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RESUMO

Esta tese de doutorado apresenta uma inovagédo na quimica analitica abordando
novas aplicagdes da técnica de fluorescéncia de raios-X, na qual o espalhamento da
radiagédo X e a quimiometria exercem papel fundamental.

Os sinais de espalhamento dos raios X provenientes da interacdo de diferentes
fontes de excitacdo com amostras essencialmente organicas foram avaliados a partir de
estudos realizados com um espectrometro de bancada com tubo de Rh, como também
com luz sincrotron, da linha de fluorescéncia de raios-X do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), Campinas, SP, Brasil. Os resultados mostraram diferentes perfis de
espalhamento da radiacdo para as diferentes fontes de excitacdo empregadas. Uma
banda continua em toda regido espectral foi obtida como sinal, no caso do uso da luz
sincrotron, e intensos picos em determinadas regides espectrais caracterizaram o0s
espalhamentos Compton e Rayleigh, quando o tubo de Rh foi utilizado. A alta
intensidade da luz sincrotron resolveu o0s problemas de precisdo intermediaria
observados nas medidas das amostras de alcoois realizadas com tubo de Rh.

Em outro estudo, no qual os espectros de XRF de amostras de adocantes
dietéticos e Obleos vegetais foram analisados por PCA, os resultados revelaram
agrupamentos entre compostos com composi¢cées quimicas ligeiramente distintas.
Nesse caso, 0 uso do tubo de Rh foi adequado para atingir os objetivos propostos. Nas
analises de 6leos, a formacgao dos diversos grupos foi baseada nas variedades de 6leos
de soja, canola, girassol e milho. Nos testes realizados com adocantes, os resultados
mostraram uma tendéncia de diferenciacdo entre as amostras compostas por diferentes
edulcorantes, principalmente entre aqueles que contém ou que ndao contém o atomo de
enxofre em suas moléculas.

O estudo realizado com amostra de urina conclui este trabalho, ressaltando mais
uma vantagem do uso da XRF aliada a quimiometria: a possibilidade de realizar
quantificacoes diretas e simultaneas de elementos inorganicos e compostos organicos
em amostras liquidas complexas. Nesse caso, um método para determinacao de Ca, P,
Na, K, Mg, Cl, uréia, glicose e creatinina em amostra de urina é apresentado, no qual os
coeficientes de regressao da ordem de 0,99, obtidos para os modelos de calibracdo dos
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diferentes analitos, mostram a potencialidade da técnica para ser implementada em
laboratérios de rotina.
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ABSTRACT

This work presents an innovation in analytical chemistry dealing with new
applications of X-ray fluorescence technique in which the X-ray scattering effects and
the chemometric tools play essential roles.

X-ray scattering spectra resulting from interaction of simple organic samples were
obtained with two sources, a common bench top spectrometer equipped with a Rh tube
and also with synchrotron radiation (from the XRF beam line of the Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, SP, Brazil). Distinct scattering profiles are
observed for both excitation sources: a continuum for synchrotron light and intense
peaks related to Compton and Rayleigh effects when a Rh tube is used. After
processing the spectra from both sources, it was observed that the high intensity of
synchrotron radiation solved the intermediate precision problems found in measuring
samples via Rh tube.

In another study, the spectra of sweetners and vegetable oils were analysed by
XRF with PCA and the results showed distinct groupings for distinct samples. In this
case, the Rh source was adequate to reach the objectives. In oil analyses, different
groupings are based on the varieties of soybean, corn, canola and sunflower oils. In the
case of sweetners, the results show a tendence to diferentiate samples of dissimilar
artificial sweetners, especially when the presence of sulfur is of major importance.

A study performed with urine samples is the final part of this work, poiting out one
more advantage of using X-ray fluorescence with chemometrics, that is, the possibility of
simultaneous and direct quantifications of inorganic elements and organic compounds in
complex liquid samples. In this case a method for determining Ca, P, Na, K, Mg, ClI,
urea, glucose and creatinine is presented with good regression coefficients being
obtained for the different analytes. This can be taken as a good indication of the

potential of the technique for implementation in routine laboratories.
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Introdugéo

l. 1 INTRODUCAO

A Quimica Analitica é a area responsavel pelo desenvolvimento de novas
metodologias de andlise, aplicaveis aos mais variados campos da pesquisa cientifica e
em laboratérios de rotina. A continua procura por métodos cada vez mais seletivos,
versateis, econémicos, robustos, etc., € que mantém o desenvolvimento desta area, o
que acaba contribuindo significativamente para o progresso de outras.

Uma das grandes sub-areas da Quimica Analitica é a Espectrometria, dentro da
qual, nesse trabalho, destaca-se a técnica de fluorescéncia de raios X (XRF, do inglés,
X-ray Fluorescence). A XRF nasceu por volta de 1912, quando o fisico inglés Henry
Moseley estabeleceu uma relagdo matematica entre as energias dos raios X e 0s
numeros atémicos dos elementos quimicos (Jenkis, 1999).

Pode-se dizer que a XRF hoje estd bem disseminada na comunidade cientifica,
por sua habilidade em determinar elementos quimicos, geralmente de forma rapida,
sem destruir a matriz, com baixo custo operacional € minimo, ou mesmo nenhum,
preparo da amostra. Est4 pronta a solucionar certos problemas quimicos, além das
inUmeras aplicagcbes em outras areas da ciéncia como medicina, geologia, biologia,
arqueologia, entre outras (Bdrjesson et al, 2003; Potts et al, 2003)

O fendmeno que fundamenta as medidas por XRF é o efeito fotoelétrico. Porém,
além deste, efeitos de espalhamento do feixe incidente, conhecidos como
espalhamentos Rayleigh, Compton e Raman de raios X, ocorrem simultaneamente,
embora sejam pouco utilizados pelos pesquisadores em medidas analiticas.

Considerando-se a importancia dos estudos cientificos voltados para o
aprimoramento das técnicas analiticas e visando avancos, especialmente dentro da
espectrometria de raios X, desenvolveu-se neste trabalho uma alternativa para analises
envolvendo a fluorescéncia de raios X, mas enfocando principalmente o uso do
espalhamento da radiacdo X e a andlise multivariada de dados quimicos, area

conhecida como quimiometria.
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Objetivos

Il. 1 OBJETIVOS GERAIS

O principal objetivo deste trabalho &€ apresentar uma nova aplicacdo da técnica
de espectrometria de raios X, baseada nos sinais analiticos gerados tanto pelo efeito
fotoelétrico, como pelos efeitos dos espalhamentos Compton, Rayleigh e,
principalmente, Raman de raios X. A partir disso, outros objetivos fazem parte do

trabalho:

v' Estudar o espalhamento de raios X, avaliando a posicao e a intensidade dos
picos ou bandas de espalhamento provenientes de diferentes amostras contendo

essencialmente elementos leves.

v Avaliar o perfil espectral do espalhamento de raios X provenientes de diferentes
fontes de excitagdo, comparando as informacgdes obtidas dos diferentes sinais.

v" Conduzir estudos que comprovem que a regiao do espalhamento da radiagcao
traz informacdes qualitativas e quantitativas a respeito das amostras.

v' Empregar a quimiometria no tratamento dos espectros obtidos, utilizando analise
de componentes principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis) para
a analise exploratéria ndo supervisionada dos dados e o0 método de regressao
PLS (do inglés, Partial Least Squares), para a construcdo de modelos de

calibracao multivariada.

v' Desenvolver métodos analiticos que, aprimorados em estudos futuros, possam
ser implementados na pratica, segundo as necessidades de laboratérios de

rotina.
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lll. 1 ADESCOBERTA DOS RAIOS X

Na noite de 08 de novembro de 1895, o fisico alemao Wilhelm Conrad Rdntgen
trabalhava numa sala totalmente escura, utilizando um tubo de Coolidge com o qual
estudava a condutividade dos gases. A certa distancia do tubo, havia uma folha de
papel tratada com platinocianeto de bario usada como tela. Réntgen viu com espanto a
tela brilhar, emitindo luz. Ele achou que esta luz nao poderia ser proveniente da valvula,
pois estava coberta por uma cartolina negra e nada (luz ou raio catddico) poderia ter
vindo dela. Surpreso, fez varias investigacdes. Virou a tela, expondo o lado sem o
revestimento de platinocianeto de bério, e esta continuava a brilhar. Colocou diversos
objetos entre a valvula e a tela e viu que todos pareciam transparentes, mas nao
demorou a ter uma surpresa maior quando sua mao escorregou em frente a valvula e
viu seus 0ssos na tela. Registrou em chapas fotograficas suas observacdes e s6 entdo
teve certeza de que estava diante de algo novo. Em 28 de dezembro de 1895, Réntgen
entregou a Sociedade Fisico-Médica de Wurzburg, Alemanha, um relatério preliminar
de sua descoberta, descrevendo as pesquisas que fizera nas sete semanas anteriores:
0s objetos tornavam-se transparentes diante dos novos raios que, por serem
desconhecidos, chamou-os de raios X. Em 1901, Rdntgen foi laureado com o primeiro
Prémio Nobel da Fisica e, posteriormente, o seu nome foi dado ao elemento 111
(IUPAC, 2004). Na Primeira Guerra Mundial, pode-se dizer que os beneficios dos raios
X salvaram mais de 10 mil vidas. A partir de 1950, técnicas baseadas em raios X se
tornaram ferramentas importantes dentro da fisica tetrica e desde entdo, seu uso vem
crescendo em diversas areas, como a de caracterizacdo de materiais, por exemplo.
Hoje, os métodos baseados em absorciometria de raios-X sdo essenciais para as
industrias e radiografias médicas (Jenkins, 1999).

lll. 2 FLUORESCENCIA DE RAIOS X (XRF)

A técnica de fluorescéncia de raios X nasceu por volta de 1912, com um trabalho
apresentado por Henry Moseley embora, somente a partir de 1948, a técnica ganhou
forca com um trabalho apresentado por Freidman & Birks (Jenkins, 1999).
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A XRF é classificada como uma técnica de emissdo atémica, fundamentada no
efeito fotoelétrico. Quando um atomo é submetido a um processo de irradiacao
utilizando-se de uma fonte de raios X (tubos de raios X, inducdo por particula,
radiois6topos naturais, luz sincrotron, etc.), um elétron pode ser ejetado das camadas
eletrbnicas mais internas do atomo. Para estabilizacdo deste estado de excitacao,
elétrons das camadas eletrbnicas mais externas ocupam rapidamente as vacancias
geradas, liberando a diferenca de energia existente entre os dois niveis de energia; a
radiacdo emitida para cada transigcao é caracteristica para cada elemento presente na
amostra. O fenbmeno esta representado na Figura I1l.2. Desta maneira, a energia ou
comprimento de onda da radiacdo emitida pode ser diretamente utilizada na
determinagcdo qualitativa de um elemento, assim como a intensidade da radiagéo
emitida pode ser empregada na quantificacao de tal espécie (Jenkins, 1999; Skoog et
al., 2002).

Fluorescéncia de raios X

Elétron fotoejetado

Fonte primaria de raios X

Figura Ill.2 Representagao do efeito fotoelétrico.

A partir de 1950, comecaram a surgir 0os primeiros espectrometros de
fluorescéncia de raios X comerciais, de forma que hoje a técnica apresenta uma ampla
variedade de equipamentos que se diferenciam pelo modo de excitacdo ou pela

configuragdo (geometria), sendo basicamente divididos em 3 categorias:

12



Espectrometria de raios X

1 — Por dispersdo em comprimento de onda (seqiencial ou simultaneo), sigla em inglés,
WDXRF (Wavelength Dispersive X-ray Spectrometry).

2 — Por dispersao em energia (com diferentes modos de excitacao), sigla em inglés,
EDXRF (Energy Dispersive X-ray Spectrometry).

3 — Os especiais, que apresentam configuracées que merecem ser destacadas:

3.1 — Reflexao Total, sigla em inglés, TXRF (Total Reflection X-ray Spectrometry).

3.2 — Com Fonte de Luz Sincrotron, sigla em inglés, SRXRF (Synchrotron Radiation X-
ray Spectrometry).

3.3 — Inducao por Particulas, sigla em inglés, PIXE (Particle Induced X-ray Emission).

Equipamentos portateis de XRF, que utilizam radiois6topos ou tubos de raios X
como fonte de excitagdo, também ja sdo bastante empregados em analises de rotina,
sendo que as principais aplicacbes estdo voltadas para andlises de obras de arte
(Calligaro, 2002; Pappalardo et al., 2006). Na ciéncia, seu grande potencial é enfocado
para analises in vivo (Aro et al., 2000; Bérjesson et al., 2003).

ll. 2.1 FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR COMPRIMENTO DE ONDA
DISPERSIVO (WDXRF)

Os espectrometros de comprimento de onda dispersivo (WDXRF, do inglés,
Wavelength Dispersive X-Ray Fluorescence) sdo constituidos essencialmente por um
cristal e um detector monocanal que sdo usados para a medida sequencial de varios
comprimentos de onda, ou por um detector multicanal que apresenta um conjunto de
cristais e detectores para realizacdo de medidas simultaneas. Nos espectrémetros
convencionais, um cristal de espaco interplanar conhecido (cristal analisador), que é
movimentado por um gonidémetro, atua como uma rede de difracdo. Ele dispersa o feixe
policromético proveniente da emissdo da amostra, difratando cada comprimento de
onda caracteristico a um angulo especifico. Ou seja, quanto maior o comprimento de
onda, maior o angulo de dispersao, segundo a lei de Bragg (Skoog et al., 2002).

Uma das grandes vantagens associadas a utilizacdo de instrumentos de WDXRF
esta no fato das andlises serem obtidas quase sem interferéncias espectrais, devido a
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alta resolucao proporcionada pelo sistema cristal/goniémetro. Isso permite uma selecao
de comprimentos de onda com maxima eficiéncia na linha de interesse ou eficiéncia
minima nas linhas interferentes. Além disso, existem filtros que possibilitam eliminar as
interferéncias entre as linhas caracteristicas da fonte e o sinal de emissao do elemento
de interesse, bem como a escolha correta do cristal analisador, que permite separar e
selecionar uma regido especifica e muito estreita do espectro de emissao de raios X.

Recentemente, Barilaro et al. (2006) empregaram a técnica em analises
arqueoldgicas para caracterizacao de fragmentos obtidos de escavagao no sul da ltalia.
A escolha da WDXRF e da FT-IR (do inglés, Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy) pelos autores foi baseada na possibilidade de realizar analises nao
destrutivas das amostras consideradas preciosas, e na possibilidade de correlacionar
os dados obtidos com a origem dos fragmentos. Os resultados obtidos usando WDXRF,
principalmente relativos as concentragées de Ni e Cr, foram valiosos na diferenciagéo
das amostras pertencentes a Itdlia e algumas pertencentes a Grécia. Valores abaixo de
150 e 250 mg L para Ni e Cr, respectivamente, sdo caracteristicos de amostras da
Sibari, regiao do sul da ltalia, enquanto valores acima destes supostamente sao de
origem grega.

Em outro trabalho (Margui et al., 2005), a técnica foi empregada para
determinagdo multielementar de mais de 14 elementos em amostras de vegetais.
Considerando a ampla faixa de concentracdo obtida em material de referéncia
certificado, que variou de < 0,1 mg L™ até > 1000 mg L para diferentes elementos,
considera-se o uso da WDXRF bastante adequado para o estudo em questéo.

lll. 2.2 FLUORESCENCIA DE RAIOS X POR DISPERSAO DE ENERGIA (EDXRF)

A maioria dos instrumentos de fluorescéncia de raios X por EDXRF é multicanal
e consiste somente de duas unidades basicas: a fonte de excitacdo e o sistema de
deteccao, que geralmente emprega um detector semicondutor de Si(Li) acoplado a
sistemas eletrbnicos que atuam como agente de dispersao.

A analise quantitativa por EDXRF apresenta baixa resolucdo e pobre
detectabilidade para certos elementos, quando comparada a andlise por WDXRF;
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porém, tem a grande vantagem de ser rapida, permitir a montagem de um
espectrémetro de baixo custo, entre outras.

Para contornar o problema dos limites de deteccédo, alguns trabalhos reportados
na literatura empregam métodos de concentracdo da amostra antes da analise por
EDXRF (Nagata et al., 1997; Cornejo-Ponce et al., 1998). Recentemente, Teixeira et al.
(2007) propuseram um método de quantificagdo para cobre e ferro em gasolina
automotiva, apés concentracao dos analitos em papel celulose. Embora muitas técnicas
sejam capazes de realizar determinacées quantitativas de Cu e Fe, o trabalho é
interessante, se for considerado que XRF € 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.

Em outro estudo recente, a técnica de EDXRF foi aplicada para analises
arqueolégicas e metalurgicas de amostras provenientes de certas regides de Israel,
com base na vantagem da técnica que permite realizar andlises em campo (Shalev et
al., 2006). As amostras foram irradiadas em uma estacao piloto com um espectrémetro
improvisado com tubo de Rh e detector Peltier e os resultados foram bastante
satisfatorios, podendo ser correlacionados com a procedéncia das amostras.

Outros trabalhos recentes reportados na literatura mostram muitas aplicacées da
EDXRF. Enfocando especificamente o uso de radioisétopos como fontes de excitacéo
da amostra, Papachristodoulou et al. (2006) e Mukhamedshina & Mirsagatova (2005)
empregaram '%Cd em estudos de caracterizacdo de amostras de porcelanas antigas e
ligas metalicas, respectivamente. Os autores ressaltam que a XRF mostrou ser
bastante til, considerando a rapida obtencao da composi¢do quimica dos materiais, a
determinacdo de macro-componentes com resultados semi-quantitativos, sem a
necessidade de um padrao, e ainda, no estudo com as porcelanas, possibilitar o uso da
quimiometria para o tratamento dos dados obtidos, o que foi essencial para avaliacdo
da procedéncia e processos de manufatura.
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lll. 2.3 FLUORESCENCIA DE RAIOS X COM REFLEXAO TOTAL (TXRF)

Uma vertente de grande sucesso da técnica de XRF é a TXRF, baseada nos
mesmos principios da técnica convencional, embora com algumas diferengas na
configuracdo do equipamento, que sao bastante significativas. Nesse caso, o feixe de
radiacao atinge a amostra com um angulo de incidéncia muito pequeno, minimizando a
sua interacao com o substrato. A radiacao emitida é detectada perpendicularmente e
bem préxima a amostra, maximizando o numero de fétons coletados pelo detector. Para
isso, a amostra, que deve ser liquida ou solubilizada, deve ser apresentada na forma de
um filme depositado sobre um suporte muito limpo e opticamente plano, geralmente de
quartzo.

Essas modificacbes elevam a detectividade da técnica de XRF convencional,
famosa por apresentar alta radiacdo de fundo decorrente de efeitos de espalhamento
da radiacéo.

Considerando as vantagens dessa vertente da XRF, muitos trabalhos que
envolvem a TXRF estdo sendo publicados com diferentes enfoques (Misra & Singh
Mudher, 2002; Meinschad et al., 2003; Klockenkamper, 2006; Nagata et al., 2006; Streli
et al. 2006).

Com os 30 anos da descoberta da TXRF, € interessante mencionar que hoje,
além da sua grande importancia em microanalises, ela vem ganhando espaco em
andlises de superficie e de camadas finas. Segundo Misra & Singh Mudher (2002),
nenhuma outra técnica de analise pode competir com a TXRF, considerando sua
aplicacdo para andlises de wafers finos. Segundo Klockenkdmper (2006), os bons
limites de deteccao que vém sendo alcancados pela técnica a tem colocado em pé de
igualdade com outras bastante empregadas, como ICP OES, ET-AAS e ICP-MS. Os
maiores desafios sdo combinar a reflexdo total dos raios X com os diversos métodos de
excitagdo de raios X e, assim, disseminar a potencialidade da técnica. Nesse contexto,
Streli et al. (2006) descreveram alguns resultados recentes obtidos com a SR TXRF (do
inglés, Synchrotron Radiation Induced Total Reflection X-Ray Fluorescence), os quais

foram bastante satisfatérios para analises de aerosol, alumina ultra pura e especiacao
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de As em xilema. Nagata et al. (2006) determinaram tracos de chumbo e arsénio em
solugdes aquosas, apds empregarem quimiometria para andlise de dados.

. 24 FLUORESCENCIA DE RAIOS X COM FONTE DE LUZ SINCROTRON
(SRXRF)

A técnica de SRXRF difere da XRF convencional pelo fato de empregar a luz
sincrotron como fonte de excitacdo. Para se gerar a luz sincrotron, elétrons sao
injetados em um anel com alto vacuo e mantidos em alta energia cinética atraveés de
uma bobina de radiofreqtiéncia e de um oscilador eletromagnético. Os campos verticais
aceleram os elétrons horizontalmente, e esta aceleracao por um ima curvo, causa a
emissdo tangencial de um feixe de radiacdo de amplo espectro, denominada luz
sincrotron.

Este tipo de fonte tem proporcionado melhoras significativas na detectabilidade
dos elementos, decorrentes das proprias propriedades fisicas deste tipo de radiagdo. A
radiacao sincrotron apresenta um feixe muito mais intenso que as fontes convencionais,
distribuigdo continua de energia, feixe altamente colimado e polariza¢ao linear no plano
da trajet6ria em que o elétron € mantido, permitindo reduzir os efeitos de espalhamento
e, conseqlentemente, a radiacdo de fundo. Assim, recentemente, Bazhanova et al.
(2007) aplicaram a SRXRF num estudo de avaliagdo da composi¢cao elementar de
tecidos humanos saudaveis e doentes, enquanto Farquharson et al. (2007) mapearam
cobre e outros elementos tracos em tumor de mama, usando um micro feixe de luz
sincrotron. Muitos outros trabalhos reportados na literatura envolvendo SRXRF tém sido
aplicados em analises bioldgicas, principalmente em estudos de casos, como os citados
acima.

Apesar das grandes vantagens de se empregar luz sincrotron, deve ser
ressaltado que um dos principais inconvenientes desta técnica é o alto custo embutido
na construcdo e manutencao do gerador dessa radiacao. Além disso, a intensidade da
fonte diminui com tempo, propriedade que deve ser contornada através do
monitoramento continuo do feixe primario ou com o emprego de padrao interno nas

amostras analisadas.

17



Espectrometria de raios X

lll. 2.5 FLUORESCENCIA DE RAIOS X INDUZIDA POR PARTICULA (PIXE)

A técnica PIXE difere da XRF tradicional basicamente por empregar um
acelerador de particulas (Acelerador de Van de Graaff), que acelera particulas alfa ou
prétons que sdo o0s responsaveis pela excitacdo do atomo. Para evitar perdas de
intensidade da fonte, o sistema é mantido em cadmara de vacuo. A maior intensidade e a
facilidade de focalizacdo do feixe produzido pelo acelerador de particulas sdo as
grandes vantagens da técnica PIXE em relacdo a XRF tradicional, enquanto o alto custo
€ o principal inconveniente da técnica.

Zhu et al. (2006) aplicou PIXE num estudo de origem de porcelanas chinesas
antigas e Wierzchos et al. (2006) estudou a composicdo elementar de pedras do
deserto da Antartica. Os autores sempre destacam a vantagem de a técnica possibilitar
analises nao destrutivas, tornando-a bastante apropriada para estudos nessas areas.

O uso de quimiometria para tratamento de dados provenientes de PIXE também
vem ganhando algum espago na comunidade cientifica. Biancato et al. (2006)
empregaram analise de componentes principais para analisar os resultados obtidos das
composigdes elementares de particulas de aerosol provenientes da costa da Antartica,
enguanto no trabalho realizado por Zhu et al. (2006), a andlise de fatores foi empregada
para identificar a procedéncia das porcelanas analisadas.

lll. 3 ESPALHAMENTO DE RAIOS X

O espalhamento da radiacdo X ocorre quando um féton de raios X interage com
os elétrons dos elementos quimicos, sem que haja os fenémenos quantizados de
absorcao/emissdao de energia pelo atomo. Assim, esses efeitos acontecem
concomitantemente ao efeito fotoelétrico, sendo o efeito de espalhamento mais
acentuado para os elementos que apresentam baixos coeficientes de absorcao para a
radiacéo X.

O espalhamento Rayleigh, também chamado de espalhamento coerente, ocorre
quando a interagdo entre os fétons da fonte de excitagdo e os elétrons das camadas
externas do atomo é elastica, ou seja, quando ndo ha perda de energia durante o
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processo de colisdo. Todos os atomos espalham fétons de raios X pelo processo
Rayleigh a uma maior ou menor extensdo, embora a intensidade do espalhamento
dependa do nimero atémico.

O espalhamento Compton, também chamado de espalhamento incoerente,
ocorre quando os fotons espalhados dispersam uma pequena parte de sua energia
durante a colisdo, especialmente quando o elétron que colide com o féton esta ligado
fracamente ao atomo (Jenkins, 1999). Segundo Compton, os raios espalhados sofrem
mudancgas no comprimento de onda, caracterizadas por um aumento no seu tamanho
(Compton, 1929). Nesse trabalho, Compton denominava os efeitos de espalhamento
como as linhas “ndo modificadas” e linhas “modificadas”, 0 que hoje correspondem aos
fendbmenos Rayleigh e Compton.

Uma representacdo simples desses fendbmenos se encontra na Figura 111.3.1

abaixo:

Espalhamento
Rayleigh

Espalhamento
Compton

Fonte primaria de raios X

Figura 111.3.1 Representacao dos fendmenos Compton e Rayleigh.

As intensidades relativas destes fendbmenos dependem também da composicéao
da matriz da amostra e aumentam proporcionalmente com a diminuicdo da massa

molar média da amostra. Portanto, amostras com grande quantidade de atomos leves
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(amostras organicas, por exemplo) apresentam espalhamento muito intenso
(Jenkins,1999).

Considerando as aplicacées da XRF tradicional, o espalhamento da radiacéo
incidente sempre foi considerado muito indesejavel. Estes efeitos de espalhamento
foram estudados com a ajuda de métodos matematicos sofisticados e tém sido usados
para corrigir resultados quantitativos de concentracdes elementares (Marcé et al., 1999)
Mais freqlentemente, tenta-se minimizar estes efeitos, ja que eles contribuem
fortemente para a radiacado de fundo, quando sinais de certos elementos quimicos sao
monitorados (Bos & Vrielink, 2005).

Além dos efeitos Compton e Rayleigh, outro tipo de espalhamento de baixa
intensidade também ocorre, chamado espalhamento Raman de raios X ou
espalhamento eletrénico (Tohji & Udagawa, 1987; Tohji & Udagawa, 1989). J4 em
1929, Compton relatou algumas palavras sobre as linhas “modificadas”
correspondentes a radiacdo espalhada serem raios X muito analogos as linhas Raman
vibracionais, descobertas alguns meses antes. Todavia, a teoria do espalhamento
Raman de raios X s6 foi aceita pela comunidade cientifica apds publicacao do trabalho
de Mizuno & Ohmura (1967), no qual o espalhamento foi definido como o referente a
perda de energia do féton durante sua interacdo com um atomo, caracterizada como a
energia de ionizacao de elétrons de camadas internas (K, L, ou mesmo M) do atomo em
questao.

No mesmo ano, Suzuki (1967), baseando-se nas consideracoes teéricas de
Mizuno e Ohmura, resolveu demonstrar experimentalmente o espalhamento Raman,
trabalhando com amostras de elementos puros leves tais como litio, berilio, boro e
carbono, tubos de raios X (radiacdo Ka do Cu e Cr) e espectrémetros por dispersao de
comprimento de onda. Os autores variavam o angulo de incidéncia dos raios X (30°,
60°, 80° 120° e 140°, dependendo do elemento usado como espalhador) e detectavam
a ocorréncia de um processo de absorcdo de energia, no qual os elétrons eram
deslocados para niveis atdmicos nao quantizados acima do nivel de Fermi, o que
gerava um pico deslocado em relacdo ao espalhamento Rayleigh, que representava
esse processo. Os autores provavam assim a ocorréncia de um fenémeno

desconhecido até entdo, chamando-o de espalhamento Raman de raios X. Nesta
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situacao, os fétons de alta energia que incidiram sobre as amostras com baixo numero

atdmico nao provocariam a ocorréncia do fenémeno fotoelétrico.
Em 1970, Suzuki e colaboradores (Suzuki et al., 1970) publicaram outro trabalho

na area, quando foi observado e confirmado experimentalmente que o pico Compton

variava seu perfil e sua posi¢cdo no espectro com a variagdo no angulo entre a fonte de

excitacdo e o detector (Figura I11.3.2). Por outro lado, o espalhamento Raman se

deslocava e tinha sua intensidade alterada de acordo com a composicdo da amostra

(Figura 111.3.3).
N
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Figura I1.3.2 Espectros da grafite contendo o pico Rayleigh e as bandas Compton e Raman,

onde A nas figuras representam a posicao do pico Rayleigh, Ac a posi¢ao da banda Compton e

Ar @ posicao da pequena banda do efeito Raman (Suzuki et al., 1970).

Analisando a Figura 111.3.2, retirada do trabalho de Suzuki e colaboradores

(1970), observa-se o aparecimento de uma banda deslocada em relagcdo ao pico
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Rayleigh, com uma perda de energia bastante significativa. Além disso, observa-se o
deslocamento do pico Compton com o aumento do angulo entre fonte e detector.

Isso leva a concluir que o espalhamento Compton ndo é dependente da
composicdo da amostra, mas sim do desenho experimental analitico. Essa
consideracao estd de acordo com a teoria que descreve o pico Compton em XRF
proposta por Van Gysel et al. (2003), que mostra a dependéncia desse efeito com seu

angulo de medida. Nesse trabalho, os autores apresentam a equacao:

AE = Ey— Ec/mc? (1 —cosé) Equagao 1

onde AE é a diferenca de energia (keV) entre a radiagdo incidente e a radiacao
espalhada, mc? é a energia de um elétron no estado de repouso (510,996 keV), 6 é o
angulo de espalhamento, Ey é a energia do féton antes do processo do espalhamento
ocorrer e E. é o valor de energia devido ao espalhamento Compton. Sendo assim,
outros fendmenos de espalhamento, se caracteristicos da amostra irradiada, néo
podem estar relacionados com o espalhamento Compton, que depende somente de
parametros geométricos.

Analisando outra figura (Figura 111.3.3), também retirada do trabalho de Suzuki e
colaboradores (1970), podem ser observados novamente os deslocamentos de uma
banda de baixa intensidade referente ao efeito Raman de raios X. Neste estudo, os
deslocamentos foram observados em funcdo da variagcdo da composi¢cao da amostra.
Assim, é possivel associar o espalhamento Raman aos sinais analiticos obtidos para

certas amostras, como € descrito mais adiante.
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Figura 111.3.3 Espectros de diferentes amostras contendo o pico Rayleigh e as bandas Compton

e Raman, onde A4 nas figuras representam a posicao do pico Rayleigh, A¢c a posicdo da banda

Compton e A a posicao da pequena banda do efeito Raman (Suzuki et al., 1970).

Ainda analisando a Figura 111.3.3, nota-se que quanto mais pesado € o elemento,
maior é o deslocamento Raman em relacdo ao Rayleigh, ou seja, maior € a perda de
energia em relacdo a energia incidente. Esse fato s6 vem a reforgar a teoria de Mizuno
& Ohmura (1967) que atribuem essa perda de energia a energia de ionizacdo de
elétrons das camadas K dos atomos leves. Nesse caso, quanto mais pesado é o
elemento, maior é a energia de ionizacao e maior é a diferenca de energia referente ao
processo de espalhamento.

Outro aspecto bastante interessante do efeito Raman de raios X, observado por
pesquisadores que passaram a estudar o fenbmeno em questdo (Tohji & Udagawa,
1987; Tohji & Udagawa, 1989; Bergmam et al., 2002), € que o perfil do espectro obtido
para o espalhamento Raman é muito analogo ao espectro de absor¢cao de raios X para

um mesmo material, como pode ser observado na Figura 111.3.4.
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Figura I1.3.4 Espectros de espalhamento Raman e de absorgao de raios X para amostras

puras de litio e berilio (Suzuki et al., 1970)

Exatamente pelo fato do espalhamento Raman de raios X se iniciar com um

processo de absorcdo de energia pelos elétrons da camada K dos elementos leves, a

sua resposta € exatamente a mesma dos processos de XAS (do inglés, X-Ray

Absorption Spectroscopy). A partir desses trabalhos, ficou mais facil a compreensao do

efeito Raman de raios X, representado na Figura 111.3.5, extraida do trabalho de Tohji &

Udagawa (1989).

CARBON 284 eV

K ABSORPTION

Figura 11.3.5 Representacao da
Udagawa, 1989).

X RAY RAMAN
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ocorréncia do fendmeno Raman de raios X (Tohji &
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De qualquer maneira, até alguns anos atras, ainda se acreditava que, para medir
especificamente o efeito Raman, seriam necessarios seguir alguns requisitos:

1. utilizar uma fonte de radiagdo muito intensa, altamente polarizada e modulavel,
como € o caso da radiagao sincrotron.

2. empregar tempos bastante elevados para a contagem do sinal durante as
irradiacdes, para a produgao de uma razao sinal/ruido razoavel.

3. empregar um detector especial, ja que a resolucao requerida para observacao do
sinal € de décimos de eV, o que nado €&, de forma alguma, comum em
equipamentos convencionais de XRF.

De fato, linhas especificas de processos Raman eram somente observaveis em
condigbes muito especiais e, por isso, muitas vezes sua existéncia foi considerada
duvidosa, antes do experimento de Suzuki em 1967.

Porém, como esses fenbmenos se apresentam como uma multiplicidade de
sinais, principalmente para amostras complexas, hoje se sabe que estes podem ser
perfeitamente tratados por quimiometria, como descrito por Bueno et al. (2005) e
mostrado no decorrer desse trabalho. Mesmo assim, embora muitos pesquisadores
saibam da existéncia desses efeitos de espalhamento nos espectros obtidos por XRF,
nao se costuma usar as informacoes contidas nesses espectros como sinal de medida
em analises por XRF. Poucos trabalhos sao reportados na literatura, que envolvem o
uso do espalhamento da radiagdo X como resposta do instrumento analitico. Somente
alguns deles tratam da teoria que explica os fen6menos envolvidos, considerando a
composicao quimica das amostras.

Molt & Schramm em 1999 determinaram C, H e O em matrizes liquidas organicas
de 6leos, glicerina e 2-propanol empregando analise organica elementar e usaram PCR
(do inglés, Principal Component Regression) para a construcdo de modelos de
calibracao multivariada, considerando o espalhamento da radiagdo X como medida
analitica. Os autores apontaram uma maneira simples de quantificar elementos leves
por XRF usando quimiometria para o tratamento de dados, embora ndo tenham
discutido nada a respeito da correlagdo entre o espalhamento Raman e os elementos
da amostra. Em continuidade ao estudo, Schramm (2000) mostra ainda a possibilidade
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de se quantificar Zn nessas amostras organicas empregando o espalhamento de raios
X como resposta.

Em trabalho apresentado por Kessier et al. (2002), o uso do espalhamento
Compton e Rayleigh foi fundamental para a identificacdo de compostos quimicos
usando PCA e RDA (do inglés, Regularized Discriminant Analysis). Nesse trabalho, os
autores apontaram a alta correlagdo existente entre o tamanho das amostras, a posicao
€ a espessura delas com o sinal do espalhamento da radiacdo X. Nesse mesmo ano,
Vazquez et al. (2002) empregaram o espalhamento proveniente de experimentos
realizados no modo TXRF, PCA e HCA (do inglés, Hierarchical Cluster Analysis) para
analisar semelhancas e diferencas entre amostras de polimeros. Continuando os
estudos com polimeros, Boeykens & Vazquez (2004) concluiram que a técnica se
mostrou interessante e inovadora para ser aplicada na area, embora estudos teoricos
que possam vir a explicar os resultados experimentais merecam ainda maior atencao,
sem, portanto, mencionar o efeito Raman como responséavel pelo processo.

A partir de 2005, alguns trabalhos comecaram a ser publicados pelo grupo de
pesquisa GERX — Grupo de Espectrometria de Raios X (Bortoleto et al., 2005; Bueno et
al., 2005; Verbi et al., 2005; Alexandre & Bueno, 2006; Pereira, 2006; Bortoleto et al.,
2007), mostrando resultados interessantes de estudos com o espalhamento de raios X,
principalmente no que se refere as hipdteses para as observacdes experimentais.
Dentro desse contexto esta tese foi desenvolvida, ressaltando que a quimiometria para
a analise dos dados exerce um papel fundamental em todos os trabalhos da area.

ll. 4 METODOS QUIMIOMETRICOS E A ESPECTROMETRIA DE RAIOS X

Devido aos grandes avancos em hardware e software, 0 uso de computadores
para interpretar resultados de medi¢cdes quimicas aumentou drasticamente nos ultimos
anos. Paralelamente, a aquisicao de dados na area de quimica analitica atingiu niveis
bastante sofisticados com o interfaceamento de instrumentos aos computadores,
produzindo uma enorme quantidade de informacdo, muitas vezes complexa e variada.
Os modernos instrumentos analiticos tém a capacidade de produzir respostas
multivariadas para cada amostra, gerando a necessidade de métodos matematicos e
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estatisticos para o tratamento de dados e a maxima extracdo de informacdes
relevantes. Foi nesse panorama que surgiu a quimiometria, que é considerada uma
area da quimica destinada a analise de dados de natureza multivariada (Ferreira et al.,
1999; Hopke, 2003). Embora a quimiometria seja uma area relativamente nova, ela ja
produz um grande impacto no campo da espectroscopia, de tal modo que hoje existem
diversos softwares comerciais disponiveis para o processamento dos mais diversos
métodos quimiométricos, além daqueles que ja estdo incorporados em muitos
instrumentos analiticos comerciais (Geladi, 2003; Hopke, 2003).

De acordo com Luo (2006), embora a quimiometria venha sendo aplicada a
espectrometria de raios X desde o inicio da década de 90 (Wang et al., 1990; Swerts et
al., 1993; Swerts et al., 1994) quando os primeiros trabalhos comecaram a surgir, ela
poderia ter alcangcado um sucesso ainda maior na area de XRF, se estudos fossem

conduzidos na mesma propor¢ao como os das outras areas espectroscépicas.

lll. 4.1 ANALISE EXPLORATORIA

A analise exploratéria ndo supervisionada baseada em métodos de
reconhecimento de padrdes visa evidenciar similaridades ou diferencas entre amostras
de um determinado conjunto de dados (Silva et al., 2002). A PCA é a base principal de
diversos métodos de anadlise multivariada e seu grande objetivo é comprimir a
quantidade de informacédo de um conjunto de dados iniciais para um novo sistema de
eixos, denominados Componentes Principais (PC). Estas PC representam as amostras,
possibilitando visualizar caracteristicas multivariadas dos dados em poucas dimensdes,
através de uma projecdo de dados sobre um subespaco dimensional menor,
maximizando a variancia, sem perda de informagao relevante. A primeira componente
principal, PC1, é a combinagdo linear de maxima variancia (isto é, de maxima
informacao) das varidveis originais, ou seja, os auto vetores, num determinado eixo. A
segunda componente, PC2, de segunda maior variancia, € ortogonal a PC1, isto é, ndo
correlacionada a ela. A terceira apresenta a terceira maior variancia e é ortogonal as
duas primeiras PC, portanto também nado correlacionadas, e assim por diante. Como

esses eixos sao calculados em ordem decrescente de importancia, a informacao
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relevante fica concentrada nas duas ou trés primeiras PC, que podem ser entdo
confrontadas com padrdes de caracteristicas conhecidas (Wold et al.,1987; Silva et al.,
2002; Neto et al., 2006).

De acordo com Luo (2006), as aplicacbes dos métodos de reconhecimento de
padrées nao supervisionados, que envolvem PCA, HCA e outros, a espectrometria de
raios X, tém apresentado resultados bastante promissores nas mais diversas areas
como materiais, andlise forense, investigacdes arqueoldgicas, alimentos e agricultura,
entre outras. Nesse contexto, € interessante mencionar o trabalho de Swerts et al.
(1994), um dos primeiros a empregar quimiometria a analise de dados de XRF, no qual
0s autores determinaram a idade de porcelanas chinesas empregando PCA e métodos

de calibracao multivariada.
lll. 4.2 CALIBRACAO MULTIVARIADA

Calibracdo é o procedimento para encontrar uma fungcdo matematica que
produza relagdes entre propriedades de interesse com resultados registrados pelos
instrumentos. A calibragdo multivariada é uma das mais bem sucedidas combinagdes
de métodos estatisticos com dados quimicos, tanto na quimica analitica quanto na
quimica tedrica. Dentre os diversos métodos de calibracdo multivariada existentes, o
mais utilizado é o de regressao por quadrados minimos parciais (PLS) (Ferreira et al.,
1999).

O método PLS (Barthus, 2005) abrange aplicacbes em varios campos da
Quimica, tais como analitica, fisico-quimica, processos industriais e analises. Neste
método de regressdao, a matriz dos sinais instrumentais (matriz X de dados
independentes), como um espectro, por exemplo, € relacionada com a matriz das
variaveis dependentes (matriz Y), como concentracées, por exemplo. As duas matrizes
sdao decompostas em uma soma de n variaveis latentes, equivalentes a componentes
principais no PCA, que sofreram rotacdo durante a decomposicdo. O numero de
variaveis latentes utilizadas no processo de calibracdo é normalmente obtido usando
um procedimento chamado validacdo cruzada (cross validation), que € uma
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metodologia baseada na magnitude dos erros de previsdo de um dado modelo de
calibracao (Geladi & Kowalski, 1986; Ferreira et al., 1999).

Alguns trabalhos que envolvem analises de dados de XRF por PLS surgiram na
literatura por volta de 1990 (Wang et al., 1990; Swerts et al., 1993; Urbanski &
Kowalska, 1995). Mais recentemente, o espalhamento da radiacdo X vem
complementando as informacdes dos sinais de XRF, o que provavelmente levara a um
aumento consideravel nas publicagdes que envolvem a espectrometria de raios X e a
calibracao multivariada (Goraieb et al. 2006; Pereira et al., 2006).
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CAPITULO IV -
ESTUDO DO ESPALHAMENTO DE
RAIOS X
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IV.1 ESTUDO DO ESPALHAMENTO DE RAIOS X

Em certos espectros de XRF obtidos por um equipamento de EDXRF

convencional de bancada, equipado com tubo de raios X de Rh, linhas caracteristicas

de XRF dos elementos quimicos e picos caracteristicos dos espalhamentos Compton e

Rayleigh geralmente podem ser observados, o que facilmente prova a existéncia de

certos elementos na amostra, assim como a presenca de elementos leves que geram

intenso espalhamento da radiacao.

A Figura IV.1 mostra um exemplo destes efeitos, quando uma amostra de silica

pura foi irradiada nestas condiges.

Intensidade / cps pA”

1,5
Si Ka
1,0 5
Rh Ka Combton
0,5 +
Rh Ko Rayleigh
T Rh KB Compton
Rh Kf Rayleigh
0,0 - — )
| ! | ! | ! | ! | !
0 10 20 30 40

Energia / keV

Figura IV.1 Espectro de uma amostra de silica pura.

No espectro acima, é possivel notar a presenca de Si, caracterizado pelo intenso

sinal de XRF desse elemento em 1,74 keV, além dos picos Compton Ko e KB e
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Rayleigh Ko e KB caracteristicos da interagcao da fonte de Rh com a amostra composta
por elementos leve, Si e O. Como era de se esperar, devido as condi¢cdes de andlise, o
espalhamento Raman especifico de cada elemento ndo é observado, mas a
multiplicidade de variagdes de intensidade do sinal na regido do espalhamento da
radiacdo (em torno de 20 keV) pode conter manifestacbes do efeito Raman, que
ocorrem junto ao Compton e Rayleigh.

Neste capitulo, o objetivo principal do trabalho visa mostrar os perfis do
espalhamentos provenientes da interacao do tubo de Rh com diferentes amostras a
base de carbono e diferentes alcoois simples, assim como o proveniente da interacao
da luz sincrotron com as mesmas amostras. Em ambos os casos, realizaram-se as
medidas no modo de deteccéo do sinal por dispersao de energia.

Também é de interesse provar que a regidao de espalhamento de raios X pode
ser Util, quando se assume que, nessa regiao, a quantidade de informacao a respeito
da amostra é bastante significativa. Nesse contexto, o uso de quimiometria se torna

fundamental para interpretacdo dos dados gerados.
IV. 2 PARTE EXPERIMENTAL

Para realizacdo deste estudo, foram analisadas amostras sdlidas de grafite
(Synth), de carvao ativado (Norit), de nanotubos de carbono (CNT Co.) e de coque
(obtido da refinaria de petréleo da Paulinia, SP-Brasil). Amostras liquidas de quatro
diferentes tipos de alcoois (metanol, etanol, propan-1-ol e propan-2-ol), todos de grau
analitico, de trés diferentes marcas, também foram analisadas.

Todas as amostras foram inseridas em celas apropriadas para irradiacéo
(Chemplex®), adaptadas com um filme de Mylar®, com 2,5 pm de espessura. Aliquotas
de 2 mL foram utilizadas para as amostras liquidas, enquanto as amostras sélidas
foram inseridas nas celas até seu preenchimento. Todas as amostras, em todas as
analises, foram irradiadas por 100 segundos sob atmosfera de ar, com colimagédo do
feixe de 10 mm, sendo este Ultimo considerado s6 no caso do uso do EDXRF.

Para as analises de espectrometria de raios X por dispersdao de energia com
equipamento convencional, um espectrémetro modelo EDX 700, marca Shimadzu,
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equipado com tubo de raios X de Rh e detector de Si(Li) foi empregado. A voltagem
aplicada ao tubo foi 50 kV, produzindo corrente ao redor de 100 mA, quando o dead-
time do detector é 25%.

As anadlises na linha de fluorescéncia de raios X do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS — Campinas, SP-Brasil) foram realizadas com energia do anel
operando em 1,37 GeV, corrente varidvel de 240,8 — 163,2 mA (normalizada) e detector
de Ge hiper puro.

Os espectros gerados foram usados para construcao de matrizes de variaveis
independentes (valores de energia, em keV) para serem analisadas por PCA, utilizando
o programa The Unscrambler, versao 9.2, da CAMO. As variaveis empregadas para o
processamento de PCA foram de 18,00 — 24,00 keV, quando os experimentos foram
realizados com o EDX 700 e de 5,00 — 20,00 keV, quando os experimentos foram

realizados no LNLS.

IV. 3 ANALISE DE GRAFITE, NANOTUBOS DE CARBONO, COQUE E CARVAO
ATIVADO

Para avaliar a influéncia da estrutura atdmica no sinal do espalhamento
(provenientes de um tubo de Rh e de radiagdo sincrotron), quatro materiais sélidos,
compostos essencialmente por carbono, foram selecionados: carbono ativado, coque,
grafite e nanotubos de carbono. Quando elementos leves sdo irradiados com energia
muito maior que 0,284 keV (energia de ligacao do elétron K do carbono), eles nao
devem absorver a radiacdo X, mas sim espalha-la, jA que esses atomos nao tém
elétrons fortemente ligados ao nucleo que permitam a ocorréncia do efeito fotoelétrico.
Assim, o resultado do fenébmeno de interacdo da radiagdo X com as amostras sélidas
de matriz leve, que deveria ser basicamente o espalhamento, esta mostrado na Figura
IV.3.1.
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b) Espectros obtidos no LNLS com luz sincrotron.

Figura IV. 3.1 Espectros das amostras de matriz de carbono.
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A Figura IV.3.1 mostra diferentes perfis de espectros de raios X usando duas
distintas fontes de raios X para irradiacdo das mesmas amostras. Nos espectros obtidos
com tubo de Rh, além de alguns picos caracteristicos de certos elementos quimicos
presentes nos materiais analisados, € possivel visualizar também os picos
caracteristicos da fonte de Rh, que correspondem ao espalhamento da radiacdo X:
Compton Ka (19,20 keV), Rayleigh Ka (20,16 keV), Compton Kp (21,56 keV) e Rayleigh
KB (22,74 keV). Ja nos espectros obtidos com luz sincrotron, observam-se muitas linhas
de fluorescéncia (referentes aos elementos que compdes estes materiais sélidos) e um
baixo sinal de fundo, correspondente ao espalhamento da radiacdo X. Os picos em 13,3
keV e 14,7 keV nas amostras de grafite e nanotubos de carbono sdo correspondentes
as linhas Ko e KB do Rb, respectivamente, outro elemento provavelmente presente nos
materiais analisados.

A diferenca observada nos espectros obtidos € perfeitamente normal,
considerando que a intensidade da luz sincrotron € propositalmente empregada para
detectar elementos ndo detectaveis por XRF convencional. Todavia, no estudo em
questao realizado com amostras sélidas, a alta intensidade da luz sincrotron nao se
mostrou adequada para fornecer dados de espalhamento de raios X. Ela fez com que
0s sinais gerados pelos elementos se sobressaissem sobre o sinal de espalhamento
que seria gerado pelo carbono.

De qualquer forma, uma observacao interessante pdde ser feita a respeito da
semelhanca dos espectros da grafite e dos nanotubos de carbono representados na
Figura IV. 3.1b. Para explicar esse resultado, lijima (1991) afirma que nanotubos de
carbono sdo formados essencialmente por folhas de grafite enroladas em formas
cilindricas, o que provavelmente, nesse caso, gerariam espectros muito parecidos.

Mesmo apds a obtencao dos espectros com baixo sinal de espalhamento quando
se empregou a luz sincrotron, resolveu-se continuar esse estudo seguindo para o
tratamento de dados por analise multivariada. Para processar os espectros por PCA,
primeiramente centraram-se os dados na média. Os graficos de scores da Figura 1V.3.2
foram obtidos, a partir dos quais é possivel concluir que existe uma tendéncia de
separacdo dos compostos a base de carbono, no eixo da PC1, em ambos 0s casos.

37



Estudo do espalhamento de raios X

Isso € interessante, pois informacdes quimicas de compostos essencialmente organicos

estao sendo obtidas a partir de anélises de XRF e quimiometria.
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a) Amostras analisadas no EDXRF com tubo de Rh. b) Amostras analisadas no LNLS com radiagéao
sincrotron.

Figura IV.3.2 Gréficos de scores das amostras a base de carbono, apos processar PCA.

Analisando a Figura 1V.3.2b, nota-se que a grafite e os nanotubos de carbono
nao sao completamente separados em dois distintos grupos, principalmente usando as
respostas do experimento com fonte de luz sincrotron. Novamente, isso esta de acordo
com a literatura (lijima, 1991), na qual esses materiais estdo descritos como compostos
de mesma composicao e estrutura.

Considerando os resultados obtidos com o tubo de Rh, observa-se uma baixa
precisdo das medidas, ja que as distancias entre as replicatas sdo maiores que as
distancias entre os diferentes tipos de amostras. Nesse caso, considerou-se o uso do
Rh nao adequado para estudos desse tipo. Por outro lado, melhores resultados
poderiam ser obtidos com aumentos significativos no tempo de irradiagao das analises,
0 que aumentaria a intensidade do sinal analitico.

De qualgquer modo, avaliando a tendéncia da separagéao dos diferentes materiais
a base de carbono em amostras de estrutura cristalina (grafite e nanotubos de carbono)

e amostras de estrutura amorfa (coque e carvao ativado), conclui-se que informacoes
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relevantes podem ser obtidas da regido do espalhamento no espectro, mesmo que
obtidos em equipamentos de baixa resolu¢cdo, como os que utilizam os tubos de raios X

de Rh como fonte de radiacéao.

IV. 4 ANALISE DE ALCOOIS

Outro estudo que visou investigar o perfil do espalhamento da radiagao X e o tipo
de informacdo que pode ser obtida desses efeitos de espalhamento, empregando
diferentes fontes primarias de raios X, foi realizado com amostras liquidas de diferentes
alcoois, variando-se o numero de carbonos que compéem a molécula e a isomeria do
composto: metanol, etanol, propan-1-ol e propan-2-ol.

Observando os espectros dos materiais em questao (Figura 1V.4.1), é possivel
notar intenso espalhamento da radiacdo X das amostras liquidas, gerado por ambas as
fontes de raios X. No experimento realizado com tubo de Rh, os picos de espalhamento
Compton e Rayleigh, Ko e KB do Rh, aparecem como o esperado, enquanto no
experimento realizado com luz sincrotron, o sinal de espalhamento aparece como uma

banda intensa.
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b) Amostras analisadas por EDXRF com radiagao sincrotron.

Figura VI1.4.1 Espectros das amostras dos diferentes alcoois.
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O fato dos picos de espalhamento ndo aparecerem em posi¢cdes determinadas
nos espectros obtidos com a luz sincrotron (regiao em torno de 20 keV) é devido a
radiacdo sincrotron ser policromatica, sem apresentar linhas referentes aos elementos
que compdem os tubos de raios X, de Rh, no caso presente.

Tratando os espectros por quimiometria (empregando PCA, apds centrar os
dados na média), foi obtida a Figura IV.4.2, na qual é possivel observar uma tendéncia
de separacao dos alcoois em grupos, de acordo com o numero de atomos de carbono

das moléculas das amostras e com a isomeria presente nessas moléculas.
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a) Amostras analisadas por EDXRF com tubo de b) Amostras

Rh. sincrotron.

Figura 1V.4.2 Gréficos de scores das amostras de alcoois, obtidos apds processar PCA.

Na Figura 1V.4.2a, embora a PC1 explique 99% da variancia, nota-se que as
distancias entre amostras do mesmo tipo estdo maiores que as distancias entre
amostras de tipos diferentes, indicando baixa precisdo intermediaria das medidas.
Nesse caso, a tendéncia de separacao dos diferentes alcoois no eixo da PC1 perde um
pouco seu significado quando as analises sao feitas com o tubo de Rh.

Os resultados obtidos para a separacao das diferentes amostras estdo bastante
satisfatorios, quando as analises sao realizadas com luz sincrotron. A PC1 explica 49%

da variancia para separar os alcoois pelo numero de atomos de carbono que compde
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as moléculas e a PC2 explica 27% de variancia para separar os alcoois isébmeros. A
melhor performance obtida com luz sincrotron esta relacionada com o fato da
intensidade da luz sincrotron ser da ordem de 10000 vezes maior que a proveniente de
um tubo de raios X, o que obviamente influencia significativamente nas variagdes dos
sinais de espalhamento e, por conseqiéncia, na separacao de amostras consideradas
muito semelhantes a olho nu. Uma forma de contornar esse problema com o tubo de Rh
seria aumentar o tempo de irradiacdo das amostras de forma a atingir sinais de
espalhamento mais precisos, o que pareceu ser fundamental nas analises em questao,
ja que a luz sincrotron forneceu resultados bastante satisfatorios.

Outro estudo, realizado com os espectros das amostras de alcoois e dados da
literatura (Lide, 1996), foi conduzido com objetivo de se construir um modelo de
calibracdo multivariada para prever pontos de ebulicdo de alcoois. As curvas de
calibracao e validacdo do modelo, obtidas utilizando duas variaveis latentes, estdo

apresentadas na Figura 1V.4.3.
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Figura IV.4.3 Modelo de regressao construido empregando-se o método PLS.

A curva apresentada na Figura 1V.4.3 visa mostrar a gama de informacgdes que
podem ser obtidas com o espalhamento de raios X, embora estudos mais detalhados

devam ser feitos para obtencdo de modelos de calibracdo e previsdo mais confiaveis.
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Nesse contexto, Henriqgues & Bueno (2005), em trabalho desenvolvido junto com a
Petrobras, depositaram uma patente que aborda um método de quantificacdo de
parametros da industria petrolifera, usando a técnica proposta nesse trabalho.

Em suma, nesse capitulo, fica clara a quantidade de informacdes que pode ser
obtida a partir de espectros de XRF gerados a partir do uso da luz sincrotron ou,
mesmo, com tubos de raios X. Deve ser considerado que 0s equipamentos
convencionais que empregam tubos de raios X para excitacdo da amostra séo
construidos com geometria fixa entre seus componentes, para minimizar efeitos de
espalhamento da radiacdo. Sabe-se que o dngulo de 90° adotado para construgao dos
espectrémetros, segundo Van Gysel et al. (2003), foi otimizado para diminuir ao maximo
a intensidade de espalhamento que chega ao detector, o qual a principio interferiria em
estudos de quantificagcdo baseados unicamente no efeito fotoelétrico.

Além disso, ap6s analise dos artigos que descrevem o espalhamento Raman, foi
considerado que, em angulos acima de 90°, o espalhamento Compton que ainda
consegue chegar ao detector pode ser suficientemente intenso para se sobrepor ao
espalhamento Raman, que é o principal responsavel pelas informagdes a respeito da
composicao das amostras, como mostra a Figura 1V.4.4 (Suzuki, 1970).
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Figura IV.4.4. Espectros contendo o pico Rayleigh e as bandas Compton e Raman, onde Ay nas
figuras representam a posicao do pico Rayleigh, A¢c a posi¢cao da banda Compton e A a posicao
da pequena banda do efeito Raman (Suzuki et al., 1970).

Assim, dificilmente o efeito Raman de raios X é visualizado em espectros obtidos
com equipamentos convencionais, uma vez que este efeito geralmente esta sobreposto
pelo espalhamento Compton.

Em visita a Delft University of Technology em 2006, foi realizado um experimento
rapido com um equipamento XRF modular e fonte radioativa para excitar uma amostra
de papelao. Foi possivel observar claramente o deslocamento do pico Compton,
enguanto variava-se manualmente a posicao da fonte radioativa em relacao a amostra
e ao detector. Além disso, observou-se 0 aparecimento de um pequeno pico deslocado
em relacdo ao Rayleigh, o qual foi atribuido ao efeito Raman.

Pode ser concluido entdo que, independente da fonte de raios X, o
espalhamento gerado pode ser analisado por quimiometria, que mais uma vez se
mostra como uma poderosa ferramenta para analise de dados quimicos.
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Aumentos consideraveis no tempo de irradiacdo das amostras poderiam
aumentar significativamente o sinal do espalhamento da radiacdo, o que poderia
minimizar o problema de precisao intermediaria das medidas realizadas com o tubo de
Rh.

Mudangcas na configuragdo dos equipamentos convencionais de bancada
poderiam possibilitar uma observacado do pico Raman de raios X.
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CAPITULO V -
ANALISE DE ADOCANTES
DIETETICOS
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V.1 ANALISE DE ADOGCANTES DIETETICOS

Enquanto o aclcar atua como parte da dieta alimentar das pessoas, os cientistas
tém observado um aumento em problemas de salude como caries dentarias, diabetes
tipo Il e obesidade, problemas diretamente relacionados com a alimentacéo.
Conseqguentemente, a substituicdo de agucar comum por outras substancias com poder

de adocar tem mudado habitos alimentares e gerado muita discussao.

O uso de adocante alternativamente a sacarose permite a obtencao de alimentos
com baixo teor calérico e dogura normal. Ele pode assim ser apropriado para pessoas
que tém restricbes na ingestdo de sacarose, frutose e glicose, como é o caso dos
obesos e dos diabéticos. Neste contexto, o uso de edulcorantes, como ciclamato,
sacarina, aspartame e esteviosideo, ficou popular no Brasil, Europa e Asia, paises nos
quais eles sdo comumente usados na producdo de alimentos “light* e “diet” e também
na producao de adocantes de mesa.

Nos ultimos 50 anos, muitos estudos foram realizados visando encontrar
substitutos para a sacarose e, também, para monitorar a qualidade de alimentos que
contém edulcorantes. A avaliacdo da degradacdo de aspartame em bebidas e a
determinagcdo de contaminantes como metanol e anilina em alimentos que contém
aspartame e ciclamato, respectivamente, sdo alguns exemplos (Saurina et al., 2004;
Sales & Cardeal, 2003). Além disso, ainda existe a necessidade de se garantir a
qualidade do adogante quanto ao edulcorante utilizado. Algumas pessoas apresentam
restricdo ao uso de alguns edulcorantes e, nesse caso, a presenca deles deve constar
no rétulo, além de outras informagdes importantes, como o limite de consumo diario.
Em uma pesquisa realizada pelo IDEC (2007) os resultados constataram que os
adocantes e bebidas light desrespeitam o Codigo de Defesa do Consumidor quanto a
omissao de dados importantes nos rétulos dos produtos em questao.

Dessa forma, o objetivo principal desse trabalho foi avaliar a eficiéncia da técnica
de XRF aliada a quimiometria em estudos de diferenciacdo de compostos basicamente
organicos, realizados com amostras de impacto social como os adocantes dietéticos. O
equipamento de XRF convencional de bancada, equipado com o tubo de raios X de Rh,
foi empregado neste estudo.
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Os adocantes analisados sdo compostos por diferentes tipos de edulcorantes, os

quais estao apresentados na Figura V.1.
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Figura V.1. Estruturas moleculares dos diferentes edulcorantes presentes nos adogantes

analisados.

V. 2 PARTE EXPERIMENTAL

Para realizacdo desse estudo, foram analisadas vinte e seis amostras de
adocantes dietéticos liquidos de diferentes marcas, obtidas de supermercados locais.
Detalhes sobre o procedimento, o equipamento, as condicdes de operacao do EDXRF e
o tratamento de dados estdo descritos no item IV. 2 desta tese, com o diferencial de
qgue neste estudo, mais uma etapa de irradiacdo também foi realizada com voltagem de
15 kV aplicada ao tubo de Rh.
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V. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A voltagem aplicada aos tubos de raios X € um parametro comumente avaliado
quando se propde a determinacao de elementos leves com maior eficiéncia, ja que os
coeficientes de absorcao para esses elementos sdo maiores a baixas energias. Durante
a realizacdo deste estudo, foi possivel perceber que este pardmetro também tem
grande importancia em analises que envolvem o uso do espalhamento da radiacao X.

Quando se aplica baixa voltagem nos tubos de raios X, a energia alcancada,
muitas vezes, ndo € suficiente para promover excitacdo de elétrons de camadas K
dessas fontes e 0 que se observa como sinais do espalhamento da radiacdo X séo as

linhas pouco intensas, La e LB do Rh (Figura V.3.1).
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Figura V.3.1. Espectro de uma amostra de adocante irradiada com 15 kV de voltagem aplicada
ao tubo de Rh.

Ainda, analisando a Figura V.3.1, pode-se notar a presenca de um pico de
fluorescéncia de raios X, em 2,3 keV, referente ao elemento enxofre presente na

amostra de adogante analisada.
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Em uma outra situacdo, trabalhando-se com energia suficiente para excitar
elétrons de camadas K das fontes de raios X, o0 que se observa, geralmente, sdo sinais
do espalhamento da radiacdo X que podem aparecer como as linhas Ka e KB (Compton
e Rayleigh) da fonte de radiagdo, como pode ser observado no espectro obtido com
tubo de Rh (Figura V.3.2). Nesse caso (Figura V.3.2), também é possivel notar as linhas

pouco intensas Ko do S e La do Rh.
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Figura V.3.2 Espectro de uma amostra de adogante irradiada com 50 kV de voltagem aplicada
ao tubo de Rh.

Dessa forma, fica evidente que, dependendo da amostra, certas condi¢coes de
analise podem fornecer melhores resultados que outras.

Assim, trabalhando-se com os resultados provenientes da irradiacdo das
amostras de adocantes com 15 kV de voltagem aplicada ao tubo, realizou-se a analise
exploratéria ndo supervisionada dos espectros obtidos empregando-se PCA. Os dados
foram centrados na média e todas as variaveis do espectro foram empregadas para

geracao dos resultados mostrados na Figura V.3.3.
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Figura V.3.3 Resultados de PCA das amostras de adocantes dietéticos irradiadas com

15 kV de voltagem aplicada ao tubo de Rh.

E possivel observar no grafico de scores da Figura V.3.3a uma separagdo das
amostras de adocantes dietéticos em basicamente dois grupos. Considerando as
estruturas dos edulcorantes presentes nas amostras analisadas (Figura V.1), associou-
se a separacao obtida a presenca do atomo de enxofre no ciclamato de sédio e na
sacarina sodica, que compdem certas amostras. Ainda vale ressaltar que algumas
amostras de adocantes a base de esteviosideo, que se agruparam com amostras a
base de ciclamanto e sacarina, sdo justamente aquelas que contém, segundo seus
réotulos, ciclamato e sacarina em suas composi¢cdes, ou seja, sdo misturas dos trés
edulcorantes em questéao.

O gréfico de loadings da Figura V.3.3b mostra que as variaveis responsaveis
pelo agrupamento das amostras s&o os valores proximos a 2,3 keV, cujos valores sao
exatamente os que geram o pico de fluorescéncia Ko do enxofre (fenébmeno
fotoelétrico). Pode-se dizer, entdo, que a influéncia do sinal de fluorescéncia foi maior

que a dos sinais de espalhamento, o que condiz com o perfil do espectro mostrado na
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Figura V.3.1, no qual é possivel notar a linha Koo do S bem mais intensa que as linhas
La e LB do Rh.

Em uma outra situacdo, a irradiacdo das amostras foi realizada com 50 kV de
voltagem aplicada ao tubo e os resultados obtidos, apés serem analisados por PCA,
estdo representados na Figura V.3.4. Nesse caso, também centraram-se os dados na

média e processou-se a PCA com todas as variaveis que compdem o espectro.
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Figura V.3.4 Resultados de PCA das amostras de adogantes dietéticos irradiadas com 50 kV
de voltagem aplicada ao tubo de Rh.

O grafico de scores (Figura V.3.4a) mostra que 88% da variancia explicada na
PC1 e 3% da variancia explicada na PC2 levam a uma tendéncia de separag¢do das
amostras, dada a variacdo nas suas composi¢cées quimicas. O grafico de loadings
(Figura V.3.4b) mostra a influéncia do espalhamento da radiacdo na separacao obtida,
ja que as energias em torno de 19 keV sdo correspondentes aos sinais dos efeitos
Compton, Rayleigh e as manifestacoes do espalhamento Raman de raios X.

Observando ainda o grafico de loadings também é possivel notar, no eixo da

PC2, a influéncia do enxofre (Ko = 2,307 keV) na separagao dos diferentes compostos.
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Nesse caso, ndo s6 a regidao do espalhamento de raios X foi importante para a
separacdo dos compostos, mas o pico do enxofre representado por um sinal de
fluorescéncia de raios X teve um papel fundamental para os resultados obtidos. Assim,
empregando-se essa nova proposta de analise, é importante considerar que o0s
resultados obtidos com toda a regido espectral, além daquela em torno do
espalhamento da radiacdo devem ser avaliados. Um estudo de selecédo de variaveis €
bastante adequado na otimizacao dos métodos da XRF aliada a quimiometria.

Em suma, nesse capitulo fica mostrada a potencialidade da técnica proposta em
estudos de diferenciacdo de amostras organicas. Uma avaliagdo detalhada dos
compostos em estudo pode fornecer importantes informacdées quimicas, que se
correlacionam muito bem com os resultados da anélise multivariada. O uso do tubo de
raios X mostrou que pode ser util, dependendo da amostra a ser analisada, nao
fazendo da luz sincrotron um pré-requisito para estudos com o espalhamento da

radiacao X.
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CAPITULO VI -
ANALISE DE OLEOS VEGETAIS
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VI. 1 ANALISE DE OLEOS VEGETAIS

Nos ultimos anos, os consumidores tém demonstrado crescente interesse por
alimentos de elevada qualidade, com clara identidade de origem. As razdes variam
desde patriotismo, qualidades organolépticas, habitos de consumo especificos de cada
regidao, possiveis beneficios a saude associados com produtos de certas origens,
exigéncia maior pela qualidade e seguranca de alimentos produzidos fora da regido ou
pais de consumo, até preocupacdes concernentes a métodos de producao
ambientalmente corretos e que respeitem os animais. Paralelamente, a globalizacdo do
mercado de alimentos e a relativa facilidade com que as mercadorias sao transportadas
através de paises e continentes vém favorecendo o aparecimento de fraudes de forma
que, cada vez mais 0s consumidores se preocupam com a autenticidade do alimento
que consomem (Kelly et al., 2005). Uma recente matéria publicada pelo jornal britanico
The Independent (2006) revela que fraudes em alimentos sdo atualmente um “grande
negocio”, gerando imensos lucros aos criminosos. Em 2005, as alfandegas da Uniao
Européia (UE) chegaram, pela primeira vez na histéria, a marca de 5 milhdes de
produtos alimenticios apreendidos devido a falsificagdes (Food Navigator.com, 2006).

No Brasil, em 2001, Nagato et al. publicaram um trabalho sobre a fraude de
bebidas no Brasil, no qual a autenticidade de bebidas alcodlicas (whisky, vodka,
conhaque de gengibre, etc.), enviadas para andlise ao Instituto Adolfo Lutz, foi
verificada no periodo de 1993 a agosto de 1999.

Aued-Pimentel et al. (2002) testaram a pureza de 236 amostras de azeites de
oliva, avaliando o teor de acidos graxos presentes nessas amostras, entre janeiro de
1993 e setembro de 2000. Do total, 136 amostras também foram analisadas por
espectrometria ultravioleta, para verificar se a qualidade dos produtos era condizente
com a classificagdo da rotulagem. Foram observadas adulteracbes em 43 amostras
(18,2%), sendo que o principal tipo de fraude foi adicdo de 6leos vegetais de menor
valor comercial, principalmente de soja. Esse fato sugere que um sistema de
fiscalizacdo mais eficiente no que se refere a comercializacao desse tipo de amostra

deveria ser implementado no pais.
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Dentro desse contexto de falsificacdo de alimentos, considerando anélises de
O0leos comestiveis, nota-se que muitos trabalhos estdo reportados na literatura
ilustrando meios para identificacdo da amostra e de sua procedéncia. Geralmente,
técnicas que empregam quimiometria no tratamento dos dados (Lanteri et al., 2002;
Christy et al., 2004) tém sido propostas.

Assim, por se tratar de uma amostra complexa e de grande apelo no mercado
industrial, avaliou-se neste trabalho a possibilidade de se empregar a nova técnica em
questao, usando a analise exploratdria de dados, para diferenciar amostras de 6leos
comuns (como os de soja, girassol, entre outros) e amostras de azeites de oliva. Isso
possibilitaria, em estudos futuros, a construcao de bancos de dados para identificacao e
classificacao de amostras de diferentes tipos de 6leos, inclusive identificacao de azeites
de oliva adulterados com 6leos de pior qualidade.

A 100C (International Olive Qil Council) estabelece em suas normas algumas
categorias de azeites de oliva, sendo que a categoria dos extra-virgens é a dos azeites
de oliva de melhor qualidade, com os maiores beneficios para a saude. Considerando
que isso também implica em um produto de maior custo, a adulteracao de azeites extra-
virgens com outros 6leos vegetais como os de canola, girassol, soja ou até mesmo com
azeites de oliva de pior qualidade, é pratica no Brasil, jA detectada pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial), principalmente
quando o envasamento do produto importado é feito no préprio pais (INMETRO, 2007).
A fim de garantir a identidade e a qualidade desses produtos a populacao, segundo
Aued-Pimentel et al. (2002), é necessario um aprimoramento dos laboratérios
brasileiros de controle de adulteragdes e falsificacbes de Oleos, contando
principalmente com métodos e parametros rapidos e confiaveis para a realizacdo das

analises e classificacoes.

VI.2 PARTE EXPERIMENTAL

Seis diferentes tipos de 6leos comestiveis (algodao, soja, milho, girassol, canola
e oliva) de pelo menos quatro diferentes marcas comerciais, obtidos de supermercados
locais, foram analisados. Detalhes sobre o procedimento para analise de amostras
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liguidas, sobre o espectrémetro e as condicées de operacdo do EDXRF sdo os mesmos
descritos no item IV. 2.

Os espectros gerados foram usados para construcao de matrizes de variaveis
independentes (valores de energia, em keV) para serem analisadas por PCA, utilizando
o programa Pirouette 2.02. O Unico pré-tratamento realizado com as variaveis originais
foi centrar os dados na média antes do processamento de PCA. Neste estudo, o
programa The Unscrambler ndo foi empregado, devido a sua indisponibilidade no

laboratério na época em que se realizou o tratamento de dados.

VI. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos descritos neste capitulo mostram resultados satisfatorios,
considerando a separacdo dos diferentes tipos de Oleos apos andlise por XRF e
quimiometria. As analises foram conduzidas separadamente, considerando dois grupos
de 6leos: comuns e de azeites. Os resultados das amostras de 6éleos comuns, apds
serem processados por PCA, estao representados na Figura VI.3.1. Nesse caso, nao s6
a regiao em torno de 19 keV, referente aos sinais de espalhamento da fonte, foi
selecionada para o tratamento dos dados, mas toda a regido espectral, que inclui
também os possiveis sinais de fluorescéncia, ou seja, todas as variaveis que compdem

0 espectro obtido.
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a) Gréfico de scores das amostras de 6éleos.
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b) Grafico de loadings das amostras de éleos.

Figura VI.3.1 Resultados obtidos para as amostras de 6leos apds processar PCA.

Avaliando a composicao dos 6leos analisados, foi possivel associar a formacgao
dos grupos de 6leos de soja, girassol, milho e canola apresentada no grafico de scores
(VI.3.1a) as diferentes proporcbes de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados presentes em cada tipo de amostra, que variam de acordo com suas
diferentes fontes de origem. Um exemplo tipico € a alta concentracao de acidos graxos
monoinsaturados presentes nas amostras de 6leos de canola, em comparacao a baixa
concentracdo desses compostos nos 6leos de soja, (Lima et al., 2006).

Observando os resultados fornecidos pelo grafico dos loadings (Figura VI1.3.1b),
nota-se que, mesmo trabalhando com o espectro todo, as varidveis de peso na
separacdo das amostras correspondem as energias dos espalhamentos Compton,
Rayleigh e Raman de raios X. Em outra situacdo de analise, na qual somente a regiao
do espalhamento foi selecionada para o tratamento dos dados (18,00 — 24,00 keV), os
resultados obtidos foram bastante semelhantes aos da Figura VI.3.1, comprovando que
0s sinais analiticos de importancia na analise em questdao sao realmente os referentes
ao espalhamento da radiagéo X.

Durante a analise dos azeites de oliva, outro resultado interessante foi obtido,
apds processamento dos dados por PCA. E possivel observar no eixo da PC2 (Figura
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VI.3.2) a formacdo de um grupo referente aos azeites de oliva extra-virgens e de um
grupo que englobou todos os outros tipos de 6leos de oliva. A auséncia de agua ou
qualquer tratamento quimico durante o processo de extracao para producao dos azeites
extra-virgens € o que pode estar diferenciando facilmente essas amostras dos outros
azeites, além dos teores diferenciados das gorduras que compdem a amostra.

0,2~
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0,1-
]
R ]
= . -
|
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v
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1,5 -1,0 0,5 0,0 0,5 1,0
PC1 97,2 %

Figura VI. 3.2 Gréfico de scores das amostras de azeites obtido apds processar PCA.

A amostra assinalada com o circulo na Figura VI.3.2 € um azeite extra-virgem
que se diferencia dos demais azeites extra-virgens por ter sido temperado com um
condimento chamado Tartufo, o qual deve ter modificado as caracteristicas originais do
azeite. Nesse caso, essa amostra pode ser considerada como um outlier.

A partir desses resultados, a técnica de XRF que usa a quimiometria para o
tratamento de dados se mostra promissora para analises de amostras organicas, assim
como NIR, FT-IR, MS, entre outras.

Em outro estudo realizado com amostras de azeites de oliva extra-virgem, uma
adulteracao foi simulada com 10% e 50% de éleo de soja, visando avaliar a capacidade
da técnica em separar grupos de amostras de azeites extra-virgens auténticos de
amostras de azeites extra-virgens adulterados, com diferentes quantidades de 6leos de
pior qualidade.
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Os resultados obtidos apds processamento dos dados por PCA estdo mostrados
na Figura VI.3.3, onde se observa a formacédo de basicamente dois grupos de éleos: o
dos Oleos auténticos e o dos Oleos adulterados. Antes do processamento da PCA

centaram-se os dados na média.
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Figura VI.3.3 Grafico de scores das amostras de 6leos de oliva auténticas e adulteradas, ap6s

processar PCA.

Embora outros testes tenham sido realizados visando a construcdo de modelos
de calibracdo e de previsdo para quantificacdo dos adulterantes nas amostras de
azeites, os resultados obtidos nao foram satisfatérios. Considerando que as
adulteracdes foram simuladas com pequenas quantidades do 6leo adulterante (1% até
10%), 0 que pode ter interferido na obtencdo de uma boa resposta analitica é a baixa
detectabilidade da técnica em questao para determinar compostos organicos em matriz
leve como a de Oleo, figura de mérito ainda ndo avaliada para a XRF aliada a
quimiometria.
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Assim, neste capitulo fica mais uma vez mostrada a potencialidade da técnica
em empregar sinais do espalhamento para realizar andlises quimicas. Nesse caso
especifico dos Oleos, o trabalho apresenta uma metodologia viavel para ser
implementada nos laboratérios de rotina de controle de qualidade de Oleos.
Obviamente, para isso, estudos mais detalhados devem ser realizados, principalmente
visando a construcdo de modelos de classificacdo de amostras de éleos, empregando
métodos supervisionados de analise multivariada como SIMCA ou KNN, por exemplo.
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CAPITULO VII -
ANALISE DE URINA
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VII.1 ANALISE DE URINA

A técnica de XRF teve sua primeira aplicacao para analise de urina reportada na
literatura em 1969, quando Beyermann et al. determinaram quantidades em torno de
nanogramas de cromo, utilizando 25 mL de urina, apds uma etapa de pré-concentracao
com 8-quinolinol como agente quelante do analito. Até a década de 90, poucos
trabalhos foram reportados na literatura (Agarwal et al., 1975; Vos et al., 1981; Ping et
al., 1983), o que evidencia o desinteresse, na época, em utilizar a técnica para andlises
de amostras liquidas, principalmente de amostras liquidas complexas, como € o caso
da urina.

Apo6s o desenvolvimento da técnica de TXRF, o numero de trabalhos que
envolvem a aplicagdo da XRF em andlises de amostras liquidas aumentou
significativamente, colocando-a em pé de igualdade com outras técnicas
espectroquimicas (Klockenkamper, 2006). De qualquer maneira, a aplicacdo de XRF
em laboratérios de rotina ainda é bastante reduzida, sendo que os métodos
espectrofotométricos, os eletroanaliticos e os baseados em absor¢cao atbmica e
emissao oOptica sao os mais utilizados (Fleury, 1999).

Entretanto, se alguns aspectos interessantes da XRF forem considerados, como
a nao necessidade de um preparo laborioso de amostra e, principalmente, a
possibilidade de determinacdao multielementar e simultdnea de analitos inorganicos e
organicos (como vem sendo descrita nesta tese), a proposta de empregar XRF e
quimiometria parece ser uma alternativa viavel na é&rea de andlises clinicas.
Recentemente, o laboratério Fleury Medicina e Saude vem investindo em novos
sistemas de analise de urina adquirindo novos equipamentos, visando a redugdo do
tempo gasto nas andlises realizadas pelos métodos tradicionais (SaudeBusinessWeb,
2007).

Nesse contexto, o trabalho descrito neste capitulo propde o uso da
espectrometria de raios X aliada a quimiometria para avaliar a quantificacao
multielementar e simultdnea de Ca, P, Na, K, Mg e Cl, glicose, uréia e creatinina em
urina, compostos frequentemente requisitados em exames clinicos, devido ao

importante controle destes compostos no organismo.
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A determinacao de Ca em urina é util na avaliacdo de calculo renal, lesbes
Osseas, acidose tubular renal, etc. A determinacao de P, na avaliacdo do balanco Ca/P,
acidose tubular renal, uso de diuréticos, etc. A determinacao de Na, no equilibrio hidro-
salino, oliguria renal, etc. A determinacao de K, no balanco hidro-salino, acido-basico,
hipocalemias renais, etc. A quantificacdo de Mg, na avaliacdo de homeostase. A
quantificacdo de Cl, no metabolismo hidro-salino, acdo de diuréticos, etc. A
quantificagao de uréia, como indicador da fungéo renal. A quantificacdo de glicose, na
glicosuria em diabéticos e a determinagdo de creatinina, como indice de vérias
substancias (Fleury, 1999).

Para o desenvolvimento do método, uma parceria com o laboratério de andlises
clinicas da UNICAMP foi estabelecida, a qual previa o fornecimento das amostras e
resultados das analises dessas amostras obtidos por métodos padrao de rotina.

Com a metodologia proposta, visa-se propor uma unica alternativa para substituir
os diversos métodos empregados para quantificacdo de cada analito, gerando assim
economia de tempo e reagentes. Além disso, uma inovacao dentro dos laboratérios de
analises clinicas poderia ser implementada usando o banco de dados gerado pela

técnica.
VIl.2 PARTE EXPERIMENTAL

As amostras de urina (coletadas por 24 horas em frascos volumétricos de 2000
mL) cedidas pelo HC-UNICAMP sdo condicionadas em HNOs; 0,1 mol L' e
armazenadas em geladeira em frascos volumétricos de polietilieno menores, de 50 mL,
por, no maximo, dois dias. Apos esse tempo, as amostras sdo descartadas.

Para analise por XRF, porcoes analiticas (2 mL) sdao colocadas nos suportes
especificos para andlise no espectrobmetro e, em seguida, séo irradiadas por 100
segundos em um equipamento EDXRF, modelo EDX 700, marca Shimadzu, operando
nas seguintes condi¢cdes otimizadas: 15 kV de voltagem aplicada no tubo de Rh,
corrente variavel (para 25% de dead-time do detector) e 10 mm de colimacéao do feixe.
Para analise por ICP OES, as amostras sédo diluidas a 50% e introduzidas diretamente
no espectrometro modelo Optima 3000 DV, marca Perkin-Elmer, utilizando os seguintes
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parametros otimizados: visdo axial do plasma, poténcia do plasma de 1,4 kW e vazdes
de nebulizagdo da amostra e do gas auxiliar iguais a 0,6 L min™ e 0,5 L min™,
respectivamente.

Os espectros gerados pelo EDXRF foram usados para construcao de matrizes X,
de variaveis independentes (valores de energia, em eV) e Y, de variaveis dependentes
(concentragdes de cada espécie nas amostras, obtidas pelo ICP OES para os
elementos Ca, P, Na, K, Mg e Cl e pelos métodos padrao do HC-UNICAMP para uréia,
glicose e creatinina). Os dados da matriz X foram centrados na média e analisados por
PLS, para constru¢cdo dos modelos de calibragao, via The Unscrambler, versao 9.2 da
CAMO.

VII.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros estudos com urina se iniciaram com a otimizacdo da melhor
condicao de armazenamento das amostras em laboratério. Sabe-se que os exames de
urina realizados em laboratorios de analises clinicas sao feitos a partir da coleta e
analise da amostra no mesmo dia, para que nao haja perdas e/ou contaminacao
durante a estocagem do material. Entretanto, para o desenvolvimento de um método
analitico em laboratério de pesquisa, este procedimento fica inviavel e, portanto, um
método eficiente de armazenamento da amostra teve que ser otimizado. Para isso,
quantificaram-se os elementos de interesse em amostras de urina, imediatamente apds
a coleta e compararam-se os resultados obtidos com os das quantificacées realizadas,
utilizando-se as condic¢des citadas abaixo.

1. Armazenamento durante 2 dias fora da geladeira, sem nenhum conservante;

2. Armazenamento durante 2 dias fora da geladeira, com HNO3z 0,1 mol L™ como

conservante;
3. Armazenamento durante 2 dias na geladeira, sem conservante;

4. Armazenamento na geladeira com HNO3 0,1 mol L' como conservante por 1 dia, 2

dias e 3 dias.
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O armazenamento da amostra de urina na geladeira, com HNO3 0,1 mol L™ como
conservante, por no maximo 2 dias, foi a melhor forma de estocar a amostra de urina no
laboratério. Nesta situacao, nenhum precipitado se formou no fundo dos frascos, como
observado nas outras condicdes testadas, além dos testes ndo apresentarem diferenca
significativa entre os valores obtidos antes e depois da estocagem, para os
elementos/compostos de interesse determinados. Além disso, a condi¢ao foi compativel

com as necessidades requeridas para analise da amostra no ICP OES.

No decorrer do trabalho, outro fator limitante do desenvolvimento do método foi a
dificuldade encontrada para obtencédo dos resultados por métodos padréo utilizados no
Hospital das Clinicas da UNICAMP. Assim, houve a necessidade de se empregar uma
técnica de referéncia do IQ-UNICAMP para facilitar o desenvolvimento do método

proposto.

A técnica de ICP OES, ja bastante utilizada para esse tipo de anélise (Fleury,
1999), foi avaliada e apresentou resultados em concordancia com os fornecidos pelo
laboratério do HC-UNICAMP. Assim, foi escolhida como técnica de referéncia para o

desenvolvimento do método por XRF.

Para a otimizacdo das melhores condicbes de andlise do ICP OES, foram
realizados testes envolvendo diferentes configuragdes do plasma, vazbes de
nebulizacdo e do gas auxiliar e poténcia do plasma. Para diagnosticar o plasma, foi
avaliada a robustez, que é um parametro geralmente analisado e pode ser calculada
através da razdo das intensidades dos sinais de Mgll/Mgl. Essa razado forneceu um
resultado em torno de 10 para a matriz de urina, valor considerado adequado segundo
Mermet (1991). Dessa forma, as condi¢des de operacao do ICP OES descritas no item

VII.2 deste capitulo foram as selecionadas.

Considerando os testes realizados com o EDXRF, notou-se que os sinais
obtidos, empregando-se diferentes condicdes de operagdo do espectrdmetro, variavam
de forma aleatéria. Para otimizar as melhores condicbes do EDXRF, ou seja, que
fornecessem os melhores sinais analiticos, considerando-se também o espalhamento

como medida analitica, um planejamento fatorial 22 com ponto central foi realizado.
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Como respostas do planejamento experimental, os coeficientes de regressao das
curvas obtidas para cada analito, em cada experimento realizado, foram utilizados. Os
fatores avaliados foram tempo de irradiagdo da amostra (100 e 1000 segundos) e
voltagem aplicada ao tubo de Rh (15 e 50 kV). Os resultados obtidos se apresentam
nas Figuras VII.3.1 a VII.3.6, ressaltando que a melhor condicdo de trabalho,
representada nas superficies de respostas, é a correspondente ao ponto (experimento)
mais alto da superficie. Nesse estudo, pode-se concluir que tanto a voltagem aplicada
ao tubo de Rh como o tempo de irradiacdo das amostras sdo fatores significativos na
obtengcé@o da melhor resposta.

-0438 -0.213 1.287e-02 0.234 1464 0680

Yaltagem (kY 1000

15 200 i P

Figura VII.3.1 Superficie de resposta obtida para o elemento Ca.
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Figura VII.3.2 Superficie de resposta obtida para o elemento P.

-0.368 -0.183 3.072e-02 0.245 04454 0.6

Yoltagem (k%)
1000

15 200 - p

Figura VII.3.3 Superficie de resposta obtida para o elemento Mg.
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Figura VII.3.4 Superficie de resposta obtida para o elemento Cl.

Observando as Figuras VII.3.1 a VII.3.4, nota-se que a voltagem aplicada ao tubo
de raios X e o tempo de irradiacdo das amostras influenciaram na quantificacao desses
elementos (Ca, P, Mg e CIl) da mesma maneira, ou seja, quanto menor a voltagem e
menor o tempo de irradiagdo, melhor € a resposta obtida. Nesses casos, a
quantificacdo simultanea de Ca, P, Mg e ClI é favorecida, empregando-se as condi¢des
do EDXRF estabelecidas em 15 kV e 100 segundos, enquanto 50 kV de voltagem no
tubo de Rh e 1000 segundos de irradiacdo das amostras levam aos piores resultados

analiticos.

Nas Figuras VII.3.5 e VII.3.6, é possivel observar que o fator tempo passou a nao
influenciar nas respostas para os analitos Na e K.
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Figura VII.3.5 Superficie de resposta obtida para o elemento Na.
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Figura VII.3.6 Superficie de resposta obtida para o elemento K.

Empregando-se qualquer tempo para irradiacdo das amostras de urina, os
resultados obtidos para os elementos Na e K ndo se alteram, o que pode estar

relacionado com as altas concentracdes desses elementos na urina.
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Tendo que optar por uma condi¢cao que atenda a analise simultdnea de todos os
analitos avaliados, escolheu-se continuar os estudos com as amostras de urina
empregando-se o tempo de 100 segundos para irradiacdo das amostras e voltagem de
15 kV aplicada ao tubo de Rh.

A partir desses estudos, iniciou-se a construcao dos modelos de calibracédo
multivariada com espectros de FRX, obtidos nas condi¢des 6timas de operacédo do
EDXRF, e dados de referéncia do ICP OES (também obtidos com o ICP OES otimizado
para analisar urina) para os elementos Ca, P, Na, K, Mg e Cl. Empregou-se o método
PLS no modo leave-one-out para obtencdo dos modelos, que estdo representados nas
figuras VI1.3.7 a VII.3.12.
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Figura VII.3.7 Curvas de calibracao e validagcao obtidas para o Ca com 3 variaveis latentes,
usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados de ICP
OES (valores de referéncia).
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Figura VII.3.8 Curvas de calibragao e validagao obtidas por PLS para o P com 3 variaveis
latentes, usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados
de ICP OES (valores de referéncia).
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Figura VII.3.9 Curvas de calibracao e validagao obtidas por PLS para o Na com 2 variaveis
latentes, usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados
de ICP OES (valores de referéncia).
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Figura VII.3.10 Curvas de calibracao e validacao obtidas por PLS para o K com 2 variaveis

latentes, usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados
de ICP OES (valores de referéncia).
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Figura VII.3.11 Curvas de calibracado e validagao obtidas por PLS para o Mg com 5 variaveis

latentes, usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados
de ICP OES (valores de referéncia).
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Figura VII.3.12 Curvas de calibracao e validacao obtidas por PLS para o Cl com 2 variaveis,
usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados de ICP
OES (valores de referéncia).

Os bons coeficientes de regressao das curvas apresentadas indicam modelos de

calibragao eficientes para realizar as determinacdes requeridas em amostras de urina.

Com as facilidades oferecidas pela analise multivariada, avaliou-se também a
possibilidade de quantificar simultaneamente alguns compostos organicos
rotineiramente requisitados nos exames urina: uréia, glicose e creatinina, utilizando as
mesmas condi¢cdes de irradiacdo. Os resultados estdo mostrados nas figuras VII.3.13 a
VI1.3.15.
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Figura VII.3.13 Curvas de calibracao e validagao da uréia com 4 variaveis, obtidas por PLS,
usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados do HC-
UNICAMP (valores de referéncia).
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Figura VII.3.14 Curvas de calibracao e validacao da glicose com 4 variaveis, obtidas por PLS,
usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo modelo) e dados do HC-
UNICAMP (valores de referéncia).
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Figura VII.3.15 Curvas de calibracao e validacao obtidas por PLS para a creatinina com 4
variaveis latentes, usando-se espectros de EDXRF convencional (valores previstos pelo
modelo) e dados do HC-UNICAMP (valores de referéncia).

Novamente, os coeficientes de regressao obtidos para as curvas de calibragcéo e

validacdo indicam modelos adequados para a determinacdo dos compostos em
questao, em amostras de urina.

Utilizaram-se assim amostras retiradas do conjunto de validagdo (n&o incluidas
no modelo de calibracdo), para testar a previsdo dos valores dos elementos e
compostos de interesse nas amostras de urina.

Os resultados estao apresentados na Tabela VII.3, na qual é possivel observar
resultados razoavelmente proximos entre os valores de referéncia e os valores

previstos pelos modelos de calibragdo, embora alguns deles apresentem altos valores
dos desvios padrao das medidas.
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Tabela VII.3 Valores previstos pelos modelos de calibragdo construidos com dados do
EDXRF para os diferentes analitos e valores de referéncia (obtidos por ICP OES para os
elementos quimicos e por métodos padrao do HC-UNICAMP para os compostos organicos).

Analito Amostra Valor previsto pelo modelo (mg L") Valor de referéncia (mg L")
Ca 1 49 +0,3 55+0,3
2 23 + 1 24 4 1
3 176 + 2 176 + 9
P 1 103+ 4 125+ 6
2 328 + 6 305+ 15
3 504 +9 564 + 28
Na 1 238 + 75 310 + 15
p) 1232 4 58 1250 + 62
3 3761 + 56 3800 + 90
K 1 133 + 38 144 + 7
2 278 + 18 308 + 15
3 1703 + 27 1746 + 85
Mg 1 15+ 2 31 +1
2 1842 27 + 1
3 11+5 9,6 + 0,5
Cl 1 264 + 41 212 + 11
2 1408 + 92 1464 + 70
3 5549 + 94 5878 + 98
Uréia 1 ND* 0,5+ 0,1
2 20 +3 15,5+ 0,7
3 50+9 50+3
Glicose 1 0,6 +0,5 0,5+0,1
p) 1443 10 + 1
3 101 + 14 100 + 5
Creatinina 1 5,6 +4,8 8,8+0,5
2 305 + 39 280 + 14
3 1116 + 18 1120 + 53

*ND = nao detectado
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Ainda, analisando a Tabela VII.3, nota-se que a quantificacdo do elemento Mg
nao foi satisfatéria, considerando tanto a exatiddao quanto a precisdo da analise. Uma
possivel explicacao para isso pode ser o fato de, nesse caso, oito variaveis latentes
terem sido empregadas na construgcdo do modelo proposto, o que deve ter causado um

super ajustamento da curva, levando a tais resultados.

De qualquer maneira, com os estudos realizados, fica mostrada a potencialidade
do meétodo em realizar quantificacdes simultdneas de compostos orgénicos e
inorganicos em amostras de urina, o que pode gerar alternativas interessantes de
analise dentro dos laboratérios de analises clinicas. Além disso, o fato desse tipo de
analise funcionar para amostras de urina, perspectivas de analise podem ser
consideradas para outros tipos de amostras, nas quais a determinagcdo tanto de
compostos organicos como de certos elementos quimicos tenham importancia

consideravel.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, ainda é interessante
mencionar que existe uma coeréncia em se empregar a menor voltagem no tubo para
conseguir as melhores respostas analiticas para as analises das amostras de urina.
Quando o EDXRF efetua as irradiagcdes nessas condi¢cbes, 0 equipamento seleciona
uma faixa de energia para realizar a detecgdo dos sinais que se estende até ao redor
de 15 keV. Exatamente nessa regido, muitos sinais Ka de fluorescéncia dos elementos
de interesse estariam se manifestando, além das linhas Lo e LB do tubo de Rh, que
aparecem como espalhamento da radiacdo. Ou seja, ndo haveria necessidade de se

ampliar o espectro para detectar altas energias referentes a elementos mais pesados.

Outra conclusao interessante € que os resultados obtidos neste trabalho
confirmaram que a melhor condicdo de analise a ser escolhida depende fortemente do
tipo de amostra que se esta estudando. A melhor condicdo do EDXRF para andlise de
urina foi diferente daquela mais apropriada para avaliar as amostras de adocantes,
assim como o tubo de Rh, utilizado como fonte de excitacdo, também mostrou ser
eficiente nesse caso, conclusao oposta aquela em que foi empregado para irradiar
amostras a base de carbono e amostras de alcoois.
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CAPITULO VIIl - CONCLUSOES
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VIIl. 1 CONCLUSOES

Considerando os resultados mostrados nos capitulos anteriores fica provada a
potencialidade da técnica de XRF aliada a quimiometria para analises de diferentes
tipos de amostras como alcoois, adogantes, 6leos vegetais e urina.

Nos primeiros capitulos, o uso do espalhamento de raios X como sinal analitico
foi fundamental para abrir novas perspectivas de se empregar a XRF em anélises de
amostras organicas de matriz leve, simples e complexas, um desafio da area de
espectrometria de raios X, até entao.

Nos estudos com as amostras de adocantes dietéticos e bleos vegetais, foi
possivel avaliar a possibilidade de se empregar a técnica em estudos de identificacao
de amostras, de grande interesse dentro da area de alimentos.

O desenvolvimento do método de determinacédo simultanea dos elementos Ca,
P, Na, K, Mg, Cl e dos compostos glicose, uréia e creatinina em urina, embora com
algumas pendéncias para ser aplicado na pratica, ilustra outros aspectos positivos da
técnica proposta, baseados em analises rapidas e de baixo custo, atendendo as
necessidades dos grandes laboratérios de analises clinicas como os do HC-UNICAMP
e Fleury, por exemplo.

Assim, esta tese se apresenta como um trabalho pioneiro que visa incentivar o
desenvolvimento de novos trabalhos, dentro da area em que esta sendo proposta.
Algumas funcionalidades, possibilidades e potencialidades da XRF aliada a

quimiometria, aqui apresentadas podem vir a ser bastante uteis em estudos futuros.
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