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RESUMO

Esta tese € composta por trés trabalhos. O primeiro trabalho trata do desenvolvimento
de um método analitico ndo destrutivo para discriminar tintas de canetas azuis do tipo
gel (3 marcas), esferografica (5 marcas) e rollerball (2 marcas). Foram adquiridos
espectros de infravermelho médio por reflectdncia total atenuada de circulos
preenchidos com tinta em trés tipos de papel A4, sendo duas marcas de papel branco
(papel 1 e papel 2) e uma de papel reciclado (papel 3). O algoritmo Kennard-Stone foi
utilizado para selecionar os espectros do papel 1 para compor 0s conjuntos de
treinamento, validacdo e teste. Foram construidos dois modelos com a analise
discriminante linear sendo um com as classes compostas pelo tipo e o outro pelas
marcas das tintas. Um novo conjunto de teste composto pelos espectros obtidos no papel
2 e 3 foi utilizado para avaliar a influéncia do papel nas predi¢cdes dos modelos. Foi
obtido 100% de classificagdo correta em todos os conjuntos de teste, exceto na
classificacdo por marca do papel 3, em que foi obtida 91,3% de classificagéo correta. Na
segunda parte desta tese, a espectroscopia de emissdo em plasma induzido por laser
(LIBS) foi empregada para analisar sete tijolos antigos e dois fragmentos de pinturas
rupestres pertencentes a dois sitios arqueologicos brasileiros, sendo um no estado do
Piaui (Toca da Extrema Il) e outro no estado do Rio Grande do Norte (Xigque-xique).
Um instrumento LIBS construido no laboratério (laser Nd:YAG, 1064 nm, 5,2 ns),
contendo um policromador echelle, foi empregado para a aquisicdo dos espectros.
Devido a complexidade dos espectros, a analise de componentes principais foi
empregada para explorar o conjunto de dados. Os tijolos foram discriminados pelos seus
teores de Ti, Zr, Sr e Fe. Estudos preliminares envolvendo uma pintura realizada sobre
uma tela de madeira contendo diferentes camadas de material foram realizados para
determinar a melhor energia do pulso de laser. Para cada fragmento de pintura, foram
realizados 8 pulsos sucessivos em 16 locagOes diferentes, sendo 8 locagOes sobre a
pintura e 8 sobre o substrato. Neste trabalho foi demonstrado que a utilizacdo de
técnicas multivariadas é indispensavel devido a grande complexidade dos espectros
obtidos durante estudo de profundidade de amostras arqueoldgicas. Finalmente, a
terceira parte desta tese foi dedicada a avaliagcdo do efeito de matriz na determinagéo da
concentracdo de 20 elementos em suplemento alimentar, por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais, diferentes marcas de um suplemento alimentar
inicialmente designado de “Racdo Humana”, cuja composi¢do € variada, mas pode
conter cereais, farelos, fibras, farinhas, linhaca, gergelim, extrato de soja, levedo de
cerveja, cacau em pd, gelatina em pd e guarana em pd. Trés procedimentos de
decomposicdo foram avaliados: (1) decomposicdo assistida por microondas, (2)
decomposicgéo por combustdo na mufla com aditivos e (3) decomposi¢do por combustéo
na mufla sem aditivos. Os melhores resultados foram obtidos com a digestdo por
combustdo na mufla sem aditivos. Com excecdo do Mo, o nivel de todos os elementos
determinados de forma preliminar estdo em concordancia com os niveis reportados em
produtos destinados a nutri¢do previamente descritos na literatura.

Palavras-chave: Anéalise multivariada. Arqueometria. Analise forense. Espectroscopia
na regido do infravermelho. Espectroscopia de emissdao em plasma induzido por laser
(LIBS). espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES).
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ABSTRACT

This thesis is composed of three works. The first work describes the development of a
nondestructive method to discriminate different types and brands of blue pen ink,
namely, ballpoint (5 brands), gel (3 brands) and rollerball (2 brands). Attenuated total
reflectance infrared spectra were acquired in circular areas painted using three types of
paper: two brands of A4 sulfite paper (paper 1 and paper 2) and one recycled paper
(paper 3). The Kennard-Stone algorithm was employed to select the samples of paper 1
for the training, validation and test set. Two linear discriminate analysis models were
built, one to classify the ink pens according to their type and another to classify
according to the brand. A new test set composed of spectra obtained on paper 2 and 3
was employed to evaluate the influence of the paper on predictions using the models. A
correct classification rate of 100% was obtained in the test sets, except in the
classification according to brand on paper 3, where the rate achieved was 91,3%. In the
second part of this thesis, laser induced breakdown spectroscopy (LIBS) was employed
to analyze 7 historical bricks and two fragments of prehistoric rock wall paintings found
at two Brazilian sites: one in the state of Piaui (Toca da Extrema I1) and another in the
state of Rio Grande do Norte (Xique-xique). A time-resolved echelle based LIBS
system assembled in the laboratory (laser Nd:YAG, 1064 nm, 5.2 ns) was employed for
spectral acquisition. Due to the complexity of LIBS spectra, principal component
analysis (PCA) was employed to explore the spectral data set. The bricks were
distinguished by the amount of Ti, Zr, Sr and Fe. Preliminary depth profile studies were
carried out in surrogate samples of a multilayer painting on wood. For each fragment of
wall painting, the depth profile composition was investigated by firing eight successive
laser shots at each of 16 locations (8 in the area of pigment and 8 in the area of
substrate). This work demonstrated that the use of multivariate techniques is
compulsory due the high complexity of the spectral data obtained from depth profile
studies of the archaeological samples. Finally, in the third part of this thesis, the matrix
effect in the determination of the concentration of 20 elements in a food supplement was
evaluated, using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES).
Different brands of the supplement initially denominated “Rac¢do Humana” (“Human
Ration”) were purchased. This product can be composed of cereal, bran, flour, fiber,
linseed, sesame, soybean extract, yeast beer, cocoa powder, gelatin powder, guarana
powder. Three digestion methods were evaluated: (1) microwave digestion, (2) dry
ashing with additives and (3) dry ashing without additives. The dry ashing without
additives promoted the best result. With exception of Mo, the preliminary levels of all
elements determined agree with levels reported in products designated for human
nutrition as described in the literature.

Keywords: Multivariate techniques. Archeometry. Forensic analysis. Infrared
spectroscopy. Laser induced breakdown spectroscopy (LIBS). Inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP OES).
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Apresentacéo

O trabalho descrito no Capitulo 1 refere-se ao desenvolvimento de uma
metodologia analitica ndo destrutiva empregando a espectroscopia na regido do
infravermelho médio, visando aplicacdo em pericia quimica, mais especificamente na
area de documentoscopia. A Anélise discriminante linear foi empregada para
discriminar tintas de canetas azuis do tipo gel (3 marcas), esferografica (5 marcas) e
rollerball (2 marcas). Os espectros das tintas de canetas foram adquiridos no
Laboratorio de Combustiveis do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade

Federal de Pernambuco.

No Capitulo 2, é apresentado o desenvolvimento de um método utilizando a
espectroscopia de emissdo em plasma induzido por laser (laser induced breakdown
spectroscopy - LIBS) analise de bens culturais. Tijolos antigos e dois fragmentos de
pinturas rupestres pertencentes a dois sitios arqueoldgicos brasileiros, sendo um no
estado do Piaui (Sitio Toca da Extrema Il) e outro no estado do Rio Grande do Norte
(Sitio arqueoldgico Xique-xique) foram analisados. Devido a complexidade dos
espectros, a analise de componentes principais foi empregada para explorar o conjunto
de dados. A aquisicdo dos espectros foi realizada durante missdo de estudos (Projeto
CAPES/PROCAD) por trés meses ndo consecutivos (julho de 2008, janeiro e julho de
2009) no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ-UNICAMP),
sob a supervisdo do Prof. Celio Pasquini.

No Capitulo 3, é detalhado o trabalho que trata da avaliacdo do efeito de matriz na
determinacdo da concentracdo de 20 elementos em suplemento alimentar, por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Esta
etapa da tese foi realizada durante o doutorado sanduiche na Universidad de Valencia -
Campus Burjassot entre abril e setembro de 2011 (6 meses), sob a orientagdo da Profa.

Maria Luisa Cervera Sanz.
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CAPITULO 1

Classificacdo de tintas de canetas azuis por analise discriminante linear

empregando a espectroscopia no infravermelho médio

14
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1.1 Introducéo

O desenvolvimento de técnicas analiticas avancadas no combate ao crime é de
fundamental importancia para a sociedade contemporanea, pois podem ajudar a policia
a resolver crimes de maneira mais facil e confidvel. A interacdo entre a policia e a
universidade é muito importante, pois peritos podem informar aos pesquisadores 0s
problemas mais comuns enfrentados que demandam muito tempo para serem resolvidos
ou que ainda ndo possuem resolucdo. E em troca, a universidade pode desenvolver
procedimentos analiticos para resolver estes. A analise de documentos questionados é
uma das areas de maior relevancia na atividade pericial criminal, sendo a identificacéo
do instrumento escrevente em documentos uma importante ferramenta na elucidagéo

dos mais diversos crimes [1].

As tintas de caneta que compGem estes documentos sdo sistemas complexos
constituidos por uma grande variedade de compostos quimicos, sendo estes organicos e

inorgénicos [1]. Alguns dos componentes das tintas sdo listados abaixo:

[HEN
1

Corantes sdo agentes colorantes aromaticos;

N
1

Pigmentos sdo agentes colorantes que podem ser sintéticos ou naturais e
organicos ou inorganicos. Diferenciam-se dos corantes por estarem presentes na
forma de uma suspensao;

3- Os solventes correspondem a parte volatil da tinta, eles ttm a funcdo de
dissolver todos 0os compostos presentes na tinta. Muitas canetas possuem agua e
solventes organicos sollveis em agua, como por exemplo, as canetas tipo gel.
Entretanto também existem tintas a base unicamente de solventes organicos
como € o caso de algumas canetas esferograficas;

4- As resinas sao utilizadas para ajustar a viscosidade da tinta. A resina,
diferentemente do solvente, ndo é volatil e possui a funcdo de facilitar a
interacdo entre a tinta e o papel,

5- Para permitir que a esfera da ponta da caneta role livremente, sdo empregados
lubrificantes;

6- Biocidas sdo adicionados para evitar o crescimento de micro-organismos na

tinta;

15
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7- Os surfactantes possuem a funcdo de ajustar a tensdo superficial da mistura e
fazem com que uma quantidade conveniente de tinta seja liberada durante a
escrita;

8- Inibidores de corrosao preservam o metal da esfera da ponta da caneta;

9- Também sdo empregados aditivos para ajustar o pH da tinta.

A grande variedade de compostos quimicos presentes na tinta dificulta a analise
destes materiais. O espectro de infravermelho deste material, por exemplo, é muito
complexo e de dificil interpretagdo, pois as bandas de absor¢cdo dos compostos

organicos se sobrepdem.

Outra dificuldade presente na andlise de documentos € que este tipo de amostra
deve ser analisado preferencialmente por meétodos que ndo comprometam sua
integridade fisica, ou seja, que utilizem técnicas instrumentais ndo destrutivas.
Entretanto, devido a grande complexidade deste tipo de amostra, varias metodologias
destrutivas vém sendo aplicadas ao estudo de documentos questionados [2-9]. Roux e
colaboradores extrairam a tinta de caneta do papel com piridina, em seguida,
empregaram a cromatografia por camada delgada (thin-layer chromatography - TLC)
para diferenciar canetas esferograficas, sendo 49 azuis e 42 pretas [2]. Neste mesmo
trabalho, eles comparam os resultados obtidos com a técnica TLC e as técnicas de
filtered light examination (FLE); reflectance visible microspectrophotometry (MSP). A
TLC apresentou 0 melhor poder de classificacdo individual com relagdo a marca e ao
modelo, seguida da FLE e finalmente da MSP. A melhor classificagdo foi obtida com as
trés técnicas combinadas. Entretanto, mesmo com as trés técnicas ndo foi possivel

classificar todas as canetas corretamente com relacdo a marca e ao modelo.

Técnicas que ndo requerem o preparo de amostra em muitos casos, cOmo 0
infravermelho e o ultravioleta visivel, também foram aplicadas na analise de
documentos com metodologias destrutivas [4-8]. Zieba-Palus e Kunicki Kher
empregaram a espectroscopia micro-FTIR, Raman e florescéncia de Raio-X (XRF) para
distinguir 27 canetas esferogréaficas azuis, 23 canetas esferograficas pretas, 10 canetas
geis azuis e 9 géis pretas [4]. Para a obtencdo dos espectros de infravermelho, as tintas
das canetas foram extraidas e colocadas para secar em um prato de vidro, em seguida a
placa de vidro foi colocada na janela de KBr. As canetas esferograficas azuis foram
combinadas em 351 pares possiveis. Dez pares foram distinguidos por infravermelho,

mas nao foram distinguidos por Raman. Dezessete pares foram distinguidos por Raman
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e ndo foram distinguidos por infravermelho. Dezessete pares ndo foram distinguidos
nem por infravermelho nem por Raman. Aplicando-se o XRF, foi possivel diferenciar
mais 14 pares, ou seja, 3 pares ndo foram distinguidos por nenhuma técnica. Das 253
combinacBes possiveis das canetas esferogréficas pretas, 4 ndo foram distinguidas por
nenhum método aplicado. Finalmente para as canetas geis, apenas um par de canetas
preta e azul ndo foram distinguidas. Neste trabalho, foi mostrado que a utilizacdo de

uma grande quantidade de técnicas ajudou a diferenciar muitos pares de canetas.

A espectroscopia na regido do ultravioleta visivel também é uma técnica que ndo
requer pré-tratamento, mas foi aplicada com uma metodologia destrutiva para analise de
documentos [6-8]. Adam, Sherratt e Zholobenko utilizaram duas metodologias
destrutivas para preparacdo das amostras [7]: na primeira a tinta foi extraida apds a
introducdo de um tubo capilar na carga da caneta, em seguida, a tinta removida foi
depositada num tubo contendo etanol; na segunda, pequenas porc¢des de tinta foram
removidas do papel cuidadosamente com uma lamina fina e foram mergulhadas em um
solvente. A Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA)
foi empregada aos espectros obtidos com as duas metodologias para identificar
agrupamentos entre tintas de caneta de mesma marca. Para as duas metodologias, todas
as marcas de caneta foram diferenciadas com as quatro primeiras componentes

principais.

A laser desorption mass spectrometry é uma técnica vantajosa por causar danos
minimos as amostras. Grim, Siegel e Allison empregaram a laser desorption mass
spectrometry para a deteccdo do corante violeta de metila em tintas de canetas
esferogréficas azuis e pretas [9]. Neste experimento, foram tracadas linhas retas em um
papel com cada caneta. Em seguida, foram conduzidos dois tipos de envelhecimento
natural, um controlado e outro ndo. As amostras também foram conduzidas a um
envelhecimento artificial, a partir da irradiacdo com luz UV. Os espectros de massas
referentes a 50 disparos de laser em uma mesma locagdo foram acumulados para
obtencdo de um espectro médio. Foram adquiridos 3 espectros médios para cada
amostra. O LDMS mostrou ser uma técnica sensivel para detectar tanto o corante violeta
de metila quanto a degradacdo sofrida por este corante ap6s o envelhecimento do

documento.
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Cada técnica possui vantagens e desvantagens na analise de documentos. A
HPLC, por exemplo, é vantajosa na analise de misturas complexas porque promove a
separagdo dos constituintes. Entretanto, € uma técnica destrutiva e s6 € eficiente na
determinacdo de alguns componentes. A técnica de infravermelho por reflectancia total
atenuada (attenuated total reflectance - ATR) € ndo destrutiva, mas uma limitagédo é a

sobreposicao das bandas de absorcédo da tinta com as bandas de absorcéo do papel [5].

A espectroscopia de massas tem sido utilizada para a datagdo das tintas, que €
muito til para constatar adulteracGes realizadas algum tempo depois do documento ser
gerado. Esta datacdo baseia-se na degradagdo dos corantes, que comega a ocorrer depois
que a tinta entra em contato com o papel. A espectrometria de massa com
dessorcdo/ionizacdo a laser auxiliada por matriz (matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry - MALDI-MS) [10] mostrou ser eficiente na
determinacdo dos corantes violeta de metila e violeta de etila. A desvantagem desta
técnica é que dependendo da energia do laser o documento pode sofrer grande
degradacdo. Neste contexto, a técnica EASI-MS (easy ambient sonic-spray ionization
mass spectrometry) é bastante vantajosa porque a dessorc¢do/ionizacdo do analito ndo é
causada por exposi¢do a uma fonte de radiacdo, mas sim por um spray composto por
microgotas carregadas do solvente [11]. Entretanto, mesmo assim sdo gerados danos

minimos, especificamente por pequenos espalhamentos de tinta no documento.

Mazella e Buzzini aplicaram a espectroscopia Raman para diferenciar 36 tintas
de caneta gel azul. Foram utilizadas duas fontes de laser 514,5 e 830 nm [12]. Sendo o
poder discriminatorio (PD) igual a razdo entre o numero de pares discriminados e o
namero de pares possiveis, foi calculado o PD com o emprego de cada fonte e também
com os lasers combinados. O maior PD (0,68) foi obtido com a utilizagdo dos dois
lasers combinados. Para os lasers 514,5 e 830 nm, o DP foi igual a 0,62 e 0,55
respectivamente. Os valores de PD indicam que a metodologia aplicada esta distante
dos 100% de classificacdo correta. Este trabalho evidencia a dificuldade em se
classificar as tintas por inspe¢éo visual dos espectros.

As unidades de policia brasileiras comumente empregam as técnicas de
espectrofotometria no visivel por reflectancia, ou imagens no visivel geradas com a
aplicacdo de fontes na regido UV ou infravermelho ou, empregando, em geral,

equipamentos VSC (Video Spectral Comparator), da Foster e Freeman.
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Equipamentos como VSC-4 e VSC2000 se baseiam em fluorescéncia por luz
ultravioleta. Drexler e Smith [13] motivados pela dificuldade financeira de alguns
laboratérios de comprar os equipamentos VSC®, muito empregados em analises
documentoscdpicas, construiram um sistema composto por componentes comerciais
disponiveis e obtiveram resultados comparaveis com o equipamento da empresa Foster
e Freeman. O sistema desenvolvido, assim como o0s equipamentos VSC®, se baseia na
fluorescéncia, gerada por luz ultravioleta para a comparacdo das tintas. Este trabalho
descreve que das 18 de canetas testadas 14 pares ndo foram distinguidas nem pelo
sistema construido, nem pelo VSC-4. Deste modo, a diferenciacdo das tintas foi

realizada por inspecao visual.

Bojko e colaboradores [14] testaram o potencial da técnica de infravermelho por
imagem com transformada de Fourier (Fourier transform infrared - FTIR) e
reflectancia total atenuada para diferenciar linhas de intersecdo. A utilizagdo de imagens
espectrais é vantajosa porque se obtém simultaneamente informacao espacial e espectral
da amostra. Foram obtidos bons resultados para linhas de intersecdo de canetas
esferograficas e impressoes a laser, mas resultados insatisfatorios para impressoras ink-
jet, e canetas do tipo gel e roller ball. De acordo com os autores os resultados foram
insatisfatorios devido a natureza destas tintas, que sdo absorvidas pelo papel,

impossibilitando a obtencdo da imagem das mesmas.

Devido & complexidade das tintas, trabalhos defendem a utilizagdo de mais de
uma técnica na anélise de documentos questionados [2,4]. A necessidade da utilizagéo
de mais de uma técnica € justificada pela grande complexidade dos espectros.
Entretanto, isso ndo tem garantido resultados confiaveis, pois ha casos em que as tintas
sdo diferentes, mas as técnicas ndo sdo capazes de diferencia-las. Estes resultados
evidenciam a dificuldade de se trabalhar com este tipo de amostra, que € na verdade

uma mistura complexa.

A quimiometria é uma poderosa ferramenta empregada para se trabalhar com
espectros complexos. As técnicas quimiométricas sdo capazes de extrair dos espectros a
informacdo quimica relevante sendo entéo indispensaveis quando os espectros possuem
um grande namero de variaveis e sobreposic¢do de sinais analiticos. Outra vantagem da
utilizacdo das técnicas quimiométricas € promover uma andlise independente da

inspecdo visual. Técnicas quimiométricas de classificagdo como Modelagem
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Independente e Flexivel por Analogia de Classe (Soft Independent Modeling of Class
Analogy - SIMCA) [15,16] e Analise Discriminante Linear (Linear Discriminant
Analysis - LDA) tém demonstrado ser bastante promissoras [3,6,17-19] na analise de
documentos questionados. Contudo, trabalhos envolvendo técnicas de infravermelho e

analise multivariada aplicada a analise de documentos séo escassos na literatura [3,20].

A espectroscopia visivel foi empregada juntamente com técnicas multivariadas
para discriminar 50 canetas esferograficas azuis [6]. Neste trabalho tintas de 5 marcas
de canetas e 10 canetas por marca foram dissolvidas em etanol para obtencdo dos
valores de absorbancia no intervalo de 400-750 nm. Foram empregados: analise de
cluster; analise de componentes principais; e analise discriminante para tratar os dados.
A analise de cluster diminuiu 0 nimero de variaveis inicial de 351 para 20. Em seguida
foi aplicada a PCA para detectar anomalias e exclui-las do modelo. As trés primeiras
componentes principais foram utilizadas como as variaveis da analise discriminante,
reduzindo o nimero de varidveis de 20 para 3. Foi obtido 100% de classificacdo correta
para a andalise discriminante. Este trabalho mostrou a potencialidade da utilizacdo de

técnicas de classificacdo multivariada para discriminar tintas de canetas.

Wang e colaboradores empregaram a espectroscopia no infravermelho para
distinguir 108 tintas de canetas esferograficas azuis [20]. A classificacdo foi realizada a
partir do coeficiente de correlacdo entre dois espectros, que € calculado a partir do valor
da absorbancia a uma dada frequéncia. A comparacdo espectral foi realizada no
intervalo continuo de 4.000 a 700 cm™. Espectros com altos coeficientes de correlag&o
sdo classificados no mesmo subgrupo por serem considerados similares. A partir desta
metodologia as 108 tintas de caneta foram divididas em 35 subgrupos de acordo com a

similaridade.

Kher e colaboradores [3] utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(high performance liquid chromatography - HPLC) e a espectroscopia no infravermelho
por reflectancia total atenuada para obtencdo de espectros em 8 marcas de canetas
esferograficas azuis. No caso da HPLC, quatro comprimentos de onda (254, 279, 370 e
400 nm) foram analisados individualmente ou em combinacdo para avaliar a separacéo
entre as canetas com PCA e a classificagdo com o LDA. Os melhores resultados foram
obtidos com a utilizacdo dos quatro comprimentos de onda, diferenciando 96,4% dos

pares com a PCA e com 97,9% de classificagcdo correta com a LDA. Para o tratamento
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dos espectros no infravermelho, foram realizados dois tipos de selecdo de variaveis
antes de se empregar LDA. Um com os escores da PCA e outro utilizando os escores e a
matriz residual como varidveis da LDA. Dois modelos diferentes de LDA foram
processados para cada caso. O melhor resultado foi obtido quando utilizaram os escores
e os residuos como variaveis da LDA, apresentando 62,5% de classificacdo correta para
as canetas esferograficas. A porcentagem de classificacdo correta dos espectros de
infravermelho foi muito pequena. Isto pode ter ocorrido porque as variaveis

selecionadas ndo foram eficientes para discriminar as amostras apropriadamente.

A selecdo de variaveis é uma das etapas mais importantes durante uma
classificagdo. O conjunto de variaveis selecionadas deve ser capaz ao mesmo tempo de
discriminar amostras de classes diferentes e identificar amostras pertencentes a cada

classe.

Pontes e colaboradores demonstraram o emprego do método de classificacédo
LDA juntamente com o algoritmo das projecdes sucessivas (Successive Projections
Algorithm - SPA) para selecdo de variaveis (SPA-LDA) [21] em espectros de UV-VIS
para classificar 0leos vegetais [22] e cafes [23]. Apenas uma amostra foi classificada
incorretamente (soja como canola), no trabalho envolvendo 6leos vegetais de milho,
soja, canola e girassol. No trabalho com os cafés foi avaliada a classificacdo de acordo
com o tipo (cafeinado e descafeinado) e estado de conservacdo (vencido e ndo vencido)
e foi encontrada 100% de classificacdo correta para as 175 amostras analisadas. O SPA-
LDA também foi utilizado em espectros NIR para diferenciar amostras de 6leo diesel
com alto ou baixo teor de enxofre, em que 78,8% das amostras do conjunto de teste
foram classificadas corretamente [24]. Silva e colaboradores aplicaram o SPA-LDA a
espectros NIR e MID para detectar adulteracdo em combustivel e obtiveram 84,4% de
classificacdo correta [25]. Estes trabalhos mostram que o SPA-LDA apresentou um bom

desempenho na maior parte das aplicacdes avaliadas.
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1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um método analitico néo-
destrutivo para discriminar tintas de canetas azuis empregando a espectroscopia na
regido do infravermelho médio pode ser empregada juntamente com técnicas

guimiométricas. Os objetivos especificos foram:

e Estudar a dependéncia dos espectros de infravermelho médio com o
papel, ja que nos espectros por ATR ocorrem sobreposicBes das bandas
das tintas com o papel,

e Avaliar se as diferentes classes formam agrupamentos ou sobreposi¢oes
no grafico dos escores da PCA,

e Empregar o algoritmo SPA para selecionar as variaveis mais importantes
para diferenciar as classes;

e Avaliar o potencial do SPA-LDA para classificacdo de tintas de caneta

com respeito ao tipo e a marca.
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1.3 Fundamentacéo tedrica
1.3.1 Preé-processamento de dados

O objetivo do pré-processamento de dados é preparar 0 espectro para a aplicacao
de técnicas quimiométricas. Isto consiste na manipulacdo matematica para remover ou
reduzir variacBes que sdo irrelevantes e poderiam prejudicar a analise. Efeitos como
interferéncias, espalhamento, interagdo molecular sdo possiveis fontes de variages
indesejadas. Considerando, obviamente, a natureza quimica dos dados, qualquer técnica
de pré-processamento pode ser empregada antes de submeter os dados a técnicas
quimiomeétricas. Por exemplo, o Standard Normal Variate (SNV) [26] pode ser
utilizado para corrigir efeitos de espalhamento nos espectros, a derivada pelo algoritmo
Savitzy-Golay [27] pode ser empregada para corrigir a linha de base espectral e suavizar
0 espectro, a normalizacao pode ser utilizada para deixar os dados na mesma escala. No
mesmo conjunto de dados, pode-se fazer a op¢do de aplicar um ou mais de um tipo de
pré-processamento. O importante é determinar qual ou quais as técnicas de pré-
processamento produzem os melhores resultados apds a aplicacdo de técnicas
quimiomeétricas. Em trabalhos de classificacdo supervisionada, deve-se buscar o pré-
processamento que constroi modelos com maior percentual de classificacdo correta. Em
trabalhos empregando analise de componentes principais, 0 pré-processamento ideal é

aquele no qual, h& maior discriminac&o entre classes no grafico dos escores.

O SNV consiste numa transformacdo espectral que pode ser representada pela

equacéo abaixo:

Po(x: —x 1.1
SNVeorr = l_l( l ) ( )
Zg;l(xi - xM)Z
p—1

em que SNV, sdo os valores corrigidos para os p comprimentos de onda, x; € o valor
do sinal analitico no comprimento de onda i e x,, é o valor médio de todos 0s p sinais

analiticos [26].

A derivada pelo método Savitzky-Golay ¢ um método que tem o objetivo de
corrigir a linha de base espectral e ainda melhorar a resolugdo. No entanto, o célculo da
derivada aumenta o ruido do espectro, por isso é importante suavizar o espectro. O
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algoritmo Savitzky-Golay deriva e simultaneamente suaviza os espectros [27]. Na
normalizacdo, os sinais analiticos sdo divididos por uma constante para deixar os dados

na mesma escala [15].

1.3.2 Métodos de reconhecimento de padrédo

Os métodos de reconhecimento de padrdo buscam diferencas e similaridades
entre amostras em um conjunto de dados. Particularmente, em analises quimicas o
namero de variaveis e de amostras presente no conjunto de dados é em geral muito
grande, dificultando a identificacdo de padrdes por inspecdo visual. Isso justifica a
necessidade da utilizacdo de métodos estatisticos para o reconhecimento de padrées em

conjunto de dados quimicos [15,16,28].

Existem dois tipos de métodos de reconhecimento de padrdes: 0s
supervisionados e 0s ndo supervisionados. Nos métodos ndo supervisionados, se
buscam agrupamentos naturais entre as amostras, isto é, a informacdo da classe da
amostra ndo é imposta para se buscar similaridades entre amostras de mesma classe e
diferenca entre amostras de diferentes classes. JA& nos métodos supervisionados, a
informacdo da classe é imposta para buscar diferencas e similaridades entre as amostras.
Neste caso, sdo construidos modelos com parte das amostras enquanto que o restante
das amostras é utilizado para realizar testes de previsdo para avaliar a classificacdo das

amostras.

Métodos nao supervisionados

Um dos métodos de reconhecimento de padrdo mais utilizado é a PCA
[15,16,28]. A PCA envolve a algebra de combinacdo linear, que € simples de ser
computada e é tratvel analiticamente. Uma das vantagens da PCA ¢ a diminuicdo da
dimensionalidade do problema, de forma que a variabilidade dos dados seja
representada em poucos fatores. Ela pode ser utilizada para o reconhecimento de
padrdes (estrutura da matriz de dados), deteccdo de anomalias, selecdo de variaveis e

etc.
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Na PCA, as componentes principais (Principal Component - PC) sdo escritas
como uma combinacdo linear das varidveis originais. As PC dao origem a um novo eixo
de coordenadas ortogonais que descrevem a variabilidade dos dados em ordem
decrescente. A primeira componente principal (PC1) indica a direcdo de maior
variabilidade dos dados, a segunda componente principal (PC2) indica a direcdo da
segunda maior variabilidade dos dados e assim sucessivamente. Sendo assim, a maior
parte da variancia dos dados é explicada pelas primeiras PC’s, dispensando a
necessidade de se analisar todas as PC’s e diminuindo, portanto, a dimensionalidade do
modelo. As projegdes dos objetos neste novo sistema de eixos sdo vetores denominadas
escores (t;). Os coeficientes da combinacdo linear sdo vetores denominados pesos (p;) e
determinam a influéncia de cada variavel original sobre uma determinada componente.
Na analise de componentes principais a matriz de dados (X) pode ser escrita como
[16,28]:

X = tlp'1+t2p'2 +"‘+tip'i, (12)

Métodos supervisionados

Os metodos de reconhecimento de padréo supervisionado buscam construir uma
vizinhanca entre as classes, isto € limitar o espaco N-dimensional para cada classe, em
gue N é igual ao numero de variaveis. O objetivo destes métodos € classificar as
amostras de acordo com sua localiza¢do no espaco. Dentre os métodos mais utilizados o
SIMCA e o LDA merecem destaque.

A LDA é um método de classificacdo supervisionada que calcula o quadrado da
distancia de Mahalanobis entre a amostra que se deseja classificar e o centro de todas as
classes presentes no modelo [16,22,23,28]. A amostra entdo é atribuida a classe que
possui 0 menor valor para o quadrado da distdncia de Mahalanobis. A distancia
Mahalanobis pode ser definida como [28]:

rt=@-pE -, (1.3)

em que x = (xq,X,x3...X;) € a intensidade espectral medida em i comprimentos de
onda de uma amostra que se deseja classificar; 1 € o centro da j-ésima classe, isto é, é 0

valor médio da classe; e ), é a matriz de covariancia.
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Na LDA é determinado o centro para cada classe e é construida uma vizinhanca
entre dois centros. Enquanto a PCA seleciona a dire¢cdo em que ha maior varia¢do do
conjunto de dados, a LDA busca a direcdo que melhor discrimina as amostras de acordo
com a classe [28]. As novas varidveis recebem o nome de fungdo discriminante e
compdem uma combinacdo linear das variaveis originais. O numero de variaveis

geradas é igual k-1, em que k é o nimero de classes da matriz de dados.

1.3.3 Algoritmo das projecdes sucessivas

O SPA foi originalmente desenvolvido para selecionar variaveis para aplicacao
em calibracdo multivariada [29,30]. Inicialmente, o SPA foi aplicado a dados
espectrofotométricos de UV-VIS em complexos de Co®*, Cu?*, Mn*, Ni** e Zn*" com
4-(2-piridilazo) resorcinol em amostras contendo intervalos de concentragdo entre 0,02-
05 mg L' [29]. As variaveis selecionadas pelo SPA apresentaram erro médio
quadratico de previsdo do conjunto de teste de 0,02 mg L™, que é comparavel com
resultados obtidos com o algoritmo genético. Trabalhos posteriores aplicaram o SPA
para calibracdo em dados de UV-VIS, FTIR, NIR, espectrometria de emissdo atOmica
com plasma indutivamente acoplado (inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy - ICP-AES) [31-36]. Pontes e colaboradores, realizaram uma

implementacao para aplicar o SPA a problemas de classificacdo [21].

O SPA consiste em selecionar varidveis que apresentam minima colinearidade
entre si. Para isso sdo fornecidas as matrizes correspondentes aos conjuntos de
treinamento (K. x J), validacdo (K, xJ) e teste (K; xXJ) em que K., K, e Ky
representam o nimero de amostras de cada conjunto e J 0 nimero de variaveis que deve
ser igual em todos os conjuntos. O namero minimo (N1) e o namero méaximo (N2) de

variaveis também sédo fornecidos ao SPA.

Para cada variavel é executado o seguinte procedimento: é calculada a projecao
do vetor coluna em um subespaco ortogonal. Depois é calculada a projecédo de todos 0s
vetores neste subespaco e 0 vetor com maior projecao é guardado. Este procedimento é
repetido até o numero de vetores armazenados ser igual a N2. Ao final deste
procedimento existirdo J conjunto de dados com N2 variaveis, em que se for

considerado que o conjunto de dados pode ser formado por uma quantidade qualquer de
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variaveis entre 1 e N2, serdo obtidas JxN2 conjuntos de dados [21]. Para decidir o
melhor conjunto de variaveis no contexto de classificacdo, foi desenvolvida uma funcéo
de custo, que é uma razdo em que o numerador é o quadrado da distancia Mahalanobis
entre uma amostra e o centro da sua classe, e 0 denominador é o quadrado da distancia
Mahalanobis entre a mesma amostra e o centro da classe “errada” mais proxima. Assim
a funcdo de custo representa o risco de uma amostra ser classificada em uma classe
“errada” [21]. A idéia em se trabalhar com as projecGes esta no fato de que as maiores
projecdes indicardo os vetores que sdo menos colineares e assim a informagéo contida
no grupo de variaveis selecionado ndo sera redundante. A funcéo de custo indica qual o

conjunto de vetores pouco colineares possui 0 melhor poder de predicdo [21].

1.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho

A radiacdo infravermelha é responsavel por transicdes moleculares entre estados
energéticos vibracionais e rotacionais. Apenas moléculas que sofrem variacdo do
momento de dipolo podem absorver a radiacdo infravermelha, pois esta € a condicao
para que ocorra a interacdo entre a molécula e o campo elétrico alternado. Como
resultado desta interacdo, hé alteracdo nos movimentos vibracionais e/ou rotacionais nas

moléculas. As vibracfes podem ser por estiramento ou por deformacéo angular [37].

A espectroscopia na regido do infravermelho € dividida em trés partes,
infravermelho préximo (12.800 - 4.000 cm™), médio (4.000 - 200 cm™) e distante (200 -
10 cm™) [37]. Destas, as regides do infravermelho médio e préximo sdo as mais
utilizadas para aplicagdes analiticas qualitativas e quantitativas. Na regido do
infravermelho médio sdo observadas bandas devido a transi¢cbes fundamentais, que
correspondem as transi¢des entre o nivel de energia fundamental (v = 0) e o primeiro

nivel excitado (v =1).

Os equipamentos disponiveis permitem medidas de absorcdo, emissdo e
reflectancia e permitem medidas em amostras sélidas, liquidas e gasosas bem como de
suas misturas complexas. Espectrémetros que empregam transformada de Fourier estéo
sendo bastante utilizados para medidas de absorcéo da radiacdo infravermelha. Algumas
das vantagens destes equipamentos sao: permitem medidas quantitativas e qualitativas;

Otimas relagdes sinal/ruido, que sdo resultado das pequenas atenuacGes sofridas pela
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radiacdo devido a utilizacdo de poucos elementos Opticos e nenhuma fenda; alta
resolucdo; rapida obtencdo dos espectros. Isto é possivel porque estes equipamentos
empregam a espectroscopia no dominio do tempo, que registra dados de intensidade em
funcdo do tempo. A informacédo contida num espectro no dominio do tempo é a mesma
contida num espectro no dominio das frequéncias, em que a conversdo entre estes €

dada através de calculos numéricos [37].

Dentre as técnicas para aquisicdo de espectros no infravermelho médio, a
reflectancia total atenuada (attenuated total reflectance - ATR) se destaca na analise de
amostras sélidas como, polimeros, borracha, papel e etc. No ATR, o feixe de radiacdo
passa de um material mais denso para outro menos denso, como resultado ocorre uma
reflexdo. Esta reflexdo é total quando o feixe incide por um angulo critico. Antes da
reflexdo ocorrer, o feixe penetra um pouco no material menos denso. Durante a
penetracdo ocorre a absorcdo do feixe em especificos comprimentos de onda e devido a
1SS0, o feixe sofre uma atenuagéo [37].
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1.4 Material e métodos
1.4.1 Descricdo das amostras

A Figura 1.1 ilustra a divisdo das classes das tintas de canetas empregadas neste
trabalho. Um conjunto de dados representativo foi composto por canetas azuis dos tipos
esferograficas (5 marcas), géis (3 marcas) e rollerball (2 marcas). Para cada marca
foram adquiridas 10 canetas, sendo 5 do mesmo lote e 5 de lotes diferentes. Também
foram adquiridos trés tipos de papel: 2 marcas de papel A4 branco (papel 1 e papel 2) e

uma marca de papel A4 reciclado (papel 3).

10 canetas de cada marca:
*5 do mesmo lote
5 de lotes diferentes

5 marcas do tipo

Esferografica

10 canetas de cada marca:
*5 do mesmo lote
5 de lotes diferentes

3 tipos de

3 marcas do tipo
p -_—)

canetas Gel

10 canetas de cada marca:
*5 do mesmo lote
5 de lotes diferentes

2 marcas do tipo
Roller Ball |

Figura 1.1: Fluxograma indicando a divis&o das classes das tintas de caneta

Neste trabalho, pretendeu-se desenvolver uma metodologia independente do tipo
de papel. Foi construido um modelo LDA com os espectros coletados a partir de
circulos com raio aproximado de 1 cm preenchidos com tinta de caneta sobre o papel 1.
Posteriormente empregou-se 0 modelo LDA construido com o papel 1 para realizar

testes de previsdo com o papel 2 e papel 3.

Para a construcdo do modelo, cada caneta foi empregada para preencher 5
circulos. Foram pintados varios circulos, para que modelo contivesse grande
variabilidade do papel e das tintas das canetas. Em cada circulo, foram adquiridos 2

espectros, resultando em 100 espectros por caneta.

Foram adquiridos mil espectros apenas do papel 1 para a obtencdo de um

espectro médio. Os espectros adquiridos nos circulos preenchidos de tinta foram
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subtraidos do espectro medio obtido apenas do papel. Esta foi uma aproximacéo

realizada para a obtencdo de um espectro com maior informacao da tinta.

Para os testes com o papel 2 e 3, foram escolhidas aleatoriamente trés canetas de
cada marca. Para cada caneta foi pintado um circulo preenchido de tinta e foram
adquiridos 5 espectros para cada registro. Foram adquiridos mil espectros do papel 2 e
do papel 3. O espectro médio do papel 2 foi subtraido dos espectros adquiridos nos
circulos pintados no papel 2. Foi repetido 0 mesmo procedimento com 0S espectros

adquiridos no papel 3.

1.4.2 Instrumentacao

Os espectros no infravermelho médio com transformada de Fourier foram
adquiridos empregando o equipamento Spectrum400 da PerkinElmer com 0 acessorio
UATR (Universal Attenuated Total Reflectance). O acessorio UATR é composto por
uma ponteira de diamante e o feixe infravermelho realiza uma reflexdo. Os espectros
foram adquiridos entre 650 e 4.000 cm™, com resolucdo igual 4 cm™. Para diminuir o

ruido, cada espectro adquirido era a média de 16 espectros.

1.4.3 Tratamento dos dados

Foi testada a previsdao do método quanto ao tipo da caneta (esferografica, gel e
rollerball) e quanto as marcas das canetas. Para isso foram construidos dois modelos
empregando LDA: um com relagcdo ao tipo de caneta, contendo 3 classes diferentes
(esferogréfica, gel e rollerball) e outro com relagdo a marca possuindo 10 classes

diferentes (5 marcas esferogréaficas, 3 marcas gel, 2 marcas rollerball).

Os espectros obtidos das canetas (ja subtraidos do espectro médio do papel)
foram pre-processados. Para determinar o pre-processamento mais adequado, foram
testados varios pré-processamentos, a saber, SNV, suavizacao Savitzky-Golay, derivada
Savitzky-Golay (janela com 3, 15 e 21 pontos, polinbmio de segunda ordem) e
normalizacdo pela faixa. Em seguida, foi avaliado o grafico dos escores de cada PCA
com o objetivo de selecionar o pré-processamento que mais caracterizasse a presenca de

agrupamentos com relacao ao tipo ou a marca das canetas.
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Foi realizada uma PCA para cada classe nos espectros pré-processados para
avaliar a presenca de outliers. Em seguida, procedeu-se a selecdo das amostras para
compor 0s conjuntos de treinamento (60% das amostras), validagdo (20% das amostras)
e teste (20% das amostras) da LDA. O algoritmo Kennard Stone foi utilizado para

selecionar estes conjuntos [38].

Os espectros de infravermelho adquiridos contém 3.351 variaveis. Esta grande
quantidade de variaveis impossibilita a aplicagdo direta do LDA, pois o LDA nao pode
ser aplicado quando o numero de variaveis € muito maior do que o nimero de amostras.
Além disso, as variaveis ndo podem ser colineares. O algoritmo Successive Projections
Algorithm (SPA) foi utilizado para selecionar as variaveis de forma a melhor
discriminar as classes. Apos realizar a selecdo de variaveis, a LDA foi aplicada aos

dados.

A subtracdo dos espectros, os pré-processamentos e a PCA foram executados no
The Unscrumbler® v9.7. O algoritmo KS e o SPA-LDA foram executados no Matlab®
1.7.
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1.5. Resultados e discussao
1.5.1 Analise dos espectros

A maioria das bandas presentes no espectro do papel é devido a celulose [39]:
bandas de estiramento C-H entre 3.000-2.900 cm™; banda de estiramento O-H perto de
3.330 cm™; deformacdo angular C-H entre 1.500 e 1.300 cm™; e estiramento C-O em
1.030 cm™, aproximadamente. Além das bandas da celulose, o espectro do papel pode
apresentar bandas referentes a aditivos, como por exemplo o carbonato de célcio que
absorve em 1.430, 875 e 712 cm™ [40].

Os espectros do papel puro e da tinta no papel s&o muito similares (Figura 1.2,
1.3 e 1.4), indicando que o espectro registrado é pouco dependente da tinta. Isto porque
a tinta € absorvida pela fibra do papel e o espectro resultante é a soma entre o papel e a
tinta. Por inspe¢do visual é dificil tanto diferenciar os espectros dos papéis quanto 0s

espectros referentes as tintas.

|—— Papel 1
0,34— Papel 2
Papel 3
.g 0,2-
C
«®©
s |
A |
2 014 a
/™
0,04

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda (cm™)

Figura 1.2: Espectros médios de infravermelho do papel 1, papel 2 e papel 3.
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Figura 1.3: Espectros de infravermelho adquiridos em circulos preenchidos com tinta

das canetas esferogréficas.
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Figura 1.4: Espectros de infravermelho adquiridos em circulos preenchidos com tinta

das canetas gel e rollerball.

A Figura 1.5 ilustra os espectros médios brutos obtidos para a caneta

esferografica marca 4 nos trés tipos de papel. Os espectros adquiridos nos trés papeis

sd0 muito similares, mas se diferenciam na regido entre 1.500 e 1.300 cm™. No restante

do espectro, ocorrem pequenas diferencas de intensidades. Esta figura justifica a
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importancia de se desenvolver uma metodologia independente do papel, pois espectros

da mesma caneta podem ser classificados incorretamente devido a influéncia do papel.

|—— Papel 1
0,3{— Papel 2
Papel 3
.g 0,2
&
Ko} . \
3
0,1 ) (‘
g §/\/L———‘./J\/}\}\\k
0,0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda (cm™)
Figura 1.5: Espectro médio de infravermelho da caneta esferografica marca 4 nos trés

tipos de papel.

O pré-processamento adequado para o tratamento espectral foi determinado por
Silva [41]. A melhor separacdo entre as classes foi obtida quando os espectros
adquiridos das tintas (ja subtraidos do espectro médio do papel) foram pré-processados
pelos seguintes métodos, na seguinte ordem: SNV, derivada pelo método Savitzky-
Golay com polindmio de segunda ordem e janela de 21 pontos, e normalizacdo pela
faixa [41].

Os modelos das PCA realizados por tipo de caneta indicaram a presenca de
outliers na matriz de dados. Os espectros que apresentaram altos residuos e leverage
foram excluidos do banco de dados. A quantidade de espectros utilizados no conjunto
de treinamento, teste e validacdo para os modelos LDA com as classes compostas por

tipo e marca de canetas também sdo mostrados na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Namero de espectros nos conjuntos de treinamento, validagdo e teste para

cada classe.
Classe Papel 1 Papel 2  Papel 3
Tipo Marca Treinamento  Validacdo  Teste Teste Teste
Esferografica 299 100 100 74 68
1 60 20 20 15 15
2 60 20 20 14 15
3 59 20 20 15 15
4 60 20 20 15 12
5} 60 20 20 15 11
Gel 175 58 58 45 41
1 60 20 20 15 15
2 55 18 18 15 13
3 60 20 20 15 13
Rollerball 115 39 39 27 29
1 57 19 19 15 14
2 60 19 19 12 15

O gréfico dos escores (PC1xPC2xPC3) da PCA realizada com o0s espectros pré-
processados adquiridos no papel 1 é ilustrado na Figura 1.6. As trés primeiras
componentes explicaram 73% da variancia dos dados. Nao hd uma separacdo clara entre
as classes. A classe esferogréfica apresenta uma tendéncia de formar dois grupos, em
que um é formado pelas marcas 1, 2, 3 e 4 e 0 outro grupo € formado pela marca 5. As

classes gel e rollerball apresentaram uma grande sobreposicao.
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Figura 1.6: Grafico dos escores da PCA realizada com o0s espectros pré-processados.

1.5.2 Construcdo do modelo LDA e resultados das previses obtidas com 0s espectros

de infravermelho das tintas de canetas adquiridos sobre o papel 1

A Figura 1.7 ilustra os graficos do custo da validacdo da LDA com relacdo ao
tipo e a marca das canetas. Os menores custos foram obtidos quando 17 e 39 variaveis
foram selecionadas nas validagdes por tipo e marca, respectivamente. O aumento da
quantidade de variaveis selecionadas é resultado do aumento da complexidade do

problema que ocorre quando se tenta distinguir as canetas por marca.

A Figura 1.8 ilustra a localizacdo das 17 variaveis selecionadas no espectro
médio pré-processado para cada tipo de caneta. Todas as 17 variaveis se localizam na
regido entre 1.700 e 600 cm™. Nesta regi&o hé absorc&o de grande parte dos compostos
organicos que compdem a tinta, como por exemplo, 0s corantes que possuem muitos
anéis aromaticos. Os espectros medios pre-processados sdo bastante diferentes,

evidenciando a diferenca de composicdo em cada tipo de tinta.
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Figura 1.7: Gréafico da funcdo de custo da validacdo em funcéo do nimero de variaveis
selecionadas pelo SPA. Classes da LDA sendo compostas por: a) Tipo de caneta, menor

custo com 17 variaveis; b) Marca da caneta, menor custo com 39 variaveis.

* Para melhor visualizacdo da variacdo do custo, foram excluidos do gréfico os pontos
referentes a 1,2 e 3 variaveis, pois possuiam custos muito altos.
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Figura 1.8: Espectros médios pré-processados por tipo de caneta com as 17 variaveis
selecionadas pelo SPA-LDA. Pré-processamentos empregados: 1) SNV; 2) derivada

pelo método Savitzky-Golay com polindmio de segunda ordem e janela de 21 pontos; 3)

normalizagéo pela faixa.

A Figura 1.9 e a Figura 1.10 apresentam o0s espectros médios pré-processados de
cada marca de caneta e tambem as variaveis selecionadas pelo SPA-LDA. Os espectros
médios pré-processados das canetas esferograficas de marca 2 e 4 sdo muito parecidos,
indicando que estas canetas podem ter composicdes similares. O restante das canetas

apresentam espectros bastante diferentes.

A maior parte das varidveis selecionadas localiza-se na regido entre 1.700 e 600
cm™. Entretanto, também foram selecionadas variaveis em 3.756, 2.925, 2.912, 2.157
cm™. Com excecéo da regido 2.157 cm™, a qual ndo parece ser visualmente importante,
todas as regides selecionadas apresentam diferentes regiGes de absorcdo em cada marca

de caneta.
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A LDA gera um numero de funcdes discriminantes (FD) igual ao nimero de
classes total das amostras menos 1. Sendo assim, nos modelos LDA para 0s tipos e para
as marcas foram geradas 2 e 9 funcGes discriminantes, respectivamente. Foi obtido
100% de classificagdo correta para o conjunto de teste em ambos os modelos LDA
construidos. A Figura 1.11 ilustra os graficos dos escores das LDA com as classes

compostas por tipo e por marca das canetas.

Na Figura 1.11a, hd uma clara separacdo entre as trés classes distintas.
Entretanto, duas amostras da classe Rollerball foram classificadas na classe gel. Estas
amostras foram selecionadas pelo algoritmo Kennard-Stone para compor o conjunto de
treinamento e validag&o, sendo, portanto amostras externas. Contudo estes erros ndo
comprometem o desempenho do LDA que classificou corretamente todas as amostras

presentes no conjunto de teste.

Na Figura 1.11b, estdo ilustrados os escores das trés primeiras funcbes
discriminantes. Apenas 0s agrupamentos formados pela caneta esferografica marca 5 e
gel marca 2, se diferenciam do restante. As outras marcas apresentam agrupamento
muito proximo. Nao ha discriminacdo entre todas as classes nesta figura, porque a
discriminacdo ocorre ao longo das 9 funcGes que ndo podem ser representadas

graficamente.

40



Tese de Doutorado Flavia de Souza Lins Borba

0,02 JESTerografica Marca 1 004 [ESTErOgrafica Marca 2
0,01- 0,021
0,00 -MMMM\A/JIU 0,00-W
0,011 0,024
-0,02 -0,04-
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
NUmero de Onda (cm™) NUmero de Onda (cm™)
0,04-Esferografica Marca 3 0.04-Esferografica Marca 4
0,02 0,02
0,00 _W O’Oo'w
-0,02- 0021
-0,04 : : : : . . 0041 : : :
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
NUmero de Onda (cm™) NUmero de Onda (cm™)
0,04 {Esferogréafica Marca 5
0,02-
o,oo-“¢»‘~\Ww/§[\rww«h“~.uJ ]{
0,02-
4000 3000 2000 1000

NUmero de Onda (cm™)

Figura 1.9: Espectros médios pré-processados (SNV, derivada pelo método Savitzky-
Golay com polindmio de segunda ordem e janela de 21 pontos e normalizacdo pela
faixa) por marca das canetas esferograficas com as 39 variaveis selecionadas pelo SPA-
LDA.

41



Tese de Doutorado Flavia de Souza Lins Borba

0,06-
002/C€! Marca 1 |Gel Marca 2
0,04-
0,01- 002
0,00- 0,00-
! _
001 0,02-
_0,04_
0,02 . . . . . . . , . , . ,
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Numero de Onda (cm™) NUmero de Onda (cm™)
0,04- '
Gel Marca 3 000 Rollerball Marca 1
0,02-
0,011
0,00- 0.00]
-0,02- 0,014
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
NUmero de Onda (cm™) Numero de Onda (cm™)
0,02 ROllerball Marca 2
0,011
0,001
0,014
0,02 . : :
4000 3000 2000 1000

NUmero de Onda (cm™)

Figura 1.10: Espectros médios pré-processados (SNV, derivada pelo método Savitzky-
Golay com polindmio de segunda ordem e janela de 21 pontos, normalizacao pela faixa)

por marca das canetas géis e rollerball com as 39 variaveis selecionadas pelo SPA-LDA.
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Figura 1.11: Grafico dos escores com todas as amostras a) FD1xFD2 da LDA com
relacdo ao tipo da caneta; b) FD1xFD2xFD3 da LDA com relacdo a marca da

caneta.
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1.5.3 Resultados das previsoes realizadas com os espectros de infravermelho das tintas

de canetas adquiridos sobre o papel 2 e o papel 3

Nos testes com papel diferente, foi obtido 100% de classificacdo correta para o
papel 2 tanto para o tipo quanto para as marcas. Nos testes com o papel 3 foi obtido
100% e 91,3% de classificagdo correta para os tipos e marcas, respectivamente. Os
erros de classificacdo ocorreram para as canetas esferograficas, em que 12 espectros da
marca 2 foram classificadas como da marca 4. A similaridade entre os espectros pre-

processados destas duas marcas podem ter influenciado este resultado.
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1.6 Conclus0es e perspectivas

O gréfico dos escores da PCA aplicada ndo apresentou uma separacao clara entre

as diferentes classes.

O algoritmo SPA selecionou 17 e 39 variaveis para classificar as amostras por

tipo e por marca, respectivamente.

Para o papel 1, ambos os modelos LDA compostos por tipos e por marcas das

canetas obtiveram 100% de classifica¢do correta para o conjunto de teste.

As predicdes com 0s espectros da tinta de caneta adquiridos no papel 2 geraram
100% de classificagdo correta para tipo e marca. Enquanto que os testes realizados com
0 papel 3 geraram 100% de classificacdo correta para o tipo e 91,3% de classificacdo
correta por marca. Os erros ocorreram porque 12 canetas esferograficas da marca 2

foram classificadas como esferograficas da marca 4.

Portanto, a espectroscopia na regido do infravermelho com reflexdo total
atenuada associada a SPA-LDA mostrou ser um metodo eficiente para discriminar tintas
de canetas azuis. Isto é importante nas investigacdes de documentos questionados, pois
a existéncia de duas tintas de caneta diferentes no mesmo texto pode ser uma evidencia

de recobertura, retoque ou emendas que sdo tipos fraudes que ocorrem em documentos.
Em trabalhos futuros, pretende-se:

- Aplicar a metodologia descrita para outras marcas de canetas dos tipos esferografica,
gel e rollerball. Pretende-se também, empregar a metodologia para classificar diferentes

tintas de canetas pretas e toners;

- Desenvolver métodos empregando imagens hiperespectrais no infravermelho para
diferenciar marcas de canetas. A utilizacdo de imagem hiperespectral é vantajosa porque
se obtém simultaneamente informacdo espacial e espectral da amostra. Além disso,
permite analisar areas bem menores que a atingida por sondas comuns de ATR, fazendo
com que esta seja bem mais adequada para a analise de documentos em casos reais, 0S

guais possuem muitas vezes escritos ou impressos com dimensdes minimas.
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CAPITULO 2

Analise exploratoria da composicéo de sete tijolos antigos e dois
fragmentos de pinturas rupestres por espectroscopia de emissdo em plasma

induzida por laser
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2.1 Introducéao

A arqueologia ¢ a ciéncia gque investiga aspectos das sociedades passadas a partir
da analise de materiais (objetos metalicos, objetos cerdmicos, vidros, pigmentos e etc.)
que indicam evidéncia de vida humana antepassada [1,2].

Estudos sobre a composicdo de objetos metalicos, cerdmicos e vitreos podem
revelar tanto técnicas de manufatura utilizadas para a confec¢do destes materiais como
informacdes acerca das necessidades dos povos antigos. Em particular, o estudo da
composicao de tijolos antigos € importante em trabalhos de restauracdes de construcdes
historicas. Isto porque, os tijolos originais devem ser substituidos por tijolos de
composi¢do compativel para evitar danos a estrutura historica [1].

O estudo dos pigmentos provenientes de pinturas rupestres, também chamado de
estudo iconografico, pode revelar tanto aspectos diretos como indiretos de sociedades
passadas. Os aspectos diretos podem ser a presenca da fauna e da flora, vestimentas e
arquiteturas, enquanto que os aspectos indiretos podem ser a evidéncia de rituais
religiosos e classe social [2].

A atribuicdo formal da arte rupestre as sociedades pré-historicas ocorreu no
Brasil no século XVI [3]. Na Europa, essa atribuicdo ocorreu séculos depois, pois era
inaceitavel ideologicamente a diferenca cultural entre as populagdes histéricas e pre-
historicas. No Brasil, o Parque Nacional Serra da Capivara, merece grande destaque por
possuir uma grande quantidade de sitios arqueoldgicos. O pargue é localizado no estado
do Piaui e ocupa uma &rea de cerca de cento e trinta mil hectares [4].

A reconstrugdo de costumes vividos por povos ha vérios séculos envolve um
trabalho multidisciplinar, pois além da interpretacdo do significado das pinturas é
importante determinar a composicdo dos pigmentos utilizados. A determinacdo da
composicdo ir4 revelar onde o pigmento era encontrado e se algum tipo de tratamento

era realizado antes da pintura.

Técnicas analiticas tém sido aplicadas ao estudo da composicdo de materiais
arqueoldgicos, como, espectrometria de fluorescéncia de raio-X [5,6] e espectrometria
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (inductively coupled plasma
optical emission spectrometry - ICP OES) [7]. A fluorescéncia de raio-X tem a

vantagem de ser ndo destrutiva, mas tem a limitacdo de s6 detectar elementos com
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nimero atdbmico maior do que oito [8]. O ICPOES promove uma anélise

multielementar, mas é uma técnica destrutiva.

Poucos trabalhos na literatura empregaram a espectroscopia de emissdao em
plasma induzida por laser (laser induced breakdown spectroscopy - LIBS) para a analise
de bens culturais [2,5,9-19]. Esta técnica se baseia na utilizacdo de uma fonte de laser
para promover a formacdo de um plasma e excitagdo das espécies presentes. A radiacao
emitida por atomos e ions é coletada por lentes ou fibras Oticas e medida por um
detector. Durante 0 processo, ocorre a vaporizacdo de uma pequena quantidade de

amostra (cerca de microgramas).

A LIBS promove uma analise multielementar e rapida, pois ndo ha necessidade
de preparacdo da amostra e apds aplicar um pulso de laser, o espectro de emissao é
adquirido ap6s poucos segundos. Esta técnica é considerada quase nao-destrutiva, ja que
a analise pode ser realizada in situ e a quantidade de material vaporizado € muito
pequena. Pulsos consecutivos na mesma locacdo permitem a utilizagdo do LIBS para o
estudo de materiais que possuem camadas de profundidade com diferentes
composicdes. Esta aplicacdo é mais evidente na analise de pinturas em que se pode

determinar a composi¢do de cada pigmento separadamente.

Anglos [11] publicou um trabalho de revisao sobre a aplicacdo de LIBS em arte
e arqueologia. Este trabalho relata: 1) identificacdo de pigmentos em obras de arte, em
manuscritos e em pinturas rupestres; 2) analise de camadas de diferentes profundidades;
3) anélise de incrustacfes em ceramicas; 4) identificacbes de metais utilizados em

moedas; 5) aplicacfes em bioarqueologia.

A determinacdo da composicdo elementar de o0ssos pode revelar habitos
alimenticios, deficiéncias nutricionais e até problemas patologicos [20]. Galiova e
colaboradores empregaram a técnica de LIBS para medir a distribui¢do de Sr, Ba, Fe, P,
Ca, Mg e Na em diferentes partes do dente canino de um animal [20]. Foi observado

que a intensidade do ferro é maior nas regides mais internas do 0sso.

Mendes e colaboradores [9] simularam uma pintura aplicando uma camada fina
(aproximadamente 400 um) de cola de coelho (material muito utilizado em obras de
arte) em folhas de politereftalato de etileno (PET). As folhas de PET foram escolhidas

devido a sua homogeneidade padrdo com boa resisténcia mecénica e densidade
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constante. Pulsos consecutivos com energia de 115 mJ foram aplicados na mesma
locacdo e a andlise dos espectros revelou que a camada de cola de coelho era
atravessada apOs 150 pulsos. Este resultado foi reproduzido em outras locagdes
indicando uma possibilidade da utilizacdo deste laser para a remocdo controlada de

material.

Pecas de pinturas preparadas em laboratério também foram utilizadas para o
estudo de camadas [18,19] e para otimizar as condi¢cdes de operacdo do LIBS para
posteriores medidas numa pintura a 6leo do século XVIII que foi sujeita a uma
restauracdo parcial [10]. Foram selecionadas poucas locagdes na regido original e na
regido restaurada nas quais foram realizados 2 pulsos com energia igual a 5 mJ em cada
locacédo. Os espectros de ambas as regides foram claramente diferenciados pela presenca
de Pb (chumbo branco) na regido original e de Ti (titdnio branco) na regido restaurada.
Este resultado sugere que a restauragédo tenha sido realizada no XI1X, pois o pigmento
encontrado na regido restaurada sé comecgou a ser comercializado no inicio do século
XIX.

Anglos [11] prop6s um trabalho onde a caracteristica de analise pontual do LIBS
foi empregada para a obtencdo de espectros de incrustacdes brancas e pretas presentes
em uma cerdmica. A anéalise dos espectros revelou que a incrustacdo branca € rica em

calcio e a preta em ferro, silicio e aluminio.

A técnica LIBS também permite a analise de materiais submersos em agua. Esta
aplicacdo se baseia na realizacdo do pulso duplo de LIBS e foi demonstrado por
Giacomo e colaboradores na analise de materiais metélicos [21]. No pulso duplo, o
primeiro pulso de laser gera uma pluma e o segundo pulso provoca a ablacdo do
material e excita o microplasma dentro da pluma. O espectro de emissdo coletado é
caracterizado por ser bastante intenso, que é resultado de uma pressao relativamente
baixa dentro da pluma. Lazic e colaboradores determinaram as condi¢cdes de medidas
para uma analise por LIBS para a obtencdo do melhor sinal em medidas de ferro, ligas
baseada em cobre, metais preciosos, marmore e madeira submersos em agua [22]. O
objetivo desse trabalho foi aplicar a técnica de LIBS na identificagdo de materiais de
valor presentes no fundo do mar devido as batalhas navais e aos acidentes ocorridos
com navios. Foram obtidos resultados satisfatérios nas analises qualitativas dos

materiais, com exce¢do da madeira, e todos os materiais foram reconhecidos. Também
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foram determinados os intervalos espectrais para distinguir pecas de marmore de rochas

calcarias, bem como realizada uma andlise quantitativa em amostras de bronze.

Equipamentos remotos para medidas LIBS tém sido construidos para a analise in
situ de tijolos de construcbes historicas [23]. A idéia desse trabalho foi utilizar
resultados de LIBS para compor um banco de dados sobre o estado de conservacgdo de
tijolos historicos. Redes neurais artificiais foram aplicadas aos espectros de LIBS para
prever as composicdes dos tijolos. As composicdes previstas foram comparadas com as
obtidas pela técnica de ICP OES. Os autores consideraram que foram obtidos resultados
satisfatorios para elementos pesados, entretanto os elementos leves (P e S) apresentaram
resultados insatisfatorios devido a sinais de baixa intensidade.

O trabalho de Bryshaert e colaboradores [2] apresenta o estudo de 23 amostras
provenientes de escavacoes realizadas em Palaikastro, Tebas e Tell el-Dab’a, contendo
pigmentos azul, vermelho, amarelo, laranja, preto, cinza e verde. Os elementos
presentes foram detectados por LIBS e a maior parte dos pigmentos foi identificada.
Foram detectados dois tipos de pigmentos azuis. O primeiro é originario de Tell el-
Dab’a e de Tebas e foi identificado pela presenca de cobre, silicio e calcio na amostra
(azul egipcio; CuCaSisO1p). O pigmento da amostra de Palaikastro ndo foi identificado,
mas a andlise de LIBS detectou a presenca de ferro e cobre em combinagdo com outros
elementos como magnésio. Devido & presenca destes elementos foi suposto que o
pigmento azul pode ser de um mineral chamado glaucophane (Na,[(Mg,Fe?")sAl,]
Sig022(0OH);). N&o foram encontrados trabalhos que utilizam LIBS aplicados a pinturas

rupestres.

Trabalhos envolvendo LIBS e técnicas quimiométricas também sdo descritos na
literatura. Duchéne e colaboradores [24] aplicaram a modelagem independente e
flexivel por analogia de classe (Soft Independent Modeling of Class Analogy - SIMCA)
e modelos de analise discriminante pelos minimos quadrados parciais (Partial Least-
Squares Discriminant Analysis - PLS-DA) para classificar 30 pigmentos comerciais
tradicionalmente utilizados em muros. O SIMCA e o PLS-DA classificaram
corretamente 81% e 99% das amostras analisadas, respectivamente. LIBS e
fluorescéncia de Raio-X foram empregados juntamente com técnicas quimiométricas
(analise discriminante, analise de componentes principais e SIMCA) para identificar o

local de origem de materiais utilizados em construc@es historicas [25]. Neste trabalho, a
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LIBS demonstrou ser uma técnica rapida e eficiente para identificacdo da origem das

amostras.

Nesta tese, foram desenvolvidas metodologias empregando LIBS para a anélise
de tijolos pertencentes a diferentes séculos e paises de origem; e pinturas rupestres. A
analise de materiais arqueoldgicos é um grande desafio a quimica analitica, pois

envolve muitas peculiaridades:

- Técnicas que necessitam preparacdo de amostras devem ser evitadas em analises de
pinturas rupestres, pois estas amostras ndo devem ser danificadas por serem
consideradas patrimonio cultural. O emprego da LIBS nestes casos € bastante indicado,

pois dependendo da energia do laser os danos s&o minimos;

- Na andlise das pinturas, a técnica empregada deve permitir a determinacdo da
composicao de cada camada do material. Trabalhos na literatura descrevem a utilizagéo
da LIBS para realizar estudo de profundidade [26-28]. Entretanto, estes trabalhos
relatam o estudo de profundidade em materiais simples, como por exemplo ligas
metalicas e outros que ndo possuem muitos elementos em sua composi¢cdo. Em
materiais arqueoldgicos, os espectros obtidos sdo muito complexos dificultando a
analise por inspecéo visual. Este problema foi contornado com o emprego da Andlise de
Componentes Principais, que foi eficiente para apontar similaridades e diferencas entre

0s espectros e identificar cada camada;

- Por promover uma analise pontual (devido a pequena quantidade de material
vaporizado), os espectros de LIBS nem sempre sdo representativos da amostra. Por isso,
medidas de LIBS em materiais que ndo possuem composi¢do uniforme em toda a
extensdo, como é o caso de tijolos, devem ser bem planejados. Neste trabalho, foram
realizadas somas das intensidades espectrais para a obtencdo de espectros

representativos da amostra;

- Devido a grande complexidade dos espectros dos tijolos, técnicas quimiométricas
foram aplicadas para identificar diferencas de composi¢do com relacdo ao século e local
de origem;

- Amostras com superficie ndo plana ou tamanho irregular tornam as medidas

empregando LIBS um pouco complicadas, pois o feixe do laser deve ser focado
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exatamente na superficie da amostra. Para garantir isso, foi proposto um sistema simples

composto por dois lasers apontadores.
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2.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver metodologias analiticas para a

analise de materiais arqueoldgicos empregando LIBS. Os objetivos especificos foram:

e Adaptar um sistema LIBS eficiente para a realizacdo das medidas das

amostras;

e Ajustar as condi¢cdes de medidas do LIBS para a obtengdo de espectros

confiaveis;

e Utilizar ferramentas quimiométricas para facilitar a interpretacdo dos
espectros de LIBS, visto que cada espectro contem quase 27 mil

variaveis;

e Fazer uma andlise exploratéria da composicdo das amostras dos tijolos a

fim de discriminar os tijolos;
e Utilizar a LIBS para identificar diferentes camadas em pinturas;

e ldentificar a composicdo dos pigmentos das pinturas rupestres.
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2.3 Fundamentacdo tedrica
2.3.1LIBS

Nos experimentos empregando LIBS em materiais sélidos, o laser é pulsado
sobre a superficie da amostra provocando a vaporizacdo de parte do material. A
quantidade de material vaporizado depende principalmente da energia do pulso do laser,
em que quanto menor a energia do pulso, menor serd a quantidade de material ablado
[29].

Na Figura 2.1, é ilustrada a sequéncia de eventos que ocorrem nos experimento
utilizando LIBS [29]. Inicialmente h& formacdo de elétrons livres (a e b). Em seguida,
ha& quebra das ligagfes moleculares para a formacdo de ions e atomos (c). As espécies
atdbmicas atingem o estado excitado para em seguida emitirem radiacdo (d). Esta
radiacdo emitida € utilizada para compor o espectro LIBS. Por fim, a amostra utilizada
vai apresentar um pequeno dano que € resultado da vaporizacao de parte do material (f).

L J

[ !
Tempo

Figura 2.1: Sequéncia de eventos que ocorre quando um laser é pulsado sobre a

superficie de um sélido. Figura modificada da referéncia [29].

Nos primeiros instantes de formagcdo do microplasma, ndo é recomendavel
iniciar a medicdo do espectro. Isto porque durante os primeiros instantes os niveis de
energia das espécies deixam de ser discretos para ser continuo, causando um
alargamento nos picos do espectro, como pode ser observado na Figura 2.2. Apds
alguns nanosegundos, o microplasma comeca a ser resfriado e os picos comecam a ficar

mais definidos.
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Figura 2.2: Espectros de uma superficie de cobre adquiridos com diferentes tempos de

atraso. Figura modificada da referéncia [29].

A fonte de laser mais utilizada em experimentos empregando LIBS é o Nd:YAG
que é um laser de estado sélido constituido por Neodimio em um cristal hospedeiro
contendo granada de itrio e aluminio [8]. Uma das vantagens do laser Nd:YAG ¢ a alta
poténcia radiante de emissdo, que é importante para que o microplasma seja formado

em altas temperaturas.

Devido ao fato do espectro de LIBS ser composto por muitas raias de emisséo,
ha a necessidade de um sistema com alta resolucdo espectral. O policromador echelle

tem sido bastante utilizado em LIBS por possuir esta caracteristica [8].

Detectores de carga acoplada intensificados sdo bastante utilizados, pois
possuem alta sensibilidade, alta velocidade de resposta e por proporcionar um espectro

resolvido no tempo.
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2.4 Procedimento experimental
2.4.1 Apresentagdo das amostras

Neste trabalho, a técnica de LIBS foi empregada ao estudo de sete tijolos de
diferentes séculos, duas pinturas rupestres, uma pintura realizada sobre a madeira e 0 po

do pigmento que foi coletado a partir de uma pintura rupestre.

2.4.1.1 Tijolos

Todos os tijolos estudados datam da época da colonizagdo em que Portugal e a
Holanda exerciam dominio sobre o territorio pernambucano. As caracteristicas dos

tijolos séo descritos na Tabela 2.1 e os tijolos sdo ilustrados na Figura 2.1.

Tabela 2.1: Caracteristicas dos tijolos

Tijolo  Quantidade  Origem (Pais) Século Local em que o tijolo foi coletado

T1 1 Holandés XVII  Forte do Brum, PE
T2 1 Holandés XVII  Forte do Brum, PE
T3 1 Portugués XVIII  Convento Santo Antonio, PE
T4 3 Portugués XIX  Casa de Camara e Cadeia, PE
T5 1 Brasileiro XX Casa de Camara e Cadeia, PE

Como ilustrado na Tabela 2.1, foram estudados dois tipos de tijolos holandeses.
Estes tijolos sdo diferenciados visualmente, em que o Tijolo 1 é amarelo e o Tijolo 2 é
vermelho. Os tijolos holandeses se diferenciam dos tijolos portugueses e dos tijolos
brasileiros por possuirem menor dimensdo. O Tijolo 1 e o Tijolo 2 medem
aproximadamente 14,5x8,0x3,6 e 17,0x8,0x3,5 cm, respectivamente. Sabe-se que
tijolos holandeses eram trazidos para o Brasil e em troca, os holandeses levavam o ouro

brasileiro.
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Os tijolos portugueses do século XIX possuem dimensdes variadas, porém se
diferenciam dos demais por sua maior dimensdo. O tijolo de maior dimensdo chega a
medir aproximadamente 38,0x18,0x7,0 cm, enquanto que os dois menores medem
aproximadamente 32,5x17,2x6,5 cm. O tijolo portugués do século XVIII possui

medidas de aproximadamente 37,0x18,7x4,0 cm. O tijolo brasileiro mede

aproximadamente 23,8x10,5%6,1 cm.

d) e)

Figura 2.3: Foto dos tijolos estudados: a) T1, b) T2, ¢) T3, d) T4, e) T5. Os tijolos T1 e
T2 foram coletados no Forte do Brum. O tijolo T3 foi coletado no convento de Santo

Antdnio. O tijolo T5 e os trés tijolos T4 foram coletado na Casa de Camara e Cadeia.

Muitos tijolos utilizados em construcdes histéricas no estado de Pernambuco
possuem origem desconhecida. A ideia deste trabalho é avaliar o potencial da LIBS
diferenciar tijolos que possuem origem conhecida para em trabalhos futuros empregar a

estratégia desenvolvida para a identificacdo de tijolos de origem desconhecida.
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2.4.1.2 Pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il

A Figura 2.4a ilustra a pintura realizada em um fragmento de rocha que mede
aproximadamente 20 cm de comprimento. A Figura 2.4b ilustra a face contraria a da
pintura do mesmo fragmento, que é bastante rugosa e apresenta varias incrustacoes. Este

fragmento de rocha foi encontrado durante uma escavagdo no sitio arqueoldgico Toca

da Extrema 11 que fica localizado no Parque arqueoldgico da Serra da Capivara (Piaui).

Figura 2.4: Pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema I,
localizado no Parque Nacional Serra da Capivara (PI) a) face da pintura; b) face contréria a

da pintura.

2.4.1.3 Pintura rupestre proveniente do sitio arqueolégico Xique-xique

A Pintura rupestre ilustrada na Figura 2.5 é proveniente do sitio arqueoldgico
Xique-xique, localizado no estado do Rio Grande do Norte, na regido do Seridd. Este
fragmento de rocha € bem menor do que a pintura rupestre proveniente do sitio
arqueoldgico Toca da Extrema Il, medindo aproximadamente 5 cm. Acredita-se que ele
se desprendeu da parede da caverna e caiu, pois foi encontrado no chdo e na parede
existe uma regido fraturada de tamanho e formato igual ao da rocha. Diferentemente da
pintura proveniente do Parque Nacional Serra da Capivara, este fragmento ndo

apresenta incrustacdes na face contréria a da pintura.

Devido a um pré-tratamento de amostra realizado nesta rocha para medidas de
microscopia eletrénica de varredura acoplado a fluorescéncia de raio-X, havia uma

camada de carbono depositada sobre a superficie.
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Figura 2.5: Pintura rupestre proveniente do sitio arqueologico Xique-xique, localizado

na regido do Seridd (RN).

2.4.1.4 Pintura em madeira

A Figura 2.6 ilustra uma peca que foi pintada com o objetivo de se estudar as
camadas da pintura. As regides numeradas indicam os locais onde o laser foi pulsado:
(1) nesta regido s6 hd uma camada de material, que corresponde a base (cola de coelho e
carbonato); (2) duas camadas, sendo a primeira (superficial) composta pelo bolo
arménio e a segunda (profunda) composta pela base; (3) trés camadas, folha de ouro na
primeira camada, bolo arménio na segunda camada e a base na terceira camada; (4)
quatro camadas, tinta vermelha na primeira camada, folha de ouro na segunda camada,

bolo arménio na terceira camada e base na quarta camada.

Figura 2.6: Pintura realizada sobre uma tela de madeira

2.4.1.5 Pigmento

Uma amostra do pd do pigmento de uma pintura rupestre foi encontrada no chao

de uma caverna localizada no sitio arqueoldgico Xique-xique (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Amostra do p6 do pigmento coletado de uma pintura rupestre preso em uma

fita adesiva.

2.4.2 Sistemas LIBS adaptados para a realizacéo das anéalises

As medidas de LIBS foram realizadas no Instituto de Quimica/UNICAMP. Um
sistema LIBS construido em laboratério com policromador echelle, laser pulsado
Nd:YAG (20 Hz, 1064 nm, FWHM 5,2 ns, e energia maxima do pulso de 120 mJ) e

detector ICCD foi utilizado para aquisicdo dos espectros.

A radiacdo emitida pelo plasma foi coletada por uma lente biconvexa de quartzo,
com foco de 10 cm, acoplado com uma fibra 6tica de 50 pum de didmetro (Ceram
Optec), conectada a um espectrometro echelle (Mechelle 5000, Andor Tehnology) para
deteccdo por uma camera ICCD (iStar DH734, Andor Technology). Os sinais emitidos

foram identificados utilizando o NIST Atomic Spectra library [31].

2.4.2.1 Sistema LIBS 1

A Figura 2.8 ilustra o primeiro sistema LIBS montado para realizar as analises
dos tijolos e das pinturas rupestres. Nota-se a presenca de um apontador que foi
utilizado para indicar o local em que ocorreria a formagdo do plasma. Antes de pulsar o
laser, o suporte do apontador foi posicionado no local indicado pela fita crepe. Em
seguida, a amostra era posicionada de forma que a ponta do apontador ficasse em
contato com a superficie da amostra. Posteriormente, a fibra Otica do coletor era

conectada no laser de alinhamento para alinhar a lente do coletor com o local de
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formacgédo do plasma. Apos alinhar a lente do coletor, a fibra Gtica era recolocada no
policromador echelle. Finalmente, o apontador era retirado para se aplicar o pulso de
laser, de forma que o pulso ndo o atingisse. Todo o procedimento era repetido para
aplicar o préximo pulso de laser.

O uso do apontador era necessario nas medidas das amostras de superficie
irregular (tijolos e a pintura rupestre proveniente do sitio arqueolégico Toca da Extrema

I1) para garantir que a radiacdo emitida estava sendo coletada corretamente.

)

ed Apontador

Policromador
echelle

Suporte da |
amostra

Figura 2.8: Sistema LIBS 1

2.4.2.2 Sistema LIBS 2

A Figura 2.9 apresenta o segundo sistema LIBS montado para analise. A
diferenca deste novo sistema para o anterior € a utilizacdo de dois lasers apontadores, no
lugar do apontador. Os dois lasers apontadores foram alinhados de forma que os dois
feixes se interceptassem no local de formacéo do plasma. Posteriormente, os dois lasers

apontadores foram alinhados com o coletor de radiacdo. Depois de alinhados, tanto os
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lasers apontadores como o coletor de radiacdo foram mantidos fixos até o final das

medidas.

[—

Fonte de laser . 8

Policromador
echelle

Figura 2.9: Sistema LIBS 2

O Sistema LIBS 2 é mais vantajoso do que o Sistema LIBS 1, pois dispensa a
etapa de alinhamento do coletor de radiacdo com o local de formacdo do plasma,

tornando as medidas mais rapidas.

2.4.3 Experimentos

Foram realizadas medidas com os dois sistemas LIBS montados. Apés as
medidas, os espectros obtidos foram pré-processados com SNV (detalhado na se¢do
1.3.1) e em seguida foi realizada uma analise de componentes principais (detalhada na
secdo 1.3.2) em todos os conjuntos de dados. Todo o tratamento de dados foi realizado

com o software The Unscrambler versao 9.7.
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2.4.3.1 Analises com o sistema LIBS1

Utilizando o sistema LIBS1, foram realizadas medidas com os tijolos e com as

pinturas rupestres.

2.4.3.1.1 Andlise dos tijolos

Foram escolhidas 10 locagdes em cada tijolo e foi realizado um pulso de laser
em cada locacdo. As condicdes das medidas foram as seguintes: tempo de integragédo
igual a 10 ps; tempo de atraso igual a 1 ps; ganho da placa do microcanal
(Microchannel Plate - MCP) igual a 100; energia de cada pulso 110 mJ; lente focal de

10 cm.

Os espectros de emissdo foram pré-processados utilizando SNV, a fim de
remover efeitos de espalhamento dos dados espectrais. Em seguida foi realizada uma
analise de componentes principais com o0 objetivo de observar a presenca de

agrupamentos.

2.4.3.1.2 Analise da pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema
1

No experimento do item 2.4.3.1 ndo se conhecia o valor da energia do pulso do
laser, isto porque o laser utilizado ndo havia sido calibrado. Por isso ndo foi possivel
utilizar valores de energia compardveis com os valores utilizados em artigos da
literatura nestes experimentos. Entretanto era possivel aumentar ou diminuir a energia
do laser alterando-se o tempo de atraso de um parametro denominado Q-switched. A
variacdo deste pardmetro provoca alteragdo no tamanho e na forma do feixe de laser
[30].

A fim de evitar danos a amostra por nao se saber o valor da energia do pulso de
laser foram realizados alguns testes na face da rocha contraria a face da pintura. As
superficies da face que contem a pintura e da face que ndo contém a pintura sao bastante
diferentes, pois a face que ndo contem a pintura é bastante rugosa, escura e apresenta

varias incrustagdes (Figura 2.4).
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Sabendo que valores altos do Q-switched correspondem a energias menores, 0S
testes foram iniciados com valores altos de Q-switched para determinar a energia
minima que um pulso de laser deveria possuir para gerar espectros confiaveis. E
importante determinar a energia minima, porque quanto menor a energia do pulso do
laser, menor sera o dano causado pelo pulso. Além disso, menores energias permitem o

estudo de camadas das pinturas, pois a quantidade de material ablado é menor.

As medidas foram realizados dois testes com tempo de atraso igual a 2 us, tempo

de integracdo igual a 1 ps e ganho do MCP igual a 255:

- Teste 1, com o Q-switched igual a 300 us, foram aplicados 102 pulsos na mesma
locagdo para avaliar o dano causado & amostra. Realizou-se uma comparagdo entre 0s

espectros relativos aos pulsos 1, 101 e 102;

- Teste 2, o Q-switched foi alterado para 250 ps para aumentar a energia do pulso.
Comparou-se o espectro do primeiro pulso com o espectro do décimo primeiro pulso.

Também foram aplicados pulsos sobre a superficie da face da rocha que contem
a pintura. Nesta parte do trabalho foi avaliado quantos pulsos deveriam ser aplicados
para que a camada da pintura fosse atravessada. As condi¢des dos testes foram: tempo
de atraso igual a 2 ps; tempo de integracdo igual a 1 ps; ganho do MCP igual a 255; o
Q-switched foi testado com 250 e 300 ps.

Apbs determinar o valor do Q-switched adequado, foram realizados pulsos em 9
locacGes na regido contendo o pigmento e em 9 locagdes na regido sem o pigmento. Em

cada locacao foram realizados cinco pulsos.

2.4.3.1.3 Andlise da pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique

As condigdes de medidas determinadas nos testes realizados com a pintura
rupestre proveniente do sitio arqueologico Toca da Extrema Il foram utilizadas para
realizar as medidas com a pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Xique-

xique.
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Na pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique foram
escolhidas 5 locagbes sobre a pintura e 5 locacGes sobre o substrato. Em cada locacédo

foram realizados quatro pulsos.

2.4.3.2 Analises com o sistema LIBS2

O sistema LIBS2 foi empregado para medidas dos tijolos, das pinturas rupestres,

da pintura na madeira e do pigmento em po.

2.4.4.2.1 Andlise dos tijolos

As condi¢des das medidas foram as mesmas utilizadas na se¢do 2.4.3.1.1. Foram

realizados dois testes diferentes.

Teste I: Foram escolhidas 10 locacGes em cada tijolo e em cada locacdo foram
realizados 10 pulsos de laser. Os 10 espectros obtidos em cada locagdo foram somados
para a obtencdo de um novo espectro. A vantagem em se somar 10 espectros esta no
fato de se obter um espectro mais representativo da amostra, ja que a técnica de LIBS

promove uma andlise pontual.

Teste Il: Foram escolhidas 100 locacGes em cada tijolo e em cada locagédo foi
realizado um pulso. Os espectros obtidos em cada dez locagdes foram somados para a
obtengdo de um novo espectro.

2.4.4.2.2 Andlise das pinturas

Foram realizadas medidas com o sistema LIBS 2 nos seguintes materiais: pintura
na madeira (Figura 2.6); pintura rupestre proveniente do sitio arqueolégico Toca da
Extrema Il (Figura 2.4), pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique

(Figura 2.5); pigmento proveniente de uma pintura rupestre (Figura 2.7).

O laser foi calibrado antes da realizacdo das medidas de LIBS nestes

experimentos. Os valores iniciais da energia foram escolhidos em concordancia com
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trabalhos de pinturas em fragmentos de rocha citados literatura que sdo da ordem de 2 a
15 mJ [11,32,33].

As condic¢es de analise foram as seguintes: ganho do MCP igual a 150, duragédo
do pulso igual a 5,2 ns, tempo de atraso igual a 500 ns, tempo de integragéo igual a 1 us
e comprimento de onda igual a 1.064 nm.

2.4.4.3.1 Andlise da pintura em madeira

A andlise da pintura na madeira foi Util para determinar a melhor energia para
realizar um estudo de profundidade. Este trabalho preliminar foi importante para

poupar as pinturas rupestres destes testes, que causariam danos a sua estrutura.

A fim de decidir a melhor energia do pulso para se realizar as medidas de LIBS
variou-se a energia nos seguintes valores, 20,3 mJ (Q-switched 300 ps), 12,3 mJ (Q-
switched 320 ps) e 5,36 mJ (Q-switched 340 ps). Para cada energia foram realizados
dois pulsos em trés locacgdes diferentes nas regides 1, 2 e 3 (Figura 2.6) e cinco pulsos
em trés locagOes diferentes na regido 4.

Os espectros de emissdo obtidos para cada energia foram pré-processados com
SNV para em seguida realizar uma analise de componentes principais. A melhor energia
foi escolhida a partir da analise do gréafico dos escores da PCA e dos espectros. Apos
selecionar a melhor energia, foi realizada uma replicata das medidas para saber se 0s

novos resultados eram comparaveis com o0s obtidos anteriormente.

2.4.4.3.2 Andlise das pinturas rupestres

As condi¢des de medidas foram as seguintes: ganho do MCP igual a 150,
duracdo do pulso igual a 5,2 ns, tempo de atraso igual a 500 ns, tempo de integracéo
igual a 1 ps, comprimento de onda igual a 1.064 nm e energia igual a 20,3 mJ. Foram
realizados oito pulsos consecutivos de laser em 16 locacdes, sendo 8 na regido do

pigmento e 8 na regido do substrato.
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2.4.4.3.3 Analise do pigmento

O p6 do pigmento da pintura (Figura 2.7) foi preso em uma fita adesiva para a
realizacdo das medidas de LIBS. Apenas o espectro do primeiro pulso foi salvo, pois

este é 0 espectro em que ha menor contaminacdo pelo material da fita isolante.

Apbs o primeiro pulso foram realizados outros pulsos até se observar que a fita
adesiva havia sido atravessada pelo pulso de laser. Este procedimento foi realizado para
“marcar” o local em que j& havia sido realizado um pulso de laser e evitar outra

amostragem no mesmo local.

Foram coletados espectros em 20 locacgdes diferentes. Foram realizados pulsos

sobre a fita adesiva a fim de avaliar o branco da amostra.
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2.5 Resultados e discussao
2.5.1 Sistema LIBS 1

O Sistema LIBS 1 ndo mostrou ser eficiente na medida de amostras com
superficies irregulares. Isto porque antes de cada medida era necessario alinhar o coletor
de radiacdo com o local de formacdo do plasma para que a radiacdo emitida fosse
coletada corretamente. Consequentemente, o tempo requerido para a realizacdo das

medidas era muito grande.

2.5.1.1 Analise dos tijolos

A partir da analise dos graficos dos escores ndo foi possivel identificar
agrupamentos. Isto pode ser explicado pelo fato de que o LIBS consiste numa analise
pontual, pois a quantidade de material abalado em cada medida é muito pequena para
representar a amostra. Assim, em analises com LIBS é recomendado que se faca médias

espectrais de varios pulsos para se obter um espectro que represente melhor a amostra.

2.5.1.2 Analise da pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema
1

e Testes sobre a face da rocha que ndo contem a pintura

Teste 1: O dano causado pelo pulso de laser foi quase imperceptivel (por inspecao
visual). Isto pode ser explicado devido ao fato de que a energia poderia estar muito

baixa para danificar a amostra.

Comparando-se os espectros relativos aos pulsos 1, 101 e 102 percebeu-se que
0s espectros eram muito diferentes entre si, indicando que a energia do pulso do laser
esta tdo baixa que a radiacao coletada é insuficiente para gerar um espectro confiavel.

Teste 2: Mesmo aumentando a energia, 0 dano causado a superficie era muito pequeno.
A analise dos espectros do primeiro e do décimo primeiro pulso de laser revelou que

estes espectros eram muito diferentes.
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e Testes sobre a face da rocha que contem a pintura

Utilizando um Q-switched igual a 250 ys, foi observado, que o primeiro pulso ja
atravessava a pintura, indicando que a energia do pulso do laser esta alta demais. Por

isso foi decidido aumentar o Q-switched para 300 ps.

Com o Q-switched em 300 ps, foi observado que a camada do pigmento era
atravessada apds o terceiro pulso de laser. Este resultado foi satisfatorio, pois a partir

dos espectros de cada pulso era possivel se realizar um estudo das camadas da pintura.

Um problema encontrado com Q-switched de 300 ps, foi o fato do espectro ter
apresentado intensidade muito baixa. Apesar disso, 0 Q-switched foi mantido em 300
WS, pois um aumento na energia do pulso ndo seria vantajoso para o estudo das camadas

da pintura.

Os espectros obtidos com este protocolo apresentaram um ruido muito alto. Isto
pode ser explicado pelo fato de se ter utilizado o valor maximo para o ganho do MCP e
por isso o ruido foi superestimado. Assim, considerou-se que os resultados foram

insatisfatorios.

2.5.1.3 Analise da pintura rupestre proveniente do sitio arqueologico Xique-xique

As medidas realizadas ndo geraram espectros confiaveis, pois o ganho do MCP

estava muito alto.
2.5.1.4 Avaliacéo dos resultados obtidos com o sistema LIBS 1

Todos os resultados obtidos foram considerados inadequados.

2.5.2 Sistema LIBS 2

O sistema LIBS 2 mostrou-se eficaz, pois o tempo requerido para a realizagéo
das medidas diminuiu bastante. Diferente do Sistema LIBS 1, ndo era necessario alinhar
o coletor de radiacdo com o local de formacdo do plasma antes da realizacdo de cada

medida.
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2.5.2.1 Analise dos tijolos
2.5.2.1.1 Teste |

A analise de componentes principais ndo revelou a presenca de padrdes. Isto
provavelmente ocorreu porque as somas espectrais foram realizadas sobre a mesma
locacdo, por isso as caracteristicas do material ablado em todos os pulsos eram
praticamente as mesmas. Assim, 0s espectros das somas obtidos na mesma locagéo néo

foram considerados representativos da amostra.

2.5.2.1.2 Teste Il

O gréfico dos escores PC1xPC2 ¢ ilustrado na Figura 2.10, em que PC1 e PC2
explicam, respectivamente, 68% e 12% da variancia dos dados. Também é possivel
observar que 0s grupos dos tijolos apresentam uma tendéncia de separagédo ao longo de
PC1 e de PC2.
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Figura 2.10: Gréafico dos escores (PC1xPC2) da PCA com o0s espectros LIBS dos

tijolos pré-processados com SNV (Teste Il da se¢do 2.4.4.2.1).

A Figura 2.11 ilustra o gréfico dos pesos com relacéo a primeira componente. Os
picos deste grafico representam os comprimentos de onda de emissdo que exercem
maior influéncia sobre a primeira PC. Foram realizadas atribui¢cbes dos comprimentos

de onda dos picos de maiores intensidades no grafico dos pesos, a fim de se determinar

73



Tese de Doutorado Flavia de Souza Lins Borba

as espécies quimicas que emitem neste comprimento de onda. As atribuigdes dos picos
dos pesos revelaram que PC1 é composta positivamente por raias de Si, Al e Ti e
composta negativamente por Ca e Mg. A PC2 é composta por raias de Sr e Zr (com
sinais mais positivos) e Fe, Si e Mg (com sinais mais negativos).

Fazendo-se um estudo comparativo entre o grafico dos escores (PC1xPC2) e o
gréafico dos pesos de PC1 e PC2 para cada grupo de tijolos, pode-se concluir que:

- T1 foi discriminado do restante dos tijolos possivelmente devido as maiores

quantidades de Ca, Mg presentes nesta amostra;

- T2 e T3 apesar de terem formado agrupamentos préximos, foram diferenciados

provavelmente pelas maiores quantidades de Ca e Mg presentes no T2;

- T4 e T5 também formaram agrupamentos proximos, mas foram diferenciados
provavelmente pela maior quantidade de Sr e Zr no T4 e pela maior quantidade de Fe,

Mg e Si presentes no T5;

- Ao longo de PC1, pode-se observar uma tendéncia com relacdo a regido de
fabricacdo dos tijolos, em que da esquerda para a direita se observa a ordem: tijolos
holandeses; tijolos portugueses; e tijolo brasileiro. Além disso, também se pode
observar uma tendéncia relacionada com a ordem cronoldgica de fabricacdo dos tijolos.
Isto porque os tijolos do século XVII estdo na regido mais negativa de PC1, em seguida
estd o tijolo do século XVIII que é seguido pelos tijolos do século XIX e o tijolo do
século XX.

Com este trabalho, todos os tijolos foram diferenciados a partir da sua
composicao. Estes resultados s6 foram alcancados devido as somas espectrais que foram
importantes para a obtencdo de um espectro representativo da amostra, e devido a
utilizacdo de técnicas quimiométricas que permitiu a diminuicdo da dimensionalidade
do sistema. Estes resultados indicaram que o emprego do LIBS juntamente com técnicas
quimiomeétricas pode ser utilizado para diferenciar materiais que possuem muitos

constituintes.
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Figura 2.11: Grafico dos pesos da PCA com os espectros LIBS dos tijolos pré-processados
com SNV (Teste 11 da segdo 2.4.4.2.1), a) PC1 e b) PC2.

2.5.2.2 Andlise das pinturas
2.5.2.2.1 Andlise da pintura em madeira

Os pulsos de laser nas regides 1, 2, 3 e 4 para as energias 20,3, 12,3 e 5,36 mJ

revelaram visualmente que:

e Nas regides 1, 2 e 3 foi observada a existéncia de um ponto branco apés a
realizacdo de dois pulsos na mesma locacdo. Este ponto branco corresponde a

camada da base da pintura;

e Na regido 4, o segundo pulso na mesma locacdo revelou a presenca de uma
camada dourada, evidenciando a existéncia da folha de ouro abaixo da camada
de tinta vermelha. A camada branca foi alcancada ap6s aplicar trés pulsos na

mesma locacgéo;

A Figura 2.12 ilustra o grafico dos escores das trés primeiras componentes da
PCA realizada com os espectros LIBS, pre-processados com SNV, das regifes 1, 2, 3 e

4 da pintura em madeira com energia igual a 20,3 e 12,3 mJ.

Nestes graficos pode-se observar que o pulso 1 da regido 3 e o pulso 1 da regido
4 formam agrupamentos distantes do restante dos grupos. Isto ocorreu porque 0S
espectros dos primeiros pulsos das regides 3 e 4 refletem a composicao da tinta dourada
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e da tinta vermelha, respectivamente. Enquanto que o restante dos pulsos refletem a

composicao da regido 1 e da regido 2 (base e bolo, respectivamente).

Comparando-se os dois grafico da Figura 2.12 pode-se concluir que os
agrupamentos formados pelos primeiros pulsos na regido 3 e na regido 4 sao melhores
discriminados no grafico obtido com energia igual a 12,3 mJ. Isto porque como a
energia € menor, a quantidade de amostra ablada é consequentemente menor, sendo
assim, o material ablado no primeiro pulso € composto majoritariamente pela primeira
camada de tinta. Enquanto que o material ablado com pulso de 20,3 mJ deve ser

composto por uma mistura de duas camadas de tinta.

Ainda na Figura 2.12b pode-se observar que o grupo do segundo pulso na regido
4 também forma um agrupamento discriminado. Isto ocorreu porque 0 espectro
referente a este pulso é composto possivelmente pela camada tinta vermelha e pela folha
de ouro, sendo, portanto diferente do bolo e da base. Isto reafirma que a energia igual a
12,3 mJ é mais indicada para tratar as camadas da pintura. Devido a esta observagdo
decidiu-se diminuir a energia para 5,36 mJ e avaliar os resultados.

A Figura 2.13 ilustra o grafico dos escores PC1xPC2xPC3 da PCA realizada
com os espectros LIBS, pré-processados com SNV, das regides 1, 2, 3 e 4 da pintura em
madeira com energia igual a 5,36 mJ. Neste grafico, os primeiros pulsos da regido 4 nao
formam agrupamentos bem discriminados como nos graficos da Figura 2.12. Isto
ocorreu porque a energia utilizada é baixa demais para gerar espectros confiaveis, por
ISSO 0s espectros gerados com esta energia sdo bastante ruidosos como pode ser

observado na Figura 2.14.
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Figura 2.12: Grafico dos escores (PC1xPC2xPC3) da PCA com os espectros LIBS da

pintura em madeira pré-processados com SNV, obtidos nas regides 1, 2, 3 e 4. Com

energia do laser igual a: a) 20,3 mJ; b) 12,3 mJ.
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Figura 2.13: Grafico dos escores (PC1xPC2xPC3) da PCA com os espectros LIBS da
pintura em madeira pré-processados com SNV, obtidos nas regides 1, 2, 3 e 4 com

energia do laser igual a 5,36 mJ.

Apesar da energia igual a 12,3 mJ ter apresentado uma melhor discriminacdo no
gréfico dos escores, optou-se por trabalhar com a energia igual a 20,3 mJ. Isto porque
0S espectros obtidos com a energia igual a 20,3 mJ sdo mais intensos do que 0S
espectros obtidos com a energia igual a 12,3 mJ (ver Figura 2.14).

A energia de 20,3 mJ é maior do que a energia utilizada em trabalhos da
literatura [11,32,33]. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que os lasers
utilizados na literatura sdo lasers com comprimentos de onda iguais a 532 nm e 266 nm.
Estes lasers possuem maior eficiéncia de ablacdo, que é a quantidade de massa

removida por unidade de energia cedida [29, 34].

Foi realizada uma replicata das medidas com energia do laser igual a 20,3 mJ, e

foi observado que os resultados eram reproduzidos em novas medidas.
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Figura 2.14: Espectros obtidos nas regides 1, 2, 3 e 4 para as energias: a) 20,3 mJ, b) 12,3

mJ e ¢) 5,36 mJ.

2.5.2.2.2 Pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il

Por inspecdo visual, percebeu-se que a camada de pigmento era atravessada apos
o0 terceiro ou quarto pulso realizados na mesma locacdo. A fim de completar 8 pulsos
em cada locacdo, foram realizados mais quatro ou cinco pulsos ap0s atravessar a

camada da pintura.

A Figura 2.15 ilustra o grafico dos escores (PC1xPC2), no qual PCl e PC2
explicam respectivamente 37 e 20% da variancia dos dados. Nesta figura, foram
atribuidas cores diferentes aos pulsos realizados, a fim de facilitar o estudo das camadas

da pintura:
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Figura 2.15: Gréfico dos escores (PC1xPC2) da PCA com o0s espectros dos oito pulsos
da pintura pré-histdrica proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema I1.

No grafico da Figura 2.15 observa-se que ha uma separagdo entre a regido da
pintura e do substrato ao longo de PC2, em que a informacéo da pintura esta presente na
regido negativa de PC2. E possivel observar uma tendéncia dos pulsos das camadas
mais profundas da pintura se aproximar da regido positiva de PC2. Isto coincide com o
observado, pois apds os sétimos e oitavos pulsos o substrato ja era bastante visivel. Os
primeiros pulsos realizados sobre o substrato e sobre a pintura possuem uma tendéncia
de formar agrupamentos proximos, localizados a direita de PC1. Esta camada

corresponde as impurezas depositadas ao longo dos séculos.

Ainda na Figura 2.15, os pontos que possuem os valores mais negativos em PC1
séo pulsos pertencentes a apenas duas locacGes diferentes. Isto deve ter ocorrido porque
a técnica de LIBS promove uma analise pontual e estas locagdes possuem composicdo
diferente das demais analisadas. Os pontos que representam as locagdes do substrato
também apresentam grande dispersdo ao longo da PC1, indicando que ha variacdo da

composicgao nas diferentes locagdes.

Foi realizada uma nova PCA apenas com 0s espectros dos trés primeiros pulsos,
pois nestes espectros hd mais informacdo da pintura. A Figura 2.16 ilustra o gréfico dos
escores da PC1xPC2 com os dados dos trés primeiros pulsos, em que a primeira e a

segunda componente explicam 34% e 31% da variabilidade dos dados. Neste gréafico, a
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primeira componente discrimina os pulsos realizados sobre a pintura dos realizados
sobre o substrato. A regido negativa de PC1 é composta pela informacdo da pintura, os
escores mais negativos possuem maior informagdo do pigmento. Pode-se observar
também que os primeiros pulsos realizados sobre o substrato e sobre a pintura formam

agrupamento préximo e estdo localizados em valores mais positivos de PC2.
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Figura 2.16: Grafico dos escores (PC1xPC2) da PCA realizada com 0s trés primeiros

pulsos da pintura pré-historica proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il.

O gréafico dos pesos ¢ ilustrado na Figura 2.17. PC1 é composto negativamente
por raias de ferro e positivamente por raias de calcio, silicio e titanio. Indicando que as
regides da pintura e do substrato podem ser distinguidas pela grande quantidade de ferro
na pintura e calcio, silicio e titanio no substrato. PC2 é composta negativamente por
titnio e positivamente por célcio. Assim, a primeira camada de impurezas que esta
recobrindo a pintura e o substrato é composta principalmente por calcio. A presenga de
calcio é visivel, pois o fragmento de rocha apresenta uma camada branca. Rochas
compostas por calcio, como é o caso, sofrem alteracbes bastante interessantes: o
carbonato de calcio do substrato pode ser neutralizado pelo &cido presente na chuva ou
no solo; ou mais possivelmente, o enxofre presente no carvao queimado forma 6xido de
enxofre que adere a superficie do substrato e pode ser transformado quimicamente ou
pela acdo de bactéerias na forma de sulfato, que posteriormente se converte em CaSO,4
[35]. A literatura relata que havia muitas fogueiras em varias regifes da Serra da
Capivara [4].
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Devido a utilizacdo da PCA, foi possivel identificar 3 camadas diferentes
(impureza, tinta e rocha) na pintura rupestre, bem como diferencia-las. A PCA também
foi utilizada para indicar quais 0s espectros que possuem maior informacgédo da tinta,
pois a camada de pintura é irregular e cada locacdo € composta por uma espessura de
tinta diferente. Os espectros selecionados foram 0s que possuiam 0S escores mais

negativos em PC1.
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Figura 2.17: Gréafico dos pesos da PCA realizada com os trés primeiros pulsos na pintura

pré-historica proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il (a) PC1 and (b) PC2.

A andlise das faixas 258-264 nm, 271-275 nm, 293-302 nm e 321-323 nm, que
sdo regides caracteristicas de ferro, confirmaram a presenca deste elemento na pintura
[2]. Isto indicou a presenca do pigmento ocre vermelho, que é baseado na hematita
(Fe,03) e era 0 material de cor vermelha disponivel para realizar pinturas durante a pre-
historia [2]. Os outros elementos encontrados foram Al, Ca, Mg, Mn, Si e Ti. Os
espectros mostraram fortes emissdes de célcio nas raias 422,67 nm e 396,84 nm. A
presenca de calcio nas pinturas pode ser resultado da mistura do pigmento com oxido de

calcio ou de rituais envolvendo 0ssos.

A Figura 2.18 ilustra um dos espectros que foi utilizado na determinacdo dos
elementos presentes na tinta da pintura rupestre. A regido ampliada corresponde a faixa
entre 258-264 nm, que é uma regido caracteristica do ferro. Esta figura reflete a
importancia do emprego da PCA na andlise espectral de uma amostra complexa, pois

até as regides espectrais de baixa intensidade sdo importantes na analise.
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Figura 2.18: Espectro do segundo pulso realizado na pintura rupestre oriunda do sitio

arqueoldgico Toca da Extrema I1.

A Figura 2.19 ilustra o grafico dos escores PC1xPC2 da PCA realizada com o0s

espectros LIBS dos trés primeiros pulsos das 16 locacdes selecionadas sobre a pintura

rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il e a média espectral dos

pulsos realizados sobre a amostra do pigmento em p6. Nesta figura, os escores do

pigmento em pé formam um agrupamento separado dos escores da rocha da pintura

rupestre. Isto indica que a composicdo destas duas amostras € bastante diferente. Este

resultado era esperado, pois 0 pigmento em p6 foi encontrado no sitio arqueoldgico

Xique-xique.
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Figura 2.19: Grafico dos escores (PC1xPC2) da PCA realizada com a média espectral
do pigmento em p6 e os espectros dos trés primeiros pulsos realizados na pintura

rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema 1.

2.5.2.2.3 Pintura rupestre proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique

A inspecdo visual da camada da pintura revelou que apds o primeiro ou o
segundo pulso era possivel observar uma pequena cratera indicando que a camada de
pintura havia sido atravessada. Porém o substrato sé pode ser visualizado ap6s a
realizacdo do quarto pulso. Apds a camada de pintura ser atravessada, foram realizados

mais quatro pulsos a fim de completar oito pulsos em cada locagéo.

A Figura 2.20 ilustra o grafico dos escores PC1xPC2 da PCA com os oito pulsos
consecutivos em cada locacdo. A PC1 e PC2 explicam respectivamente, 31 e 15% da
variabilidade dos dados. A discriminacdo entre rocha e pintura ocorre ao longo de PC1,
exceto para os primeiros pulsos. Os segundos, terceiros e quartos pulsos consecutivos
realizados sobre a pintura possuem escores negativos em PC1. Isto confirma a
observacdo (visual) de que a camada da pintura foi atravessada ap6s o quarto pulso. Os
primeiros pulsos realizados sobre a pintura e sobre o substrato apresentaram escores
positivos em PC1, indicando que possuem composi¢do similar a do substrato da rocha.
Isto pode ser devido a processos geoldgicos como o vento que pode ter depositado uma

camada de impureza com composi¢ao parecida com a do substrato.
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Figura 2.20: Gréafico dos escores (PC1xPC2) da PCA com os espectros dos oito pulsos

da pintura pré-historica proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique.

Os grupos formados pelos quintos, sextos, sétimos e oitavos pulsos consecutivos
apresentam grande dispersdao em PC1, possuindo escores tanto positivos como negativos
nesta componente. Isto porque a pintura rupestre possui uma camada de tinta de
espessura irregular. Assim, existem locagdes em que a camada de tinta é atravessada

com uma quantidade menor de pulsos consecutivos.

A Figura 2.21 apresenta o grafico dos escores de PC1xPC2 da PCA que foi
realizada com os espectros referentes aos trés primeiros pulsos em cada locacao. Nesta
figura, a PC1 explica 38% da variancia e PC2 explica 13% da variancia. Nesta figura,
todos os segundos e terceiros pulsos consecutivos realizados na regido da pintura
possuem escores negativos em PCL.

O grafico dos pesos ¢é ilustrado na Figura 2.22, no qual a primeira componente é
composta por raias de Fe | (atbmico) com sinal negativo e por raias de silicio, aluminio
e magnésio com sinal positivo. Mais uma vez foi identificado o pigmento ocre vermelho

devido a presenca de ferro.

Os trés espectros com escores mais negativos em PC1 revelaram ainda a

presenca de Al, Ca, Fe, Mg, Mn, Ti e Si.
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Figura 2.21: Gréfico dos escores (PC1xPC2) da PCA com os espectros dos trés

primeiros pulsos consecutivos da pintura pré-histérica proveniente do sitio arqueolégico

Xique-xique.

A Figura 2.23 ilustra o grafico dos escores PC1xPC2 da PCA realizada com 0s

espectros LIBS dos trés primeiros pulsos disparados na pintura rupestre mais a média

espectral dos pulsos realizados sobre a amostra do pigmento em pd. Os espectros do

pigmento em pé formam agrupamento com escores negativos em PC1, indicando que a

composicao do pigmento em po é similar a composicdo da pintura da rocha. Isto ja era

esperado, pois o pigmento em p6 também foi encontrado no sitio arqueoldgico Xique-

xique.
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Figura 2.22: Grafico dos pesos da PCA realizada com os trés primeiros pulsos na
pintura pré-histdrica proveniente do sitio arqueoldgico Xique-xique.
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Figura 2.23: Gréfico dos escores (PC1xPC2) da PCA com os espectros dos trés
primeiros pulsos consecutivos da pintura pre-historica proveniente do sitio arqueologico

Xique-xique.
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2.5.3.4 Analise do pigmento

N&o foi possivel obter o espectro da fita adesiva, pois a energia utilizada era
pequena demais para haver formacéo do plasma. Sendo assim, ndo foi possivel analisar
0 branco da amostra. Os espectros médios do pigmento foram analisados e foi revelada a

presenca de Ca, Fe, Mg, Mn, Ti e Si.

2.5.3.5 Avaliacdo dos resultados obtidos com o sistema LIBS 2

As metodologias aplicadas foram consideradas apropriadas para a analise das
amostras.
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2.6 Conclusdes e perspectivas

Neste trabalho foi descrita uma metodologia semi-destrutiva para analise de
materiais complexos com formatos irregulares e possuindo camadas de profundidade

com diferentes composicoes.

Os dois lasers apontadores (Sistema LIBS 2) possibilitaram a realizacdo de

medidas rapidas e eficientes em amostras de superficie irregular.

A média espectral sobre 100 locacdes diferentes forneceu os espectros médios

mais representativos dos tijolos.
O emprego de técnicas quimiométricas nos espectros de LIBS possibilitou:
- Tratar espectros muito complexos devido a presenga de muitas raias de emissao;

- Revelar uma tendéncia de agrupamento dos tijolos e discrimina-los de acordo com o

teor de titanio, zirconio, estréncio e ferro presente em cada conjunto de tijolos;

- Determinar que pulsos de 20,3 mJ podem ser empregados nas pinturas rupestres
analisadas para obtencdo de espectros confidveis e sem causar grandes danos as

amostras;

- Identificar a presenca de uma camada de impureza depositada acima da pintura nos
fragmentos de pinturas rupestres analisados. A deposicdo de calcio no fragmento
proveniente do sitio arqueoldgico Toca da Extrema Il deve ter sido resultado de uma
transformacdo quimica comum em rochas compostas por célcio. A impureza depositada
sobre o fragmento do sitio arqueoldgico Xique-xique possui composi¢do igual a do

substrato, indicando que a deposi¢@o pode ser devida a processos geoldgicos;

- Indicar que a maior diferenca entre os espectros obtidos sobre a pintura e substrato é
devido a raias de ferro presentes nos espectros da pintura. Isto indicou que o pigmento
utilizado é o ocre vermelho, que era o material de cor vermelha disponivel para realizar

pinturas durante a pre-historia;

- Identificar os trés espectros mais caracteristicos da camada de pintura. A andlise destes
espectros revelou que os fragmentos analisados sao compostos por Fe, Al, Ca, Mg, Mn,
SieTi.
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Como propostas futuras, pretende-se:

- Empregar o laser Nd:YAG com comprimento de onda igual a 532 nm e 266 nm, para
avaliar a possibilidade de se obter espectros informativos com menores danos a
estrutura da amostra. Neste contexto, pretende-se também diminuir a energia do laser,
pois estes lasers possuem maior eficiéncia de ablacdo permitindo a obtencdo de
espectros apropriados com energias inferiores;

- Otimizar parametros como tempo de atraso e tempo de integracdo para obtencdo de

espectros mais informativos.
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CAPITULO 3

Avaliacdo do efeito de matriz na determinacao da concentracédo de vinte

elementos em amostras de suplemento alimentar com ICP OES
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3.1 Introducgéo

Suplementos alimentares provenientes, principalmente de fontes vegetais, estao
sendo cada vez mais utilizados em muitos paises [1]. Muitos procuram suplementos
botanicos com a promessa de consumir produtos constituidos majoritariamente por
matérias-primas vegetais contendo principalmente Ca, Mg, Mn, Ni, Cu e Zn, que sdo
elementos importantes para a saide humana. Entretanto, estes produtos podem ser
prejudiciais a saude, caso os limites diarios sejam ultrapassados [1]. Outro perigo € a
possivel presenca de metais pesados nestes produtos, a qual ja foi comprovada em
muitos estudos [2-6]. A presenca de metais pode ser resultado de uma contaminacao por
agrotoxico durante o cultivo [7], processamento e armazenamento [1]. E muito
importante também investigar a presenca de elementos como As, Cd, Hg e Pb devido ao
alto potencial téxico, a alta biodisponibilidade e a eventual adicdo destes compostos

durante a fabricagéo destes produtos.

Dolan e colaboradores [6] determinaram a concentragdo de As, Cd, Hg e Pb em
suplementos alimentares empregando decomposicdo por radiagdo microondas e
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado com alta resolugéo (high
resolution inductively coupled plasma mass spectrometry - HR ICP-MS). Neste trabalho
foram encontradas concentracfes de Cd e As abaixo do valor minimo permitido em
todos os produtos analisados. Apenas uma amostra de suplemento alimentar apresentou
concentracdo de Hg acima da permitida. Finalmente, onze amostras apresentaram

concentracdes de Pb, acima dos niveis toleraveis.

Avula e colaboradores [1] desenvolveram e validaram um método para analisar
21 elementos em 21 suplementos alimentares e 11 amostras de plantas utilizando a
espectrometria de massas por plasma indutivamente acoplado (inductively coupled
plasma mass spectrometry - ICP-MS) com célula reacional de colisdo (collision
reaction cell - CRC). O elemento mais abundante foi o K seguido por Na, Mg, Al, Ca,
Mn, e Fe, enquanto que V, Cr, Co, Ni, Se, Cd, Hg e Pb apresentaram baixas

concentragc0es na maior parte da amostras.

Garcia-Rico e colaboradores empregaram decomposicdo por radiagdo
microondas e espectroscopia de absor¢do atdmica para investigar a presenca de Cu, Zn,
Cd e Hg em 24 amostras de suplementos alimentares [8]. As concentra¢des encontradas
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apresentaram valores abaixo do maximo permitido para a estimativa de ingestéo diaria.

Em alguns produtos, os valores chegaram a 10% dos niveis toleraveis para o Pb.

A identificacdo ou quantificacdo dos elementos presentes em uma amostra
normalmente é realizada por trés métodos espectrométricos: espectrometria Optica,
espectrometria de massa e espectrometria de raios-X [9]. Cada técnica possui vantagens
e desvantagens, e a escolha vai depender do tipo de amostra, quantidade de amostra
requerida para andlise, disponibilidade instrumental, faixa de concentracdo do analito,

analito que se pretende determinar, custo da analise, entre outros [9].

Na espectrometria dptica, ha necessidade de atomizar a amostra para a analise,
em seguida é realizada a medida de absorcao, emissdo ou fluorescéncia das particulas
atdbmicas. Dentre as fontes de emissdo, a fonte de plasma é muito vantajosa devido as

altas temperaturas atingidas que diminui a interferéncia entre os elementos.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(inductively coupled plasma optical emission spectrometry - ICP OES) é uma técnica
muito utilizada na analise de alimentos [10-19], pois € multielementar, possui alta
sensibilidade, baixos limites de deteccdo, baixo ruido e baixa radiacdo de fundo. A
existéncia de muitas linhas espectrais é vantajosa porque se pode analisar cada raia para
escolher aquela com melhor limite de deteccdo. Entretanto, espectros contendo muitas
raias podem conter sobreposicdes espectrais, nestes casos, € importante conhecer quais

elementos estéo presentes na amostra.

As concentragdes de Al, B, Ba, Ca, Cl, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, S, Si, Sre Z
foram determinadas por ICP OES em semente e mesocarpo de babagu, semente de
sapucaia, polpa de coco, polpa e semente de cupuacu, e semente de acaju [10]. Foram
obtidas concordancias com materiais de referéncia no nivel de 95% de confianca através
do teste t. Apenas a quantidade de Mn na semente de babagu ultrapassou os limites
recomendados de ingestdo diaria. Os limites de quantificacdo foram da ordem de
0,00072 e 0,0532 mg L™ e o desvio padréo relativo variou entre 1,0 e 6,7%.

A ICP OES também foi utilizada para determinacdo do nivel de boro em 16
amostras de avelds originarias de diferentes regides da Turquia [11]. O material de
referencia SRM-1573 foi utilizado para avaliar a exatiddo do método, obtendo-se

resultados satisfatorios. Este trabalho revelou que as avelas analisadas sdo importantes
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fontes naturais de boro para a nutricdo humana. As regifes que apresentaram maior e
menor concentracdo de boro foram Mincane (20,6 - 22,2 mg kg™) e Kalinkara (13,8 -

14,1 mg kg™), respectivamente.

Em geral, a andlise por ICP OES requer que as amostras estejam no estado
liguido. Amostras solidas devem ser convertidas em solucGes atraves de processos
fisicos e quimicos para a anélise. Muitos métodos de preparo de amostra sdo descritos
na literatura, a escolha do método vai depender principalmente da natureza da amostra e
dos elementos que se deseja determinar. E importante que o método adotado n&o possua
risco de contaminacdo; ndo envolva etapas de adicdo de reagentes contendo elementos
que se deseja determinar, nem perda de amostra por volatilizacdo ou adsorcao; exija

pouca manipulacéo; e seja rapido [20].

Materiais que sdo de origem organica tambeém precisam passar por um processo
de decomposicdo antes de se realizar medidas analiticas, pois os efeitos de matriz
podem gerar resultados inexatos. Em geral, a decomposigéo ocorre a partir da oxidagéo
da matriz, em que o carbono é convertido em CO,, o hidrogénio em H,O e nitrogénio
em N, ou Oxidos de nitrogénio. Muitos métodos de decomposicdo sdo descritos na
literatura, como decomposi¢do por combustdo, por via Umida, por radiacdo microondas
e por irradiagdo com ondas ultravioletas [20]. Nesta tese, foram abordadas a

decomposigéo por combustdo na mufla e por microondas.

A extracdo assistida por microondas estd sendo cada vez mais utilizada por
promover um aquecimento mais rapido e homogéneo do que as técnicas que envolvem
combustdo. Além disso, ocorre em recipientes fechados evitando risco de contaminacédo
e perdas por volatilizacdo. Entretanto, a literatura indica que este método deve ser
empregado com grande cautela para medidas quantitativas, pois a interagdo entre a
matriz e o analito deve ser avaliada [20].

A decomposicdo por combustdo na mufla é uma das técnicas mais antigas, mas
ainda vem sendo empregada devido a grande simplicidade. A fracdo organica €
gueimada em atmosfera ambiente restando um residuo inorganico ndo volatil. Uma
desvantagem desta técnica € a possivel perda por volatilizacdo que pode ser evitada ou
diminuida com a adicédo de aditivos [20].
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Na decomposi¢do por via Umida, é realizado o aquecimento da amostra em
acidos, na presenca ou nao de peroxido de hidrogénio. Comparando com a
decomposigdo por via seca, a via Umida é vantajosa por ser realizada em temperaturas
menores, evitando grandes perdas por volatilizagdo. Entretanto, a via Umida apresenta a
desvantagem de requerer maiores cuidados, devido a toxicidade, nocividade, etc. dos
reagentes, havendo, inclusive, a necessidade de ser conduzida em capela, havendo

também perigo de exploséo [20].

Outro método bastante utilizado é a decomposicéo por radiacédo ultravioleta [20].
O processo € iniciado com a absorcdo de radiagdo ultravioleta (UV), em seguida, ocorre
a excitacdo das moléculas que absorveram a radiacdo. Como resultado da excitacao,
pode ocorrer a cisdo homolitica das ligagdes quimicas, gerando radicais livres que sdo
muito reativos e possuem potencial oxidante. Algumas vantagens sdo: ndo requer a
utilizacdo de &cidos concentrados, o que dispensa a necessidade de dilui¢do para anélise
e diminui os riscos de contaminacdo; ha pequenas perdas por volatilizagdo, pois, em
geral, a decomposicdo ocorre em baixas temperaturas, cerca de 60 a 80°C. Como
desvantagem, pode-se citar: tempos longos de irradiacdo, podendo chegar a algumas
horas; requer amostras liquidas; e é pouco eficiente quando a fracdo orgénica presente
na amostra é muito alta [20].

Trabalhos na literatura mostram que parametros como: tipo de acido ou mistura
de &cidos; volume e concentracdo do &cido; tipo de decomposi¢do, bem como, tempo de
decomposicdo e temperatura de aquecimento devem ser otimizados [14]. Em muitos

trabalhos, a decomposi¢cdo por microondas é apontada como a mais eficiente [15].

Métodos de decomposicdo por via seca, por via Umida e por radiacdo
microondas foram comparados para a analise de frutas secas originarias da Turquia
empregando ICP OES [16]. Neste trabalho foi feita a determinagéo de Ba, Co, Cr, Cu,
Mn, Ni, Pb, Zn, Al, Fe e Sr. Todas as frutas apresentaram valores aceitaveis para
consumo nutricional e ndo foram encontrados niveis toxicos dos elementos analisados.
A decomposicao por radiagdo microondas apresentou os melhores resultados no ensaio
de recuperacéo, além disso, foi apontado como o método mais rapido e simples.

A ICP OES foi empregada para determinagédo de Ca, K, Mg e Na em sementes
de soja e de girassol [17]. As amostras foram maceradas com um almofariz de &gata.

Em seguida, foi pesada no reator do microondas, 0,5 g da massa moida e foram
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adicionados 3 mL de HNO3 e 1,5 mL de H,0O,. A programacdo do microondas foi a
seguinte: 5 mina 100 W, 3 mina0 W, 3 mina 250 W, 5mina0 W, 3 mina 450 W, 3
mina 0 W,3 mina450 W, 5 mina 0 W e 3 min a 500 W. O programa da decomposi¢édo
foi repetido trés vezes para obtencdo de melhores resultados de decomposi¢éo. Foram
obtidos limites de deteccéo entre 0,01 e 0,3 pug g™* e limites de quantificacéo entre 0,04 e
0,8 ug g™*. Foram obtidas concordancias com materiais de referéncia no nivel de 95% de

confianca através de um teste t [17].

A ICP OES foi empregada para determinar as concentracdes de Al, Cr, Cd, Cu,
Fe, Mg, Mn, Pb e Zn em feijédo branco, fava, lentilha, ervilha e grdo de bico. Para
avaliar as melhores condi¢Ges de decomposicdo foram empregados quatro métodos:
decomposicdo por via umida com HNO3/H,SO; ou HNO3/H,SO4/H,0;,; e
decomposicdo por via seca com Mg(NO3), ou Mg(NO3),/HNO3. Foram encontrados
resultados aceitiveis para ambas as digestdes, mas as melhores recuperacbes foram
obtidas na decomposicdo por via imida com a mistura HNO3/H,SO4/H,0,. Foi obtido
desvio padrdo relativo menor do que 8,5% para todos os elementos. A exatiddo foi
avaliada através do erro relativo, que foi menor do que 11%. Os limites de quantificacdo
foram menores do que 2,5 ug g™. A concentracdo de Cd mostrou-se abaixo do limite de
deteccdo na ervilha e no gréo de bico e as concentracdes de Cr e Pb ficaram abaixo do
limite de quantificacdo em todas as amostras. As concentracdes de Al, Cd, Cu, Fe e Mg
encontradas sdo compativeis com as concentracdes provenientes de vérias regides do
mundo [18].

Um planejamento experimental com sete fatores (volumes de HNO3, H,SO4 €
H,O,; tempo de decomposicdo; tempo de pré-decomposicdo; temperatura de
aquecimento e peso da amostra) foi empregado para otimizar a decomposi¢ao por via
seca de amendoins, améndoa, avela e noz [19]. O volume de HNO3; e H,0, e o tempo
de decomposicdo foram apontados como os parametros mais importantes. O método
desenvolvido foi aplicado na determinacgéo de Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, Al, Ba, Cd e Pb
apresentando limite de deteccdo menor do que 0,74 pg g™*. Foi avaliada a exatiddo com

erro relativo entre 0,4 e 11% e precisdo com desvio padréo relativo entre 2 e 8,2%.

No Brasil, o crescimento acelerado do consumo de um suplemento alimentar
inicialmente designado de “Racdo Humana” preocupou as autoridades. A composicao

deste produto varia de acordo com o fabricante, podendo conter cereais, farelos, fibras,
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farinhas, linhaca, gergelim, extrato de soja, levedo de cerveja, cacau em po, gelatina em
p6 e guarana em po. Devido aos inumeros questionamentos, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou um informe técnico no qual proibiu a
denominacdo “RACAO HUMANA” para estes alimentos [21]. Nesta nota, a ANVISA
declara que este nome ndo corresponde a “verdadeira natureza e caracteristica do
produto”, pois indica que o produto poderia substituir refeicdes, o que ndo é verdade.
Produtos deste tipo podem causar danos a salde por ndo possuir 0s nutrientes
necessarios para uma alimentacdo saudavel. A ANVISA também proibiu a garantia de
propriedades terapéuticas e medicamentosas nas embalagens destes produtos, pois
segundo o artigo 56 do Decreto lei n. 986/1969 [22] e o item 3.1 da Resolucdo ANVISA
RDC n. 259/2002 [23] este tipo de declaracdo é proibido em alimentos. A ANVISA
também proibiu que as embalagens contivessem qualquer informacdo com alusdo a
perda ou manutencdo de peso corporal, pois os alimentos com esta finalidade devem
obedecer a Portaria SVS/MS n. 30, de 13 de janeiro de 1998 [24].
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3.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi empregar ICP OES para avaliar o efeito de

matriz em trés procedimentos de decomposicao. Os objetivos especificos foram:

e Determinar para cada elemento os comprimentos de onda de emissdo

com maior sensibilidade e menor interferéncia;
e Auvaliar emprego da correcdo do padréo interno;

e Comparar o efeito de matriz para solu¢des nao diluidas e com dilui¢des
1:2,1:5 e 1:10;

e Determinar os coeficientes angulares das curvas analiticas e de adi¢do de

padréo;

e Comparar as concentragdes dos elementos determinados com valores

reportados em trabalhos da literatura.
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3.3 Fundamentagao tedrica
3.3.1 Preparagdo da amostra
3.3.1.1 Ultra-som

A exposicdo de liquidos a ondas ultra-sdnicas provoca a formacdo de bolhas
micromeétricas. Um ciclo de rarefacdo e compressdo da bolha ocorre até a bolha atingir
um diametro limite e colapsar. Este fenbmeno € denominado cavitacdo [20]. O colapso
das bolhas produz altas temperaturas na fase gasosa e na fase liquida e altas pressdes na
interface entre a bolha e o solvente [20,24]. Devido a estas condi¢Ges, pode ocorrer a
quebra de ligacdes das moléculas que estdo no interior da bolha, resultando na producéo

de radicais livres [20].

Em sistemas sélido-liquido, o colapso das bolhas pode causar a desagregacédo do
solido, devido a microjatos formados e a fusdo do solido devido as altas temperaturas
[26, 20]. Além disso, as altas temperaturas alcangadas durante o colapso provocam a
fusdo do material. Estes dois processos provocam a dissolu¢cdo da amostra no meio

acido.

3.3.1.2 Decomposicéo
3.3.1.2.1 Decomposi¢ao por radiagdo microondas

A radiagdo microondas ocorre entre 300 e 300.000 MHz. A interagdo entre a
radiacdo microondas com a amostra e o solvente, provoca o fendmeno da migracao
ibnica dos ions dissolvidos e a rotagdo de dipolos do solvente. A migracdo idnica é
resultado da interacdo dos ions com o campo elétrico oscilante. A rotacdo de dipolos
ocorre devido a interacdo do campo oscilante e as moléculas que possuem momento
dipolar induzido ou permanente. Estes dois processos contribuem para o aumento da
temperatura do sistema, responsavel pela decomposicdo da amostra, pois a energia
gerada pela radiacdo microondas € insuficiente para promover quebra da ligacdo

quimica [20].

Devido ao aumento da temperatura do sistema ser provocado por mecanismos de

conversdo de energia, 0 aquecimento na decomposicao por microondas é mais rapido e
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eficiente do que o aquecimento condutivo. Além disso, a decomposi¢cdo ocorre em
recipientes fechados impossibilitando a contaminacéo entre as amostras e diminuindo a
guantidade de reagentes e minimizando a perda de analitos através de arraste pelos
vapores formados [20].

3.3.1.2.2 Decomposicdo por combustdo na mufla

Na decomposicdo por aquecimento na mufla, as amostras sdo introduzidas no
forno para serem submetidas a temperaturas adequadas e durante um tempo suficiente
para decompor as amostras. O oxigénio promove a queima e consequente perda, na
forma de gases, da fracdo organica e a fase inorganica da amostra é retida na forma de
fosfatos, 6xidos de metais, sulfatos ndo volateis, e etc. A pirdlise organica ocorre em
aproximadamente 450 e 550°C [20].

Uma desvantagem deste método é a possibilidade de haver alguma perda de
elementos por volatilizacdo durante 0 aquecimento a altas temperaturas. Por exemplo,
mais de 20% Cu, Fe e Zn sdo perdidos quando a amostra é submetida a 550°C [20].
Outras desvantagens sdo a formacdo de cinzas de dificil diluicio em alguns casos e
digestdes muito demoradas, bem como a perda de substancias inorganicas devido a
volatilizagdo e o grande tempo de decomposi¢do, os quais podem ser contornados pela
utilizacdo de aditivos de incineracdo e controle de temperatura. Neste contexto,

oxidantes como acido nitrico podem ser utilizados para acelerar a oxidacao.

3.3.21CP OES

Na ICP OES, a amostra € vaporizada, atomizada e excitada ao entrar em contato
com o plasma. Um espectro de emissdo € gerado ap6s a relaxacao das espécies quimicas
presentes. A fonte do plasma é uma tocha composta por trés tubos de quartzo que sédo
alimentados por argdnio. O processo € iniciado com a ionizagdo do argdnio, em seguida,
0s ions e elétrons comegam a se movimentar devido a interagdo com 0 campo
magnético flutuante. A resisténcia ao movimento dos ions e dos elétrons provoca o
aquecimento 6hmico. A temperatura do plasma é mantida por ionizac¢Ges adicionais que

ocorrem devido a absorcao de energia dos ions de argdnio [9].
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A introducdo de amostras é realizada comumente pelo nebulizador. Neste, a
amostra liquida é aspirada e convertida numa névoa com gotas de diferentes tamanhos
(aerossol) por um jato de argbnio de alta velocidade. Em seguida, o aerossol é
transportado para a tocha.

A leitura do sinal pode ocorrer no raio da tocha (configuragdo radial) ou no eixo
da tocha (configuracdo axial). A configuracdo axial confere maior sensibilidade e
melhor limite de deteccdo, mas esta sujeita a maiores interferéncias que sdo resultado de
processos de recombinacdo e auto-absorcdo [27]. Devido a estas interferéncias, a

configuracdo axial pode ndo ser indicada na analise de amostras complexas [28].

Devido as altas temperaturas atingidas pela amostra ao entrar em contato com o
plasma, a ICP OES permite a excitacdo de diferentes &tomos e ions ao mesmo tempo
[9]. Sendo assim, grande parte das espécies presentes na amostra emitem suas radiacfes
caracteristicas praticamente ao mesmo tempo. Uma consequéncia disto é que o espectro
de emissdo da amostra contera picos de emissao caracteristicas de diferentes espécies
quimicas do mesmo elemento. A vantagem disto é a possibilidade de escolher qual o
comprimento de onda mais adequado para ser empregado nos calculos das
concentracfes de cada elemento quimico presente na amostra, pois se deve optar pelos

comprimentos de onda com maior sensibilidade e menor interferéncia [9].
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3.4 Procedimento experimental
3.4.1 Instrumentacéo
Foram empregados 0s seguintes equipamentos:

- Banho de ultra-som modelo 3000514, Selecta (Barcelona, Espanha), com capacidade
de9L;

- Banho de areia modelo 6000709, Selecta (Barcelona, Espanha);

- Forno mufla modelo ECF 12/45A Lenton com um programador Eurotherm 2416 de

Biometa (Llanera, Espanha);
- Digestor de Microondas “Ethos Sel” Milestone (Sorisole, Italia);

- Sistema de limpeza dos reatores de Teflon® com HNOg3, “Trace clean” Milestone

(Sorisole, Itélia);
- Sistema MILLI-Q PLUS “Milipore” (Bedford, Massachussets, EUA);

- Espectrofotdbmetro de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado “Optima
5300 DV” Perkin-Elmer (Shelton, Connecticut, EUA) equipado com um amostrador
automatico AS93-plus, e nebulizador de fluxo cruzado com uma camara Scott de duplo

passo.

3.4.2 Reagentes
Foram utilizados os seguintes reagentes:
- HNO3 69% para analise de tracos, Scharlau (Barcelona, Espanha);
- H,0, 35% grau reagente, Scharlau (Barcelona, Espanha);
- Agua deionizada de aproximadamente 18,2 MQ;

- Argdnio Premier X50S 99,9992%, Carburos Metalicos (Barcelona, Espanha);
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- Padrdo Multielementar 100 mg L™ de Al, As, Ba, Be, Bi, B, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe,
Pb, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, K, Se, Na, Sr, Tl, Ti, V e Zn, em HNO3; 5%, pureza ICP,
Scharlau (Barcelona, Espanha);

- Padrdo multielementar de lantanideos 100 mg L™ em Ce, La, Nd e Pr de 20 mg L™ em
Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sm, Sc, Tb, Tm, Yb e Y em HNO3 5%, pureza ICP, Scharlau
(Barcelona, Espanha);

- Solugdo estoque de Ruténio 1000 mg L™ preparado com RuCl; e HCI 1 mol L™,
Fluka (Buchs, Suica);

- Solucdo estoque de Potassio 1000 mg L™, preparado a partir de KNO3 com HNO3 0,5

mol L™, pureza AA, Scharlau (Barcelona, Espanha);

- Solucdo estoque de Sédio 1000 mg L™ preparado a partir de NaNO3; com HNO3 0,5

mol L™, pureza AA, Scharlau (Barcelona, Espanha);

- Solug&o estoque de Célcio de 1000 mg L™ preparado a partir de Ca(NO3), com HNO3
0,5 mol L™, pureza AA, Scharlau (Barcelona, Espanha);

- Solucdo estoque de Magnésio de 1000 mg L™ preparado a partir de Mg(NO3), com
HNO; 0,5 mol L™, pureza AA, Scharlau (Barcelona, Espanha).

3.4.3 Identificacdo das amostras

Todas as amostras de suplemento alimentar foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais do Brasil. A Tabela 3.1 apresenta a identificagdo das

amostras analisadas.

3.4.4 Preparacdo das amostras

As amostras de suplemento alimentar foram trituradas com um processador de
alimentos, até a obtencdo de um aspecto uniforme. Esta etapa é muito importante, pois
além de tornar a amostra mais homogénea, garantindo a representatividade de aliquotas
da mesma, aumenta a superficie de contato das particulas, facilitando o processo de

extragao.
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Com o objetivo de se determinar a influéncia entre 0 método de decomposicéo e
o efeito de matriz durante as medidas por ICP OES, foram realizadas trés tipos de
decomposicgéo: 1) decomposicdo assistida por radiacdo microondas; 2) decomposigéo
por combustdo na mufla com adicdo de nitrato de magnésio e 6xido de magnésio; 3)
decomposi¢do por combustdo na mufla sem aditivos. As amostras digeridas por cada

método sdo listadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.1: Relagdo das amostras analisadas

Identificdo™ Identificdo™

Mistura Energética, Vida boa produtos | Ultra Fiber com Quinoa + Coléageno,

naturais Flora 7 ervas

Nutricdo Humana Light, Sabor da Terra Multimistura, Celeiro

Gréo Nutri, Vale das Flores Racdo Humana Multimistura, Mata
Redonda

Racdo Humana RH27 baixo teor de sodio, | Racdo Humana 0% Acucar, Naturisse
Kobber

Nutricdo Humana Integral, Sabor da Terra RH 15 Sabor baunilha, Sabor Nutri

Nutricdo Humana mistura de cereais integrais, | Ragdo Humana RH 27, Kobber
Cereal Life

Mistura de alimentos a base de cereais, | Nutricdo Humana Light, Nutra Way
Grannutri

Designer Super Ragdo, DNA Rac&o Humana RH 27, Kobber
Bomshake, Naturisse

*A ordem das amostras apresentada nesta tabela é diferente da numeragdo nas amostras
adotada neste trabalho, sendo assim, ndo sera revelada a composicdo quimica de
nenhum destes suplementos.
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Tabela 3.2: Quantidade de amostras decompostas por cada método.

Método de decomposicédo Amostras digeridas
Microondas 17

Mufla com adicdo de nitrato de magnésio e éxido de 17
magnésio

Mufla 8

3.4.4.1 Decomposicdo assistida por radiacdo microondas

Na decomposicdo assistida por radiacdo microondas optou-se por utilizar um
procedimento ja& otimizado e testado com amostras certificadas no laboratério para
decomposicgéo de amostras cereais e vegetais [29]. Para isso, uma massa aproximada de
0,5000 g (x 0,1 mg) de amostra foi pesada diretamente em cada reator de teflon.

Antes de se iniciar a decomposi¢do por radiacdo microondas, foi realizada uma
pré-decomposicao das amostras colocando os reatores no banho de ultra-som. Para isso,
foram adicionados 8 mL de HNO3; 65% em todos os reatores. Em seguida, os reatores
foram colocados no ultra-som, com banho de agua por 30 minutos. Posteriormente,
foram adicionados vagarosamente (para evitar formacdo de espuma) 2 mL de H,0;

35%, permanecendo a mistura por mais 10 minutos no ultra-som.

Os reatores foram retirados do ultra-som e colocados no microondas com a
seguinte programacao: rampa linear até 85°C por 3 minutos, rampa linear até 145°C por
12 minutos, rampa linear até 180°C por 10 minutos, temperatura em 180°C por 15
minutos e rampa linear até 25°C por 20 minutos, poténcia méxima de 500 W. Apds
retirar os reatores do microondas, aguardou-se que 0S mesmos atingissem a temperatura
ambiente para serem levados novamente ao banho com ultra-som por uma hora. O
volume contido em cada reator foi transferido para um tubo de polietileno de 50 mL e o

restante do volume foi completado com &gua deionizada até 20 mL.

As solucbes que ndo continham analito (branco) foram preparadas seguindo o

mesmo procedimento empregado para as amostras.
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3.4.4.2 Decomposicao por combustdo na mufla com adicdo de nitrato de magnésio e

Oxido de magnésio

O procedimento utilizado foi o mesmo apresentado por Matos-Reyes e
colaboradores para determinacéo de As, Sh, Se, Te e Bi em amostras de alimentos [30].
Aproximadamente 1,0000 g (x 0,1 mg) de cada amostra foi pesada em um béquer de
250 mL. Em seguida, foram adicionados: 2,5 mL de uma suspensdo, contendo 20,00 g
(x 0,01 g) de nitrato de magnésio e 2,00 g (= 0,01 g) de 6xido de magnésio em 100 mL
de &gua deionizada; 5 mL de uma solucdo 1:2 de 4cido nitrico preparada a partir de uma

solugdo HNO3 69%. A suspenséo foi mantida sob agitacdo durante a adicao.

Em seguida, os béqueres foram colocados em aquecimento no banho de areia,
colocando sobre os mesmos um vidro de reldgio, para evitar contaminacdo entre as
amostras. Os béqueres foram mantidos em aquecimento até que toda a parte liquida
evaporasse. Foram entdo colocados na mufla com o seguinte programa de temperatura:
aumentar a temperatura por uma rampa linear até 150°C durante 30 minutos; manter a
temperatura em 150°C durante 30 minutos; aumentar temperatura por uma hora com
1°C por minuto até 450°C; manter temperatura em 450°C durante 24 horas; abaixar a

temperatura até 30°C durante 120 minutos.

Os bequeres foram retirados da mufla quando a temperatura da mesma estava
em torno de 30°C. Ap0s passar pela calcinacdo na mufla, a maior parte das amostras
apresentava coloragao branca, mas com algumas regiées marrons, indicando que a parte

organica da amostra ainda néo havia se decomposto por completo.

Foram adicionados em todos os béqueres 5 mL de uma solucdo 1:2, preparada a
partir de uma solugcdo HNO3; 69%. Apoés a adigdo do acido nitrico, os béqueres foram
recolocados no aquecimento na areia até a parte liquida evaporar. Posteriormente, todos

o0s béqueres foram recolocados na mufla para repetir o mesmo programa de calcinacao.

Apds a retirada da mufla pela segunda vez, todas as amostras apresentavam
coloragéo branca, indicando que toda a parte organica da amostra havia se decomposto.
Foram adicionados em cada béquer 3 mL de agua deionizada pelo sistema Milli-Q e
ainda 8 mL de uma solucgéo 1:10 de HCI preparada a partir de uma solugdo de HCI a
37%. O HCI foi utilizado para dissolver o produto da calcinacdo. O volume do béquer

foi transferido para um tubo de 15 mL.
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Todo o procedimento foi também empregado para o preparo de quatro solugdes

sem analito (brancos).

3.4.4.3 Decomposicdo por combustdo na mufla

Esta decomposicdo consistiu na utilizacdo de 12 béqueres altos de 250 mL, 8
contendo amostras e 4 contendo solu¢es sem analito (brancos). Nesta decomposicao,
foi pesado aproximadamente 1,0000 g (£ 0,1 mg) de amostra em cada béquer.
Posteriormente, foram adicionados aos béqueres, 5 mL de uma solugdo 1:2 de &cido
nitrico preparada a partir de uma solugdo HNO3 69%. Ap6s a adicdo do HNO3 as
amostras foram colocadas no aquecimento em banho de areia até que toda a parte
liquida fosse evaporada. Em seguida, os béqueres foram colocados na mufla para seguir

0 mesmo programa da decomposicgéo apresentada na se¢éo 3.3.4.2.

Apos a calcinagdo na mufla, as amostras apresentavam coloragdo marrom,
entdo foram adicionados 5 mL de uma solucédo 1:2 de acido nitrico preparada a partir de
uma solugdo HNO3; 69%. Em seguida os béqueres foram recolocados no aquecimento
na areia até a evaporacdo de toda a parte liquida. Apds o aquecimento na areia, 0s

béqueres foram novamente submetidos ao programa da mufla.

Apo6s a segunda calcinagdo na mufla, as amostras ainda apresentavam
coloragdo marrom, assim, todos os béqueres foram ressubmetidos a adigdo de &cido,
aquecimento na areia e calcinacdo na mufla. Finalmente apds a terceira calcinagdo, as
amostras apresentavam-se sem cor e translicidas. Entdo, foram adicionados em cada
béquer 3 mL de agua deionizada e 8 mL de uma solucdo 1:10 de HCI preparada a partir

de uma solucéo de HCI a 37%.
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3.4.5 Medidas por ICP OES

O padrédo interno utilizado foi o ruténio, pois ndo é um elemento comum as
amostras. A funcdo do padréo interno é corrigir interferéncias de nebulizagéo, transporte

e atomizacdo.

Foram preparadas as seguintes soluc@es para a construcdo das curvas analiticas

padrdes:

(1) padrdo multielementar de 26 elementos (Al, As, Ba, Be, Bi, B, Cd, Ca, Cr, Co,
Cu, Fe, Pb, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, K, Se, Na, Sr, Tl, Ti, V e Zn) com solu¢Ges nas
concentragdes, 0, 0,05, 0,1, 0,25,0,5,0,75, 1 e 2 mg L™;

(2) padrdo de lantanideos de 16 elementos com solucfes nas concentragfes 0,05,
0,1, 0,25, 0,50, 0,75 e 1 mg L™ para Ce, La, Nd e Pr, e 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,15 e 0,2
mg L™ para Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sm, Sc, Th, Tm, Ybe Y;

(3) padrdo com os elementos Ca, Mg, K e Na com solu¢bes nas concentragdes 20,
40, 60, 80 e 100 mg L™.

Em todas as solucbes foi adicionado 1 mL de uma solucdo de Ru com
concentracdo igual a 10 mg L™. Devido & utilizacdo do HNO3; 69% na decomposicio
por microondas e do HCI 37% na decomposi¢do por combustdo na mufla, com o
objetivo de aproximar a composicdo das solucBes padrdes das amostras, foram
preparadas duas curvas analiticas uma empregando 0,1 mL de HNO3; 69% (para a
decomposicgéo assistida por radiagdo microondas) e a outra, 0 mesmo volume de HCI
37% (para decomposicdo em mufla). Todas as solugbes preparadas possuem volume

total igual a 10 mL.

3.4.5.1 Amostras decompostas por radiacdo microondas

Foram realizadas medidas com as dilui¢fes 1:10, 1:5, 1:2 e sem dilui¢do (Tabela
3.3). O estudo do efeito de diluicdo é importante porque inicialmente ndo se conhece a
concentracdo dos elementos. Sendo assim, amostras diluidas sdo necessarias para a

medida da concentracdo de elementos presentes em altas concentracGes, enquanto que
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as amostras nao diluidas sdo importantes para medir elementos presentes em baixas

concentragoes.

Também foram realizadas medidas com adi¢éo de analito para as dilui¢des 1:5,
1:2 e sem diluir. A faixa de concentragdo da adigdo foi de 0 a 1 mg L™. A adico de
analito foi realizada em uma mistura preparada tomando-se 10 mL do digerido de cada
uma das amostras 1, 2, 5 e 7, escolhidas aleatoriamente. Foi calculado o erro relativo
percentual com os coeficientes angulares da curva analitica e com os obtidos das curvas
analiticas das adicdes de analito para detectar possiveis efeitos de matriz. As Tabelas
3.4, 3.5 e 3.6 indicam os volumes adicionados para preparacao das solugdes empregadas
na construcao das curvas obtidas por adi¢do de analito.

Tabela 3.3: Volumes da solugdo das amostras decompostas por combustdo na mufla, do
padrdo interno (Ru) e de agua, empregadas para o preparo das solu¢bes sem diluicdo, e
com diluicdo 1:2, 1:5 e 1:10.

vﬂmnstra (mL) vHND! (ml—)* VE“ (mL)** VHZO (ml—)

Sem diluigéo 4,5 - 0,5 -

Diluicdo 1:2 2,5 - 0,5 2,0
Diluicdo 1:5 1,0 0,1 0,5 34
Diluicdo 1:10 0,5 0,1 0,5 3,9

*HNO;3 69%:; **solucdo de Ru com concentrago igual a 10 mg L™

Tabela 3.4: Volumes da solugdo das amostras decompostas por microondas, da solucao
de referéncia, do padréo interno (Ru) e de agua, adicionadas para tragar curvas de
adicdo de analito sem diluicdo.

VMiseura (mL)* Vpadrﬁn (“L)** VR (mL)*** VHZO (ml—)

4 0 05 05
4 125 05 0,375
4 250 05 0,250
4 375 05 0,125
4 500 05 0

*Mistura preparada tomando-se 10 mL do digerido das amostras 1, 2, 5e 7
**Concentracdo do padrdo multielementar igual a 10 mg L™*; ***Soluc4o de
Ru com concentragdo igual a 10 mg L™,
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Tabela 3.5: Volumes da solugdo das amostras decompostas por microondas, da solucao
de referéncia, do padréo interno (Ru) e de agua, adicionadas para tracar curvas de
adicdo de analito com diluicdo 1:2.

VMistura (mL)* vpadrﬁn (HL)** VR (mL)*** VHZO (ml—)

2,5 0 0,5 2
2,5 125 0,5 1,875
2,5 250 0,5 1,75
2,5 375 0,5 1,625
2,5 500 0,5 1,5

*Mistura preparada tomando-se 10 mL do digerido das amostras 1, 2, 5e 7
**Concentracdo do padrdo multielementar igual a 10 mg L™*; ***Soluc4o de
Ru com concentracéo igual a 10 mg L™

Tabela 3.6: Volumes da solugéo das amostras decompostas por microondas, da solucao
de referéncia, do padréo interno (Ru) e de &4gua, adicionadas para tracar curvas de
adicdo de analito com diluicéo 1:5.

VMisra (ML)*  Vpadrio (UL)** VRa (ML)***  Vh,o (mL)

1 0 0,5 3,5

1 125 0,5 3,375
1 250 0,5 3,250
1 375 0,5 3,125
1 500 0,5 3,00

*Mistura preparada tomando-se 10 mL do digerido das amostras 1, 2, 5e 7
**Concentracdo do padrdo multielementar igual a 10 mg L™; ***Solucéo de
Ru com concentracdo igual a 10 mg L™.

3.4.5.2 Amostras decompostas por combustdo na mufla com e sem adi¢do de nitrato de

magnésio e 6xido de magnésio

Nesta etapa, foram estudadas as diluigdes 1:2 e 1:5. As solugdes preparadas sao
mostradas na Tabela 3.7. A adicao de analito foi realizada numa mistura contendo 3 mL
do digerido das amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. As adi¢cdes de analito com relacédo as

diluigBes 1:2 e 1:5 sdo mostradas na Tabela 3.8 e 3.9.
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Tabela 3.7: Volumes da solugdo das amostras decompostas por combustdo na mufla, do
padrdo interno (Ru) e de 4gua, empregadas para o preparo das solu¢des com dilui¢do
1:2e 1:5.

vﬂmnstra (mL) VRu (mL)* VHZO (ml—)

Diluicdo 1:2 2,5 0,5 2,0
Diluicdo 1:5 1,0 0,5 3,5
* Solucdo de Ru com concentracdo igual a 10 mg L™

Tabela 3.8: Volumes da solucéo das amostras decompostas por combustéo na mufla, da
solucdo de referéncia, do padrdo interno (Ru) e de &gua, adicionadas para tragar curvas

de adicédo de analito com diluigéo 1:2.

VMiswra (ML)*  Vpadrio (UL)** VRa (ML)***  Vu,o (mL)

2,5 0 0,5 2

2,5 250 0,5 1,75
2,5 500 0,5 1,5
2,5 750 0,5 1,25
2,5 1000 0,5 1,0

*Mistura contendo 3 mL do digerido das amostras 1, 2, 3, 4,5,6,7¢€e 8
**Concentracdo do padrdo multielementar igual a 5 mg L™; ***Solucéo
de Ru com concentracéo igual a 10 mg L™,

Tabela 3.9: Volumes da solucéo das amostras decompostas por combustédo na mufla, da
solucdo de referéncia, do padrdo interno (Ru) e de &gua, adicionadas para tragar curvas

de adicédo de analito com diluigéo 1:5.

VMiswra (ML)*  Vpadrio (UL)** VR (ML)***  Vh,0 (mL)

1 0 0,5 2

1 250 0,5 1,75
1 500 0,5 1,5
1 750 0,5 1,25
1 1000 0,5 1,0

*Mistura contendo 3 mL do digerido das amostras 1, 2, 3, 4,5,6,7¢e 8
**Concentracio do padrdo multielementar igual a 5 mg L™; ***Solugo
de Ru com concentracdo igual a 10 mg L™
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3.4.5.3 Parametros instrumentais

Foram utilizados os seguintes parametros instrumentais:

e Poténcia da radiofrequéncia - 1400 W;

e Tempo de espera-90s;

e Numero de replicas - 3;

e Fluxo de Ar do plasma - 15 L min™;

e Fluxo de Ar do gas auxiliar - 0,2 L min™;

e Fluxo de Ar do gés nebulizador - 0,8 L min™;
e Fluxo da bomba peristaltica - 1,10 mL min;
e Padréo interno - ruténio 1 mg L™;

e Modo de medida - axial, exceto Ca, K, Mg, Na, Li e Sr que foram medidos na

forma radial;

e Nebulizador de fluxo cruzado (cross flow).

3.4.6 Calculos realizados
3.4.6.1 Sensibilidade de calibracao

A sensibilidade de calibragéo indica a variacdo de sinal analitico provocada pela
medida de diferentes concentracdes do analito, sendo, portanto, igual ao coeficiente

angular da curva analitica.

3.4.6.2 Estimativa do limite de deteccdo (LD.) e do limite de quantificacdo (LQ.)

O limite de deteccdo (LD) é a quantidade minima de um elemento que pode ser
detectada com um nivel de confianca adequado. O limite de quantificagdo (LQ) € a
concentra¢do minima que pode ser quantificada por um método [31]. As equacgdes 3.1 e

3.2 expressam 0 LD e o LQ, respectivamente:
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3=
LOD =2, 31
T
10s=
LQ = .f;’ 3.2
!

em que S»é o desvio padrdo calculado a partir de repeticGes do branco, e m é a

sensibilidade da curva de calibragéo.

Neste trabalho foi calculada uma estimativa preliminar do LD e do LQ, pois 0

desvio padréo foi calculado a partir de apenas 3 medidas do branco.

3.3.6.3 Erro relativo entre os coeficientes angulares das curvas analiticas e de adicao de

analito

O erro relativo (Er) foi estimado por:

g —a
E,.=—2 P x100%,
[
[

3.3

em que %r e a@g sdo os coeficientes angulares das curvas analiticas e da adi¢do de

analito, respectivamente.
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3.5 Resultados e discusséo
3.5.1 Selecdo dos comprimentos de onda

Para cada elemento, além das medidas realizadas nos comprimentos de onda
recomendados pelo fabricante do equipamento, também foram obtidas medidas em
outros comprimentos de onda para avaliar a presenca de interferéncias espectrais. As

raias selecionadas para analise sdo indicadas na Tabela 3.10, 3.11 e 3.12.

Na maior parte dos elementos, o0 comprimento de onda selecionado foi 0 mesmo
recomendado pelo fabricante do equipamento. Entretanto para alguns elementos foi
encontrada outra raia que possuia maior sensibilidade e menor interferéncia. A Figura
3.14a, ilustra duas raias de emissdo caracteristica do B, em que a indicada pelo fabricante
(249,677 nm) apresentou menor intensidade, justificando a escolha da raia 249,772 nm.
No caso do Er (Figura 3.1b), foram indicadas duas raias pelo fabricante (337,271 nm e
349,910 nm). Na raia 337,271 nm a intensidade obtida na solugdo das amostras
(coloracéo cinza), apresentou-se muito maior do que a intensidade medida na solucao
dos padrdes (coloracdo vermelha). Isto ndo é coerente, pois o Er € um elemento pouco
encontrado em alimentos, portanto deve haver algum efeito interferente. Sendo assim, a
raia selecionada para o Er foi 349,910 nm. Para o Pr (Figura 3.1c) a raia selecionada foi
414,311 nm, pois apresentou maior intensidade e formato mais simétrico do que a
indicada pelo fabricante (390,844 nm).
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Figura 3.1: Raias de emissdo caracteristicas do B, Er e Pr medidas nas solucdes das

amostras (cinza) e dos padrdes (vermelho).
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3.5.2 Comparacdo entre os coeficientes angulares das curvas analiticas e de adicdo de

analito

Devido ao sinal do ruténio ter apresentado uma possivel interferéncia (Figura

3.2), os dados com correc¢do do ruténio ndo serdo sendo apresentados.

Ru 240,272

19k

Intensidade (Contagem)

=

Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.2: Espectros de emissdo do ruténio medidas nas solugOes das amostras

(coloracéo cinza) e dos padrdes (coloracdo vermelha).

Os erros relativos com relagdo aos coeficientes angulares obtidos com o método
da adicdo de analito para cada decomposicdo sdo mostrados nas Tabelas 3.10, 3.11 e
3.12. Nao foi realizada adicdo de analito de Ca, K, Na e Mg, pois estes elementos se
encontram em altas concentragdes nas amostras, assim, a diluicdo seria alta e o efeito de

matriz seria minimizado.

Na Tabela 3.10 é mostrado que hd um efeito de matriz bastante significativo,
pois todos os erros relativos estdo acima de 20%. Em geral, observa-se uma pequena
diminuicdo dos erros relativos referentes as diluicdes 1:2 e 1:5. O elevado efeito de
matriz pode estar relacionado com a presenca de compostos organicos ou interferéncias
ndo espectroscépicas que ocorrem na etapa de nebulizagdo, transporte e efeitos

energéticos do plasma.
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Tabela 3.10: Valores do erro relativo (%) para os coeficientes angulares da curva de

adicdo de analito com a curva analitica realizada nas amostras digeridas por

microondas.
Erro relativo (%) com relagéo ao coeficiente angular da
Elemento/Raia (hm) curva analitica
Sem Diluir Diluigéo 1:2 Diluicéo 1:5

Al 396,153 41 42 37
As 188,979 45 43 38
B 249,772 44 45 40
Ba 493,408 42 42 38
Be 313,042 45 45 40
Bi 223,061 47 45 40
Cd 228,802 47 47 41
Co 228,616 44 44 39
Cr 267,716 45 44 39
Cu 324,752 35 37 33
Fe 238,204 36 43 40
Li 670,784 42 41 36
Mn 257,610 39 44 40
Mo 202,031 40 40 36
Ni 231,604 45 45 39
Pb 220,353 47 45 39
Se 196,026 51 51 46
Sr 407,771 42 41 38
Ti 334,940 42 42 38
T1 190,801 46 46 38
V 290,880 41 42 38
Zn 206,200 42 47 42

A decomposicdo por combustdo na mufla sem adicdo de nitrato de magnésio e
oxido de magnésio apresentou os menores erros relativos para a comparacdo dos
coeficientes angulares da curva analitica (Tabela 3.11). Com excecdo do Al e do B, 0s
erros relativos referentes a diluicdo 1:2 sdo pelo menos duas vezes maiores do que 0
erro relativo referente a diluicdo 1:5. Isto ocorreu porque na diluicdo 1:2, o efeito de
matriz € maior, pois o(s) possivel(eis) componente(s) causador(es) deste efeito,
presente(s) nas matrizes das amostras estd(do) em maior(es) concentracdo(fes). O
aluminio é o Unico elemento que apresenta o maior erro relativo na diluicdo 1:5 em

comparagdo com a diluicéo 1:5.
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Tabela 3.11: Valores do erro relativo (%) para os coeficientes angulares da curva de
adicdo de analito com a curva analitica realizada nas amostras digeridas por combustdo

na mufla sem adicdo de nitrato de magnésio e 6xido de magnésio.

Erro relativo (%) com relagéo ao coeficiente
Elemento/ Raia (hm) angular da curva padrao
Diluigéo 1:2 Diluicéo 1:5
Al 396,153 -10 -13
As 188,979 -0,002 -5
B 249,772 -18 -18
Ba 233,527 5 -2
Be 313,042 4 -2
Bi 223,061 11 3
Cd 228,802 8 0,5
Co 228,616 10 2
Cr 267,716 8 1
Cu 327,393 6 0,06
Fe 238,204 9 -0,9
Li 670,784 13 6
Mn 257,610 13 4
Mo 202,031 8 1
Ni 231,604 9 2
Pb 220,353 9 1
Se 196,026 15 4
Sr 407,771 12 6
Ti 334,940 6 -0,3
T1 190,801 10 2
V 290,880 5 -1
Zn 206,200 -0,6 -0,5

*QOs erros relativos menores ou iguais a 10% estao ressaltados em azul.

Também foi observado um grande efeito de matriz nas amostras digeridas por
combustdo na mufla com adic¢do de nitrato de magnésio e éxido de magnésio (Tabela
3.12).
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Tabela 3.12: Valores do erro relativo (%) para os coeficientes angulares da curva de
adicdo de analito com a curva analitica realizada nas amostras digeridas por combustdo

na mufla com adigdo de nitrato de magnésio e 6xido de magnésio.

Erro relativo (%) com relagéo ao coeficiente
Elemento/ Raia (hm) angular da curva padrao
Diluigéo 1:2 Diluicéo 1:5

Al 396,153 6 -1
As 188,979 14 6
B 249,772 14 1
Ba 233,527 25 14
Be 313,042 27 17
Bi 223,061 25 17
Cd 228,802 21 15
Co 228,616 35 24
Cr 267,716 24 14
Cu 327,393 11 6
Fe 238,204 25 20
Li 670,784 13 7
Mn 257,610 27 20
Mo 202,031 23 13
Ni 231,604 34 24
Pb 220,353 33 20
Se 196,026 40 27
Sr 407,771 15 10
Ti 334,940 21 11
T1 190,801 40 27
V 310,230 17 10
Zn 213,857 26 16

*QOs erros relativos menores ou iguais a 10% estao ressaltados em azul.

A decomposicdo por combustdo na mufla foi a mais apropriada para o tipo de
amostra analisado, pois apresentou erros relativos menores ou iguais a 10% para quase
todos os elementos. Sendo assim, os valores de emissdo referentes a esta decomposicéo

foram utilizados no célculo das concentragdes dos elementos em cada amostra.
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3.5.3 Caracteristicas analiticas e concentracfes das amostras

A Tabela 3.13 apresenta os coeficientes angulares e os coeficientes de correlacdo
da curva analitica e da estimativa do LQ e do LD. Foram obtidos coeficientes angulares
com diferentes ordens de grandezas (de 10% até 10°) para os elementos. Os maiores
valores foram obtidos para o Be, Sr, Y e Yb e o menor para o Tl. O coeficiente de
correlacdo atribuido ao Er apresentou um resultado muito aquém do desejado. Os
limites de deteccdo e de quantificacdo estimados preliminarmente apresentaram valores
baixos para a maioria dos elementos, sendo adequados para determinacdo da
composicdo das amostras analisadas. Entretanto, deve-se ressaltar que estas estimativas

sdo preliminares, é possivel que seus valores estejam subestimados.

As concentracdes dos elementos foram calculadas através da interpolacdo dos
sinais obtidos na curva analitica sem a correcdo do padréo interno, com as amostras
digeridas por combustdo na mufla sem adicdo de nitrato de magnésio e Oxido de
magnésio. S6 sdo apresentados, portanto, os resultados obtidos para as amostras
digeridas por este procedimento, uma vez que os outros métodos de decomposigdo
apresentaram erros consideraveis. Os sinais referentes a diluicdo 1:2 foram utilizados
para o calculo da concentracdo dos elementos presentes em baixa concentracao, pois
poderia haver perda de informacdo destes elementos com a diluicdo 1:5 devido a uma
diluicdo (Tabela 3.14 e Tabela 3.15). O teor dos elementos mais concentrados foi
calculado com a dilui¢do 1:5, pois com esta diluicdo os efeitos de matriz sdo menores
(Tabela 3.16 e Tabela 3.17). Como as amostras ndo foram preparadas em replicata, o
desvio padrdao apresentado nas Tabelas 3.14, 3.15, 3.16 e 3.17 € relativo as
concentragcOes calculadas a partir de trés réplicas de leitura no espectrofotémetro, em

cada amostra.

Os lantanideos Ce, Dy, Gd, La, Lu, Nd, Pr, Sc, Sm, Th e Tm bem como o As, TlI,
V e 0 Yb ndo sdo apresentados nas Tabelas 3.14 e 3.15 por terem apresentado
concentracao inferior ao LD.. Algumas amostras apresentaram concentracdes de Er e
Ho abaixo do LD, e outras acima LD, mas sempre abaixo do LQ,. Elementos como
Be, Cd, Co, Er, Eu, Ho, La, Pb e Y apresentaram concentracdes abaixo de 0,3 mg kg™
em todas as amostras. O Cr, Li, Mo, Ni e Ti apresentaram concentracdes superiores a
0,4 mg kg™ e inferiores a 6 mg kg™. As concentraces do Al, Ba, Sr e Cu variaram

entre 3 e 22 mg kg™*. O Fe, Mn e Zn apresentaram concentracdes entre 29 e 95 mg kg™.
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Os elementos mais abundantes foram o Ca, K, Na e Mg que variaram entre 491 e 6278

mg kg™. O Li apresentou concentracdo abaixo do LQ. na amostra 7.

Tabela 3.13: Coeficiente angular e coeficiente de correlagédo da curva analitica sem

correcdo do ruténio e as estimativas dos respectivos limites de quantificacdo e limites de

deteccdo. Para os maioritarios (Ca, K, Mg e Na) considere a faixa linear de 20 a 100 mg

L™ e para o restante dos elementos entre 0e2mg L™

Elemento/Raia  Coeficiente ~ Coeficientede  LQe (ug kg™)* LD. (ug kg™)*
(nm) Angular correlacdo

Al 396,153 106.315 0,99990 66 20
As 188,979 14.111 0,9998 1050 320
Ba 233,527 98.078 0,9998 44 13
Be 313,042 2.970.434 0,9998 20 6
Ca 317,933 12.749 0,9998 1730 520
Cd 228,802 34.093 0,9998 120 40
Co 228,616 21.974 0,99990 15 4
Cr 267,716 66.448 0,9998 90 270
Cu 327,393 183.943 0,99992 71 22
Er 349,910 196.860 0,8 29 9
Eu 381,967 996.405 0,9995 6,6 2,0
Fe 238,204 49.673 0,9997 77 23
Ho 345,600 300.714 0,9993 29 8,8
K 766,490 2.244 0,9995 4650 1400
La 408,672 410.159 0,9992 88 26
Li 670,784 89.709 0,997 260 80
Mg 285,213 51.588 0,9995 270 80
Mn 257,610 327.030 0,9997 17 55
Mo 202,031 18.274 0,99993 130 40
Na 589,592 15.245 0,9996 4640 1390
Nd 406,109 120.030 0,9991 140 41
Ni 231,604 20.617 0,99992 120 3,2
Pb 220,353 4514 0,99995 290 87
Sr 407,771 1.818.995 0,997 55 2,2
Ti 334,940 466.739 0,99990 20 6,2
T1 190,801 962 0,99990 550 160
V 290,880 66.964 0,99991 150 45
Y 371,029 1.013.996 0,9996 4.4 1,3
Yb 328,937 2.052.352 0,9991 4,4 1,3
Zn 206,200 18.648 0,99991 77 23

*LQ. e LD, sdo estimativas preliminares dos limites de quantificacdo e deteccao,

respectivamente.
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Tabela 3.14: Concentracdo dos elementos calculados a partir dos sinais ndo corrigidos
com o padrdo interno, das amostras digeridas por combustdo na mufla sem adicdo de

nitrato de magnésio e 6xido de magnésio, e com diluicdo 1:2 (da amostra 1 até a

amostra 4).
Concentracdo (mg kg™)

Elemento/

Raia (nm) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Al 396,153 15,84 £ 0,06 11,04 £ 0,07 19,4+0,3 8,410,1
Be 313,042 0,03+0,02 0,04 + 0,02 <LQ. 0,04 + 0,02
Cd 228,802 0,03+0,01 <LD, 0,04 £ 0,02 <LD,

Co 228,616 0,14 + 0,02 <LD, 0,267 + 0,006 <LD,

Cr 267,716 0,86 £ 0,01 5,40 £ 0,01 0,82 +0,01 0,62 +0,01
Er 349,910 <LQ. <LQ. <LQ. <LQe¢

Eu 381,967 <LD, <LQ. <LD, <LD,

Ho 345,600 <LDe <LQ. <LQ. <LDe
Mo 202,031 1,98 + 0,01 1,641 + 0,005 0,84 £0,01 0,76 £ 0,04
Ni 231,604 0,87 £ 0,01 3,25+ 0,02 0,74 +0,03 0,41 +0,03
Ti 334,940 1,800 = 0,008 1,29+ 0,01 0,71+ 0,02 0,647 + 0,004
Y 371,029 0,012 + 0,002 <LQ. 0,008 + 0,003 0,006 + 0,003
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Tabela 3.15: Concentracdo dos elementos calculados a partir dos sinais ndo corrigidos
com o padrdo interno, das amostras digeridas por combustdo na mufla sem adicdo de

nitrato de magnésio e 6xido de magnésio, e com diluicdo 1:2 (da amostra 5 até a

amostra 8).
Concentracdo (mg kg™)

Elemento/

Raia (nm) Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8
Al 396,153 13,03 + 0,03 99+0,1 6,1+0,1 12,0+0,2
Be 313,042 0,04 + 0,02 0,03+0,01 0,027 £ 0,01 0,03+ 0,02
Cd 228,802 0,054 + 0,002 0,077 £ 0,004 0,06 £ 0,01 <LD,
Co 228,616 <LD¢ 0,10 £ 0,02 <LD¢ <LD¢
Cr 267,716 1,47 +£0,01 2,814 + 0,003 0,637 + 0,006 0,48 £ 0,02
Er 349,910 <LQ. <LQ. <LQ. <LQ.
Eu 381,967 <LD, <LD, <LD, <LD,
Ho 345,600 <LQ. <LQ. <LQ. <LD,
Mo 202,031 0,61 +0,02 0,63 0,02 0,73 0,02 0,56 + 0,02
Ni 231,604 1,08 £ 0,04 2,22 £ 0,04 0,97 £ 0,02 0,61 +0,02
Ti 334,940 0,78 + 0,03 0,66 = 0,02 0,471 + 0,002 0,45+0,01
Y 371,029 0,007 + 0,002 0,011 + 0,003 <LQ. 0,007 + 0,002
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Tabela 3.16: Concentracdo dos elementos calculados a partir dos sinais ndo corrigidos
com o padrdo interno, das amostras digeridas por combustédo na mufla sem adicdo de
nitrato de magnésio e 6xido de magnésio, e com diluicdo 1:5 (da amostra 1 até a

amostra 4).
Concentracdo (mg kg™)

Elemento/

Raia (nm) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Ba 233,527 11,2+0,2 3,71 +0,02 17,1+£0,2 22,2+0,1
Ca 317,933 1.154 £ 11 978 +9 1.854 +3 506 + 4
Cu 327,393 9,71+£0,03 8,4+0,1 10,42 £ 0,07 5,65 £ 0,03
Fe 238,204 64,8 £ 0,6 68,0 £ 0,4 67,5+ 0,6 529104
K 766,490 6.278 + 45 5.620 + 48 3.360 £ 17 2.528 + 14
Li 670,784 1,70 £ 0,04 1,63 +0,05 4,10 £ 0,07 3,69 £ 0,06
Mg 285,213 1.671+14 1.363 + 12 1.713+5 1142 +8
Mn 257,610 44,6 £ 0,4 19,8 +0,1 33,0+£0,3 45,1+0,2
Na 589,592 8367 851+38 2.149+ 10 2.363 £ 12
Sr 407,771 5,82 £ 0,05 6,32 £ 0,07 14,60 £ 0,06 42+0,3
Zn 206,200 48,9+ 0,3 33,23 £ 0,05 50,14 + 0,07 33,1+0,3
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Tabela 3.17: Concentracédo dos elementos calculados a partir dos sinais ndo corrigidos
com o padrdo interno, das amostras digeridas por combustédo na mufla sem adicdo de
nitrato de magnésio e o0xido de magnésio, e com diluicdo 1:5 (da amostra 5 até a

amostra 8).
Concentracdo (mg kg™)

Elemento/

Raia (nm) Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7 Amostra 8
Ba 233,527 7,41 +0,04 7,40 £ 0,03 9,31+ 0,09 8,60 £ 0,02
Ca 317,933 890+9 1.121 £ 15 7791 491 +9
Cu 327,393 9,60 £ 0,05 10,17 £ 0,01 9,83 £ 0,08 9,04 £ 0,08
Fe 238,204 72,0+ 04 65,6 £ 0,4 56,0 £0,1 82,2+04
K 766,490 4.026 £ 20 3.200 + 40 4504 £7 4.986 £ 90
Li 670,784 20+05 3,55+ 0,05 <LQ. 0,31+0,04
Mg 285,213 1.699 + 16 1.708 + 19 1.626 + 3 1.718 + 30
Mn 257,610 50,0+0,3 29,6 £0,2 62,5+ 0,1 98,4+0,3
Na 589,592 1.069 £ 6 1.635+ 19 1.139+2 662 + 12
Sr 407,771 5,86 £ 0,04 70+0,8 5,28 £0,01 4,34 £ 0,08
Zn 206,200 49,7+ 0,5 37,80 £ 0,02 62,5+0,4 74,4 +0,3

As concentraces dos elementos determinados nas amostras 1 a 8 foram
comparadas com as reportadas em trabalhos da literatura. Com excecao do Mo, todos 0s
elementos determinados possuem valores comparaveis com os trabalhos avaliados
[1,10,16-19].

Al Concentracdes inferiores as dos suplementos e plantas analisadas por Avula e
colaboradores [1], comparaveis com os valores encontrados em sementes de

sapucaia [10], feijdo branco e fava [18];

Ba ConcentracOes superiores as registradas em frutas secas [16], améndoa, avela,
amendoim e noz [19] comparaveis as medidas em semente de girassol e soja
[17];

Ca Quantidades comparaveis ou inferiores aos suplementos e plantas investigadas

na referencia [1], superior as medidas em sementes de babacu [10];

Cd Comparéavel com os teores em suplementos alimentares [6], inferiores aos

registrados em feijdo branco, fava e lentilha [18], superior as medidas em

128



Tese de Doutorado Flavia de Souza Lins Borba

Co

Cr

Cu

Fe

Mg

Mn

Mo

Na

Ni

amostras de aveld, améndoa, amendoim e noz oriunda da Espanha [19];

Proximo aos valores de suplementos alimentares e plantas [1], inferiores aos

determinados em frutas secas [16];

Comparaveis com os valores encontrados em avelds, améndoas, amendoim e
noz [19] exceto para a amostra 2 (Tabela 3.14), que apresentou concentracao

muito alta; inferior a alguns suplementos reportados em [1];

Superior aos teores reportados para semente de babacu e comparavel com as
sementes de sapucaia [10], comparavel aos obtidos em lentilha e inferior a
feijdo branco, fava, ervilha e grdo de bico [18], superior aos registrados em

frutas secas [16], comparavel a avelds, améndoas, amendoim e noz [19];

Comparavel ou inferior aos teores encontrados em suplementos e plantas
reportados em [1], comparavel a feijao branco, girassol e soja [17,18], inferior a

améndoas oriundas da Italia [19] e fava [18];

Comparével aos teores obtidos em semente de babacu e sapucaia [10], inferior
ou comparavel aos suplementos reportados em [1];

Inferior & maior parte dos teores encontrados nos suplementos analisados na
referencia [1], inferior as concentra¢cbes medidas em sementes de sapucaia e
comparavel a medida em feijdo branco, fava, ervilha e grdo de bico [18], e

muito superiores aos reportados em frutas secas [16];

Comparavel aos teores encontrados na maior parte dos suplementos analisados
na referéncia [1], girassol, soja, amendoim e noz [17,19], superior a valores
reportados em améndoa, aveld, fava e ervilha [18,19];

ConcentracBes superiores as obtidas em sementes de girassol e soja reportados
na referencia [17];

Comparéavel aos teores obtidos em suplementos e na maior parte das plantas

analisadas em [1];

ConcentracGes comparaveis com as medidas em frutas secas; as amostras 5 e 7

apresentaram valores de Ni comparaveis aos medidos em semente de soja e
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girassol [17];

Sr Inferior aos teores encontrados na maior parte dos suplementos e plantas
reportadas na referencia [1], superior a semente de babacu [10], comparavel as

determinadas em semente de girassol e soja [17];

Zn Comparavel as concentrages apresentadas na maior parte das analises
realizadas em semente de girassol, soja, améndoas, aveld, amendoim, noz,
feijdo branco, fava, lentilha, grdo de bico e ervilha [1,17-19], superior as

determinadas em frutas secas [16].
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3.6 Conclusdes e perspectivas

Foi observado grande efeito de matriz nas amostras digeridas por microondas,
possivelmente devido aos acidos da digestdo, porque as solu¢des contendo os brancos
também apresentaram efeito de matriz. Também nédo foram obtidos bons resultados com
as amostras digeridas por combustdo na mufla com adi¢cdo de nitrato de magnésio e

Oxido de magnésio.

Os melhores resultados foram obtidos com a decomposicdo por combustdo na
mufla. Entretanto, & um método muito demorado. Para as amostras analisadas, com
excecdo do Mo, todos os elementos determinados apresentaram valores comparaveis

com os teores obtidos em trabalhos da literatura.

Apds estimar os possiveis efeitos de matriz nos trés métodos de decomposicéo

propostos. Podem-se citar algumas propostas para continuagéo:

- Para obtencdo de melhores resultados de decomposicdo por microondas, sugere-se
estudar parametros como a quantidade de HNO; e H,0,, bem como otimizar o
programa do aquecimento do forno de microondas. Outra possibilidade é utilizar o
mesmo procedimento descrito nesta tese, porém repetindo sucessivamente o programa

do microondas trés vezes, para promover uma decomposi¢do mais eficiente;

- Analisar materiais de referéncia certificados ou realizar testes de recuperagdo para
avaliar a exatiddo dos métodos;

- Estimar a precisdo dos métodos realizando medidas repetidas em amostras, desde a
etapa de decomposicao;

- Estimar os valores de LD e LQ do método, realizando 10 medidas repetidas da solucdo

do branco;

- Analisar todas as amostras em triplicata pelo melhor método de decomposicéo.
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