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RESUMO

ESPECTROMETRIA DE RAIOS-X ALIADA A QUIMIOMETRIA NO
ESTUDO DE VEGETAIS.

O uso da regido de espalhamento na espectrometria de raios-X (XRS,
do inglés, X-Ray Spectrometry) aliada & quimiometria ¢ uma aplicagcdo recente
que tem mostrado bons resultados na discriminagcdo de amostras organicas.
Nesse trabalho, a proposta de se utilizar XRS para solucionar um problema de
classificacao taxonomica de Lantana sp, utilizando-se folhas desse vegetal nao
foi alcangada devido a reconhecida evolugdo continua desta espécie. No
entanto, o estudo de espécies do género Musa e das familias Polemoniaceae,
Asteraceae e Portulacaceae, utilizando-se pseudofrutos e sementes,
respectivamente foi bem sucedido. A andlise de componentes principais
(PCA) realizada com os espectros obtidos da irradiacao dos pseudofrutos e das
sementes mostrou boa correlagdo entre a disposi¢do das amostras e a
classificacdo nos niveis género, espécies e variedades. Variaveis que poderiam
justificar a discrimina¢do obtida desses vegetais foram estudadas como
exemplo o estudo envolvendo a utilizacdo de carboidratos. Foram realizadas: a
regressao de sacarose, frutose e glicose em solu¢ao aquosa e frutose e glicose
em suco, com bons coeficientes de linearidade (0,998; 0,995; 0,998; 0,994 ¢
0,991, respectivamente); a discriminacdo de carboidratos; a regressdao do
indice de dogura e a rotagdo especifica da luz polarizada de carboidratos; e a
regressdo da inversdo da sacarose. Além da discriminagdo dos vegetais € do
estudo de carboidratos, esse trabalho também apresenta a fundamentagdo
tedrica para explicar o surgimento desta técnica e um provavel potencial que

ela podera apresenta para o futuro.
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ABSTRACT

X-RAY SPECTROSMETRY ALLIED TO CHEMOMETRICS IN
VEGETABLE STUDIES

The use of scattering on X-ray Spectrometry (XRS) allied to
chemometrics is a new application that is showing good results in
discrimination of organics. In the present work the proposal of applying XRS
to solve the taxonomic classification of Lantana sp species, using leafs of
these plants was not reached due to the evolution process this plant is still
undergoing. Nevertheless, this motivated a discrimination study of species of
Musa genus (banana) and species of Polemoniaceae, Portulacaceae and
Asteraceae families, using fruits and seeds, respectively. Principal component
analysis of spectra of fruits and seeds show good correlation between sample
arrangement and taxonomic classification in genus, species and varieties.
Looking for variables that could justify the discriminations obtained, studies
were developed involving carbohydrates. It was realized: sucrose, fructose and
glucose regression in aqueous solutions and fructose and glucose calibration in
juice solutions with good linear coefficients (0.998; 0.995; 0.998; 0.994 e
0.991, respectively); carbohydrates discrimination; X-ray spectra correlation
with sweetness degrees and specific rotation of polarized light of
carbohydrates; and regression of kinetics of sucrose inversion. Besides the
vegetable classifications and the carbohydrate studies, this work presents a
theorical basis to explain the XRS characteristics, the history before the

arising of this method and its potentialities for the future.
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I) INTRODUCAO

“... genetics has so profound a bearing on the problem of the
mechanisms of evolution that any evolution theory which disregards

)

the established genetic principles is faulty at its source.’

Theodosius Dobzhansky, 1937



Em conjun¢do com métodos multivariados de andlise, a utilizacdo da
regido de espalhamento dos espectros obtidos pela técnica de fluorescéncia de
raios-X (XRF, do inglés X-ray Fluorescense) ou espectrometria de raios-X
(XRS, do inglés, X-ray Spectrometry), ¢ uma aplicacdo recente no uso da
analise exploratoria de espécies organicas (P10400867-7). Neste trabalho, essa
regido ¢ utilizada para o estudo de vegetais avaliando, através de uma
diversidade de experimentos, o potencial que XRF (ou XRS) pode apresentar
para o futuro no estudo de espécies inorganicas e organicas.

Neste trabalho, ndo se tem o intuito de nomear e classificar vegetais em
sistemas bioldgicos; pretende-se apenas mostrar que a técnica de XRS, usando
um equipamento convencional de energia dispersiva (EDXRF, Energy
Dispersive X-Ray Fluorescence), aliada a quimiometria pode apresentar
potencial na diferenciacdo de plantas. O trabalho foi inicialmente proposto
para auxiliar um grupo de taxonomistas, do Instituto de Biologia da
UNICAMP, na classificacdo de um conjunto de plantas de comportamento
ambiguo e de dificil classificacdo sistemdtica, pertencente ao género Lantana.

No entanto, a dificuldade encontrada na discriminacdo das plantas
fornecidas pelo Instituto de Biologia da UNICAMP direcionou o projeto para
o estudo de vegetais de nivel taxondmico inferior e superior, avaliando-se,
com as frutas, espécies e variedades de Musa sp (banana) e, com sementes de
flores, as familias Asteraceae, Polemoniaceae e Portulacaceae. A mudancga no
rumo do projeto trouxe descobertas interessantes para futuros estudos
utilizando a regido de espalhamento: foi notada uma relacao entre a disposicao
das amostras na analise de componentes principais € a concentragao de
acucares nos pseudofrutos, proporcionando o estudo de algumas propriedades

de carboidratos.



O conhecimento da histéria da sistemdtica vegetal mostra ndo sé a
importancia e a dificuldade que essa “ci€ncia” apresenta, mas também como o
método de classificagdo se desenvolveu, justificando o caminho tomado pelos
taxdnomos em desenvolvimento da sistematica vegetal (itens 1.1, L.II e L.III).

As plantas estudadas durante o trabalho e suas caracteristicas, sendo
esta ultima relacionada a algumas das dificuldades no estudo, sdo apresentadas
no item L.IV. A técnica de espectrometria de raios-X, sua historia, descoberta e
inovagdes sdo apresentadas no item L[.V. Os fundamentos teodricos que
explicam o espalhamento Raman de raios-X sdo apresentados no topico I.VI e
os fundamentos das andlises quimiométricas para o estudo realizado, sao
apresentados no topico .VII.

Os métodos de Eynon-Lane e Polarimetria foram utilizados na obtencao
de resultados comparativos para a calibragao no estudo de carboidratos, e por
1sso, seus fundamentos podem ser encontrados nos itens I.VIII e [.X.

Verificando que ¢ possivel monitorar a conversdo de sacarose em
frutose e glicose através de XRS, foi feita a proposta de relacionar um
pardmetro dependente diretamente das estruturas de alguns carboidratos.
Assim, um estudo com o grau de dogura de agucares foi realizado,
correlacionando seus valores tabelados na literatura e obtidos através de testes
sensoriais, com espectros de XRS. Constatou-se que estes valores estdo
diretamente correlacionados as estruturas dos agucares e, portanto, como ¢
baseado em andlises sensoriais, as propriedades das papilas gustativas (item

LIX).



L.I) HISTORIA DA TAXONOMIA !'-3F

O alvo da nomenclatura biologica ¢ indicar um Unico nome para cada
espécie existente, permitindo assim uma comunicagdo facil e efetiva sobre os
organismos, ao identifica-los.

Noés humanos e nossos ancestrais sempre estivemos em contato com a
identificagdo de plantas: herbivoros precisavam organizar plantas de acordo
com a adequacdo alimentar, principalmente em comestiveis € venenosos.
Plantas medicinais precisavam ser nomeadas e organizadas da mesma forma.
Como as civilizagdes se desenvolveram na Asia, no Oriente Médio, e nas
Américas, cada uma dessas sociedades desenvolveu seu proprio sistema de
nomenclatura, muitos dos quais foram bastante elaborados.

Embora as classificacdes recentes de plantas tenham sido preparadas na
China antiga e no império Asteca no México e América Central, nosso
moderno tratamento tem origem na Grécia antiga. Theophrastus, um discipulo
de Platdao e Aristoteles, escreveu extensivamente sobre plantas a cerca de 300
a.C., estabelecendo muitos conceitos importantes. Dentre estes estudos,
Theophrastus sistematizou a distingdo entre plantas com flores e plantas sem
flores, reconheceu os 6rgaos sexuais das plantas e verificou que os frutos sdo
desenvolvidos nos carpelos. Ele também descreveu mais de 500 espécies de
plantas, criando os géneros conhecidos como Asparagus, Narcisus, € Daucus.

Plinius, o ancido (Caius Plinius Secundus; d.C. 23-79), um advogado e
historiador romano, escreveu sobre um grande niimero de assuntos. Seu maior
trabalho, Historia Natural, foi uma tentativa de descrever “tudo” no mundo e
apesar de ter incluido muitas criaturas baseadas em contos populares, ele
serviu como unica base de informagdo para estudos cientificos relacionados,

por mais de 1000 anos.



O livro mais importante sobre classificacdo de plantas do mundo antigo
¢ Materia Medica, de Dioscorides. Escrito no primeiro século d.C., descreve
600 espécies de plantas e suas aplicagdes no tratamento de doencas.

Entre Dioscorides e a Renascenca, quase nenhum trabalho de grande
valor para a historia natural foi escrito. No entanto, mudangas comegaram a
ocorrer no século XV e a Europa entrava na era das exploracdes. Navios eram
enviados em expedi¢des por toda a costa oeste da Africa e os exploradores
retornavam com novas plantas e animais, além do conhecimento sobre as
novas terras e seus povos. Simultaneamente, a exploracdo da fisica, da
astronomia e geologia se iniciava.

Um importante resultado dessas exploracdes foi a descoberta que
Plinius e outras autoridades antigas haviam errado em muitos aspectos. Até
entdo, as pessoas aceitavam a idéia de que os antigos gregos € romanos
representavam os “Anos Dourados” e eram basicamente infaliveis; qualquer
observacao que contradissesse Plinius era considerada “um erro da parte do
observador”. A constatagdo de que os antigos eram de fato faliveis sinalizou
que as respostas das questdes sobre o mundo precisavam ser buscadas e que
ndo se encontravam nos livros antigos, mas sim, num mundo desconhecido. A
exploragdo - ndo somente geografica, mas também, cientifica, filosofica e
religiosa - tornou-se uma obsessao.

Na botanica, estes novos pensamentos independentes tornaram-se
aparentes nas publicagdes de livros sobre plantas medicinais, chamadas de
“livros de herbologia”, os quais eram publicados em grande quantidade. No
meio do século XVI, estes documentos comecaram a apresentar um contetido
mais elaborado, com descricao precisa das plantas baseadas nas observacdes

destas, e ndo no que fora descrito em Materia Medica. A maior parte dos



livros de herbologia continha cerca de 1000 plantas, uma quantidade razoavel
para um botanico se familiarizar.

A exploragdo teve continuidade, principalmente apds a descoberta das
Américas. O nimero de espécies de plantas tornou-se muito grande para os
botanicos acompanharem. Mais que listar ou descrever todas as plantas do
novo mundo, era necessario desenvolver um sistema de classificacdo para que
as pessoas pudessem identificar uma espécie familiar e encontra-la em livros
de herbologia mais abrangentes.

Varias idéias se desenvolveram neste periodo; uma destas foi o conceito
de género, como um grupo de espécies familiares, estabelecido por Gaspard
Bauhin (1560-1624). Embora devesse parecer obvio esse fundamento, foi
extremamente inovador para a época. O conceito de espécie havia sido facil:
acreditava-se que Deus havia criado todos os tipos de criaturas e que o fato
de haver mais de milhoes de espécies de grama com a mesma fungdo, era
apenas um fato que mostrava a forma de Deus pensar.

O sistema de classificagio com nomes cientificos pode ser atribuido a
Carolus Linnaeus, (Karl von Linn¢), um professor de histéria natural da
Universidade de Uppsala (Suécia) durante meados do século XIX.

O numero de espécies conhecidas na época de Linné era extremamente
grande, até mesmo para uma unica pessoa se familiarizar com metade delas.
Um sistema eficiente de classificacdo ¢ nomenclatura se tornou
desesperadamente necessario e Linné tentou contornar esse problema. Ele
criou um sistema padronizado, onde todas as espécies teriam um nome
relativo ao género e um relativo a espécie, que seria a base de seu sistema
binomial de nomenclatura.

O sistema de Linné era facil de ser utilizado: ele decidiu que o nimero

de estames e carpelos das flores seria a caracteristica mais importante das



espécies; entdo, sua classificacdo era baseada nesta caracteristica. No entanto,
este sistema era completamente artificial, pois o fato das plantas
compartilharem o mesmo numero de estames ndo significa que elas se
assemelham umas as outras.

A 1déia de evolugdo das espécies foi desenvolvida lentamente ao longo
de muitos anos e grande parte das teorias que foram criadas eram absurdas.
Infelizmente, neste periodo, J. B. P. de Lamarck apresentou sua teoria da
evolugdo pela heranga das caracteristicas adquiridas. A teoria de Lamarck era
baseada na idé€ia incorreta de que as células do corpo produziam fluidos, que
eram difundidos pelos 6rgaos sexuais, onde se concentravam ¢ formavam o
esperma ¢ o Ovulo. Portanto, segundo Lamarck, qualquer caracteristica
adquirida poderia passar para as futuras geracdes. A teoria da heranga
adquirida nunca foi totalmente aceita.

Em 1859, Charles Darwin e Alfred Wallace propuseram
independentemente uma teoria de evolugdo de acordo com a selecao natural,
tornando real a idéia de sistemas naturais de classificacao.

Taxonomistas rapidamente compreenderam o porqué de algumas
espécies se assemelharem umas as outras tdo fortemente que era preciso
agrupa-las em um género: elas eram muito préximas evolutivamente. A partir
deste ponto, muito esfor¢o tem sido feito para se construir um sistema de
classificagcdo natural.

A teoria da evolugdo através da sele¢ao natural se tornou aceita e muitas
propostas foram feitas para a criagdo de um sistema. C.E. Bessey (1900), da
Universidade de Nebraska, foi um dos pioneiros na reclassificagdo das
espécies de plantas baseada em um sistema filogenético.

Com a descoberta da evolugdo através da selegdo natural, a base para

nomeacao das plantas foi alterada: A selecdo natural mostrou que todos os



organismos estdo relacionados geneticamente, alguns mais proximos, outros
mais distantes uns dos outros.

No final do século XIX, os taxonomistas perceberam que o sistema de
nomeacao mais valido cientificamente seria aquele que refletisse as relagdes

evolucionarias. Por isso, adotaram dois alvos:

e 0 desenvolvimento de um sistema de classificagdo, no qual os
organismos mais proximos seriam classificados juntos, e

e a atribui¢do de nomes as plantas com base nesta relacdo evolucionaria.

A nomenclatura deveria refletir o sistema natural de classificacdo. Desta
forma, se estabeleceu que a classificagdo fosse dividida em niveis. Neste
sistema, os organismos mais proximos seriam relatados como espécies em
comum e classificados em um género. Dentro dos géneros, os proximos entre
si seriam agrupados de acordo com suas semelhangas em um grupo de mesma

familia, e assim por diante.
LII) NIVEIS DAS CATEGORIAS TAXONOMICAS ' ¢4

A sistematica de classificagdo taxondmica ¢ centralizada e ligada
diretamente ao estudo da evolugdo em geral, desde o estudo dos fosseis, até o
estudo das variagdes genéticas em uma populacdo local. As caracteristicas das
plantas refletem essa relagdo. As plantas possuem varios graus de relagdo e um
sistema de classificacao reflete isso no numero de niveis.

O nivel mais fundamental na classificacao sdo as espécies, que, tedrica e
idealmente, ¢ o conjunto de individuos proximos relacionados a um

descendente de um ancestral em comum. Espécies proximas sdao agrupadas
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dentro de um género, mas nao existe critério especifico para decidir o nivel de
proximidade para se agrupar em um género, a decisdo ¢ subjetiva e
freqiientemente sujeita a grande argumentacdo entre os taxdonomos.

O nivel apds o género ¢ a familia; cada familia deve ser composta de
um ou varios géneros. A maioria das familias ¢ bem definida, com difundidos
critérios entre espécies e géneros. Os niveis a seguir sdo: ordem; classe;
divisao; e reino.

Os sistemas de classificacdo vegetal mais utilizados atualmente sdo os
propostos por: H. Bold, C. Alexopoulos, e T. Delevoryas.

O nome cientifico das espécies ¢ designado pelo género e espécie,
nomes em latim, que devem ser usados juntos: o primeiro nome (género)
inicia-se em maiusculo ¢ o segundo (espécie), em minusculo. Ambos os

nomes devem estar sublinhados ou em italico.
L.IITI) CLASSIFICACAO ATUAL DOS VEGETALIS [+ ¢!

Em muitos casos, esses sistemas parecem ser relativamente simples,
afinal ¢ facil visualmente distinguir um cacto de um girassol, mas se torna
facil apenas em exemplos extremos como estes. Na maioria das vezes, ¢ um
pouco mais complicado. A evolugdo dos organismos nao ¢ linear e, por isso,
muitas caracteristicas estabelecidas pela organizagdo em espécie, género,
familia, etc., entram em conflito. Uma planta com algumas caracteristicas que
a colocaria em um género pode apresentar caracteristicas que apenas plantas
de outro género possuem. E o caso das Lantanas, que foram alvo de estudos
nesse trabalho. Os problemas das caracteristicas inconsistentes ou conflitantes

ocorrem em todos os niveis do sistema de classificacao.
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Iniciada a 400 milhdes de anos atrds, uma série longa de mutagdes e
selecdo natural tornou possivel a ascensdao do sistema vascular das plantas do
solo. Assim, a linha evoluciondria tem progredido e se diversificado,
ramificando cada vez mais. Milhdes de organismos tornaram-se extintos
durante esse percurso e sO sdo conhecidos hoje por causa da histéria gravada
em fosseis.

O alvo da taxonomia moderna ¢ compreender cada uma das linhas
evolutivas e obter a classificacao que reflete a relacao entre os membros desta.
Embora a diversificagdo evolutiva seja uma realidade, o sistema de
classificagdo ¢ uma hipotese, um modelo que tende a atender o mapa da
evolucao. Nosso conhecimento ¢ incompleto e imperfeito, € o sistema de
classificacdo atual ¢ apenas uma aproximagdo. Nao se esperam mudangas
bruscas nesse sistema, mas pequenas mudancas feitas periodicamente com a
finalidade de atualizacao.

O sistema de classificacdo atual engloba:

e o sistema de nomeacao de Linné;

e o sistema filogenético (baseado nas relagdes genéticas entre os
individuos);

e as semelhangas visuais e adaptativas (paralelismos ndo genéticos);

¢ informacgdes citogenéticas, que tém contribuido de forma complementar
ou mesmo na reformulacdo de hipdteses filogenéticas, ambientais ou
fisioldgicas.

A importancia de se apresentar tanto as caracteristicas genéticas, como
os paralelismos ndo genéticos, pode ser avaliado quando estudamos casos
como o apresentado na Figura 1. Nesta figura, uma arvore filogenética, os
organismos A, B, C, D, E, F e G apresentam um ancestral em comum do

periodo Mioceno (periodo entre 23 e 5,3 milhdes de anos atras).
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Podem-se fazer as seguintes suposicoes relativas a Figura 1: A é uma
planta de cerrado, B, C e D sdo plantas encontradas em uma floresta, ¢ E, F ¢
G sdo plantas encontradas no meio aquatico; cada uma delas adaptadas ao
sistema em questdo. Agora, para contrapor a necessidade das caracteristicas
genéticas e dos paralelismos ndo genéticos, serdo consideradas duas hipoteses

apresentadas pelos casos 1 e 2.

Figura 1 - Arvore filogenética /.

e Caso 1: Suponha-se que a planta D apresente uma substancia com alta
eficiéncia no combate a células carcinogénicas; no entanto, mudancas bruscas
de temperatura e exploragdo predatoria da floresta provocaram a quase
extingdo dessa planta, que ndo encontra um ambiente propicio para
reproducao.

Desta forma, um grupo de pesquisadores, na esperanga de encontrar

plantas semelhantes a esta que se adaptaram melhor a este meio, descobrem B
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e C, que, apesar da semelhanga, ndo apresentam a substancia desejada. Por
outro lado, se este grupo tivesse procurado por plantas geneticamente
semelhantes, verificar-se-ia que no meio aquatico ha trés plantas: E, F e G,
que, por ter um ancestral em comum a D, poderiam ter a capacidade de
produzir a substancia para o combate a células carcinogénicas.

e Caso 2: Agora suponha-se que D tenha comegado a produzir a substincia
desejada, devido ao meio fisico que esta se encontra. Por acaso, a substancia
desejada ¢ uma evolucdo adaptativa para afastar um predador desta planta. O
mesmo ocorre com B e C; no entanto, se esta situagdo fosse analisada apenas
pela proximidade genética, ndo seria possivel localizar a substidncia nos

parentes proximos a D.

Esse exemplo mostra a dificuldade de se fazer um estudo taxondmico,
quando se tem diversas varidveis no sistema, como meio-ambiente,
semelhanga genética, evolucao continua ocorrendo, etc.

Desta forma, o desenvolvimento de métodos que possam auxiliar os
taxdnomos a compreender a sistemdtica de classificagdo ¢ muito importante, e,
para isso, a técnica de espectrometria de raios-X aliada a quimiometria ¢
proposta neste trabalho para auxiliar o estudo de classificagdo vegetal, através
da discriminacdo utilizando a ferramenta quimiométrica Andlise de

Componentes Principais (PCA, Principal Component Analysis).

I.IV) PLANTAS ESTUDADAS

Foram utilizados trés tipos de amostras vegetais: A) Folhas, B)

sementes ¢ C) Pseudofrutos.
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LIV-A) FOLHAS

As folhas estudadas fazem parte do género Lantana, pertencente a
familia Verbenaceae. A classificagdo do Reino Plantaec para as espécies

analisadas pode ser observada a seguir:

Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisdo: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)
Sub-classe: Asteridae
Ordem: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Lantana
Espécie:L.camara.
L.canescens.

L.trifolia. "

A familia Verbenaceae ¢ caracterizada por apresentar géneros
morfologicamente muito semelhantes, apresentando diversos problemas
taxonOmicos para a delimitacdo dos gé€neros e espécies, como ¢ o caso dos
géneros Lippia, Aloysia e Lantana. Nesta familia, em algumas espécies, como
nas variedades de Aloysia virgata e Lantana camara 7 também sdo
observadas origens dipldides (onde os cromossomos se organizam em pares de
cromossomos semelhantes, possuindo 2n cromossomos) e polipldéides (onde

0S Cromossomos se organizam em 3 ou mais cromossomos semelhantes, 3n
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cromossomos semelhantes, tripléides; 4m cromossomos semelhantes,
tetraploides, etc).

8¢9 possui mais de 50

O género Lantana, descrito por Linné em 1753 [
espécies, e, dentro de cada espécie, existe um nimero grande de variedades
(taxa ou taxomn), como, por exemplo, a Lantana camara, que chega a
apresentar mais de 600 variedades. """ As plantas do género Lantana sio
conhecidas no Brasil, com os seguintes nomes populares: cambara, camara,
camarazinho, chumbinho, mata-boi, bem-me-quer, mal-me-quer, camara-de-
cheiro, cambara-miido, mata-pasto, milho-de-grilo, entre muitos outros
nomes. Esse género ¢ de origem das regides tropicais e sub-tropicais da

América Central e América do Sul, ¢ arbustiva, de flores coloridas (Figura 2),

florescendo na maior parte do ano.

(b)

Figura 2 - Fotos de exemplares das espécies (a) Lantana camara'"), (b) Lantana trifolia '
[13]

e (c) Lantana canescens

O género Lantana se destaca por apresentar espécies com diversas
propriedades anti-reumaticas, estimulantes, febrifugas, sudoriferas e contra
afec¢des estomacais e bronco-pulmonares. Existem relatos da utilizagdo de

algumas espécies no controle bioldgico e como repelente de insetos, além do
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uso terapéutico, contra doengas como cancer, malaria ¢ ulcera. Possui ainda
espécies com propriedades téxicas e a maioria delas ¢ utilizada com fins
ornamentais. !'* ¢}

As espécies de Lantana com variedades (taxa) toxicas apresentam
concentragdes de Lantadenos A e B letais, nas doses de 20 a 40 g por kg de
folhas para bovinos e ovinos. Mas, provoca adoecimento grave nas doses entre
2,5 a 10 g por kg de folhas, podendo levar esses animais a morte nos pastos
em época de estiagem, quando o animal procura reservas alternativas de
alimento. © ¢ '°

Por apresentar propriedades medicinais e pesticidas, o género Lantana ¢é
alvo de intensa pesquisa, mas a espécie mais estudada dentro desse género ¢ a
L. camara, considerada uma das 100 piores pragas do mundo "’ Essa espécie
¢ uma planta invasora e daninha, que vegeta espontaneamente em local ndo
comum ou ndo desejado, com controle bioloégico elevado na Europa e,
principalmente, na Austrdlia, que teve grandes dareas infestadas por esse
vegetal, tornando-as improdutiveis 7%,

Algumas espécies do género Lantana apresentam propriedades
alelopaticas, ou seja, sdo capazes de interagir bioquimicamente com todos os
tipos de plantas e microorganismos, podendo inibir e estimular interacdes
quimicas, manipulando ecossistemas inteiros, principalmente em regides onde
nao héd predadores naturais. Isso € possivel mediante a produgdo de
substancias que sao liberadas no ambiente durante o ciclo de vida do vegetal.
As propriedades alelopaticas de algumas Lantanas as tornam pragas em
potencial em regides onde nao ha predadores naturais, podendo devastar a
vegetacdo natural de grandes regides, como acontece na Australia.l''- 2 2!

O estudo para biocontrole nas areas que foram invadidas ¢ continuo,

devido a diversidade genética. Isso ocorre principalmente com a espécie
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camara, que apresenta variedades horticultarais invasoras, promovendo
cruzamento com outras pragas € também com outras espécies dentro do
género Lantana, resultando numa espécie complexa. 12! ¢!

Como agravante, existem espécies que apresentam variedades com
grande diversidade do nimero de cromossomos em seu material genético. A
analise das células mitoticas da L. camara, por exemplo, mostra resultados
muito diferentes em varios estudos realizados, apresentando: 2n = 22, 33, 55,

[7e 3] Egge pode ser o problema que tem

44 ou 56 cromossomos metacéntricos.
provocado tanta resisténcia no biocontrole dessa espécie e no estudo de sua
classifica¢dao taxondmica.

As folhas de L. camara, L. canescens e L. trifolia foram utilizadas para
o estudo de espécies de plantas. A importancia do estudo desse vegetal esta
nas classificacdes conflitantes e inconsistentes, principalmente em variedades

de L. camara, que ¢ alvo de estudo dos pesquisadores do Instituto de Biologia

da UNICAMP, no acompanhamento de sua evolucdo populacional .

I.IV-B) SEMENTES *’!

No estudo do nivel taxondmico relativo a familia, foram utilizadas
sementes de plantas ornamentais.

Da familia Asteraceae, foram utilizados os seguintes géneros: Zinnia,
Dahlia e Tagete, das espécies: Z. lilliput, Z. elegans, D. pinnata, ¢ T. patula.

As flores dessas plantas podem ser observadas nas Figura 3 (a e b) e 4.
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(b)

Figura 3 - Fotos de exemplares das espécies: (a) Zinnia lilliput * ¢ (b) Zinnia elegans'™.

(b)

Figura 4 - Fotos de exemplares das espécies (a) Dahlia pinnata ' e (b) Tagete patula

[26]

As plantas Zinnia lilliput e Zinnia elegans sdo espécies conhecidas
popularmente como zinia, capitdo, moga-e-velha, capela-de-velho entre outras.

V4

E uma angiosperma originaria do México, de caule ereto, folhagem aspera e
flores pequenas, reunidas em capitulos grandes de varias cores e formas. E
cultivada para fins de ornamentagdo, por ser bela e de grande durabilidade.
Multiplica-se por sementes, que podem ser semeadas durante o ano todo,
principalmente na primavera e verdo. Sua classificacdo estd representada

abaixo.
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Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisao: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)
Sub-classe: Asteridae
Ordem: Asterales
Familia: Asteraceae
Geénero: Zinnia
Espécie: Z.lilliput
Z. elegans

A Dahlia pinnata, conhecida pelo nome délia, ¢ de origem mexicana,
semi-herbacea tuberosa. As flores formam capitulos pequenos ou grandes, de
diversas cores. Florescem no verao e sua propagagao se faz por estaquia dos

ramos, ou divisao de suas raizes tuberculosas. Sua classificacao segue abaixo.

Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisdo: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)
Sub-classe: Asteridae
Ordem: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Dahlia

Espécies: D. pinnata.
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A Tagete patula, conhecida popularmente pelo nome de cravo, cravo-
de-defunto, botdes-de-solteirdo, rosa-da-india, marigold entre outros, ¢ de
origem mexicana, ornamental. Costuma ser utilizada como pesticida por
espantar formigas, pulgdes e ser nematicida. Esta planta floresce
principalmente na primavera € no verao. Sua propagacao ocorre por sementes.

A classificacdo desta espécie € descrita a seguir.

Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisdo: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)
Sub-classe: Asteridae
Ordem: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tagetes

Espécie: T.patula.

Da familia Portulacaceae, foram utilizadas duas variedades da espécie
Portulaca grandiflora, (Figura 5 a), planta conhecida popularmente pelos
nomes: onze-horas, verdolaga de flor, flor de seda, entre outras; e € originaria
da Argentina e do Brasil. E rasteira, floresce nos periodos mais quentes do
ano. Sua multiplicagdo ocorre por sementes.

A classificagdo da espécie Portulaca grandiflora, a partir do reino

Plantae, ¢ descrito a seguir.
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Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)

Super-Divisdo: Spermatophyta (plantas com sementes)

Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)

Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)

Sub-classe: Caryophyllidae
Ordem: Caryophyllidae
Familia: Portulacaceae
Geénero: Portulaca

Espécie:P.grandiflora.

(a) (b)

Figura 5 - Fotos de exemplares das espécies (a) Portulaca grandiflora®"" e (b) Phlox
drumondlii.

Da familia Polemoniaceae, foram utilizadas duas variedades de Phlox
drumondii (Figura 5 b). Sua A Phlox drummondii, conhecida pelo nome
popular de fil6, ¢ origindria dos Estados Unidos da América, tem flores
pequenas tubulares com 5 pétalas, florescendo o ano todo. Sua propagacao

ocorre por sementes. Um esquema de sua classificacdo ¢ apresentado a seguir.
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Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisao: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Magnoliopsida (dicotiledonea)
Sub-classe: Asteridae
Ordem: Solanales
Familia: Polemoniaceae
Género: Phlox

Espécie:P.drummondii
L.IV-C) PSEUDOFRUTOS *!

A banana ¢ um termo vulgar para denominar a pseudobaga da
bananeira, ou seja, um tipo de pseudofruto que se encontra em plantas com

ovario infero. Sua classificacdo ¢ apresentada a seguir.

Reino: Plantae (Plantas)
Sub-reino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Super-Divisao: Spermatophyta (plantas com sementes)
Divisao: Magnoliophyta (plantas com flores)
Classe: Liliopsida (Monocotiledonea)
Sub-classe: Zingiberidae
Ordem: Zingiberales
Familia: Musaceae
Género: Musa

Espécies: Musa sp.
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O género Musa ¢ dividido em seg¢des, € cada uma inclui tipos que
produzem e que nao produzem sementes. Dentre as secdes mais importantes,
podemos citar as Callimusa e Australimusa, que apresentam nUmero de
cromossomos igual a 10 (2n = 20) e as se¢des Eumusa € Rhodochliamys, que
apresentam nimero de cromossomos igual a 11 (2n = 22). A maior parte das
bananas cultivadas (ou cultivars) provém do grupo Eumusa. Esta ¢ a maior
secdo do género e também a de origem mais difundida geograficamente, com
espécies encontradas do sul da Asia e India até as ilhas do Pacifico. A maior
parte das espécies cultivadas para consumo provém especificamente de duas
espécies: Musa acuminata (genoma A) e Musa balbisiana (genoma B).

O pseudofruto de M. acuminata dipldéide (AA) ¢ formado sem
fecundacao prévia (paternocarpico), € por isso, depende do ser humano para
que haja a sua disseminacdo. As bananeiras triploides (AAA), também
cultivadas, provém do cruzamento entre as plantas diploides e subespécies
silvestres. Seu fruto ¢ maior e mais caldrico.

Em regides de cultivo de M. balbisiana, também houve cruzamentos
intencionais com M. acuminata, formando hibridos diploides e triploides,
(AB, AAB e ABB), cultivaveis. Os pseudofrutos de M. balbisiana sdo mais
secos € mais resistentes a pragas, tais caracteristicas sdo freqlientemente
encontradas em tipos cultivaveis com o genoma B. Essa hibridiza¢dao pode ter
provocado um crescimento abrangente das variedades cultivadas com o
genoma B. Conseqiientemente, uma diversificada selecdo de Musa cultivavel
tem se espalhado nas ultimas décadas.

Os “frutos” utilizados (Figura 6) nesse trabalho pertencem a secao

Eumusa e a espécie a que pertencem estdo apresentadas na Tabela 1.
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Banana macga Banana nanica Banana prata Banana ouro

Figura 6 - Pseudofrutos da espécie Musa sp.

Tabela 1 - Variedades de Musa sp com seus respectivos genomas

Nome popular .
Espécie Genoma

Portugués Inglés
Banana ouro Sugar banana Musa acuminata AA

Lady’s finger
Banana Prata Musa acuminata x balbisiana | AB

banana
Banana nanica | Dwarf banana Musa acuminata AAA
Banana ma¢a | Silk banana Musa acuminata x balbisiana | AAB

No item IV, s3o apresentados os fundamentos da técnica de

espectrometria de raios-X utilizadas no método para classificar os vegetais.

I.V) TECNICA DE ESPECTROMETRIA DE RAIOS X (XRS)

A Fluorescéncia de Raios-X (FRX) por Dispersdo de Energia (EDXRF)
¢ uma variante das técnicas de espectrometria de raios-X ¢ ¢ comumente usada

para a determinagdo de espécies inorganicas, como por exemplo, metais

13

pesados em cogumelos selvagens comestiveis °%, cobre adsorvido em carvio

(31] [32]

ativo ", elementos de terra rara ", tracos de metais em células naturais de
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[33] [34] [35] [36]

plancton ', metais em madeira =, em besouros -, em tecidos humanos
e em artefatos pré-historicos ), dentre muitas outras determinagdes.

A base da técnica de FRX esta na emissdo de raios-X caracteristicos
produzidos pelo fendmeno fotoelétrico. A radiagao eletromagnética incidente
interage com a amostra, podendo ocorrer absor¢ao, emissao e espalhamento de
radiacdo eletromagnética *®.

Quando os elétrons da camada mais interna do atomo (por exemplo, K e
L) interagem com fotons com energia na regido dos raios-X, pode ocorrer a
fotoejecdo desses elétrons, criando-se uma vacdncia. Para promover a
estabilidade, ocorre imediatamente o preenchimento das vagas eletronicas por
elétrons das camadas mais proximas (Figura 7). Como resultado, hd um
excesso de energia no processo, que ¢ manifestado na forma de emissdo de
raios-X caracteristicos de cada atomo presente na amostra. Estas emissoes
caracteristicas ocorrem em energias definidas para cada elemento e sdo

denominadas linhas Ka, KB, La, L, etc. (391

@ Fletron
fotoejetado

Raios-X
Ex
sendo
emitido /
Fonte de
raios-X
primaria
FElétrons L

preenchendo a
vacincia

Figura 7 - Representacdo do efeito fotoelétrico.
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O espectrometro de energia dispersiva consiste basicamente de uma
fonte de raios-X primdria (geralmente tubo de raios-X de rodio, prata,
molibdénio, tungsténio, etc.) e do detector semicondutor, geralmente Si(Li). O
semicondutor tem a caracteristica de detectar raios-X com valores de energia
entre 1 a 40 keV. Ele ¢ posicionado a 90° (fonte-amostra-detector) e esta
ligado a um analisador multicanal ®*.. Os elementos presentes na amostra
passiveis de sofrer efeito fotoelétrico sdo detectados, fornecendo seus
respectivos sinais de energia Ka, Kf, La, LB, etc.

No entanto, dependendo da amostra e do valor de energia, nem toda a
energia incidente ¢ utilizada para fotoejetar elétrons. A interagdo da energia
com a matéria provocara efeitos como: o efeito Rayleigh (coerente), o efeito
Compton (incoerente), observado no espectro de raios-X, e o efeito Raman,
que ndo ¢ observado nos espectros de raios-X, obtidos nesse trabalho, fato que

sera explicado a seguir.

Efeito Rayleigh

O efeito Rayleigh ocorre quando parte da energia incidente da fonte
primaria de raios-X atravessa o meio sem sofrer qualquer interagdo sendo
espalhada elasticamente (Figura 8) *. O valor do pico maximo de energia
observado no espectro de raios-X para esse efeito sera o mesmo valor de
energia das linhas Ka e KB do elemento utilizado na fonte de raios-X. No
caso, o elemento rodio (Rh), cujas linhas Ka e K sdo, respectivamente,

20,170 keV e 22,725 keV.

Efeito Compton
O efeito Compton (Figura 8), observado por Arthur Compton em 1929,

411 ¢ associado com o espalhamento inelastico acompanhado pela excitagdo
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dos elétrons da camada de valéncia, ocorrendo perda de energia da fonte de

. 40, 42 ¢ 43
raios-X, 404243

Efeito Raman

O efeito Raman ¢ causado pelo espalhamento ineldstico acompanhado
pela ionizacao dos elétrons-K. A banda Raman apresenta o formato similar ao
espectro de absorcdo da camada K do material. *>¢*

O efeito Raman ndao ¢ observado nos espectros obtidos por
fluorescéncia de raios-X de energia dispersiva (dngulo de 90°) porque o pico

Compton sobrepde completamente a banda Raman. No entanto, esse efeito € o

responsavel pela maior parte das informacgdes relativas a matriz.

Raios-X
Compton

Fonte de
ralos-X
primaria

Raios-X
Rayvleigh

Figura 8 - Esquema das possiveis interacdes de espalhamento da radiagdo primdaria de raios-

X com 0 atomo.

Para amostras com valores de numero atomico superior a 20 (Z>20),
quando os coeficientes de absor¢ao de raios-X sdo apreciaveis, como metais,

por exemplo, a radiagdo ¢ muito pouco espalhada, sendo este fenomeno quase
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imperceptivel (Figura 9). Quando a matriz da amostra ¢ leve (caso de amostras
organicas, cujos elementos carbono, hidrogénio e oxigénio constituem a maior
parte de sua composicdao), o meio passa a interagir de forma diferenciada com
a radiag¢dao incidente, ocorrendo um significativo aumento da intensidade do
espalhamento da fonte primaria de raios-X (Figura 10).

Essa regido de espalhamento tem sido, por muitos anos, considerada
indesejavel pelos analistas por nao apresentar, aparentemente, nenhuma
informagdo de interesse. Desta forma, esta regido ¢ frequentemente descartada
ou utilizada para a corre¢do de matriz, em muitas das vezes de forma nao
adequada, pois ligeiras alteragdes na matriz induzem variagdes consideraveis

nas emissdes caracteristicas dos elementos "7,

307 K o Fe

25 1

Cps

15 - KaCr

10 A
KaCr K 3 Fe

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Energia / KeV

Figura 9 - Espectro de fluorescéncia de raios-X de uma moeda.
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Compton
1.4 4
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17 Rh Ko
" Rayleigh
& 08
067 Rh K g Compton
0.4 1
Rh Kp Rayleigh
0.2
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

Energia / KeV

Figura 10 - Espectro de fluorescéncia de raios-X de banana nanica.

Portanto, para o estudo de amostras organicas, essa técnica sempre foi
considerada impropria. A partir de 2005, a aplicagdo da quimiometria na
regido de espalhamento de raios-X levou Bueno a publicagdo de trabalhos para
aplicagdo nao-destrutiva em amostras organicas, como ¢ o caso da

] [46]

. o , . T4 . A ~
classificacdo de 6leos vegetais [**), vernizes [*°!, ¢ género de cées e cor de seus

4 . . .
7l Em todos estes casos, irradiaram-se diretamente as amostras, sem

pelos |
qualquer pré-tratamento.

Os resultados que se tem obtido com a espectrometria de raios-X para
amostras organicas estdo sendo verificados para confirmar a potencialidade de
se extrair informagdes preciosas da regido de espalhamento de raios-X, que até
entdo eram descartadas ou eram simplesmente usadas para corre¢des das
linhas de emissdo caracteristicas.

ApoOs a descoberta do espalhamento Raman na regido visivel do

[43]

espectro de radiagdo por Chandrasekhara Venkata Raman ", ganhador do

29



Prémio Nobel de Fisica em 1930, um efeito similar foi descoberto para a
radiacao de raios-X, ¢ esta comecgou a ser estudada.

Entre 1966 e¢ 1970, foram publicados trabalhos que provaram a
existéncia das pequenas variagdes (espalhamento Raman) que ocorrem ao
redor das bandas Compton e Rayleigh em espectros de raios-X de elementos
leves, quando angulos pequenos entre amostra-fonte-detector eram usados.

[44] - ~ -
e apresentou consideragdes suficientes

Suzuki descreveu esta regido
para explicar e provar a existéncia do espalhamento de raios-X, Rayleigh e
Compton, para amostras de litio, berilio, boro e carbono puros, usando-se a

radiagio monocromatica Ko do Cu **1,

Mizuno e Ohmura ™, em trabalho paralelo, publicaram as
consideragdes tedricas do espalhamento Raman de raios-X, que serdo
mostrados no topico L.VI deste trabalho. Estes autores tiveram suas
consideragdes tedricas validadas com os experimentos de Suzuki.

Kazuyuki

em 1987 mostrou que era possivel extrair parametros
estruturais de andlises das oscilagdes dos espalhamentos Raman, mas somente
neste caso, foi possivel gracas ao advento da radiagao sincrotron.

Em 2000, a determinagdo da razdo carbono, hidrogénio e oxigénio foi
realizada, utilizando fonte de radiacdo secundaria na obtencdo do
espalhamento de raios-X, em trabalho para classificagio de 6leos. "

Em 2002, novamente essa regido foi tema de publicacdo, quando Van
Espen, Lembergue ¢ Van Gysel ' descreveram um novo modelo para a
descrigdao dos picos Compton obtidos nos espectros de raios-X por dispersdao
de energia. Neste mesmo ano, foi publicado por Vazquez, Boeykens e
Bonadeo artigo sobre a classificagdo de polimeros naturais utilizando a regido

de espalhamento de espectros de reflexdo total de fluorescéncia de raios-X. '
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Em 2005, Bueno et al. " extraiu informacdes importantes sobre
amostras organicas utilizando o espalhamento Raman do tubo de raios-X (Ko
do Compton e Ka do Rayleigh,Figura 10) de um equipamento por dispersao
de energia, de bancada, quando aliada a quimiometria, como ferramenta para
visualizar as pequenas variagoes entre as bandas do espalhamento de raios-X.

Com base nos resultados anteriores obtidos utilizando-se a

espectrometria de raios-X (XRS, do inglés X-Ray Scattering Spectrometry)

[45] [46]

aliada a quimiometria, na classificacdo de oleos vegetais ', vernizes " ', €
género e cor de pelos de cdes ) foi proposta a aplicacio desta regiio no
estudo de discriminagdo vegetal e outros parametros.

Por serem organicos, os vegetais tém caracteristica de espalhar a
radiagdo fornecida pelo tubo de raios-X. Como a diferenca na regido de
espalhamento no espectro de raios-X de amostras orginicas similares €
demasiadamente sutil, ¢ necessario o tratamento quimiométrico para extrair

informagdes significativas dos espectros. Os métodos quimiométricos

utilizados nesse trabalho estdo explicados no item [.VII.
L.VI) CONSIDERAC()ES TEORICAS

A banda Raman de raios-X, apesar de estar sobreposta pelo pico
Compton, ¢ provavelmente o ponto central que fornece informagdo sobre a
matriz. Apesar de sua pouca utilizagdo para andlises pela técnica de
espectrometria de raios-X, esta regido tem se mostrado bastante importante
para o fornecimento de informacdes sobre organicos, desta forma seguem
abaixo algumas consideracoes teoricas sobre o espalhamento Raman.

As consideragdes que seguem estdo fundamentadas nos trabalhos

publicados em 1967, 1970 e 1987, de Suzuki 441 Suzuki, Kishimoto e Suzuki
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[48].

: ¢ Mizuno e Ohmura **!

, respectivamente. Esses autores consideraram em
sua pesquisa a existéncia, a forma e caracteristica da banda Raman de raios-X.
O desenvolvimento de suas equagdes esta relacionado ao desenvolvimento da
teoria quantica, que ¢ abordada superficialmente a seguir.

O desenvolvimento da mecanica quantica ¢ relativamente recente.
Indicios experimentais que questionavam a mecanica classica comegaram a
surgir no final do século XIX. Foi necessaria toda uma evolugdo para que
fossem formulados os conceitos e equacoes apropriadas para a descricdo da
teoria quantica, o que proporcionou uma explosdo cientifica muito grande no
século XX. Por isso, sera feito um resumo dos fatos, relacionando-os ao
desenvolvimento da explicagdo matematica para a banda Raman.

Em 1900, o fisico alemao Max Planck estudou a radiagdo de corpo
negro a partir da termodindmica. Planck descobriu que poderia reproduzir a
distribui¢do de valores de densidade de energia em fung¢ao do comprimento de
onda, observados experimentalmente, se admitisse que as energias permitidas
do oscilador eletromagnético de freqiiéncia v fossem multiplos de 4v (Equacao

1) ¥2. Portanto, a relagio de energia para o espalhamento poderia ser expressa

pela Equagao 2.
(E=hv) Equacao 1
hV0=hV+EO+%m1)2 Equacéo 2

Onde % ¢ a constante de Planck, v, ¢ a freqiiéncia dos raios-X incidente e v ¢ a freqiiéncia
do espalhamento de raios-X; £y € a menor energia necessaria para excitar um elétron-K;

1 S .
—mv® corresponde a energia cinética do “elétron” de recuo (espalhamento Compton).
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O momento compartilhado pelo recuo do elétron deve ser considerado
no espalhamento Raman de raios-X, o que nao era considerado em
espalhamentos vibracionais. Portanto, como v na Equag¢do 2 pode ser

arbitrario, e o espectro tem borda fixada em hv, - E,, estas consideracdes nao

sdao suficientes para explicar o conjunto de formas de bandas e outras
caracteristicas do espectro observado. Para se considerar essas caracteristicas,
o carater onda-particula da radiacdo deve ser considerado. [ *4¢*¥

O estudo do carater corpuscular da radiagdo eletromagnética (incluindo
o efeito fotoelétrico) e o estudo do carater ondulatério das particulas, de 1925,
promoveram a compreensdo do carater onda-particula exibido pela matéria e
pela radiacdo eletromagnética 1.

A mecanica quantica leva em conta a dualidade onda-particula da
matéria admitindo-se que, em lugar de se deslocar ao longo de uma trajetoria
perfeitamente definida, uma particula se distribui através do espaco como uma
onda. A representacdo matemdtica da onda que, na mecédnica quintica,
substitui o conceito classico de trajetoria, ¢ denominada fun¢do de onda,
w (psi) e pode ser representada pela Equagao 3 (para sistemas tridimensionais)

e pela Equacao 4, como um caso geral. As duas equagdes sao equivalentes 21

—2iV21/1=Vl//=El// Equacio 3
m

Hy=Ey Equacio 4

Onde o termo V é a energia potencial da particula e depende da posi¢do do operador V?,

0> 9> 9o’ : .

onde V* = ~——5 =5 > a constante 7 ¢ uma modificagdo conveniente da constante de
0X*" dY" 0Z

Planck, onde # ¢ h/2n ; H ¢ o operador hamiltoniano do sistema, descrito por

2
H=——V*+V.
2m

33



Para o espalhamento de raios-X, o termo principal do Hamiltoniano do

- : [42].
sistema € expresso por "

H=""3 3 ZJ%JVZMC%MO).exp{_i(k_ko).r} Equagio 5

2mc i ke k,e

Onde: e ¢ o vetor de polarizacdo, ey € o vetor de polarizacdo no estado inicial, k£ € o
vetor de propagacdo da onda, k, ¢ o vetor de propagacdo de onda no estado inicial, n é o

numero de fotons incidente, v € a freqliéncia angular e v, € a freqiiéncia angular no estado

inicial.

O fator de nosso interesse nesse hamiltoniano ¢ o termo exponencial
que Mizuno e Ohmura aproximaram para {/-i(k-ky)r}. Na aproximacao deles

a secao diferencial do espalhamento de raios-X ¢ dada pela Equacgao 6. 1421

4Nhe'n ., 0
w(v, 8, $)dvdQ :[ /Lgmcz J(Hcosz 0)sin’ 2 Vat(vy —v)dvdQ Equacio 6

Onde a expressao dada ¢ a probabilidade de transicdo em uma freqiiéncia infinitesimal dv
e em um angulo s6lido infinitesimal dQ, sobre a direcdo k, que ¢ especificado pelos

angulos polares ¢ com respeito a ky e @ entre k e ky, que nos experimentos realizados por

Mizuno, Ohmura, Suzuki e Suzuki, foi variado (Figura 11). N € o nimero de dtomos no

sistema, L’ ¢ o volume do sistema, t(v,—v) ¢é um termo proporcional a energia de

absor¢ao do elétron K.

A Equacdo 6 representa a expressdo final para a probabilidade de

transicdo do espalhamento Raman de raios-X. A solucdo detalhada das
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equagdes intermedidrias que geraram a Equagdo 6 sdo apresentadas no artigo

de Mizuno e Ohmura !,

Raos-X

meidente

Amostra ("espalhador”)

Eegistrador de welocidade
Detector \_I:I

Contador

Figura 11 - Representagdo do esquema da dispersao por comprimento de onda, utilizado
por Suzuki, Suzuki, Kishimoto, Mizuno ¢ Ohmura, mostrando a varia¢do de angulo entre o
detector e a amostra na obtencao do deslocamento Raman (Raman Shift).[M]

O desenvolvimento tedrico de Mizuno e Ohmura foi confirmado pelos
experimentos de Suzuki, que irradiou litio, berilio, boro e carbono em angulos
fixos entre 30° e 140°. A Figura 12 mostra os resultados, obtidos por Suzuki,
utilizando berilio, onde todos os outros experimentos realizados por ele
apresentaram o mesmo padrdo. Foi observado que, apesar das posicoes dos
comprimentos de ondas do Raman e Rayleigh nio sofrerem alteragdo, o pico
Compton apresentou grande variagdo com o angulo de espalhamento da
radiacdo. Para altos valores dos angulos, o pico Compton pode encobrir

totalmente o pico Raman, este caracteristico para cada elemento.
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O desenvolvimento matematico da

‘ \ IJ Beryllium
- . | I i _zP
Equacdo 6 gerou as  seguintes ‘ o =30
caracteristicas para o espalhamento de ; ’
raios-X Raman: o
a) O pico de espalhamento Raman nao Aore AR
.~ Beryllium
se desloca com a variagdo em 6 ' o -
FA =60

(observado na Figura 12); ‘ j !
b) A borda do espectro ¢ definida pela
energia de excitagdo mais baixa;

c) O espectro ¢ uma banda cujo pico

esta proximo a energia de ionizacao; Beryllium

d) O perfil da banda ¢ similar ao 680
espectro de absor¢do da camada K;
e) A intensidade varia como func¢do de 6

(Equacao 6, Figura 12.).

f) O espalhamento ocorre dentro das

seguintes condicoes: /\\ Beryllium
6=120°
4ma, 6 Equacio 7
——sen—=<1 ~
EJ=hC1 Y>> E, Equacio 8
On
de A4 ¢ o comprimento de onda da radiagdo
incidente, @ ¢ o angulo de espalhamento, a; e

Ey sdo, respectivamente, a razao da densidade

de carga maxima radial e a energia de ionizacao

. . ———— Observado
dos elétrons-K, respectivamente.
Raman
Compton

Suzuki, Mizuno e Ohmura Figura 12 - Deslocamento do pico
Compton para o berilio nos angulos 30°,

provaram a existéncia da banda Raman 60°, 80° ¢ 120°.
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de raios-X e a sobreposicdo dos picos Compton e Rayleigh sobre o Raman,
com a variagao do angulo de incidéncia da radiagdo (Figura 12).

Esse fator se tornou importante no desenvolvimento da técnica de
fluorescéncia de raios-X, levando a criagdo de equipamentos com angulo fixo
de 90 graus (EDXRF), quando o Raman fica totalmente encoberto pelo
Compton e Rayleigh. Neste angulo supunha-se estar com o espalhamento da
radiacdo “sob controle”, ja que este era considerado o grande inconveniente da
técnica de FRX. O operador considerava importante o menor espalhamento
possivel na quantificacdo de metais.

No entanto, mesmo nessa condi¢cdo o espalhamento ocorre, e € intenso
para amostras que possuam elementos leves em sua composi¢cdo, como ¢ o
caso de amostras organicas. Além de ser intenso, depende fortemente das
caracteristicas da amostra, como composicdo, estrutura cristalina,
concentracdes relativas de seus componentes, etc. Em outras palavras, esta
regido pode ser fonte muito rica em informacdes sobre a amostra, tanto em
relagcdo a sua composicdo organica quanto a correlacdo com os elementos mais

pesados.

I.VII) FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

I.VII-A) ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise de componentes principais (PCA, do inglés, Principal
Component Analysis) foi introduzida em 1901 por Karl Person " E a

principal base dos métodos modernos de tratamento de dados multivariados,
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onde a informacdo inicial ¢ transformada em um conjunto de informacgdes
mais compacto e resumido que o anterior °* ¢,

PCA ¢ um método de modelamento bilinear que torna possivel a
interpretacdo e avaliacdo de informagdes de tabelas multidimensionais.
Portanto, quando um estudo conduz determinagdes simultaneas de diversas
informacdes em uma ou mais amostras, os métodos multivariados podem ser
empregados, reduzindo as dimensdes dos dados originais, sem perda de
informagdo relevante. Estes métodos também identificam problemas quando
ha interferéncia de linhas de base em métodos espectrométricos, ajudando a
interpretacdo dos resultados. !

O ponto inicial da andlise de componentes principais € a matriz de
dados (X), onde n sdo as linhas (“objetos”, que no caso correspondem as
amostras), € p sdo as colunas (“varidveis”, no caso, os valores de energia dos
espectros de cada amostra). O objetivo de se aplicar PCA na matriz X ¢, em
geral: simplificar; reduzir a matriz; modelar; detectar outliers; identificar as
variaveis de maior importancia; classificar; predizer; ou organizar a matriz de
dados. ¥

Quando a andlise multivariada ¢ aplicada a informagdo contida nas
varidveis originais, ela projeta, em um pequeno numero de varidveis
subjacentes (variaveis latentes), um novo conjunto de dados contendo apenas
informacdes estatisticamente relevantes. E criado um novo sistema de eixos,
componentes principais, que representam as amostras.

A primeira componente principal representa o maior nimero de
informagdes possivel a partir das variacdes nos dados. A segunda componente
principal ¢ ortogonal a primeira (portanto, ndo-correlacionada a ela) e

representa um segundo maior numero de variagdes possiveis nos dados

restantes. E, assim por diante, ocorrera com as demais componentes.
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A PCA redireciona as varidveis dentro de um espago vetorial, ou seja,
ela reescreve as varidveis originais em novas variaveis, através da
transformacdo de coordenadas, que ¢ um processo simples, quando feito
através de cdlculos matriciais. A matriz X inicial ¢ decomposta em um
produto de duas matrizes menores T ¢ P’ (Equagdao 9), que possuem as

informagdes essenciais da matriz X.** !

X=TP +E Equacio 9

Na Equagdo 9, T representa a matriz de “scores”, calculada como (n x
A), e P’, a matriz de “loadings” obtida como (4 x p). O valor de n representa
as linhas e p, as colunas. 4 ¢ a dimensdo intrinseca, ou seja, 0 nimero de
componentes principais, PC, necessario para descrever toda a informagao no
: : p [55, 56 ¢ 57]
conjunto de dados. E representa a matriz dos residuos.
A matriz de scores expressa a relacdo entre as amostras, mostrando as
suas coordenadas no novo sistema de eixos. A matriz de “loadings” mostra a
relagdo entre as variaveis e representa o quanto cada variavel contribui na
.~ . . . [55, 58]
variagdo significativa dos dados.
Através da representagao grafica das componentes principais, € possivel

visualizar as relagdes entre as diferentes variaveis, detectar e interpretar um

padrdo entre as amostras, agrupando as similaridades e diferencas entre estas.

I.VII-B) REGRESSAO POR MINIMOS QUADRATICOS
PARCIAIS.

A regressdo por minimos quadraticos parciais (PLS, do inglés, Partial

0 [59]

Least Square), proposto inicialmente na década de 7 , estabelece uma
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relagcdo quantitativa entre um conjunto multivariado de variaveis de predigao e
um ou mais propriedades fisicas ou quimicas das amostras de interesse, por
exemplo, a relacdo entre uma matrix espectral e a concentragdo de um analito.
[60, 61]

A regressao PLS, construida pelas propriedades do algoritmo NIPALS,
¢ a forma bdsica aplicada para apenas uma unica varidvel Y e ¢ denominado
PLS1. O PLS pode ser expresso em varias maneiras equivalentes, podendo,
também, ser modificado para acomodar duas ou mais variaveis Y
simultaneamente (sendo denominado PLS2) e pode acomodar também vérios
outras propriedades, como alisamento nao-linear ou dindmico ¢ eliminacao de
variaveis irrelevantes. ° ¢

O processo de calibracdo consiste em dois passos: modelamento e
validagdo. O modelamento estabelece uma relagdo matematica entre a matrix
X (n x p) e uma propriedade conhecida representada pelo vetor y (n x 1), onde
n ¢ o numero de amostras ¢ p ¢ igual ao nimero de valores de energia do
espectro (varidveis).. Isso € possivel através da determinagdo do coeficiente de
regressao vetor b). O passo de validacdo otimiza esta relagdo para a melhor
descricdo de um elemento de interesse. Apos a conclusao da calibracao, ¢

possivel prever valores para amostras desconhecidas (Equagéo 10).5° 1,

Equacao 10

_ T
ypredito = Xdesconhedico X b

Onde, Xgesconhecido (PX1) € 0 espectro de uma nova amostra e b (px1) € o vetor de regressao

estimado durante a calibracdo do modelo.

Esse método funciona relativamente bem quando as varidveis
expressam informag¢des comuns, havendo grande correlacdo e linearidade

entre os dados.
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I.VII-C) VALIDACAO CRUZADA

A validagdo cruzada (CV, do inglés, cross validation) ¢ uma maneira
pratica e confiavel para testar a significancia do modelamento de PCA (ou
PLS) e tem se tornado um procedimento padrdo em ambas as analises. Em um
processo de validagdo cruzada, parte dos dados ¢ removida do modelo
primario, e um modelo novo ¢ desenvolvido com o novo conjunto de dados
reduzido. Este segundo modelo ¢ utilizado para predizer os valores que foram
removidos, comparando com o novo modelo criado. A soma da raiz dos
quadrados dos valores observados (RMSEP) mede a capacidade de predigcdo

do modelo 190 ¢ %],

L.VIII) TITULACAO PELO METODO EYNON LANE® 26

Como comentado na introducao, nas analises realizadas durante esse
trabalho, o teor de aclcares apresentou forte influéncia nos resultados de
discriminagdo utilizando-se os pseudofrutos. Portanto, tornou-se essencial a
verificagdo da influéncia da concentracao de agtcares no espalhamento Raman
de raios-X. Por isso, 0 método Eynon-Lane, que serd explicado neste item, foi
utilizado para a determinagdo de agucar em polpa de caju concentrado e os
dados obtidos usados na calibragcdo multivariada usando os espectros de XRS.

Durante esse estudo, foi observado que outras variaveis relacionadas a
estrutura dos agucares também poderiam ser visualizadas pelo método de
espectrometria de raios-X aliada a quimiometria. Desta forma, uma
diversidade de estudos paralelos foi realizada para verificar o potencial desta

técnica no estudo de agucares, entre elas estdo a analise polarimétrica (item
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[.X) na inversdo da sacarose ¢ a relacao do angulo de rotacdo especifica da luz
polarizada e do grau de dogura (I.IX) tabelados de alguns carboidratos. Todos
estes parametros foram correlacionados de forma multivariada com XRS.

Os carboidratos abrangem um dos maiores grupos de compostos
organicos encontrados na natureza e, juntamente com as proteinas, formam os
constituintes principais dos organismos vivos, além de serem a mais
abundante e econdmica fonte de energia para o homem.

Os carboidratos formam uma classe de compostos organicos que
incluem agucares, amidos e celulose. Sdo divididos em trés categorias:
monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos. Os monossacarideos sdo os
mais simples, ndo podem ser hidrolisados a aglicares de menor massa molar,
sdo facilmente soliveis em 4agua e suas solucdes sdo opticamente ativas.
Também reduzem facilmente solucdes alcalinas de Cu®" a Cu™ (solugdo de
Fehling). A frutose e a glicose (Figura 13 a e b) sdo exemplos desse tipo de
carboidrato.

Os dissacarideos sdo acucares duplos e, por hidrolise, produzem dois
acucares simples. Deve-se ressaltar as principais caracteristicas da sacarose
(Figura 13 d), que serdo utilizadas como base para o estudo da atividade optica
e da calibragdo de acucares em suco neste trabalho. A sacarose ¢ um
dissacarideo nao redutor, ndao reagindo com solucdo de Fehling, e pode ser
facilmente hidrolisada, em meio acido, a glicose e frutose. Também apresenta
atividade optica. A maltose, a sacarose € a lactose também sdo exemplos de

dissacarideos.
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Figura 13 - Estrutura dos carboidratos: (a) glicose, (b) frutose, (¢) manitol, (d) sacarose e

(e) lactose.

O fato da glicose ¢ da frutose terem a caracteristica de reduzirem Cu*" a
Cu"' em meio alcalino, enquanto a sacarose ndo, hi a possibilidade de
determinagdo quantitativa de frutose e glicose, em presenga de sacarose. Essa
determinagdo pode ser realizada pelo método de Eynon-Lane, onde ¢ utilizado
o reagente de Fehling. . A titulagdo de Fehling se baseia na reagdo em que o
Cu'?, de coloracio azul, é reduzido pela glicose e frutose em meio alcalino
quente a Cu™', formando um precipitado vermelho-alaranjado. [° % A adicio
de agentes para retirar interferentes quando for o caso, como calcio em
solugdo, ¢ necessaria. O oxalato de potassio pode ser utilizado como agente

68 ¢ 69

de-calcificante. | 10 EDTA também ¢ utilizado, quando h4 a presenca de

outros metais interferentes.
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Desta forma, a determinacao da concentragdo de frutose e glicose pode
ser realizada através de uma titulagdo a quente em meio basico, utilizando

+ . . .
Cu*’ e um agente para eliminar interferentes, quando for o caso.

L.LIX) GRAU DE DOCURA

Os agucares t€m sido utilizados como um “tempero” ha muito tempo;
no entanto, por muitos anos ele foi acessivel apenas para pessoas de grande
poder aquisitivo, como no século XIV, onde a sacarose era vendida como uma

[70]

especiaria de grande valor '™, Atualmente, os carboidratos t€ém um amplo

leque de possibilidades de usos, associados as suas propriedades e seu sabor
agradavel. !
A relagao entre a estrutura dos acucares e sua dogura tem sido estudada

72271 Em 1963, Shallensberger postulou que a unidade

ha muito tempo !
basica do sabor doce seria um par de grupos funcionais separados por
aproximadamente 3 A, um agindo como doador de prétons e o outro como
receptor de protons. Durante a interagdo, estes grupos seriam responsaveis por
se combinarem reversivelmente por meio de uma ligagao de hidrogénio com
unidades complementares no sitio receptor. Este principio ¢ ilustrado

esquematicamente na Figura 14 (a). 7*¢7”

Um segundo postulado foi introduzido por Kier 7!

, no qual, embora a
teoria da unidade AH-B de Shallensberger fosse suficiente para explicar a
relacdo dos carboidratos com a sensacdo de docura, esta teoria se tornava
incompleta tendo em vista que a intensidade doce seria fracamente percebida.
Desta forma, uma terceira estrutura caracteristica, X (Figura 14 b), seria

necessaria para intensificar o sabor doce em uma configuracio especifica com

o par AH-B.
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Figura 14 - Principio de Shallenberger e estrutura X - do principio de Kier.

Os receptores responsdveis em transmitir a mensagem de dogura ao
cérebro se encontram nas células epiteliais da lingua. Aproximadamente de 50
a 100 células relacionadas ao sabor estdo organizadas nas papilas. Os seres
humanos podem detectar e distinguir 5 sabores basicos: doce, salgado, acido,
amargo € “umami” (um sabor exemplificado pelo aminoacido glutamato). A
percepcao dos sabores salgado e acido sdo mediados por canais de ions,
enquanto a percepcao dos sabores doce, amargo ¢ umami sao mediados pela
proteina G (G PCR, do inglés, G-protein-coupled-receptors) 173818281

Em 1999, Hoon identificou dois supostos receptores GPCR, conhecidos
como TIR1 e TIR2. Em 2001, mais seis grupos receptores foram
identificados e isolados em ratos. Um deles, o grupo nomeado por T1R3, e
encontrado em seres humanos, foi relacionado ao T1R2 na deteccao de
acucares. De acordo com Scott, TIR2 juntamente com T1R3 seriam capazes
de detectar o sabor doce em adogantes artificiais. [842 911

Cada substancia de sabor doce, natural ou artificial, tem um grau de
dogura (Tabela 2). Os valores dessa tabela foram obtidos através de testes
sensoriais, uma medida da percepg¢ao sensorial do sabor doce. Esses testes sao
realizados por pessoas treinadas e capazes de discriminar as diferengas entre

amostras ou quantificar a intensidade percebida de um dado atributo. A

acuidade sensorial ¢ incluida através de critérios primdrios usados para a
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determinagdo dos melhores degustadores de alimentos e bebidas. O processo
de selegdo de degustadores ¢ capaz de determinar a habilidade desses em

participar dos testes sensoriais (ISO 8586-1 1993) =

Tabela 2 - Docgura relativa de alguns aglicares em relagdo a sacarose (por convengao,

grau=100) [*°],
Frutose 175
Manitol 50
Glicose 75
Lactose 16
Sacarose 100

A analise sensorial ¢ extremamente importante no ramo da alimentagao,

67 P
[ ], Sa0 Imcapazes

quando as técnicas quimicas, como a titulacdo Eynon-Lane
de quantificar e discriminar pardmetros sensoriais distintos, como € o caso dos
agucares.

A espectrometria de infra-vermelho proximo (NIR) aliada a ferramentas
quimiométricas recentemente tem sido utilizada na substituicdo de testes

[93 e 94

sensoriais de alguns alimentos, avaliando a dureza I elasticidade, odor e

95297 com

aspectos relacionados ao sabor, como dogura, acidez e amargura
esta técnica, obtém-se parametros de medidas com velocidade e
reprodutibilidade maiores do que as analises sensoriais. E por ser um método
nao destrutivel, ¢ facilmente aplicado a medidas de constituintes quimicos e
propriedades em alimentos 2 ¢°7).

Observando-se o bom potencial de aplicagdo da técnica XRS na
calibragdo do teor de acucares ¢ dados bibliograficos positivos utilizando-se

NIR na determinacao de dogura aplicada em industrias de alimentos, um teste
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utilizando alguns carboidratos (Figura 13) foi realizado através da calibragao
por XRS e PLS, utilizando, como matriz de referéncia, os valores de

intensidade de dogura encontrados na Tabela 2.

[.X) POLARIMETRIA

Os agucares com centros quirais possuem atividade optica, tendo duas
formas opticamente ativas para cada carbono quiral na molécula. Quando a luz
polarizada passa através de uma solugdo com uma substincia opticamente
ativa, o plano de rotacao da luz polarizada sofre rotacdo, no sentido horario ou

anti-horério, seguindo a Teoria de Van't Hoff's [ ¢* A

amplitude da
rotacdo dependera da natureza do composto, do caminho O&ptico e da
temperatura, entre outros parametros. As substancias que provocam rotacao da
luz polarizada no sentido anti-horario (-) sdo chamadas de levorotatdérias e no
sentido horario (+), sdo chamadas de dextrorotatdrias.

Alguns compostos quirais sdo capazes de rotacionar a luz polarizada numa
amplitude maior que outros '\ A sacarose, quando hidrolisada, se decompde
a uma mistura 50:50 de B-frutose e o-glicose. Esta conversdao ¢ chamada de
“inversao da sacarose” e ocorre espontaneamente; no entanto, ¢ possivel

catalisar essa reagdo em meio acido (Figura 15) ou por catdlise enzimatica. 1651

HO HO
HO HO
H H o H O H o]
H H H
oH H q o — OH H + 0 o
HO o HO OH H
OH OH
H CH ol a H OH L H
Sacarose Glicoze Frutoze

Figura 15 - Reagdo de inversdo da sacarose
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A reagdo entre a sacarose € a agua, representada pela Figura 15, pode
ser acompanhada através da medida do angulo de rotagao especifico da luz
polarizada, pois a sacarose e a glicose sdo dextrorotatorias e a frutose ¢
levorotatoria (aD20 [frutose] = -92,4°; ap™ [sacarose] = 66,5° e op> [glicose] =
52,7° PN,

A mistura de frutose e glicose ¢ ligeiramente levorotatoria por que a
frutose (levorotatdria) tem um poder de rotagdao da luz polarizada muito maior
do que a glicose (dextrorotatéria) B Como a sacarose é convertida em glicose
e frutose, o angulo de rotacdo acompanhard a reacdo da direita (positivo) para
a esquerda (negativo). Este fendmeno permite acompanhar essa conversao
através da medida da variagdo do angulo da luz polarizada com um
polarimetro. A luz polarizada passa continuamente através de uma cela de
vidro preenchida com a solu¢do de amostra, onde a variagao do angulo pode

S 99 ¢ 100
ser visualizada 7 ¢ 1%%,
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I1) OBJETIVOS

A Maquina do Mundo
O Universo é feito essencialmente de
coisa nenhuma.
Intervalos, distancias, buracos,
porosidade etérea.
Espaco vazio, em suma.
O resto, ¢ a materia.
Dai, que este arrepio,
este chamad-lo e té-lo, ergué-lo e
defronta-lo,
esta fresta de nada aberta no vazio,
deve ser um intervalo.

Antonio Gedeao
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Através de estudos prévios utilizando amostras organicas, avaliar a
aplicacao da regido de espalhamento em andlises por espectrometria de
raios-X.

Estudar a aplicacdo da espectrometria de raios-X no estudo de amostras
com elementos leves (C, H, O).

Diferenciar e discriminar vegetais em grupos relacionados as espécies,
géneros ¢ familias utilizando folhas, frutos e sementes, através da
técnica de espectrometria de raios-X aliada & quimiometria;

Estudar alguns parametros que influenciam o agrupamento destes
vegetais, relacionados a presenca de carboidratos.

Como conseqiiéncia do item anterior, determinar por XRS aliada a
quimiometria, a concentracdo, angulo de rotacdo especifico da luz

polarizada e grau de dogura de carboidratos.
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IITI) EXPERIMENTAL

A Busca da Verdade
Aparentemente
existe um numero infinito de seres vivos
que seguem a lei da probabilidade.
O astronomo pode calcular
onde se encontrard o planeta Jupiter
em trés mil anos.
Mas nenhum bidlogo
pode prever

onde a borboleta pousara.

Poema de “Breve Historia da Ciéncia” - a busca da verdade do

noruegués Irik Newth / Affonso Romano de Sant’Anna
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IIL.I) ANALISE POR XRS

Todas as amostras foram colocadas em celas de polietileno com
diametro de 32 mm, apropriadas (Figura 16) para irradiagdo em espectrometro
de fluorescéncia de raios-X por dispersao de energia. As celas sao montadas
utilizando um filme de politerftalato (Mylar ®) de 2,5 um de espessura, como
sustenta¢do para a amostra.

As amostras foram submetidas a irradiacdo, usando-se o equipamento
de bancada de fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia
(SHIMADZU, EDX 720), com tubo de raios-X de Roédio (Rh) e detector

semicondutor de Si(Li).

a b C
Figura 16 - Celas apropriadas para irradiacdo em espectrometro de fluorescéncia de raios

X, a) amostra liquida, b) amostra solida, ¢) amostra com espaco reduzido.

Todas as amostras foram irradiadas sob ar, por 100 s, exceto as
amostras da analise de cinética de inversao de sacarose, que necessitaram ter o
tempo de irradiacao reduzido para 80 s. Maiores detalhes desse procedimento

serao descritos no item I11. VIII.
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O tempo morto do detector Si(Li) foi 25 %, 10 mm de colimagao do
feixe, 50 kV de voltagem e 100 pA de corrente aplicada ao tubo de raios-X de
Roédio. A faixa de energia foi de 0 a 40,96 keV, com resolugdo de 0,02 keV.

IIL.IT) TRATAMENTO DE DADOS

Os espectros obtidos foram organizados em matriz de dados, foram
centrados na média e alisados, pelo método de média movel (moving average,
com segmento de 19 pontos). Utilizando-se o software Unscrambler versdo
9.2 da CAMO®, foi realizado (i) analise de componentes principais (PCA),
para a discriminacao e (i1) regressao por PLS1. Em ambos os tratamentos, foi

aplicado modelamento por validacao cruzada (full-cross validation).

IIL.III) OBTENCAO E PREPARO DAS FOLHAS

Trés espécies de Lantana sp (Item 1.IV-A) foram coletadas na regiao de
Sousas / SP, no periodo da inflorescéncia. A coleta foi acompanhada por um
biodlogo taxénomo do Instituto de Biologia da UNICAMP, para auxiliar na
classificacao das variedades.

As folhas dessa planta foram utilizadas para a classificagdo nas
seguintes espécies: Lantana camara (18 amostras); Lantana canescens (2
amostras); Lantana trifolia (5 amostras).

Ramos do meio e das pontas das plantas foram coletadas. Os ramos
foram levados para o herbario do Instituto de Biologia da UNICAMP, onde
foi feita a classificacdo de suas variedades por um taxonomo. No laboratorio
as folhas foram lavadas com &gua destilada. Trés folhas de cada planta

coletada foram levadas para analise, onde foram irradiadas em triplicata.
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II1.IV) OBTENCAO E PREPARO DAS SEMENTES

Foram utilizadas sementes de plantas ornamentais (Item [IV-B),
encontradas no mercado, adquiridas no CEASA - Campinas (Centrais de
Abastecimento Campinas S.A.). Foram analisados 5 grupos de sementes de

trés familias, totalizando 13 variedades distintas:

e Familia ASTERACEAE: Zinnia lilliput e elegans; Dahlia pinnata (dobrada
e simples); Tagete patula (rosa, amarela e vermelha)

e Familia PORTULACACEAE: Portulaca grandiflora (simples e dobrada)

e Familia POLEMONIACEAE: Phlox drumondii (simples e estrelada)

As sementes foram lavadas com agua destilada e secas. Para cada
variedade e espécie, foram preparadas 5 celas que foram levadas para
irradiagdo em quintuplicata.

Como teste de influéncia da radiacdo na germinagdo das sementes,
foram utilizadas sementes de Portulaca grandiflora: 5 sementes nio irradiadas
e 5 irradiadas com cada um dos seguintes tempos: 50 s, 200 s, 500 s ¢ 1000 s.
Essas sementes foram plantadas e tiveram seus crescimentos acompanhados

até atingirem 8 cm de altura.
I11.V) OBTENCAO E PREPARO DOS PSEUDOFRUTOS

No estudo de frutos, foi utilizada a banana, cujo pseudofruto,
pertencente ao género Musa (Item 1.IV-C), apresenta as seguintes espécies,

com suas respectivas origens:
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o Musa acuminata — variedade AA, (ouro), obtida de dois fornecedores
do interior do estado de Sao Paulo;

o Musa acuminata x balbisiana — variedade AB, prata, obtida de seis
fornecedores do interior do estado de Sao Paulo e de um fornecedor do
Sul de Minas Gerais/MG.

o Musa acuminata - variedade AAA, nanica, obtida de trés fornecedores
do interior do estado de Sao Paulo ¢ de um fornecedor do Sul de Minas
Gerais/MG;

o Musa acuminata x balbisiana — variedade AAB, maca, obtida de trés
fornecedores do interior do estado de Sao Paulo e de um fornecedor do
Sul de Minas Gerais/MG;

Para todas as espécies e suas respectivas variedades, trés pseudofrutos
de cada fornecedor foram descascados, cortados ao meio, € uma fatia do meio
foi retirada e levada para ser analisada. Algumas destas amostras foram
desidratadas, usando-se lampada de luz infravermelho e mantidas em
dessecador. Todas as amostras foram levadas para a andlise por fluorescéncia

de raios-X, onde foram irradiadas em triplicata.

II.VI) PREPARO DE SOLUCOES PARA A REGRESSAO DE
CONCENTRACAO DE ACUCARES POR XRS E
EYNON-LANE

IT1.VLI) PREPARO DE SOLUCOES AQUOSAS

Foram feitas solu¢des com trés carboidratos: glicose, com concentragao

entre 0,10 e 40,0 g L'l; frutose, com concentragao entre 1,00 ¢ 180,0 g L'l; e
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sacarose entre 0,40 e 100 g L. Todos os actcares utilizados sio de grau
analitico da marca Synth.
ApoOs preparadas, as solugdes foram colocadas em celas apropriadas

para a andlise de fluorescéncia de raios-X e irradiadas em quintuplicata.
II.VLII) PREPARO DE SOLUCAO EM SUCO DE FRUTA

A polpa de fruta de caju concentrada, adquirida em mercado, foi diluida
a s % (v/v).

Ja que o suco utilizado ¢ previamente cozido, as espécies de aglcares
presentes sdo em grande parte frutose e glicose. Por isso, essa solugdo teve a
concentracao de glicose e frutose determinadas através da titulagao de Eynon-
Lane.

A partir da solucdo 5 %, foram feitas duas adicdes de padrdo

independentes,, sendo a concentragdo adicionada variando nas faixas:

e 2,00a14,00gL" de glicose
e 2,00a12,00gL" de frutose.

Para algumas concentracdes de adi¢do de padrao de glicose, foi
realizada a titulacdo-padrdo de Eynon-Lane para a correlacio com os
espectros de XRS. As medidas pela titulagao foram realizadas em triplicata

Um mililitro de cada uma das solugdes foi adicionado em celas
apropriadas para analise por fluorescéncia de raios-X e irradiadas em

quintuplicata.
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IIL.VII) PREPARO DE AMOSTRAS PARA A REGRESSAO
DE DOCURA

Para a regressao de dogura, foram utilizados carboidratos de grau
analitico de marcas distintas: frutose (Synth e Vetec), glicose (Synth e Vetec),
lactose (Synth e Vetec), manitol (Synth) e sacarose (Synth, Nuclear e Vetec).

Foram preparadas solucdes a 2 % (v/v) de cada agucar e marca. Um
mililitro de cada uma das solugdes foi colocado em cela apropriada para
irradiacao por fluorescéncia de raios-X e levadas para serem analisadas em

quintuplicata.

I1I.VIIT) PREPARO DE AMOSTRAS PARA A ANALISE DE
CINETICA DE INVERSAO DA SACAROSE

Solugdo de sacarose 30 % (m/v) e solugdo de HCI 2,0 mol L™ foram
preparadas.

25,00 mL de solu¢ao de acido cloridrico foram adicionados a 25,00 mL
de solugao de sacarose. Uma aliquota desta solugao foi colocada em cela
apropriada para andlise polarimétrica no mesmo tempo que uma aliquota de
mesmo volume foi separada em um recipiente (A), para ser realizada um
estudo paralelo através de XRS.

Esse procedimento necessitou da operacdo simultinea dos dois
equipamentos, e para isso foram necessarios dois operadores. No momento da
obtencdo do primeiro espectro, era feita a leitura utilizando o polarimetro.
Como o espectro necessita de 80 segundos para ser obtido, foi verificado, no

polarimetro, se a variagdo do angulo nesse intervalo era significante,
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constatando-se que, por ser pequeno (em torno de meio grau), ndo haveria
problema na calibragao.

Para manter a temperatura constante durante as irradiacdes, uma
aliquota de 1,00 mL era retirada do recipiente (A) e levada para irradiagao,
depois era novamente devolvida para o recipiente. Esse procedimento foi
realizado para todos os tempos de obtencdo de espectro, de forma que
houvesse a menor variacao de temperatura possivel.

ApOs as irradiagdes, os espectros foram tratados quimiometricamente,

como descrito no item IILII.
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IV) RESULTADOS E DISCUSSOES

Tecendo a Manha

Um galo sozinho ndo tece uma manha.
ele precisard sempre de outros galos.
De um que apanhe esse grito que ele

e o lance a outro, de um outro galo
que apanhe o grito que um galo antes
e o lance a outro, e de outros galos
que com muitos outros galos se cruzem
os fios de sol de seus gritos de galo,
para que a manhd, desde uma teia ténue,
se vd tecendo, entre todos os galos.
E, se encorpando em tela, entre todos,
se erguendo tenda, onde entrem todos,
se entretendo para todos, no toldo
(a manhd) que plana livre de armacado.
A manha, toldo de um tecido tdao aéreo

que, tecido, se eleva por si: luz baldo.

Joao Cabral de Melo Neto
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IV.I) DISCRIMINACAO DE VARIEDADES DE Lantana sp.

Como comentado na introdu¢ao, o desenvolvimento da técnica de XRS
aliada & quimiometria tem mostrado boas informagdes acerca de amostras
organicas, quando ocorrem pequenas variacoes na banda de espalhamento
Raman de raios-X > * ¢ %1 Desta forma, resultados da aplicacdo do uso da
regido de espalhamento no estudo de semelhangas e diferengas entre vegetais
sdo apresentados nesse item.

Com a inten¢do de auxiliar a classificagdo de plantas que apresentam
caracteristicas que dificultam o desenvolvimento do estudo taxondmico das
espécies Lantana sp, a técnica XRS foi aplicada. Através do estudo do
espalhamento da radiacao-X e da presenga de metais, teve-se o intuito de
formar grupos distinguindo esse vegetal em variedades ou espécies.

Os espectros adquiridos da irradiagdo das folhas foram tratados
quimiometricamente utilizando a ferramenta PCA. Melhores resultados foram
obtidos com o alisamento Moving Average dos espectros em 19 segmentos
para as amostras de pseudofrutos e sementes. Desta forma, esse mesmo
procedimento foi aplicado para folhas.

Como mencionado no item L.V, o espectro obtido na andlise por
fluorescéncia de raios-X possui duas regidoes de interesse para andlise: uma
que se refere a regido onde ocorre o efeito fotoelétrico, revelando-se, por
exemplo, as linhas Ko e K referente a cada metal, ¢ a outra regido referente
ao espalhamento da amostra, onde ocorre o espalhamento Raman de raios-X
(Figuras 9 e 10).

Aqui, no entanto, o espalhamento Raman apresenta-se sobreposto pelo
pico Compton. Isto € causado pelos elementos constituintes da amostra e pela

disposi¢ao detector x porta amostra x fonte de raios-X, que se encontram
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dispostos a 90° entre si, como ja comentado no item I.V. Desta forma, apesar
do espalhamento Raman fornecer informagdes sobre a amostra, serd
frequentemente citado o pico Compton como responsavel pela discriminagdo
na PCA, embora esse mérito seja do efeito Raman de raios-X.

Os resultados da PCA dos espectros de Lantana sp de todo o espectro
(Figuras 17 e 18) mostram que o espalhamento apresenta informag¢des nas

componente principais 1 e 2.

Ko Fe

100 S o G4
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/
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Figura 17 — Grafico de loadings para a regido entre 0 e 40,92 keV de Lantanas sp.
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Figura 18 — Gréfico de scores da regido entre 0 e 40,92 keV dos espectros de Lantana sp.

Nos graficos obtidos pela analise de componentes principais ¢ possivel
visualizar:
e a importancia de cada varidvel sobre as amostras e quais sdo as variaveis
correlacionadas através da visualizagdo dos /oadings (Figura 17);
e as semelhancas e diferencas entre as amostras através da visualiza¢ao dos

scores (Figura 18).

Nas Figuras 17 e 18, verifica-se que PC1 e PC2 explicam 84% da
variancia dos dados espectrais, sendo que 3 faixas espectrais mostram-se
relevantes: a regido Ka do Ferro (6,400 keV), Ka do Calcio (3,962 keV), ¢ a
de espalhamento de raios-X, mostrado como o pico Rh Ka Compton (19,2
keV).

Embora o espalhamento tenha se apresentado importante nas PC’s, esse

efeito ndo provocou a discriminacdo desejada. Foram entdo, realizadas duas
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novas PCA’s utilizando: a regido relativa somente ao efeito fotoelétrico e a

regido relativa somente ao espalhamento (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 — Grafico de scores da regiao entre 0 e 16,42 keV dos espectros de Lantanas sp.
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Figura 20 — Grafico de scores da regido de espalhamento entre 18,00 e 24,00 keV dos

espectros de Lantanas sp.
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As representagcdes graficas dos scores dos demais processamentos
através de PCA para os espectros das lantanas, Figuras 19 e 20, somam,
respectivamente, 84%, e ~100% de varidncia explicada na PC1 e na PC2.

Em nenhum resultado foi verificada discrimina¢do nas analises de
componentes principais. Esperava-se que, ao menos, as espécies L. camara,

I : : : L
1 pudessem ser diferenciadas das demais espécies

com toxinas presentes
e/ou variedades. Ressaltando que as toxinas comentadas seriam como, por
exemplo, alguns lantadenos que foram identificadas em algumas das
variedades de Lantana camara analisadas, no trabalho de mestrado do aluno
André Gomes de Lima. Era esperado que estas provocassem peso na
discriminagdo, pois pequenas variacdes no espalhamento Raman de raios-X
podem ser observadas utilizando ferramentas quimiométricas.

Duas hipoteses foram colocadas na ocasido da obtencdo desses

resultados:

e a primeira hipotese seria que o método poderia ndo ser significantemente
especifico, e por se tratar de vegetais, a complexidade da matriz ¢ a
variedade taxonOmica poderiam tornar a aplicagdo inviavel: tudo seria
classificado como “planta”. Para colocar essa hipotese em prova, foi
realizado um estudo utilizando outras espécies e variedades de plantas.

Seus resultados estdo apresentados no topico IV.II e IV.III.

e a segunda hipotese seria que a Lantana sp ¢ uma espécie em evolugdo,
como comentado no item L.IV-A. Esse fato seria suficiente para tornar a
metodologia proposta realmente inviavel nestas condigdes de amostragem.

Seria muito dificil tentar desenvolver a metodologia proposta com uma
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familia que possui espécies em evolucao

[8 ¢ 9]

padrao classificatorio.

nao pertencentes a nenhum

IV.I) DISCRIMINACAO DE ESPECIES DAS FAMILIAS

ASTERACEAE, PORTULACACEAE E POLEMONIACEAE

O trabalho utilizando sementes de espécies de plantas das familias

Asteraceae, Portulacaceae e Polemoniaceae serviria entdo como desafio para

mostrar que possivelmente o estudo de discriminacao das espécies Lantana sp

nao teve sucesso devido a sua evolugdao populacional. Os resultados da PCA

dos espectros de sementes podem ser observados nas Figuras 21 e 22.

Influéncia da PC2
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— Gréfico de loadings para a regido entre 0 e 40,92 keV de sementes.
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Figura 22 — Gréfico de scores dos espectros de sementes.

Na PCA dos espectros de sementes, Figuras 21 e 22, ¢ observada a
formacdo de grupos. Dentro da familia Asteraceae, no género Zinnia, as
espécies Z. lilliput e Z. elegans foram discriminadas (marcadas em vermelho).
As variedades de Dahlia pinnata (variedades dobrada e simples) formaram
outro grupo marcado em azul. As variedades de cravos Tagete patula
(variedades branca, rosa e amarela vermelha) formaram um grupo marcado em
rosa. Dentro da familia Portulacaceae, as variedades de Portulaca grandiflora
(variedade simples e dobrada) formaram um novo grupo, marcado em verde, €
dentro da familia Polemoniaceae, as variedades de Phlox drumondii (simples e
estrelada) marcadas em laranja.

As informagdes fornecidas pelas componentes principais 1 € 2 mostram

que, mesmo contendo menos de 60% de toda a informagao em relacdo a soma
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de todas as componentes, essas duas componentes mostram uma boa
tendéncia na discriminagcdo em grupos relacionados ao género e, mesmo no
caso de espécies diferentes, dentro do mesmo género (Zinnia), foi possivel
verificar a formagao de um grupo.

Tanto a regido de espalhamento, na PC1, quanto a regido relativa ao
pico Ko do célcio, na PC2, estdo fornecendo informagdes para essa
discriminagéo. E importante ressaltar o fato do espalhamento, regido relativa a
manifestacdo de compostos formados por elementos leves, descartada com
freqii€éncia pelos analistas, estar sendo de grande importancia na obtencao dos
atuais resultados.

Os resultados obtidos utilizando-se as sementes foram satisfatorios e
provavelmente estdo relacionados a visualizacdo de caracteristicas do genotipo
dessas plantas, pois, por serem sementes, a expressao do gene (ou fendtipo)
ainda ndo deve ter se manifestado ['. A hipdtese de que as plantas Lantana sp
estudadas poderiam estar em evolugdo foi confirmada com os resultados

obtidos nesse item.

IV.III) DISCRIMINACAO DE ESPECIES DO GENERO
MUSA

Os pseudofrutos foram utilizados, a principio, para a realizagdo de um
estudo de variedades e foram escolhidas as bananas pela quantidade de
variedades conhecidas dessa “fruta”. No entanto, com o estudo aprofundado
do assunto, percebeu-se que na verdade as ditas “variedades” de bananas,
comentadas erroneamente em alguns artigos e outras producdes, ndo eram

variedades e sim, espécies hibridas de reproducao, dependente do cultivo
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realizado pelo ser humano **!. Mesmo assim, o trabalho nio foi interrompido
e teve o enfoque modificado para classificacdo das espécies dentro da se¢do
Eumusa do género Musa 1631,

Uma andlise prévia por PCA com todo o espectro foi realizada. O
grafico de influéncia das varidveis na classificacdo das amostras, loadings,

pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23 — Grafico de /loadings para a regido entre 0 e 40,92keV de Musa sp.

Nesta figura (Figura 23) ¢ observado que a regido de espalhamento tem
grande importancia, tanto na primeira quanto na segunda componente
principal. Comparando-se o grafico de /oadings dos pseudofrutos com os das
sementes e folhas (Figuras 17 e 21), ¢ notado que o perfil desses ¢ bastante

distinto na regido onde ha o espalhamento.
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Baseando-se nas informagdes obtidas da literatura, apresentadas aqui no
item IV e nos resultados mostrados na Figura 11, dois fatores muito

importantes modelam o formato do grafico de loadings:

1) Na primeira componente principal, a varidncia explicada ¢ manifestada em
funcdo da intensidade do pico Compton, em torno de 19,2 keV. Este efeito
sobrepde o Raman, que tem sua amplitude alterada, conforme ha variagdo na
concentracao das espécies quimicas constituintes da amostra;

2) a variancia relativa a largura do pico Compton, que pode ser observada nos
espectros das Figuras 24, 25 e 26, esta relacionada a composicao quimica dos
constituintes organicos das amostras, provocando alteracdo na componente
principal 2. Este efeito afeta a largura do pico Compton, ja& que o
deslocamento Raman ¢ igual a energia de absor¢ao para a camada K (valor

dependente dos elementos presentes na amostra e suas distribuigdes relativas).
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Figura 24 — Espectros sobrepostos de folhas de Lantana sp.
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Figura 25 — Espectros sobrepostos de pseudofrutos.
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Figura 26 - Espectros sobrepostos de sementes.

Retornando a PCA dos pseudofrutos, Figura 23, foi observado que a
regido de espalhamento poderia ser suficiente para a discriminagdo das
amostras. Desta forma, uma nova PCA foi realizada, utilizando a regido de
espalhamento (entre 18 keV e 22 keV). Os resultados sdo observados nas

Figuras 27 e 28.
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Figura 27 — Grafico de scores representando a PC1xPC2 da regido de espalhamento dos

espectros de pseudofrutos do género Musa.
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Figura 28 — Grafico de scores representando a PC1xPC3 da regido de espalhamento dos

espectros de pseudofrutos do género Musa.
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Nas Figuras 27 e 28 ¢ observado na PCl, com 26% de variancia
explicada, a relacdo com a classificagdo de espécies de Musa sp. A PC2, com
25 % de varidncia explicada, estd bastante relacionada a hidratacdo, ja que
amostras desidratadas apresentam-se na parte superior do grafico de scores. E,
finalmente, a PC3, com 10 % de variancia explicada, mostra boa relagao com
a “dogura” deste fruto. Na Figura 29 ¢ mostrada a representacao grafica dessas

trés componentes simultaneamente.
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Figura 29 - Gréfico de scores tridimensional dos espectros da regido de espalhamento de

pseudofrutos do género Musa.

A Figura 29 mostra mais claramente a discriminacdo das espécies do
género Musa, mesmo para as espécies onde houve desidratacio do
pseudofruto. Podemos constatar que a PCl estd mesmo relacionada a

classificacao das espécies. Quando a ¢ confrontada com os dados da Tabela 1,
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observa-se que os genomas respectivos as espécies M.acuminata (A) e M.
balbisiana (B) seguem a ordem da esquerda para direita na PC1: AAA, AAB,
AA, AB.

A relagao da PC2 com a hidratagao dos frutos ¢ visivel, observando-se a
disposi¢ao das amostras representadas por estrelas, desidratadas, e as
representadas por bolas, amostras in natura. Mesmo discriminando-se de
acordo com a hidratacdo, ndo houve discriminacdo das espécies nesta
componente principal.

E, na PC3, onde ¢ observada a correlagdo entre a dogura e a disposi¢cao
das amostras. E colocado o questionamento: “seria possivel uma determinacéo
de teor de agucar em pseudofrutos, utilizando-se a técnica de XRS aliada a
quimiometria?”.

Com essa questdo para ser respondida, um estudo de regressdo de
concentracdo de acucares foi realizado, e durante o seu andamento, foi
observado que a PCA dos espectros de frutose, glicose e sacarose mostravam
uma tendéncia discriminatoria. Novamente, um estudo investigativo foi
realizado para verificar a discriminacdo de agucares. Regressdes por PLS,
correlacionando os aclcares a algumas de suas caracteristicas, como dogura e
angulo especifico da rotagdo da luz polarizada, foram realizadas e,
surpreendentemente, foram verificados bons resultados com tais parametros.

As regressoes apresentadas nos proximos itens sao andlises preliminares
realizadas com o intuito de explicar alguns dos resultados obtidos através dos
estudos de plantas. Desta forma, ndo foi realizado trabalho detalhado de
previsao, ficando como propostas para futuros trabalhos de interesse para a

industria alimenticia e de métodos de controle de qualidade.
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IV.IV) REGRESSAO DE TEOR DE ACUCARES EM
SOLUCAO AQUOSA E EM SUCO

A regressao do teor de agucares, tanto em solu¢do aquosa quanto em
suco, foi realizada através da ferramenta PLS, como mencionado
anteriormente. Neste estudo, ndo foram calculadas as figuras de méritos, por
uma série de motivos apresentadas a seguir.

A aplicagdo de quimiometria nos espectros de fluorescéncia de raios-X
tem um namero razoavel de citagdes no estudo de metais [191]. 1o entanto, sua
aplicacdo na regido de espalhamento de raios-X € recente, e apesar de
existirem outros métodos espectrométricos onde a quimiometria ¢ bastante
utilizada, por exemplo, no NIR (onde ja existem modelos simples para se

102 e 103 e s e,
[102°¢ 1031 "5 utilizacdo destes modelos ¢ inviavel

realizar as figuras de mérito)
neste caso. O estudo com radiagdo-X espalhada apresenta caracteristicas
diferentes, inviabilizando a obtencao de certos valores utilizados no calculo
das figuras de mérito.

Nos modelos conhecidos para NIR, os célculos para avaliar a
sensibilidade, a seletividade, a razao sinal-ruidio e o teste de erro sistematico
(Bias), necessitam de valores que ndo sdo compativeis com XRS, como por
exemplo os que necessitam da existéncia de um “branco” ", E como j4 dito
anteriormente, a esséncia do XRS estad na utilizacdo do espalhamento causada
por elementos leves, por terem baixa tendéncia de absorcdo da irradiagdo.

Neste caso, a existéncia de um “branco’ fica dificultada. Estudos neste sentido

estdo sendo direcionados em nosso grupo de pesquisa.
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IV.IV.I) REGRESSAO DE SACAROSE, FRUTOSE E
GLICOSE EM AGUA

Os espectros obtidos na irradiagao de solugdes aquosas com diferentes
concentracdes de glicose, frutose e sacarose foram tratados com a ferramenta
quimiométrica PLS1, como comentado anteriormente, obtendo-se desta forma

os graficos de regressao da concentracdo destes acucares representados pelas

Figuras 30,31 e 32.
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Figura 30 - PLS dos espectros de solu¢do aquosa de sacarose.
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Figura 32 - PLS dos espectros de solu¢dao aquosa de glicose.

As Figuras Figura 30, Figura 31 € Figura 32 mostram a relagdo entre as

concentracdes medidas e as previstas, apresentando adequados coeficientes de
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correlagdo: frutose (0,995), glicose (0,998) e sacarose (0,998). Os valores de
RMSEYV (do inglés, Root Mean Square Error of Validation) sdo apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de RMSEV e nimero de variaveis latentes para as determinagdes das

concentracdes de glicose, frutose e sacarose em solugdo aquosa.

Regressao Numero de variaveis latentes RMSEV / %
Sacarose 13 5
Frutose 3 12
Glicose 7 4

Os resultados obtidos com os espectros de solugdo aquosa de
carboidratos mostram que € possivel fazer a regressdo de concentragdes de
compostos organicos através de XRS. No entanto, como a matriz dos frutos ¢
mais complexa, foi feita a regressdo da concentragdao de carboidratos em suco
de fruto, aproximando mais a matriz dos resultados obtidos da irradiacdo dos
frutos Musa sp, Figura 29. Estes apresentaram disposicdo bastante

correlacionada com o teor de dogura desses frutos na PC3.

IV.IV.II) REGRESSAO DE FRUTOSE E GLICOSE EM SUCO

Este estudo foi bastante semelhante a regressdo em solu¢do aquosa, no
entanto foram realizadas adi¢cdes de glicose e frutose, separadamente, em suco.
Para fins comparativos, foi utilizado o método Eynon-Lane " para a
determinagdo da concentragdo inicial de glicose e frutose, e posteriormente, de

glicose, nas solugdes que sofreram adicdo-padrao de aclcares. Os espectros

82




obtidos das solugdes foram tratados quimiometricamente usando-se PLSI,

cujos resultados estdo apresentados nas Figuras 33 e 34.

Previsto / gL’
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Figura 33 - PLS dos espectros de solucao de frutose em suco de fruta.
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Figura 34 - PLS dos espectros de solugdo de glicose em suco de fruta.
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Observam-se modelos muito adequados nas Figuras 33 e 34, com bons
coeficientes de correlacao: frutose (R=0,994) e glicose (R=0,991). Esses
resultados comprovam a avalia¢do prévia da Figura 39, onde foi comentada a
influéncia da concentragdo de agucar na classificacdo dos pseudofrutos na
componente principal 3. Os valores de RMSEV das regressdes apresentadas se

encontram na Tabela 4

Tabela 4: Valores de RMSEV e nimero de variaveis latentes para as determinagdes das

concentracdes de glicose, frutose e sacarose em solucao de suco de fruta.

Regressao Numero de variaveis latentes RMSEV / %
Glicose 4 1%
Frutose 1 1%

O método de Eynon-Lane foi utilizado para a determinacdo da
concentracdo de frutose e glicose nos sucos € comparado com os resultados
obtidos na discriminagdo de glicose, resultados sdao apresentados na Tabela 5.
A determinacao inicial de agucar na solugao 5% pelo método Eynon-Lane no

suco de fruta foi de 1,6 (£0,1) g L.

Tabela 5 - Medidas da concentragdo de glicose e frutose pelos métodos Eynon-Lane e XRS

aliado a quimiometria.

M¢étodos de determinagdo de glicose e frutose / g

T

2 di ' Média

Media Desv~10 o | Desvio Padréo | calculado®
Eynon-Lane padréo XRS/quimiometria

3 1 2,1 0,3 0,9

4 2 3,6 0,4 0,7

9 5 8,6 0,4 0,3

13 4 11,8 0,6 0,8

15 8 14,5 0,3 0,3
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O método de validacao utilizado foi t-student.
*T tabelado é: Tose, = 2,571. [105]

XRS nao possibilita a obtengdo da concentragdo inicial de aclcares e
atitulacao nao determina separadamente as concentragdes de glicose e frutose.
Por isso, para fins de comparacao de resultados, na Tabela 5 ¢ apresentada a
determinacdo de glicose pela titulagdo subtraida da concentragdo inicial.

Todos os resultados foram aprovados pelo teste-t de Student.
IV.V) CINETICA DE INVERSAO DA SACAROSE

Os espectros de frutose, glicose e sacarose apresentam diferentes perfis
(Figura 37), desta forma foi feito o questionamento sobre a possibilidade de
acompanhar a cinética de inversdo da sacarose. Os espectros da inversdao da
sacarose foram obtidos simultaneamente a obtencdo do angulo de rotagao.
Para construir a matriz de correlagdo foram utilizados os valores obtidos pelo

método polarimétrico. A regressao € apresentada nas Figuras 35 e 36.

Angulo de rotagio especifica / ©

Tempo / ms
Figura 35 — Curva de cinética de inversdo da sacarose pelo método polarimétrico.
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Figura 36 — PLS de cinética de inversao da sacarose por XRS aliada & quimiometria.

Tabela 6 - RMSEV e nimero de variaveis latentes para a cinética de inversao da sacarose.

Regressao Numero de variaveis latentes RMSEYV / %

Inversao da Sacarose 5 1,7%

A Figura 36 mostra um bom modelo para a inversdao da sacarose através
de XRS aliada a quimiometria, com coeficiente de correlacdo de 0,9767 e
RMSEYV apresentado na Tabela 6. Esse estudo apresenta grande potencial de
aplicacdo futura, principalmente para a industria alimenticia, que ¢ um

mercado produtor, comerciante e consumidor de carboidratos.
IV.VI) DISCRIMANCAO DE ACUCARES

Os espectros obtidos das solugdes de manitol, sacarose, frutose, glicose
e lactose (Figura 37) foram tratados com a ferramenta quimiométrica PCA,

onde o grafico de scores ¢ apresentado na Figura 38.
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Figura 38 — Grafico de scores da andlise de componentes principais de espectros de

carboidratos.

Com 98% de informacao relatada a disposi¢do dos diferentes aglcares
observada na Figura 38 aparece de forma bem mais sutil do que na

discrimina¢do de vegetais, provavelmente por esses carboidratos possuirem
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uma estrutura muito semelhante (Figura 31) de forma que as diferencas
estruturais provocam menores diferengas no meio quimico, sendo menos
evidente nos espectros obtidos por XRS.

As diferengas estruturais das moléculas de carboidratos sao relacionadas

[72 474,77 ¢ 78]

ao teor de dogura detectado nas papilas gustativas , sabendo-se que

a técnica XRS aliada a quimiometria estd sendo eficiente na percepgao de
pequenas diferengas estruturais, foi testado XRS para avaliar algumas

propriedades desses carboidratos, como ¢ observado no item IV.VII.

IV.VI) REGRESSAO DE DOCURA E DE ANGULO DE
ROTACAO ESPECIFICA DA LUZ POLARIZADA

Na regressao por PLS, a matriz de dados dos espectros foi

[106] ,

correlacionada com o angulo de rotagdo especifica da luz polarizada 0

[65]

teor de agucar "', como ¢ observado nas Figuras Figura 39 e Figura 40.

200 - .
®  Curva de Validagdo Cruzada Frutose
# Curva de Regressio
150
0
hZ
g
a
£ 100 Sacarose
E Glicose
g
= 50+
=]
)
0

T T T T T T T T
0 40 80 120 160 200
Docgura Relativa Medida

Figura 39 — Correlagdo entre o indice de dogura e os espectros de FRX de diferentes

carboidratos.

88



100+

801 m  Curva de Validagio Cruzada

4EI—-
20—-
D_-
.zu_-
_49_-

-6l o

ﬁmgul-:- de Rotacfio Previsto /°

a0 1 Frutose
-100 +
-120 4

604 ® Curva de Regressio
Lactose

Manital

Sacarose

Glicose

LI
-120 -100

—— . T
-a0 -0 40 20 0 200 40 a0 &0

f&ngulu de Rotacfio Medido /©

Figura 40 - Correlacdo entre o angulo de rotagao especifico da luz polarizada e os

espectros de FRX de diferentes carboidratos.

Nas Figuras 39 e 40, ¢ verificado que duas propriedades dos agtlicares

diretamente relacionados a sua estrutura podem ser modelados, mesmo que a

classificacdo desses carboidratos ndo tenha sido muito adequada. Na Tabela 7

sao apresentados os valores de RMSEV e coeficiente de correlagdo para os

dois modelos.

Tabela 7 — Valores dos coeficientes de correlagao (CC), RMSEV e nimero de variaveis

latentes para as regressoes de indice de dogura e angulo de rotagdo da luz polarizada (o).

Regressio N*de variaveis CC RMSEV / %
latentes
Indice de Dogura 9 0,978 10
Olp 10 0,988 10

Os estudos de agucares mostraram que ¢ bem provavel que o teor de

acucares esteja fornecendo grande influéncia na discriminacao dos grupos de

pseudofrutos, e ¢ interessante ressaltar que esta discriminagdo também esta
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relacionada com a combinagdo de hibridos da espécie M. acuminata (A) e M.
balbisiana (B), onde a espécie de genoma B tem a caracteristica de producao

de pseudofrutos mais doces.
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V) CONCLUSAO

Fractal
Fractal pode ter beleza
Fractal, apesar da certeza
Fractal, o, o, revela beleza
Dando se tira que em todo aco,
Até no mais puro trago,
Existe um momento tal,
Existe um momento-flor
Que podera vir a ser fractal
Traco um traco ao lado do traco
Na diagonal da diagonal
Fractal
Uma fractal pode ter beleza
Apesar da certeza
Uma fractal pode ter.
Dedico “Fractal” a bravura e
criatividade dos cientistas da
Ameérica Latina.

César Nascimento / Ale Muniz
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(4. 4] quando o

Como foi observado por Suzuki, Mizuno e Ohmura
angulo entre a amostra e o detector ¢ de 90°, o espalhamento dos metais ¢
bastante reduzido; no entanto, através desse trabalho, foi observado que, para
amostras organicas, o espalhamento provocado pelos elementos leves se torna
bastante intenso ¢ ¢ fonte de muitas informacdes relacionadas a este tipo de
amostras. No entanto, a variacdo na concentracdo € composicao de espécies
organicas manifesta-se nos espectros de raios-X de forma bastante ténue, e
para poderem ser visualizadas e interpretadas, sdo necessarias ferramentas
quimiométricas.

Apesar da discriminacdo de folhas de Lantanas sp ter apresentado
resultados aparentemente insatisfatorios (Figuras 18, 19 e 20), isso ndo
significa que o método nao seria o mais adequado. Pelo contrario, a regressao
das sementes apresentou resultados de acordo com a sua respectiva
classificagdao taxondmica e, na Figura 22, € possivel observar que as sementes
de variedades da mesma espécie formam grupos, € estes, por sua vez, também
podem se agrupar em géneros.

Os resultados obtidos com o estudo de sementes e pseudofrutos
confirmaram as hipoteses sobre a evolugdo populacional a respeito das plantas
das espécies Lantana sp. Esses resultados somente refletiram as dificuldades

[7 a9 e 20]

de se classificar uma populagao em evolugao , que, devido a essas

caracteristicas, se tornou uma das 100 piores pragas do mundo - '*#1¢¢ 1,

Analisando plantas com maior semelhanca, ficou bastante claro que a
discriminagdo dos pseudofrutos segue um padrdo genético. Um dos fatores
relacionados a disposicao das amostras esta relacionado a um dos fenotipos
desses pseudofrutos, ou seja, o grau de dogura (Figura 29).

Essa relacdo com o grau de dogura dos pseudofrutos propiciou o

desenvolvimento do estudo de regressdao de agucares (Figuras 30, 31 e 32),
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classificacio de actcares (Figura 38) e correlacio de suas propriedades
(Figura 39 e 40), que revelaram resultados interessantes, confirmando que
pequenas alteracdes no ambiente quimico onde sdo encontradas essas espécies
podem provocar variagdes quase imperceptiveis nos espectros, mas trataveis
por quimiometria.

Os coeficientes de correlagdo para as determinagdes de concentragao de
agucares em solugdes de sacarose, frutose e glicose, tanto na solucdo aquosa
quanto em suco, mostraram que a técnica XRS aliada a quimiometria
diferenga alteragdes de concentragdo desses aglcares, que sao substincias
organicas, mesmo em matrizes organicas bastante complexas.

As discriminagdes de vegetais pela técnica de espectrometria de raios-X
aliada a quimiometria também mostra resultados bastante satisfatorios.
Considerando que ¢ uma aplicacdo recente de XRS, a potencialidade que a
mesma demonstra com essas poucas analises indica que se tem muito ainda a
explorar nesta 4rea.

Vale ressaltar também as vantagens de se realizar andlises rapidas, sem
necessitar de controle de temperatura durante as medidas (como em NIR), sem
geracdo de residuos e o custo de andlise ser relativamente baixo,
principalmente em relagdo ao dispéndio de reagentes. Além disso, como a
técnica de FRX se estabeleceu como uma ferramenta de andlise de
inorganicos, ela tem a potencialidade de ser universal, dada a comprovagao de
também se tornar possivel, em estudos mais avancados, classificar e

quantificar organicos, de forma simultanea.
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VI) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A Ciéncia em si
Se toda coincidéncia
Tende a que se entenda
E toda lenda
Quer chegar aqui
A ciéncia ndo se aprende
A ciéncia apreende
A ciéncia em si
Se toda estrela cadente
Cai pra fazer sentido
E todo mito
Quer ter carne aqui
A ciéncia ndo se ensina
A ciéncia insemina
A ciéncia em si
Se o que pode ver, ouvir, pegar, medir,
pesar
Do avido a jato ao jaboti
Desperta o que ainda ndo, ndo se pode
pensar
Do sono eterno ao eterno devir
Como a orbita da Terra abraca o
vdcuo devagar
Para alcangar o que ja estava aqui
Se a crenca quer se materializar
Tanto quanto a experiéncia quer se
abstrair
A ciéncia ndo avanca
A ciéncia alcanca
A ciéncia em si.

Gilberto Gil / Arnaldo Antunes
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As Cismas do Destino
A universal complexidade é que Ela
Compreende. E se, por vezes, se divide,
Mesmo ainda assim, seu todo ndo reside
No quociente isolado da parcela!

Augusto dos Anjos
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