados principalmente nos efeitos da excitacdo indireta
dos elementos leves que contribuem para o espalhamento da radiacéo.

A principal deficiéncia do método de PF é atribuida as incertezas presentes nos
coeficientes de absorcdo de massa e rendimentos fluorescentes do analito, dados
necessarios para o desenvolvimento da equacao fundamental [42]. Sua base de célculo
pode tornar-se muito complicada e imprecisa, principalmente em funcdo da
complexidade da matriz amostral que se deseja analisar.

1.4. QUIMIOMETRIA

A quimiometria é a parte da quimica que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para definir ou selecionar condi¢coes 6timas de medidas experimentais e
também permitir a obtencdo do maximo de informacdo a partir de dados de analise
quimica [43]. Ela vem demonstrando ser uma ferramenta importante para a quimica
analitica, pois pode trazer informagbes através de variaveis espectrais determinadas
pelos diversos tipos de instrumentos. A espectroscopia de fluorescéncia de raios X e a
calibracdo multivariada vém fornecendo o6timas solugdes, pois facilita o
desenvolvimento de metodologias que minimizam ou eliminam etapas do processo

analitico, principalmente o preparo de amostras [44-46].
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1.4.1. Regresséao por Quadrados Minimos Parciais

A Calibracao Multivariada tem como principio basico a utilizacdo simultinea de
muitas variaveis, para classificar amostras quanto a um determinado parametro, ou
mesmo, quantificar alguma outra varidvel de interesse. Em quimiometria, o0 método de
Regressao por Quadrados Minimos Parciais ou PLS (do inglés, Partial Least Square) é
uma das ferramentas mais utilizadas na quantificacdo de um analito. Consiste em
construir inicialmente uma relacdo entre a matriz de dados e as propriedades de
referéncia, tornando possivel extrair resultados de um grande numero de variaveis.
Esta relagdo é possivel, pois geralmente um pequeno numero destas variaveis contém
as informacdes quimicas mais relevantes, enquanto que a maioria das variaveis
adiciona pouco ou nada a interpretacao dos resultados em termos quimicos [47].

E possivel representar uma matriz de dados sem a perda de informacdo
estatistica 0til, pela sua matriz de escores, que nao precisa necessariamente ter
correlacao entre as variaveis. Os pesos expressam 0 peso ou contribuicdo da variavel
original na obtencao de um novo sistema de eixos.

Para o PLS, é feita a decomposicdo de uma matriz de dados X de forma
dependente a um vetor y, buscando a maxima covariancia entre X e y. Considerando
uma matriz de dimensdao (n x z), onde z € o numero de colunas, tem-se a
decomposicdo de ambas as matrizes X e Y, em suas matrizes de escores e pesos,

conforme mostram as equacgdes 2 e 3:

X=T.P' + Ex (Equagéao 2)
Y=U.Q'+ Ey (Equacéo 3)

onde X é a matriz das respostas instrumentais, Y é a matriz das respostas da
propriedade de interesse obtidas por um método de referéncia, T e U sdo os escores de
X e Y, respectivamente, P e Q sdo os respectivos pesos de X e Y, Exe E, as matrizes
de residuos e o simbolo ‘ representa a transposta de uma dada matriz [48].

As equacdes 4 e 5 indicam que, entre os escores das matrizes X e Y, uma relagéo
linear é entdo estabelecida.
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U, = by. t, (Equacéo 4)
U=b.T (Equacéo 5)

em que b, é o vetor de coeficientes de regressdo do modelo linear para cada variavel
latente, A [48].

Assim o PLS realiza combinacdes das variaveis originais, gerando novas
variaveis, chamadas de variaveis latentes. Para a construcdo dos modelos de
regressao, a escolha do numero de variaveis latentes é uma etapa muito importante. O
namero ideal de variaveis latentes é aquele que permite a construcdo de um modelo
com boa capacidade de previsao para amostras externas, sem sobreajustar o modelo e
nem promover a modelagem de ruidos [49].

A validacao cruzada € um dos métodos mais utilizados para a determinacédo do
namero de variaveis latentes. Neste procedimento, a calibracdo € repetida n vezes,
sendo que, em cada uma destas vezes, é feita a previsdo das variaveis para uma i-
ésima parte do conjunto de calibragdo. Ou seja, uma amostra é retirada do conjunto de
n amostras e entdo é feita a calibracdo para as (n — 1) amostras restantes. Na
sequéncia, a amostra ndo usada na calibracdo tem sua variavel prevista pelo modelo. O
processo é repetido até que todas as amostras tenham sido excluidas [50].

Os valores previstos pelo modelo sdo comparados com os valores de referéncia e
0s erros sao calculados. A partir destes, é obtida a raiz quadrada dos residuos
(RMSECV, Root Mean Square Error of Cross Validation) para cada variavel latente.
Apb6s a construcdo do modelo de calibracdo, amostras externas sao utilizadas para
verificar a capacidade de previsao do modelo [51].

Com o objetivo de facilitar a interpretacdo dos resultados, na maioria das vezes,
sdo realizados pré-processamentos nos dados originais ao realizar o tratamento
quimiométrico. O pré-processamento mais simples e mais utilizado nos dados de
espectrometria consiste em centrar os dados na média. Este procedimento implica na
subtracdo do elemento de cada coluna pelo valor médio dos elementos dessa coluna,

obtendo-se como resultado uma matriz na qual todas as colunas tém médias zero [26)].
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Em algumas situacdes, sao realizadas transformacées nos espectros para
remover matematicamente fontes de variacdo indesejaveis. Entre estas
transformacdes, destacam-se as técnicas de alisamento que visam aumentar a razao
sinal-ruido, e as correcdes da linha base, que minimizam as variacbes sistematicas
presentes no sistema.

Entre os trabalhos importantes usando quimiometria aplicada a espectrometria de
raios X, Oliveira e Bueno [52] desenvolveram, a partir de espectros de FRX, uma
metodologia capaz de determinar quantitativamente espécies de Cr** e Cr® em
solucao, diretamente por calibracdo multivariada. A principal explicacdo para o método
desenvolvido esta relacionado a combinacdo dos picos de cromo e da regido de
espalhamento do tubo de raios X conterem informacdes especificas para cada espécie
analisada. Terra et al. [26, 44] determinaram, com uso de PLS, teores de carboidratos,
proteinas, gorduras e valores energéticos de alimentos industrializados, de maneira
rapida e sem uso de reagentes, por EDXRF. Os erros apresentados foram menores que
14%. Em FRX, as analises exploratérias também podem ser feitas por uso de
ferramentas quimiométricas, como Custo et al. [53] que a usaram para classificagao de
solos. Alexandre e Bueno [54] conseguiram classificar diferentes espécies de plantas,
através da analise direta irradiadas por raios X, metodologia muito util para minimizar
controvérsias, quando apenas a inspe¢ao visual é utilizada por taxonomistas. Este
método também pode ser usado para a classificacao taxondédmica em controle
ambiental, por exemplo, para controlar os efeitos de alteracbes nas plantas

transgénicas.

1.5. VALIDACAO E FIGURAS DE MERITO

Para verificar a adequagdo de um procedimento analitico ou de um modelo
proposto, sempre é imprescindivel a realizacdo de um processo de validacdo. A
validagdo permite constatar se o procedimento ou modelo apresenta um desempenho
adequado para as condicdes em que serd aplicado. A sua realizacdo envolve a
determinacao de parametros que sdo conhecidos como figuras de mérito [55].
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Poppi et al. [56] propuseram o calculo de algumas figuras de mérito ao se
desenvolver um modelo usando calibracdo multivariada. Abaixo, estdo expressas as

férmulas para obtencao de alguns parametros:

Exatidao

A exatidao expressa o grau de concordancia entre o valor estimado ou medido e 0
valor tido como verdadeiro ou de referéncia [57]. Comumentemente, em aplicacdes com
calibracdo multivariada, a exatidao é estimada através da raiz quadrada do erro médio
quadratico de validagcdo cruzada, RMSECV (Root Mean Squares Error of Cross
Validation), conforme mostra a Equacgéao 6,

RMSECV = jZ?_l(y = ) (Equagéo 6)
n

onde n é o numero de amostras da previsdo, y; € ¥; correspondem aos valores de

referéncias e aos valores previstos, respectivamente.
Sensibilidade (SEN)

A sensibilidade € considerada como a fracao do sinal responsavel pelo acréscimo
de uma unidade de concentracdo a propriedade de interesse. Em calibracao
multivariada é definida como esta na Equacéao 7 [58],

SEN = !
1Dl

(Equacéo 7)

onde bk é o vetor dos coeficientes de regressédo estimados pelo PLS.
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Limite de Deteccao (LOD)

O limite de deteccao equivale a menor concentracao da substancia de interesse
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. [56, 58, 59] O LOD,
em calibracdo multivariada (Equacéao 8), pode ser determinado de maneira anéloga a

calibracao univariada:

1

LOD = 3.6y .— Equacéo 8
X SEN (Equag )

onde, &€ uma estimativa do desvio padrdo da flutuagdo do sinal analitico e SEN pode

ser calculado pela Equagao 7.
Limite de Quantificacao (LOQ)

O limite de quantificacdo representa a menor concentragdo da substancia de
interesse que pode ser medida com uma incerteza maxima de 10% [58, 59]. Seguindo a
mesma aproximacao feita para LOD, o LOQ pode ser determinado pela Equacao 9:

1

LOQ = 10.6y.— Equacao 9
Q X SEN (Equagao 9)

Bias

Pelo menos dois erros sdo comumente encontrados em andlises quimicas, em
termos estatisticos. Os erros aleatérios, que afeta a precisdo da medida, e os erros
sistematicos, que afetam a exatiddao dos resultados. Estes ultimos possuem valor
definido e a mesma magnitude, para todas as medidas efetuadas de uma mesma
maneira.

Segundo a IUPAC [60], o termo bias é atribuido a erros sistematicos que séo
calculados pela diferenca entre a média da populacdo e o valor verdadeiro, podendo
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ser avaliados por teste t. Neste caso, verifica-se se 0 bias incluso no modelo € ou ndo
significativo. O erro médio (bias) pode ser calculado como é indicado na Equacgéao 10,

nono_ 5
bias = Z‘=1(y7‘l Yo (Equagao 10)

onde n, € o numero de amostras do conjunto de previsao e y; e ¥; correspondem aos
valores de referéncias e aos valores previstos pelo modelo, respectivamente.

Assim, o desvio padrdo para os erros de validagdo, SVD (Standard Deviation of
Validation), € obtido através da Equacéo 11:

SpV = \/Z (i — yi)l_ bias]? (Equacao 11)
n —

Finalmente, a Equacgéo 12 permite o célculo do valor de fpjzs..

|bias|.v/n
thias = “Spv

(Equagéao 12)

Caso o valor de tyjas calculado seja maior que o valor t critico (fapelado), para n — 1
graus de liberdade a 95% de confianca ha evidéncias de que erros sistematicos
presentes no modelo multivariado sejam significativos. Caso seja o contrario, ou seja,
tbias < tabeiado, OS €rros sistematicos incluidos no modelo podem ser considerados

insignificantes e desprezados [61].

1.6. TESTE DE HIPOTESES

O teste t também pode ser usado para comparar métodos e determinar se ha
diferengas significativas entre eles. Primeiramente, é determinada a média entre a

diferenca dos métodos (xg), através da Equacéao 13,
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_ 0t~ %)

- (Equacgéao 13)

Xd

sendo que X; € Xp Sdo os valores determinados para uma mesma amostra, mas por
métodos diferentes e n, 0o numero de amostras. Pela Equacédo 14, o desvio padrao (Sy)
também pode ser calculado,

_ Y(Ax — x4)?

S
a n—1

(Equacéao 14)

onde, Ax é a diferenga entre os métodos para uma dada amostra.
De maneira analoga a Equacdo 12, a Equacao 15 mostra como t pode ser
calculado e comparado com o tcritico a 95% de confianga.

t = (Equacéo 15)

Se foaiculado < tavelado, @ diferenca entres as duas metodologias € apenas

consequéncia de erros aleatérios [8].

1.7. CREMES DENTAIS

Entre as praticas usadas para a conservacao dos dentes, os dentifricios ocupam
um papel importante. A composicdo de uma pasta de dente geralmente envolve
substancias que desempenham fung¢des de abrasivo (agente de polimento), pigmentos,
espumantes, umectantes, aglutinantes, edulcorantes, solventes e agentes terapéuticos.
Outras substancias podem ser adicionadas, para outras fungdes, como: flavorizantes,

espessantes, conservantes e aromatizantes, atendendo a diversos propdésitos [62].
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O habito de limpar os dentes € tdo antigo quanto a propria espécie humana. O
homem primitivo o fazia com os dedos, ou com o auxilio de folhas e gravetos.
Posteriormente, foram utilizadas plantas, chas e substancias naturais abrasivas. Este
homem primitivo, entretanto, apresentava altissima incidéncia de doencas gengivais,
ainda que com uma alimentacdo muito mais fibrosa e com uma atividade mastigatéria
intensa [63].

A partir do século XVII, com a Revolugcédo Industrial e a utilizagdo macica da
sacarose nos alimentos, a incidéncia da carie dental comecou a ocorrer no mundo de
forma cada vez mais crescente. Entre as doencas cronicas orais existentes, a carie é a
que afeta o maior numero de pessoas em todo o mundo [63]. A carie é conseqiéncia
da formagéo da placa bacteriana, uma pelicula fina e invisivel que adere ao dente e
que, aos poucos, com o auxilio dos restos de alimentos e da ma higiene bucal, vai
ficando cada vez mais espessa. Ao entrar em contato com o dente, a sacarose retira a
protecdo existente contra o ataque das bactérias da placa, num processo chamado
desmineralizagéo [64].

A defesa do dente é feita pela saliva, que contém flior proveniente do sangue, o
qual forca a reacdo quimica inversa, ou seja, a remineralizagao. O fluor interfere nos
microorganismos produtores da carie, ao alterar os cristais do esmalte, tornando-os
mais resistentes. Entretanto, essa defesa é limitada e sua eficiéncia varia em funcao de
quanto acucar se ingere e de quando € ingerido. A recomendacdo para nao ingerir
doces antes de dormir, por exemplo, deve-se ao fato de que a saliva nao é ativada
durante o sono e, portanto, o ataque ao esmalte dos dentes é muito maior neste
periodo [65].

Entre as praticas usadas para a conservacao dos dentes, os dentifricios ocupam
um papel importante. O primeiro creme dental surgiu no Egito ha cerca de quatro mil
anos. Era um material a base de pedra-pome pulverizada e vinagre, que era esfregado
nos dentes com pequenos ramos de arbustos. No século | da nossa era, os romanos
acrescentaram a essa pasta mel, sangue, carvao, olhos de caranguejos e urina
humana, todos com a finalidade de deixar os dentes mais brancos [63, 66].

O primeiro dentifricio comercial foi desenvolvido em 1850, nos Estados Unidos.

Inicialmente na forma de um po, foi modificado posteriormente para a forma de pasta.
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Um aumento da comercializagdo das pastas de dente ocorreu quando elas comegaram
a ser embaladas em tubos metélicos flexiveis [64]. Nos dias de hoje, os dentifricios
podem ser encontrados na forma de pé, liquido e de pasta (creme dental), este ultimo o
mais usado e comercializado nos dias de hoje [67]. Pastas de dente sdo formas
farmacéuticas semi-solidas que contém uma elevada concentracdo de pos finamente
dispersos, variando normalmente este conteudo de 20% até 60%, sendo mais firmes e
espessas que as pomadas, mas sendo, geralmente, menos gordurosas que elas [68].

Um dentifricio é definido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
como um Produto de Higiene [69], segundo os artigos 3°e 26°da Lei 6.360/76 e artigos
3¢9 49°e 50° do Decreto 79094/77.

1.7. DIOXIDO DE TITANIO

Em pastas de dente, o di6xido de titdnio (TiOo) é usado como pigmento; em
alguns casos, para dar a cor branca ao produto e também age como agente
opacificante [70], fornecendo o aspecto nao transliucido ao produto. Em geral, suas
propriedades permitem uma ampla faixa de aplicacdo, incluindo tintas arquitetdnicas,
industriais e de impressao, plasticos, borrachas, papel, produtos téxteis, alimenticios e
farmacos [71].

O TiO, apresenta alto indice de refracdo, que ajuda como protecao fisica ao Sol,
pois reflete grande parte da luz, inclusive na regido do ultravioleta [72]. Este éxido, em
sua forma anatasia, também € um eficaz fotocatalisador [73] e um semicondutor
sensivel a luz [74], que absorve radiacao eletromagnética na regido do ultravioleta [75].
Em cosméticos, quando usado como pigmento, é conhecido como PW-6 ou CI 77891
[76]. O diéxido de titdnio representa hoje cerca de 70% da producdo mundial de
pigmentos [77].

Em 2006, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, International
Agency for Research on Cancer) caracterizou o TiO2 como uma substancia
potencialmente cancerigena a humanos [77]. Pesquisas mostraram que a exposicao de

TiO, em ratos induz cancer no trato respiratorio. Estudos recentes comentam que
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nanoparticulas de TiO, induzem a citotoxicidade e genotoxicidade em varias linhagens
de culturas de células, assim como possuem alto potencial carcinogénico em modelos
animais [78,79].

Ha também uma grande preocupacdo acerca do impacto de nanoparticulas de
TiO, ao meio ambiente [80], devido ao aumento consideravel da sua produgdo, nos
ultimos anos. Os aumentos das concentracdes de nanomateriais em lengéis freaticos e
no solo podem levar a um aumento significativo a exposicao de riscos ambientais [81].
Suas propriedades, tais como pequeno tamanho de particula, grande area de superficie
e alta reatividade sao fontes de preocupacao. Quando liberados no meio ambiente
através de residuos industriais ou domésticos, tendem a perturbar o microbiota de solos
e aguas, que desenvolvem funcbes importantes no ecossistema, que por sua vez
podem levar a alteracao da cadeia alimentar e prejudicar a produtividade das plantas,
interrompendo processos de assimilacdo de nitrogénio, alteracdo no metabolismo e
danos aos organismos aquaticos [82].

No Brasil, o diéxido de titdnio é regulamentado como agente corante artificial
(pigmento) pela ANVISA [83], mas ndo ha definicbes quanto a valores maximos
permitidos para o seu uso, em qualquer matriz. A FDA (Food and Drugs Administration),
orgdo governamental dos Estados Unidos, estabelece teores maximos de 1% (m/m)
para diéxido de titanio, apenas quando usado como corante alimenticio [84].

Entre os trabalhos relevantes na determinacao de didéxido de titanio, Melquiades et
al. [72] desenvolveram uma metodologia para determinar TiO> em protetores solares,
através de andlises por EDXRF, para estimar o fator de protecdo destes produtos,
analisados a partir da construcéo de curva analitica com padrées. Em pastas de dente,
Colquitt [85] determinou diversos Oxidos em cremes dentais, usando as cinzas das
amostras e ICP-OES. Yoon et al. [86] criaram um método nao destrutivo para analises
de TiO2 em formulagdes de cremes com 0 uso de espectroscopia Raman e calibracao
multivariada. Neste caso, os autores tiveram como principal problema, a variacao do
tamanho das particulas e a interacdo com os demais compostos da formulacdo dos

cremes.
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2. OBJETIVOS

26



2.1. OBJETIVO GERAL

Quantificacao do teor de didéxido de titanio pelo uso de calibracdo multivariada e
fluorescéncia de raios X por dispersao de energia, diretamente em amostras de cremes
dentais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Analisar as cinzas das amostras de cremes dentais para determinar os teores

percentuais de TiO,, por metodologia de parametros fundamentais;

(ii) Fazer testes de recuperacao de padrdes de TiO, em matriz de silica, por parametros

fundamentais;

(iii) Obter espectros de raios X das amostras de cremes dentais, irradiadas diretamente

no instrumento, em tempos diferentes;

(iv) Construir um modelo de calibracdo multivariada por PLS, usando os dados obtidos
em (i) como valores de referéncia, e os dados espectrais de (iii).

(v) Calcular algumas figuras de mérito para validar o modelo proposto.
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3. EXPERIMENTAL
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3.1. CONDICOES INSTRUMENTAIS

O procedimento experimental consistiu em trés fases:

(i) Analises das cinzas dos cremes dentais para a determinagdo de didxido de titanio

por parametros fundamentais;

(ii) Averiguacdo da exatiddo do método de parametros fundamentais, por testes de
recuperacdo com padrdes similares a matriz das cinzas, através de diferentes

concentragdes de dioxido de titanio em matriz de silica;

(iii) Quantificagéo do teor de didxido de titanio pelo uso de calibracdo multivariada (PLS)
e fluorescéncia de raios X por dispersao de energia diretamente nas amostras,
irradiadas por 100 e 700 segundos, com os dados de referéncia obtidos em (i) e
validados em (ii);

Para todas as etapas, as amostras foram irradiadas em ftriplicatas, em um
espectrometro de fluorescéncia de raios X de energia dispersiva (Shimadzu, modelo
EDX-700, Figura 8), com fonte de rodio e detector semicondutor de Si(Li). A voltagem
aplicada ao tubo de raios X foi de 50 kV, com tempo morto no detector de 25%. Os
espectros foram obtidos seqliencialmente, de 0 a 40 keV, com passo de energia de
0,02 keV. As celas de amostras para FRX foram preparadas com seu fundo sustentado
por um filme de Mylar® (Chemplex®, referéncia 100), de espessura de 2,5 pm.

Para comparar os resultados da etapa (iii), as amostras de cremes dentais
também foram irradiadas por 700 segundos. Os diferentes tempos de analise foram
relaizados com o intuito de avaliar possiveis diferencas entre os modelos de calibracédo
multivariada construidos com diferentes tempos de irradiacao por fluorescéncia de raios
X.
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Figura 8: Espectrometro de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX-700).

3.2. AMOSTRAS

O material de trabalho consistiu de 22 amostras comerciais de cremes dentais de
diversas marcas e composi¢cdes variadas (Tabela 1). Os cremes dentais foram obtidos

em supermercados da regidao de Campinas/SP, Brasil.

Tabela 1: Composicdes das 22 amostras comercias de cremes dentais analisadas, transcritas

diretamente dos respectivos rotulos

Amostra Composicao

Cloreto de Potassio 3,75%, Fluoreto de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo),
Agua, Sorbitol, Silica, Glicerina, Betaina de Cocoamidopropil, Citrato de
TP1 Zinco, Goma de Celulose, Dioxido de Titanio, Sacarina de Sddio,
Acetato de Tocoferil, Fosfato Trissédico, Pantenol, Acido Citrico, BHT,
Aroma.

Fluoreto de Sddio (1400 ppm de Fluor ativo), Nitrato de Potassio 5%,
Agua, Silica, Sorbitol, Glicerina, PEG-6, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma,
Goma de Xantana, Diéxido de Titanio, Betaina de Cocoamidopropil,
Sacarina de Sédio.

Monofluorfosfato de Sddio (1100 ppm de Fldor), Sorbitol, Carbonato de
Célcio, Agua, Silica Hidratada, PEG-8, Lauril Sulfato de Sodio, Diéxido
de Titanio, Goma de Celulose, Aroma, Bicarbonato de Sédio, Sacarina de
Sddio, Carragenina de Célcio, Benzoato de Sddio, Cl 42090, Cl 73360
Fluoreto de Sodio (110 ppm de Fluor ativo), Nitrato de Potassio 5%, Agua,
Sorbitol, Glicerina, Lauril Sulfato de So6dio, Diéxido de Titanio, Aroma,
Goma de Xantana, Hidréoxido de Sédio, Sacarina de Sodio, Benzoato de
Sddio, Cl 42090, Cl 73360.

TP2

TP3

TP4
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TP5

Fluoreto de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo), Sorbitol, Agua, Silica
Hidratada, Triclosan, Lauril Sulfato de Sodio, Copolimero PVM/MA,
Aroma, Carragenenina, Hidroxido de Sédio, Sacarina de Sédio, Didxido
de Titanio.

TP6

Cloreto de Potassio 3,75%, Fluoreto de Sédio (1400 ppm de Fluor ativo),
Agua, Sorbitol, Silica, Glicerina, Betaina de Cocoamidopropil, Goma de
Celulose, Dioxido de Titanio, Sacarina de Sédio, Aroma.

TP7

Fluoreto de Sédio (1100 ppm de Fluor ativo), Agua, Sorbitol, Silica
Hidratada, Lauril Sulfato de Sédio, Dioxido de Titanio, Aroma, Fosfato
Trissodico, Goma de Celulose, Sacarina de Sédio, Carbémero.

TP8

Fluoreto de Sddio (1450 ppm de Fluor ativo), Nitrato de Potassio 5%,
Sorbitol, Agua, Silica Hidratada, Lauril Sulfato de Sdédio, Didxido de
Titanio, PEG-6, Aroma, Goma de Xantana, Fosfato Trissodico, Fosfato de
Sddio, Sacarina de Sédio, Carbémero.

TP9

Fluoreto de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo), Sorbitol, Agua, Silica
Hidratada, Triclosan, Lauril Sulfato de Sodio, Copolimero PVM/MA,
Aroma, Carragenenina, Hidroxido de Sédio, Propilenoglicol, Goma de
Celulose, Sacarina de Sédio, Diéxido de Titanio.

TP10

Monofluorfosfato de Sédio (1450 ppm de Fldor ativo), Carbonato de
Calcio, Agua, Sorbitol, Silica, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma, Fosfato
Trissédico, Dioxido de Titanio, Perlita, Alcool Benzilico, Goma de
Celulose, Sacarina de Sodio, Cl 74160, Limoneno.

TP11

Monofluorfosfato de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo), Citrato de Potassio
5,04%, Sorbitol, Agua, Silica Hidratada, Glicerina, PEG-12, Pirofosfato de
Potassio, Copolimero PVM/MA, Aroma, Lauril Sulfato de Sédio, Hidroxido
de Sdédio, Goma de Celulose, Sacarina Sdodica, Goma de Xantana,
Dioxido de Titanio, Cl 74160.

TP12

Fluoreto de Sédio (1450ppm de FlGor ativo), Sorbitol, Agua, Silica
Hidratada, PEG-12, Lauril Sulfato de Sdédio, Aroma, Goma de Celulose,
Pirofostato Tetrassédico, Betaina de Cocoamidopropil, Sacarina de Sédio,
Didxido de Titanio, Cl74160.

TP13

Monofluorfosfato de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo), Citrato de Potassio
5,04%, Citrato de Zinco 2,0%, Sorbitol, Agua, Silica Hidratada, Glicerina,
PEG-12, Pirofosfato de Potassio, Copolimero PVM/MA, Aroma, Lauril
Sulfato de Soédio, Hidroxido de Potassio, Goma de Celulose, Sacarina
Sdédica, Goma de Xantana, Dioxido de Titanio, Polietileno, Carbonato de
Calcio, Cl 16255, Cl 19140, Cl 45410.

TP14

Fluoreto de Sodio (1100 ppm de Fluor ativo), Pirofosfato Dissédico,
Pirofosfato Tetrassddico, Agua, Sorbitol, Silica Hidratada, Aroma, Goma
de Xantana, Sacarina de Sédio, Didxido de Titanio, Poloxamero 407,
Carbomero, Glicerina, Acido Benzoico, Alcool, Polisorbato 80, Cloreto de
Cetilpiridina, Benzoato de Sadio, Cl 42090.
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Cloreto de Sédio, Propileno Glicol, Monofluorofosfato de Sédio, Triclosan,
Sorbitol, Agua, Silica Hidratada, Triclosan, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma,
Goma de Celulose, Citrato de Zinco, Sacarina de Sodio, Alantoina,
Metilparabeno, Dioxido de Titanio, Cl 45430.

Cloreto de Estroncio 10%, Agua, Glicerina, PEG-40, Aroma,
Metilparabeno, Propilparabeno, Sacarina de Sédio, Diéxido de Titanio,
Silica, Sorbitol, Carbonato de Célcio, Hidroxietil Celulose, Metil Cocoil
Taurato de Sddio, Salicilato de Metila, Cl 45410.

Fluoreto de Sédio (1450 ppm de Fluor ativo), Sorbitol, Agua, Silica
Hidratada, Triclosan, Lauril Sulfato de Sodio, Copolimero PVM/MA,
Aroma, Carragenenina, Hidroxido de Sédio, Sacarina de Sédio, Didxido
de Titanio, Cl 77019, Cl 42090.

Agua, Sorbitol, Silica Hidratada, PEG-12, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma,
TP18 Betaina de Cocoamidopropil, Goma de Celulose, Pirofostato Tetrassédico,
Fluoreto de Sédio (1450 ppm de Fldor ativo), Sacarina de Sdbdio,
Polietileno, Diéxido de Titénio, Cl 16035.

Agua, Sorbitol, Silica Hidratada, PEG-12, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma,
TP19 Betaina de Cocoamidopropil, Goma de Celulose, Pirofostato Tetrassédico,
Fluoreto de Sdédio (1450 ppm de Fldor ativo), Sacarina de Sddio,
Polietileno, Didxido de Titanio, Cl 47005, Cl 42090.

Agua, Sorbitol, Silica Hidratada, PEG-12, Lauril Sulfato de Sédio, Aroma,
TP20 Betaina de Cocoamidopropil, Goma de Celulose, Pirofostato Tetrassédico,
Fluoreto de Sdédio (1450 ppm de Fldor ativo), Sacarina de Sddio,
Polietileno, Diéxido de Titénio, Cl 42090.

Fluoreto de Sédio (1425 ppm de Fluor ativo), Nitrato de Potassio, Agua,
TP21 Sorbitol, Silica, Glicerina, PEG-6, Betaina de Cocoamidopropil, Aroma,
Goma de Xantana, Sacarina de Sodio, Dioxido de Titanio, Hidroxido de
Sddio, Limoneno, Alcool de Anise.

Fluoreto de Sddio (1450 ppm de Fluor ativo), Sorbitol, Agua, Silica, PEG-
32, Agua, Sorbitol, Silica Hidratada, Lauril Sulfato de Sédio, Goma de
Celulose, Sacarina de Sédio, Proteina de Leite Hidrolisada, Dioxido de
Titanio, Cl 74160, Eugenol.

TP15

TP16

TP17

TP22

Todas as amostras indicavam no rétulo a presenca de didxido de titdnio. Assim, na
quantificagdo, foi considerado que a concentragdo de TiO, é proporcional a
concentracao de titanio determinada, supondo que todo titdnio medido nas amostras
estava na forma de TiO,.
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3.3. ANALISE DAS CINZAS POR PARAMETROS FUNDAMENTAIS

Para a quantificacao do teor de cinzas, 10 g das amostras de cada dentifricio,
pesados em cadinhos de porcelana (previamente tarados) foram aquecidas a 130°C
em estufa (Quimis, modelo 317-24), por 2 horas, para evaporacdo da agua. Os
cadinhos foram levados posteriormente para calcinagdo em mufla (Fornitec Rebert
Shaw Pyrotec), a 800 C, por 4 horas. Ao final do p rocesso, os cadinhos foram retirados
da mufla e resfriados em dessecador, sendo entdo, pesados em balanga analitica
(Ohaus, modelo Analytical Plus). Esse procedimento foi realizado em triplicata para
cada amostra. As cinzas das amostras foram maceradas e transferidas para celas de
polietileno, com diametro externo de 32 mm, especificas para analises em EDXRF
(Chemplex®, referéncia 1330), com seus fundos sustentados pelo filme de Mylar®, bem
esticado (Figura 9). As celas contendo as amostras foram irradiadas em seguida.

Se=08

Cilindro de Polietileno Anel de Polietileno Tampa de Polietileno Filme de Mylar

Figura 9: (a) Componentes das celas de polietileno, (b) Cela pronta para ser irradiada.

O teor de diéxido de titdnio nas cinzas das amostras (Cginzas) pode entdo ser
calculado. Além desse teor, o dioxido de titanio da amostra de pasta de dente (Cpasta)
também foi calculado, através da consideracdo da massa inicial de pasta de dente
antes da calcinag@o (mpasia) € da massa de cinzas (Meinzas), conforme a Equagéo 16.

Esses valores, Cpasta, foram usados como referéncia para o método proposto.

Meinzas .
Cpasta = Masta - Ceinzas (Equacao 16)
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3.4. AVERIGUACAO DA EXATIDAO DOS TEORES OBTIDOS POR
PARAMETROS FUNDAMENTAIS

Para os testes de recuperacao, os reagentes usados foram previamente secos em
estufa a 130 <C, por duas horas e resfriados em des secador. Os padrdes de didxido de
titanio (TiO2, Riedel-deHaén) foram pesados usando almofariz em balanga analitica e
completados até 1 g (£ 0,0001) com silica (SiO», Merck). Foram macerados em seguida
e depositados em celas de FRX, que foram entdo irradiadas conforme as condi¢des
descritas no item 2.1.

Desta forma, foram obtidos padrdes similares as cinzas com composicdo de
diéxido de titanio de 0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 3,00 e 3,50 (g/100 g) em matriz de silica.

3.5. ANALISE DIRETA DE TiO; EM CREMES DENTAIS

As amostras de cremes dentais foram depositadas diretamente em celas de
polietileno para andlises em EDXRF e irradiadas conforme item 2.1.

As amostras nao homogéneas visualmente (Figura 10) foram previamente
homogeneizadas em béquer com auxilio de bagueta e, entdo, transferidas para as
celas de FRX.

Figura 10: Celas de polietileno com filme Mylar® com cremes dentais antes e ap6s a homogeneizagio.
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Os espectros de fluorescéncia de raios X obtidos foram usados para a construcéo
do modelo de calibracdo multivariada, sendo as médias dos valores em ftriplicata
obtidos pelo método dos parametros fundamentais das cinzas das mesmas amostras,
usadas como valores de referéncia. O tratamento dos dados foi realizado com o
programa computacional Pirouette® 3.11 (Infometrix Co, 2003).

Das 22 amostras analisadas, 16 delas foram usadas para constru¢cdo de modelo
de calibragdo multivariada e 6, para validacdo externa. Como os resultados foram
obtidos em ftriplicata, um total de 48 espectros foi utilizado para construgcao do modelo e
18, para a validacao externa.

Para verificar a adequacdo do modelo proposto, foram calculadas algumas
Figuras de Mérito, usando-se o programa computacional Matlab® 6.5. Para a estimativa
média do desvio padrdo da flutuacado do sinal analitico (Jx), valor necessario para as
equacoes 8 e 9 (ver item 1.5), foi considerado o ruido presente nos espectros apos 25

keV, onde nenhum sinal analitico & observado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Ap6s a calcinagdo das amostras, as cinzas de pasta de dente apresentaram
coloragdo de branca a cinza, indicando que toda a matéria organica foi eliminada. A
variacao de massa apés a calcinacao, relacionada principalmente a perda de agua e de
compostos orgéanicos, foi de 68 a 88%. Esta variagdo deve-se ao fato de as amostras
serem de marcas e composic¢oes diferentes, com apelos e propésitos variados.

Na Tabela 2, encontram-se os teores médios determinados de di6xido de titanio
por FRX pelo método de parametros fundamentais a partir das cinzas e os valores
ajustados em funcdo da massa inicial das amostras de cremes dentais antes da

calcinagao.

Tabela 2: Concentragdes médias (g/100 g) de di6xido de titanio nas cinzas e os valores ajustados em

funcdo da massa inicial dos cremes dentais (n = 3).

Teores de TiO2 nas Cinzas Teores de TiO» nas Pastas

Amostras (9/100 g) (9/100 g)
TP1 3,6 £0,1 0,87 + 0,03
TP2 3,0£0,1 0,71 £ 0,03
TP3 2,57 £0,07 0,66 + 0,02
TP4 1,96 £ 0,01 0,503 + 0,003
TPS5 2,36 £ 0,01 0,445 + 0,002
TP6 3,3x0,1 0,41 £ 0,01
TP7 1,89 £ 0,03 0,385 + 0,005
TP8 1,073 £ 0,007 0,345 + 0,002
TP9 1,45 + 0,01 0,353 + 0,002
TP10 1,179 £ 0,008 0,336 + 0,002
TP11 1,13 £ 0,06 0,24 + 0,01
TP12 0,95 £ 0,02 0,222 + 0,004
TP13 0,76 £ 0,02 0,171 £ 0,005
TP14 0,69 + 0,04 0,143 £ 0,008
TP15 0,55 + 0,01 0,129 £ 0,003
TP16 0,776 £ 0,009 0,102 £ 0,001
TP17 0,39 + 0,01 0,081 £ 0,003
TP18 0,211 £ 0,003 0,049 + 0,007
TP19 0,200 + 0,009 0,047 £ 0,002
TP20 0,234 + 0,009 0,054 + 0,002
TP21 0,271 £ 0,009 0,052 + 0,002
TP22 0,249 £ 0,002 0,045 + 0,004

A exatiddo do método foi avaliada por testes de recuperagdo. A silica foi

empregada como matriz, jA que este 6xido é o componente majoritario nas cinzas
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analisadas, permitindo o preparo de padrdes similares a composi¢do das cinzas dos
cremes dentais. Com isso, foi aplicado o método de Pardmetros Fundamentais e na
Tabela 3, encontram-se os resultados dos testes de recuperacéao.

Tabela 3: Resultados dos testes de recuperacéo de TiO, com diferentes concentracdes

em matriz de silica (n = 3).

Concentracao Padrao Concentracado Estimada Recuperacao

(9/100 g) (9/100 9) (%)
0,25 0,27 + 0,03 108
0,50 0,55 + 0,09 110
1,00 1,05 + 0,05 105
2,00 2,00 + 0,07 100
3,00 2,95 + 0,04 98
3,50 3,47 + 0,09 99

Observa-se pelos resultados que os valores recuperados de diéxido de titanio em
matriz de silica pelo método de parametros fundamentais estdo em torno de 100%, néao
havendo assim a necessidade da construcdo de uma curva analitica com padréao
externo.

O método mostrou-se eficaz para quantificar TiO.. As analises em cinzas € um
método rapido e bem confidvel na fluorescéncia de raios X, pois trata-se de matrizes
simples, composta basicamente por 6xidos. O método de parametros fundamentais é
uma boa alternativa para contornar os problemas devidos a absorcao, e permite, na
maioria dos casos, minimizar significativamente as interferéncias devidas a
intensificacdo da fluorescéncia. No entanto, o tempo gasto na etapa de preparo da
amostra (calcinacdo) torna o método pouco viavel para analises de rotina, o que
justificaria a necessidade de desenvolvimento de um método a partir da analise direta
nas amostras de pastas de dente.

A quantificacao de elementos diretamente nas pastas de dente é dificil, pois as
amostras sdo muito complexas sendo encontradas variagdes na densidade de cada
produto, o que dificulta a construcao de padrées. Os coeficientes de absorcao para
raios X precisariam ser semelhantes para todas as medidas, a fim de ndo quantificar

erroneamente o analito nas amostras.
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O uso do método de parametros fundamentais acaba ficando inviavel para corrigir
efeitos de matriz em pasta, uma vez que o método s6 ganha confiabilidade se os
diversos parametros que fazem parte da expressdao matematica sdo obtidos a partir de
padroes adequados. No entanto, sua base de calculo pode tornar-se muito complicada
e imprecisa, principalmente em funcdo da complexidade da matriz amostral que se
deseja analisar. Por outro lado, os métodos quimiométricos baseiam-se na construcao
de modelos a partir de padrées de calibracdo. Ou seja, evitam-se calculos de
coeficientes tedricos, relacionados a matriz da amostra e as caracteristicas geométricas
e instrumentais, permitindo ao sistema obter modelos com maior habilidade de
previsdo. Além disso, outra grande vantagem destas metodologias em relacdo as
convencionais € a possibilidade de quantificar espécies mesmo na presenca de
interferentes espectrais e efeitos interelementares, problemas comuns em analises por
FRX.

4.1. MODELO DE PLS PARA AMOSTRAS IRRADIADAS POR 100 SEGUNDOS

Para a construcao dos modelos de calibragao e validagdo de quantificacao do teor
de TiOy, os espectros obtidos diretamente para as amostras na forma de pasta (Figura
11) foram submetidos a tratamento quimiométrico por PLS. Este método permitiu obter
uma relagao linear entre a matriz de dados X, composta pelas 2047 variaveis espectrais
de cada uma das 16 amostras de creme dentais irradiadas diretamente por FRX, que
compdem o conjunto de calibracdo, e a matriz Y, contendo as concentragbes de didxido
de titanio de cada amostra, obtidas por parametros fundamentais das cinzas irradiadas
(Tabela 2).
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Figura 11: Espectros de raios X sobrepostos das 16 amostras de cremes dentais irradiadas diretamente,

que compdem o conjunto de calibracao.

No modelo construido, o Unico pré-processamento utilizado foi centrar os dados
na média, que consiste em subtrair o elemento de cada coluna pelo valor médio dos
elementos dessa coluna, obtendo-se como resultado uma matriz onde todas as colunas
tém médias zero. A fim de minimizar a presencga de ruidos, os espectros foram alisados
pela média movel, com janela de 15 pontos. A possibilidade de constru¢cdo do modelo
de calibracdo foi averiguada, analisando primeiramente os numeros de variaveis
latentes e os erros da validagcdo cruzada, no qual o erro minimo de previsao é
determinado, e posteriormente identificando os outliers.

A escolha do numero de variaveis latentes foi baseada nos valores de RMSECV,
que corresponde a raiz quadrada dos erros médios de calibracdo e é calculado para
cada variavel latente (VL), isto é, as novas variaveis resultantes das combinagcdes
realizadas pelas variaveis originais. A Figura 12 mostra o0 numero de variaveis latentes
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em funcdo do RMSECV, onde nota-se que, a partir da oitava variavel latente, os valores
de RMSECYV praticamente permanecem constantes. Essa constatacdao pode ser melhor
visualizada na Tabela 4. O valor de RMSECV para a oitava variavel latente é de 0,019 e
nao ha diferenga significativa de valores quando comparado com as variaveis 9 e 10,
dessa mesma tabela. Portanto, foi considerado o valor de 8 para o numero de variaveis
latentes para a construcdo do modelo PLS, explicando 99,992% da variancia
acumulada. O uso de um numero maior de variavel latente levaria a inclusao de ruidos
presentes nos espectros, o que certamente acarretaria a um sobreajuste no modelo.
Por outro lado, com um numero menor, poderia ocorrer a falta de informacdes

necessarias para se obter um modelo com baixos erros de previsdo.

0,25

0,20

0,15

RMSECV

0,10

0,05

0,00 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Numeros de Variaveis Latentes

Figura 12: NUmero de variaveis latentes, em fungdo do RMSECV.
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Tabela 4: Valores de RMSECYV para 10 variaveis latentes do modelo PLS.

Variancia Variancia
VL RMSECV Acumuladaem X AcumuladaemY
(%) (%)

1 0,23 92,61 7,69

2 0,22 98,58 25,25
3 0,22 98,83 37,57
4 0,13 99,96 74,64
5 0,065 99,98 92,22

6 0,031 99,98 97,93

7 0,021 99,99 99,06
8 0,019 99,99 99,56
9 0,018 99,99 99,80
10 0,019 99,99 99,85

A Figura 13 mostra o grafico do coeficiente de regressdo do modelo PLS, no qual
notam-se que as variaveis mais significativas para o modelo sdo aquelas que

representam as linhas de emissao de titanio e zinco.

Ti Ko

024 Zn Ka

Vetor de Regressao
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T J T y T
0 20 40
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Figura 13: Gréfico do coeficiente de regressao para o modelo PLS a 100 s.
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Os pesos expressam o0 quanto cada uma das variaveis contribui para a formacéao
do modelo, sendo maior a influéncia da variavel quanto maior for o valor positivo ou
negativo do peso, para cada valor de energia. Conforme mostrado na Figura 14, para
esse estudo, a primeira VL mostra a influéncia do pico Ka do elemento Sr. Embora esse
elemento tenha sido identificado apenas na amostra TP16, ele contribuiu de forma
importante para a abrangéncia do modelo.
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. Zn Ka.
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£
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o
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SrKp
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04 ] . ] . ] . ] . ]
0 10 20 30 40
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Figura 14: Grafico de pesos em funcéo da energia para a primeira variavel latente.

Na segunda VL, a regiao do pico Ka do Zn foi o de maior importancia, sendo que o
elemento esta presente em varias das amostras. Na terceira VL, o pico Ka do Ti foi
aquele que mais apresentou influéncia, mostrando que, para a constru¢do do modelo
multivariado diretamente nos cremes dentais, existe a necessidade de uma quantidade
maior de informacdes do que apenas a intensidade do sinal de titanio. Isso se deve a

interferéncia interelementos que altera o sinal do elemento de interesse (Figura 15).
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Figura 15: Grafico de pesos em fungao da energia, para a segunda e terceira variavel latente (2
VL e 3 VL, respectivamente).

E inviavel a construgcdo de uma curva analitica convencional univariada, na qual a
concentragao é fungao direta da intensidade do sinal de um Unico analito, como mostra
a Figura 16. Este resultado, demonstra a falta de linearidade da curva analitica devido
ao efeito de matriz envolvido, o que impossibilitaria por exemplo método de adicao de
padrdo. Para as médias das concentracées de TiO, das 16 amostras usadas para o
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conjunto de calibragéo, obtendo coeficiente de regressao igual a 0,843 e RMSECV igual
a0,17.

3.0+
1 [
r=0,843
2.5
RMSEP = 0,17
] [
2.0 -

Intensidade de Ti Ka (cps/uA)

T T
0.3 0.4 0.5

|
0.0 0.1 0.2
Concentragéo de TiO, (g/100 g)

Figura 16: Intensidade em funcéo da concentracdo de titanio, apds irradiacao direta das pastas de dente

(método univariado).

As variaveis latentes restantes permitem constatar a influéncia de outras regiées
do espectro na construcdo do modelo, como sinais dos elementos Ca, K e a regido de
espalhamento de raios X, entre 19 e 22 keV (Figura 17). Portanto, para a construcao do
modelo a partir dos espectros de FRX obtidos diretamente nas pastas de dente, é
necessario levar em consideracdo a variacdo na composi¢cdo organica (manifestada
pela ocorréncia do espalhamento da fonte de rédio) e a presenca de outros analitos,

mesmo quando a espécie de interesse nao se encontrar nesta faixa de energia.
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Figura 17: Gréfico de pesos em fungéo da energia da quarta até a oitava variavel latente.

Em seguida, foram avaliados os erros da validacdo cruzada do conjunto de
calibragdo para o modelo de PLS criado. As relagdes entre os valores previstos e 0s
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valores de referéncia (determinados pelas andlises das cinzas dos cremes dentais)
estdo apresentadas na Figura 18, onde também sdo apresentados os valores dos
coeficientes de correlagao da calibracéo (rcs) € da validagao (r.4). Comparando a Figura
16 (método multivariado) com a Figura 15 (método univariado), observa-se uma

melhora muito significativa nas correla¢des entre as duas curvas.
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Figura 18: Curvas de correlagdo entre os valores de referéncia e os valores previstos dos teores de TiO,

para calibracao e validacao interna, usando método multivariado.

Os coeficientes de correlacdo para a validacdo e calibracdo possuem valores
muito préximos; além disso, na Tabela 5, sdo apresentadas as médias dos valores da
previsao e os erros determinados para cada valor na validagdo cruzada, sendo que o0s
erros de previsdao nao excedem 13 g/100 g. Um dos espectros de cada uma das
replicatas TP5, TP13, TP14 e TP20, foram considerados como outliers, pois
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apresentaram valores elevados de residuo de Student, sendo assim excluidas do
modelo.

Tabela 5: Valores e erros médios de previsdo na validacao interna dos teores de TiO,
do modelo de PLS (n = 3).

Valores de Referéncia Valores Previstos Erro
Amostras

(9/100 g) (9/100 g) (%)
TP1 0,870 0,865 1
TP2 0,710 0,679 4
TP4 0,503 0,522 4
TP5 0,445 0,426 4
TP6 0,409 0,435 6
TP7 0,385 0,373 3
TP9 0,353 0,346 2
TP10 0,336 0,340 1
TP11 0,242 0,227 6
TP12 0,222 0,238 7
TP13 0,171 0,182 6
TP14 0,143 0,162 13
TP16 0,102 0,101 1
TP17 0,0812 0,0748 8
TP20 0,0539 0,0509 6
TP21 0,0522 0,0470 10

A fim de avaliar parametros importantes do modelo, foram determinadas algumas
figuras de mérito, cujos valores estdo apresentados na Tabela 6. Os valores
determinados permitem constatar que os limites de deteccdo (LOD) e quantificacao
(LOQ) estéao abaixo do menor valor medido de diéxido de titdnio nas amostras. O teste
t, por sua vez, permitiu concluir que os erros sistematicos presentes nos modelos sdo
insignificantes, podendo ser desprezados, visto que 0 fpss calculado foi inferior ao
tabeiado (2,31), com 95% de confianga. As capacidades de calibracao (RMSEC, Root
Mean Square Error of Calibration) e previsdo por validacdo cruzada (RMSECV), do
modelo foram de 0,012 e 0,019%, respectivamente.
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Tabela 6: Figuras de mérito do modelo multivariado na analise de TiO, nas amostras de cremes dentais.

Figuras de Mérito Parametros

RMSEC 0,0122
RMSECV 0,0192
LOD 0,0132
LOQ 0,0392
bias 0,012

49/100 g;

*ttabelado =2,31 (95°/o de confianga).

As triplicatas das amostras TP3, TP8, TP15, TP18, TP19 e TP22 foram
empregadas para validagcdo externa, essas amostras foram escolhidas por
representarem cada, uma marca diferente. Na tabela 7, sdo apresentados os valores
médios previstos e os erros obtidos na validagao externa. Cada amostra escolhida
pertence a uma marca diferente de creme dental; assim, o modelo tornou-se capaz de

prever diferentes concentragdes TiOz, para variadas marcas comerciais de dentifricios.

Tabela 7: Valores e erros médios de previsdo para validagao externa dos teores de TiO,,

usando o modelo de PLS (n = 3).

Valores de Referéncia Valores Previstos Erro
Amostras

(9/100 g) (9/100 g) (%)
TP3 0,655 0,548 16
TP8 0,345 0,329 5
TP15 0,129 0,135 4
TP18 0,0496 0,0439 12
TP19 0,0474 0,0528 11
TP22 0,0408 0,0370 9

O valor maximo para o erro da validacao externa foi de 16% para a amostra TP3,

indicando que o método proposto é adequado para esse tipo de analise.

4.2. MODELOS DE PLS PARA AMOSTRAS IRRADIADAS POR 700 SEGUNDOS

As mesmas amostras usadas e discutidas no item 3.1 também foram analisadas

por FRX sobre 700 segundos de irradiacao (Figura 19). Essa proposta teve como fim
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avaliar a diferenca no tempo de irradiacao nos espectros e como o modelo de PLS foi
influenciado com essa medida, pois um aumento no tempo de analise tem como
consequiéncia o aumento da razao sinal/ruido, o que teoricamente levaria a uma melhor

interpretacédo dos dados.
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Figura 19: Espectros de raios X sobrepostos das 16 amostras de cremes dentais irradiadas diretamente

por 700 segundos, que compdem o conjunto de calibracao.

Para a construcdo do modelo PLS desses dados, foi utilizada uma matriz de
dados X, composta pelas 2047 variaveis espectrais de 16 amostras de creme dentais
irradiadas diretamente por FRX e a matriz Y, contendo as concentracdes de diéxido de
titAnio de cada amostra, obtidas por parametros fundamentais das cinzas irradiadas
(Tabela 2).

Os espectros de FRX foram entdo centrados na média e o algoritmo do PLS foi
aplicado. O proximo passo foi avaliar os numeros de variaveis latentes a serem usados
no PLS. A Tabela 8 apresenta os valores dos erros quadrados médios de validagéao
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cruzada (RMSECV). O numero de variaveis latentes usado foi novamente igual a 8,
pois a partir da oitava varidvel, ndo ha mudangas significativas nos valores de
RMSECV.

Tabela 8: Valores de RMSECYV das amostras irradiadas por 700 s.

Variancia Variancia
VL RMSECV Acumuladaem X AcumuladaemY
(%) (%)

1 0,23 29,858 7,69

2 0,22 49,226 18,98
3 0,21 78,235 27,51

4 0,16 99,304 58,72
5 0,092 99,807 93,40

6 0,052 99,874 96,26

7 0,036 99,891 98,10

8 0,023 99,903 98,32
9 0,022 99,911 99,36
10 0,022 99,922 99,84

Na figura 20, € mostrado o coeficiente de regressao para o modelo a 700 s; as

linhas de emissao do cloro, titanio e zinco sdo as mais significantes para o modelo.
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Figura 20: Grafico do coeficiente de regresséo para o modelo de PLS a 700 s.
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Com o numero de VL definido, os pesos puderam ser avaliados, mostrando o
quanto cada uma das variaveis contribui para a formacdo do modelo, sendo maior a
influéncia da variavel quanto maior for o valor positivo ou negativo do peso para cada
valor de energia. Na Figura 21, podemos analisar a alta influéncia dos picos Zn Ko e Sr

Ko na primeira variavel latente, explicando 29,8% da variancia acumulada do modelo.
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Figura 21: Grafico de pesos em funcéo da energia para a primeira variavel latente.

Na segunda VL, o pico Ka do Ti e o espalhamento recorrente da fonte de rddio,
sdo os mais influentes para essa variavel. A terceira VL é uma combinacdo entre os
picos Ti Ka e Zn Ka, que influenciam positivamente e negativamente, respectivamente,

nos pesos (Figura 22).
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Figura 22: Gréfico de pesos em fungéo da energia para a segunda e terceira variavel latente,

As quarta, quinta e sexta variaveis latentes explicam a alta influéncia dos picos Ko
referente aos elementos Ca e K e Cl. Por fim, nas VL’s 7 e 8, observa-se a influéncia da

matéria organica, que se apresenta como o espalhamento proveniente da fonte de raios
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‘ E digno de nota aqui que, quando interpretamos os pesos desse novo modelo,

eles sao diferentes das amostras irradiadas a 100 s; basicamente fornecem a mesma
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informacédo, mas, em variaveis latentes diferentes. Este fato indica que o aumento do
tempo favorece significativamente o aumento da intensidade das linhas de emissdes de
elementos mais leves.

Em seguida, foram avaliados os erros de previsdo da validagdo cruzada
determinados pelo PLS. Os valores médios das triplicatas de cada amostra sao
mostrados na Tabela 9, sendo o maior erro encontrado de 21%, para a amostra TP21.
Os espectros de cada uma das replicatas TP11 e TP21, foram considerados como
outliers e excluidas do modelo, pois apresentaram valores elevados de residuo de
Student.

Tabela 9: Valores e erros médios de previsdo na validacao interna para teores de TiO, para as amostras
irradiadas por 700 s (n = 3).

Valores de Referéncia Valores Previstos Erro
Amostras

(9/100 9) (9/100 9) (%)
TP1 0,870 0,863 1
TP2 0,710 0,703 1
TP4 0,503 0,489 3
TP5 0,445 0,432 3
TP6 0,409 0,411 1
TP7 0,385 0,364 5
TP9 0,353 0,367 4
TP10 0,336 0,330 2
TP11 0,242 0,276 14
TP12 0,222 0,217 2
TP13 0,171 0,172 1
TP14 0,143 0,143 0
TP16 0,102 0,0993 3
TP17 0,0812 0,0917 13
TP20 0,0539 0,0518 4
TP21 0,0522 0,0412 21

Os coeficientes de regressao da calibracdo e validacao para os valores previstos
na calibracdo e na validagcdo cruzada também foram calculados e sdo mostrados na
Figura 24. Ambos os valores apresentam alto coeficiente de regresséo indicando alta

correlagéo.
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Figura 24: Curvas de correlacdo entre os valores de referéncia e os valores previstos para os teores de
TiO2 no modelo PLS, para calibragao e validagao interna das amostras irradiadas por 700 s.

Figuras de mérito foram calculadas para o modelo de PLS dos espectros
irradiados a 700 s, e seus valores permitem constatar que os limites de deteccéo (LOD)
e quantificacao (LOQ) estado abaixo do menor valor determinado de TiO, nas amostras
(Tabela 10). O teste t prevé que erros sistematicos no modelo sao insignificantes,
podendo ser desprezados, visto que 0 tyjas calculado foi inferior ao tiaperado (2,31), com
95% de confianca. A capacidade de calibracdo (RMSEC) e os erros da validacao
cruzada (RMSECV) do modelo foi de 0,0064 e 0,023%, respectivamente.
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Tabela 10: Figuras de mérito para o modelo PLS com as amostras irradiadas por 700 s.

Figuras de Mérito Parametros

RMSEC 0,0062%
RMSECV 0,0232
LOD 0,012
LOQ 0,0392
tbias 0,033*

49/100 g;

*ttabelado =2,31 (95°/o de confianga).

As triplicatas das amostras TP3, TP8, TP15, TP18, TP19 e TP22 foram
empregadas para validagédo externa. Na tabela 11, sdo apresentados os valores médios

previstos e os erros obtidos na validagdo externa.

Tabela 11: Valores e erros médios de previsao para validagao externa para os teores de TiO,
usando o modelo de PLS, amostras irradiadas por 700 s (n = 3).

Valores de Referéncia Valores Previstos Erro

Amostras (9/100 g) (@1009) (%)
TP3 0,655 0,603 8
TPS8 0,345 0,344 0
TP15 0,129 0,135 4
TP18 0,0496 0,0483 3
TP19 0,0474 0,0496 5
TP22 0,0408 0,0370 9

O maior erro encontrado foi para a amostra TP22 (9%), mostrando assim — e
como ja esperado — que o maior tempo de irradiacdo também foi capaz de prever
amostras externas com baixos erros.

Como os dois modelos criados com tempos diferentes mostraram-se adequados
para metodologia proposta, foi necessario verificar se existe diferenca significativa entre
0s meétodos, fazendo o teste t pareado. O valor encontrado, usando como dados as
previsdes externas dos dois modelos, foi de 0,754, valor menor que o valor de  tapeiados
a 95% de confianca, que € igual a 2,77; ou seja, ndo ha diferenca estatistica
significativa entre os métodos. Portanto o tempo de 100 s é mais adequado para o que
foi proposto a ser feito, ja que ele corresponde a 14% do tempo gasto para 700 s, o que

traria vantagens comerciais em analises de rotina.
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5. CONCLUSAO
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O método proposto envolvendo espectros de FRX de pastas de dente e
quimiometria baseou-se na determinagédo de teores de TiO,, usando como valores de
referéncia os obtidos pelo método de Parédmetros Fundamentais para cinzas das
mesmas amostras. Ele foi capaz de prever o teor de diéxido de titanio em amostras
externas com erros de até 16 g/100 g, para 100 s de irradiacdo. Dessa forma, pode-se
afirmar que a proposta é eficaz para a determinacédo de teores de TiO, em matrizes
complexas como as pastas de dentes, de forma rapida e com o minimo de preparo de
amostra.

Na andlise das cinzas dos cremes dentais para obtencdo dos valores de
referéncia, a amostra TP1 foi a que apresentou maior teor de TiO, (0,87 g/100 g), mas a
legislacdo nao estabelece nenhum limite seguro para o uso desse pigmento em
produtos de higiene bucal, embora seja de 1 g/100 g o valor maximo recomendado pela
FDA para alimentos. Testes com padrdes similares as cinzas foram feitos para avaliar a
exatiddo da metodologia de parametros fundamentais, apresentando recuperagdo em
torno de 100%.

O uso de oito variaveis latentes para explicar a variancia do modelo ¢é justificado,
pois ha grande diferenca na composicao das amostras de cremes dentais, que atendem
a fins especificos, como o combate ao tartaro ou o clareamento dental, por exemplo.
Esse numero de varidveis latentes possibilita analises diretas para diferentes marcas
encontradas no comércio, sem que ocorra sobreajuste no modelo. Cabe ainda
ressaltar, porém, que o método é eficaz apenas para as amostras que contenham
diéxido de titdnio em sua formulagdo, uma vez que amostras sem a presencga do
elemento (ou seja, teor igual a 0% de TiO2) ndo foram utilizadas na construcao do
modelo. Os modelos de PLS elaborados com 100 s e 700 s mostraram nao ter
diferenca estatistica significativa entre os métodos, com 95% de confianca.

Os calculos das figuras de mérito confirmaram a auséncia de erros aleatérios pelo
teste t a 95% de confianca e, LOD e LOQ abaixo do menor valor encontrado de didxido

de titdnio nas amostras.
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