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Resumo

A espectroscopia € um ramo da Fisica e da Quimica que estuda a intera¢do da luz ou
qualquer radiagdo eletromagnética com a matéria. Ondas diferentes transportam dife-
rentes quantidades de energia levando a diferentes interagdes. Esta técnica € usada
para avaliar a concentragdo ou a quantidade de uma determinada espécie quimica
(atdbmica, molecular, ou i6nico). O rapido progresso dos espectrometros e dos méto-
dos de andlise espectral permitiram um enorme desenvolvimento da espectroscopia
nos ultimos 20 anos, tendo surgido aplicagdes nomeadamente, na medicina, na indus-
tria alimentar, na agricultura, na industria petrolifera, na industria farmacéutica, entre
outras. As principais vantagens da utilizacdo da espectroscopia sao o facto de pos-
sibilitar uma analise nao destrutiva da composicao estrutural de diversos materiais,
ter um tempo de analise muito curto e permitir a analise das amostras sem que seja
necessaria uma preparacao prévia das mesmas.

Este trabalho esta dividido em duas partes, a primeira na qual se aplicam técnicas
espectroscépicas no estudo da cartilagem articular, com o objetivo de as utilizar como
complemento a artroscopia, no sentido de auxiliar na diferenciacao do nivel das lesées
da cartilagem; e a segunda parte do trabalho, na qual se usam técnicas espectroscoé-
picas no estudo de éleos de fritura de alimentos, na tentativa de relacionar as medidas
espectroscépicas efetuadas com a percentagem de compostos polares totais (CPT)
dos 6leos. Neste trabalho foi utilizada a espectroscopia da regido do Visivel (400 a
1000 nm) e do Infravermelho préximo (900 a 1700 nm), pois sdo as regides mais
Uteis para efetuar uma analise quantitativa, qualitativa e estrutural de diversos tipos
de amostras. Assim, utilizou-se a espectroscopia nestas regides do espectro eletro-
magnético, com o objetivo de analisar amostras que possuem composicdes quimicas
diferentes, mas que tém um aspeto muito semelhante.

Palavras chave: Espectroscopia, visivel, infravermelho préximo, artroscopia,
cartilagem, 6leo, compostos polares totais.
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Abstract

Spectroscopy is a branch of physics and chemistry which studies the interaction of light
or electromagnetic radiation with matter. Different waves transport different amounts
of energy leading to different interactions. This technique is used to measure the con-
centration or quantity of specific chemical species (atomic, molecular, or ionic). The
fast progress of spectrometers and methods of spectral analysis allowed a huge de-
velopment of spectroscopy in the last 20 years, having arisen varied applications in
the fields of, medicine, food industry, agriculture, oil industry, pharmaceutical industry,
among others. The main advantages of the use of spectroscopy are that it allows a
non-destructive analysis of the structural composition of various materials, having a
very short analysis time without requiring any prior sample preparation.

This work is divided into two parts, the first where spectroscopic techniques are apl-
plied in the study of articular cartilage, with the main goal of using it as a complement
to arthroscopy in order to help in the differentiation level of cartilage lesions; and the
second part of the work is the spectroscopic study in food frying oils in an attempt to
correlate the spectroscopic measurements made with the percentage of polar com-
pounds in oils. In this work the spectroscopy of the visible region (400 to 1000 nm) and
near infrared (900 to 1700 nm) were used, because they are the regions most use-
ful to perform a quantitative or qualitative and structural analysis of different samples.
As a result, we used spectroscopy in these regions of the electromagnetic spectrum,
with the aim of analyzing samples that have different chemical compositions, but which
have a very similar appearance.

Keywords: spectroscopy, visible, near infrared, arthroscopy, cartilage, coo-
king oil, total polar compounds.
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1. Introducao

A Espectroscopia 6tica € um método eficaz e comprovado, utilizado na analise (de
forma ndo destrutiva) da composigéo estrutural de diversos materiais, incluindo os de
origem bioldgica. Entre as diversas regides do espectro eletromagnético, algumas das
mais utilizadas na espectroscopia sao a regiao visivel (VIS) e infravermelho préximo
NIR). Estas regides sao das mais Uteis para efetuar uma andlise qualitativa, quantita-
tiva e estrutural de diversos tipos de amostras.

A analise qualitativa funciona como se se procedesse a recolha da “impressao digi-
tal” da amostra, permitindo agrupar amostras com as mesmas caracteristicas, através
da analise dos espectros de cada uma delas. Quanto a analise quantitativa, para
se efetuar esta andlise € necessario recorrer a algumas técnicas de quimiometria,
de forma a relacionar os dados obtidos em cada espectro com valores de referéncia
de parametros previamente definidos. Para novas amostras é possivel estimar esses
parametros por analise multivariada.

A utilizacao da espectroscopia nos ultimos 20 anos conheceu uma enorme evolu-
¢ao, surgindo aplicagdes no controlo de qualidade tanto na area alimentar, como nas
areas farmacéuticas e petroquimicas (refinagao). Outra das areas em que comegaram
a ser efetuadas pesquisas utilizando técnicas de espectroscopia foi na caracterizacao
funcional e estrutural da cartilagem articular. Esta técnica tem como principais vanta-
gens o facto de esta ser nao destrutiva, ndo precisar de preparacao prévia da amostra,
e possuir um tempo de analise muito curto. Estes factos favorecem a possivel utiliza-
cao de técnicas com principios espectroscopicos aplicados na clinica em tempo real,
como auxiliar da cirurgia ortopédica.

Assim, o objetivo da primeira parte do nosso trabalho é efetuar um estudo espec-
troscopico da cartilagem articular, baseado nas regiées VIS e NIR, de forma a avaliar
o potencial de aplicacdo da técnica de espectroscopia no estudo de lesdes de cartila-
gem. O estudo foi direcionado para o desenvolvimento de uma solugdo complementar
ao diagndstico artroscopico atual, com especial atencao para a detecao de lesdes de
baixo grau.
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A segunda parte do trabalho desenvolvido, consiste na aplicagéo de principios es-
pectroscépicos no estudo da degradacao de éleos de fritura de alimentos. A utilizacao
dos éleos de fritura repetidamente e a elevadas temperaturas, desencadeia diversas
reacoes que promovem a sua degradacao. Assim, o controlo de qualidade dos éleos
utilizados na fritura de alimentos € essencial, pois a sua incorreta utilizagao pode gerar
0 aparecimento de produtos indesejaveis que se formam durante o processo de fritura,
representando riscos para a saude dos consumidores. Existem diversos métodos para
avaliacao da degradacao dos 6leos (com maior ou menor precisdo). Entre os diver-
sos métodos, existem alguns fatores (tempo, custo, fiabilidade) que os tornam mais ou
menos atrativos. Uma das técnicas que tem sido utilizada no estudo do nivel de de-
gradacao dos Oleos é a espectroscopia, sendo os estudos realizados em laboratorio.
Existem alguns estudos realizados que mostram que a utilizagdo da espectroscopia na
regido do infravermelho préximo pode ser uma técnica muito Util para aferir a qualidade
dos 6leos, através da medicao dos niveis de oxidagdo dos mesmos, e da determina-
¢ao do indice de iodo e dos niveis de &cidos gordos livres presentes nas amostras de
6leo degradado [T, P2]. A legislagdo portuguesa tem como indicador da qualidade dos
6leos a % compostos polares totais (CPT). No presente trabalho correlaciona-se a %
CPT de diversas amostras de 6leo com as caracteristicas espectroscopicas obtidas
nas regides VIS e NIR. Apos serem estudadas um elevado numero de amostras, com
diferentes caracteristicas (marca de 6leo, histoéricos de fritura, tipos de alimentos fritos,
etc.), o objetivo € identificar alguns comprimentos de onda onde esteja patente a rela-
¢ao entre a % de CPT da amostra e as suas caracteristicas espectroscépicas de forma
a construir um sensor simples e de pequenas dimensdes que possa ser utilizado na
cozinha, e que constitua um método para avaliagao do nivel de degradacao dos 6leos
de fritura, que permita uma analise fiavel.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos.

O capitulo 1 corresponde a Introdugao. No capitulo 2 é apresentado o estado da arte
relativo aos principios da espectroscopia, nomeadamente a espectroscopia VIS e NIR,
sendo ainda apresentadas algumas técnicas de quimiometria utilizadas no tratamento
dos espectros obtidos. No capitulo 3, é apresentada a primeira parte do trabalho, que
consiste na aplicagao de principios espectroscépicos como complemento a artrosco-
pia, no estudo da cartilagem articular. Ao longo do capitulo 3 é apresentado o contexto
histérico da artroscopia, as potencialidades da técnica nos dias de hoje, sendo ainda
referidas as lesbes mais comuns e alguns trabalhos que utilizam a espectroscopia no
estudo da cartilagem. E ainda apresentado o trabalho realizado, a metodologia usada
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na analise das amostras, os resultados obtidos e a respetiva discussdo dos mesmos.
No capitulo 4, é exposto o trabalho desenvolvido na aplicacao de principios espectros-
copicos no estudo da degradacao de 6leos de fritura de alimentos. Ao longo desse
capitulo, é exposto o estado da arte relativo ao processo de fritura dos alimentos, e os
efeitos que este acarreta nos 6leos e nos alimentos, sendo ainda efetuado um levanta-
mento dos diversos métodos existentes para efetuar a andlise da qualidade dos 6leos.
E ainda apresentado o trabalho que foi desenvolvido no estudo das amostras de 6leo,
a metodologia de analise das amostras, os resultados obtidos e a sua discussao. No
capitulo 5 estao descritas as conclusdes principais e propostas para trabalhos futuros.
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2. Principios de Espectroscopia

A espectroscopia € o estudo da interacao da radiagao eletromagnética com a matéria.

A radiacdo eletromagnética consiste na propagacao no espaco, da variacao ondula-
téria de um campo elétrico e de um campo magnético, ortogonais entre si. Por razées
de simplicidade costuma referir-se apenas um destes campos. As principais caracte-
risticas de um fenédmeno ondulatério deste tipo sao a velocidade de propagacao v, o
comprimento de onda A, e a frequéncia v, sendo possivel definir entre eles uma rela-
¢ao, v = %u. A frequéncia é Unica para cada radiagdo, enquanto o comprimento de
onda varia com o0 meio, devido a variacao da velocidade. A frequéncia aqui conside-
rada é uma frequéncia temporal, ou seja, 0 nUmero de vezes que se verifica um ciclo
completo de vibracao durante um intervalo de tempo unitario.

Sendo a velocidade de propagacgao da radiacao eletromagnética caracteristica para
um determinado meio de propagacao, conhecendo A conhece-se v e vice-versa. Con-
sequentemente quer o comprimento de onda, A, quer a frequéncia, v, caracterizam
individualmente uma onda de radiacado eletromagnética. Frequentemente também se
faz a identificagdo da radiagédo pelo inverso do seu comprimento de onda, que se
designa por numero de onda k, k = 1/\. Esta grandeza é uma frequéncia espa-
cial. Corresponde ao numero de ciclos que ocorrem por unidade de comprimento, e
exprime-se usualmente na unidade cm~—'. Na figura P, estdo representadas as va-
rias sec¢des que compdem o espectro eletromagnético, com especial destaque para a
zona da luz visivel. Observando a figura é possivel encontrar uma escala de frequén-
cia e comprimento de onda para todo o espectro.

Uma molécula é constituida por um conjunto de atomos dispostos ordenadamente
em posigdes do espago, determinadas por condigdes de estabilidade, isto é, corres-
pondentes a um estado de energia minima. A energia de um estado molecular Ej;q;,
pode descrever-se como sendo aproximadamente o somatério de diversos componen-
tes [4], nomeadamente a energia contida nos nucleos sob varias formas, incluindo:

e a energia relativa aos diferentes niveis energéticos das orbitais que os eletrées
podem ocupar (energia eletrénica), Ejec,
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Espectro visivel pelo olho humano (Luz)
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Figura 2.1.: Espectro eletromagnético completo [3].

e a energia relativa aos diferentes niveis vibracionais da estrutura (energia vibraci-
onal), Ey;,

e a energia relativa aos niveis energéticos rotacionais (energia rotacional), E,.,

e a energia relativa a orientagao de spin nuclear referenciada a um campo externo
(energia de spin nuclear), Es,,

e ¢ a energia relativa a orientacao do spin eletrénico, F .,

sendo entdo a energia do estado molecular obtida pela equagéo 21

Etotal = Eelect + Em'b + Erot + Esn + Ese (21)

Na realidade, isto trata-se uma aproximagéao, sendo o sistema globalmente mais com-
plexo do que esta divisdao em parcelas. O estado fundamental da molécula, quando
esta se encontra em repouso é caracterizado por possuir todas as parcelas energéti-
cas no nivel energético minimo.

Podem ocorrer transigdes entre niveis de energia caracteristicos do sistema, atra-
vés da interacdo da radiacdo eletromagnética com uma determinada molécula. A
absorgcao da radiagdo eletromagnética pela molécula leva a transigbes de um nivel
energético inferior para outros mais elevados. Esse fendmeno vai ocorrer se se ve-
rificar que a energia de um quantum dessa radiagao é igual a diferenca de energia,
AFE, que existe entre os dois niveis energéticos, ou seja, € necessario que se verifique
a seguinte igualdade hv = AE. O fendbmeno inverso, a relaxagdo, no qual ocorre a
transicao de um nivel de energia mais elevado para outro inferior, pode processar-se
de diversas formas, uma das quais é através da emissdo de radiacédo eletromagnética.
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» Energia de Excitagao . o
Regido A Tipo de excitagdo
(kJ/mol)
Raios-X 10 - 50 nm H > 600 H Transicdes eletrénicas (eletrdes de niveis internos) ‘
UV Longinquos 50 -
230 q TransicOes eletrénicas (eletrdes de valéncia em
nm
atomos e moléculas)
UV Préximo 200 -
40)(()' 300 - 600 TransigOes eletronicas (eletrdes de valéncia em
mn atomos e moléculas)
Visivel 400 - 800 nm TransicOes eletrénicas (eletrdes de valéncia em
atomos e moléculas)
IV Préximo 800 -
o 6-150 Transi¢bes vibracionais
20 um
IV Longinquo 20
gina pm 0,1-6 Transigbes rotacionais
-1mm
Micro-Ondas 1 -
~107* TransigOes rotacionais
100 mm
Ondas Radio X
~107° Transi¢oes de spin nuclear e eletrénico
100 mm-1m

Tabela 2.1.: Regides do espectro eletromagnético e excitagdes que cada tipo de radi-
acao promove nas moléculas [4].

A interacdo da radiagdo com as moléculas promove diferentes tipos de excitacao.
Na tabela P identificam-se, para as diferentes zonas do espectro, a energia de exci-
tacdo para cada uma delas € o tipo de excitacao provocado nas moléculas.

2.1. Métodos de recolha dos espectros 6ticos

O estado fisico das amostras € um dos parametros de maior importancia e que influ-
enciam a recolha dos espectros. Por norma, para as amostras no estado liquido sao
mais frequentes as medicoes por transmitancia. Para as amostras que se encontrem
no estado sélido, a medigao por reflectancia difusa € mais utilizada. Existem outros
métodos, que se encontram representados na figura P2, onde I, representa o feixe
incidente, I o feixe emergente da amostra, S representa a amostra e R a superficie
refletora.

Na transmitancia, figura P2 (a), a luz incide num dos lados da amostra, atravessando-
a até chegar ao detetor que se encontra do outro lado. Estas medidas sdo normal-
mente efetuadas para amostras liquidas em cuvettes de vidro / quartzo com caminhos
oticos tipicos, que podem variar de 1 a 50 mm.
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L J
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Figura 2.2.: Métodos de recolha dos espectros mais utilizados: (a) - transmitancia; (b) - transflectancia;
(c) - reflectancia difusa; (d) - transmitancia através de espalhamento do meio. (Adaptado
de [B]).

A Figura P2 (b) ilustra uma forma especial de se obter a medi¢do da transmitancia,
que é denominada de transflectdncia. Este modo de medi¢do é frequente quando
sao utilizados bundles de fibra 6tica. A principal diferenca em relacdo a medicao da
transmitancia simples é que neste caso o feixe de radiagcao passa duas vezes atravées
da amostra, aumentando para o dobro o caminho 6tico. Esta técnica é utilizada no
estudo de emulsdes.

Na medicao da reflectancia difusa das amostras sélidas, Figura 22 (c), a dispersao
e absorgao por granulos sélidos provoca alteragdes na intensidade do sinal. Kubelka
e Munk estabeleceram um tratamento rigoroso dos sinais obtidos neste tipo de me-
didas. O tratamento matematico resultou na equacao P2 que deve substituir a lei de
Beer-Lambert B8, que é véalida apenas para materiais homogéneos e com baixas con-
centragdes, e estabelece uma relagdo entre a concentragao C' e a reflectancia difusa

R:
(1-R)”

10y =05

(2.2)

A reflectancia é obtida por:
R=-" (2.3)
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onde Iy é a intensidade da radiagao refletida pela amostra e I zy a mesma quantidade
refletida por um material ndo-absorvente em toda a gama espectral de medi¢cdo. A
medicdo de I i e I gy requer a recolha de radiagao dispersa por uma esfera de integra-
cao, uma referéncia de reflexao perfeita (100% em todos os comprimentos de onda)
e, devido a isso, raramente é utilizada. Na verdade, a equacao de Kubelka-Munk ra-
ramente é utilizada, no entanto, pode ser substituida por uma mais pratica (equacao
P4), pese embora ja ndo se verifique a linearidade da mesma:

F(C) = Log (;) , (2.4)

a equagao P4 é muito utilizada para o desenvolvimento de métodos analiticos basea-
dos em medicdes de reflectancia.

A relagdo nao se afasta muito da predicao de Kubelka-Munk, e para pequenas mu-
dancas na reflectancia R (que sdo comuns em muitas aplicagdes) pode ser assumido
que esta apresenta um comportamento linear com a concentragdo da substancia a
analisar [B].

A Figura 222 mostra ainda um outro método de recolha de espectros utilizados na
espectroscopia. O método da transmitancia, Figura 22 (d), aplica-se na analise de
amostras liquidas densas, com percursos 6ticos na ordem dos 10 mm. Recente-
mente, foi descoberto que este tipo de medicdo pode ser apropriada para a deter-
minagao quantitativa do principio ativo de comprimidos farmacéuticos, pois o caminho
6tico mais longo, resultante da disperséo interna, pode fornecer informacdes que se
correlacionam melhor com o teor médio da amostra, comparativamente com o sinal
da reflectancia difusa da superficie. A luz difusa constitui uma grande preocupacao
quando se utiliza transmitancia através de amostras sélidas, isto porque apenas uma
fracao muito pequena da radiacao incidente chega ao detetor [5].

2.2. Espectroscopia de Luz Visivel

A espectroscopia na faixa do ultravioleta e visivel (UV-VIS) € uma técnica consolidada
e amplamente utilizada, durante os ultimos 50 anos, permitindo analises qualitativas e
quantitativas de misturas moleculares, sendo utilizada na determinagéo de compostos
organicos e inorganicos, como por exemplo, na identificacdo de principios ativos de
farmacos.

A espectroscopia de absorgao molecular € bastante Gtil na identificagdo dos grupos
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funcionais na molécula. Mais importante ainda sdo as aplicagdes da espectrosco-
pia de absorcdao UV-VIS para a determinacao quantitativa de compostos que contém
grupos absorventes.

A absorcao na regido da luz visivel depende, entre outras fatores, do numero e do
arranjo dos eletrdes presentes nas moléculas ou ides absorventes. Assim, é possivel
correlacionar o tipo de ligagdes que existem na amostra a ser estudada, com o0s picos
de absorgao que se obtém no espectro. A regido do visivel situa-se entre os 400 e
800 nm, situando-se a energia de excitacdo molecular correspondente a essa regiao
entre os 72 e 36 kcal/mol.

Do ponto de vista pratico, um dos aspetos mais importantes é a determinacao da
quantidade de luz que é absorvida pela amostra. Isto € descrito pela lei de Beer-
Lambert, que relaciona a intensidade da luz incidente na amostra (Z,), com a intensi-
dade da luz que atravessa a amostra (7).

1
Log (;) =A=ec (2.5)
onde A representa a absorvancia, € representa a absorvidade molecular ou coeficiente
de extincéo, ¢ representa a concentracdo do material absorvente e [ a espessura da
amostra estudada que € atravessada pela luz [7].

Outra das utilidades da espectroscopia na regidao do visivel é a identificagdo de gru-
pos funcionais que séo responsaveis pelo desenvolvimento de cor em materiais, 0s
chamados grupos croméforos. A cor de um determinado material resulta da capaci-
dade que este tem para absorver e refletir radiagao eletromagnética de um determi-
nado comprimento de onda. Assim sendo, é possivel caracterizar as cores através
de médias de reflectancia na regiao visivel do espectro. A faixa do comprimento de
onda em que uma determinada substancia reflete a radiagao pode ser facilmente re-
lacionada com as cores do espectro da luz visivel, que se pode observar na figura
P, que mostra em pormenor a regido do visivel, com as diferentes cores e respetivos
comprimentos de onda que a compdem [8].
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Figura 2.3.: Esquema ilustrativo da experiéncia de Herschel, através do qual descobriu a regido do
Infravermelho Préximo [B].

2.3. Espectroscopia de Luz Infravermelho Préximo

2.3.1. Contexto Historico

A descoberta da espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) é atribuida a Hers-
chel em 1800, ao executar uma experiéncia na qual investigava qual a cor da radiagao
solar que produzia mais calor, utilizando para isso um prisma de vidro, transparente a
radiagcao, que decompunha a luz solar, tal como mostra a figura PZ3. Com auxilio de
um termdmetro, verificou que ocorria um aumento inesperado ao colocar o terméme-
tro na zona logo acima da regido vermelha do espectro. Herschel utilizou termémetros
escurecidos e prismas de vidro transparentes para ondas curtas de radiacédo NIR e
relatou o fendmeno observado, referindo-se esta regido como "raios calorificos" en-
contrados além do vermelho. Esta regiao foi mais tarde denominada de infravermelho
[B].

Embora a radiagéo do infravermelho préximo tenha sido descoberta antes do infra-
vermelho médio, foi esta Gltima regido espectral que primeiro ganhou ampla aceitagao
apéds o trabalho iniciado em 1900 por Coblentz, que foi o primeiro investigador a ob-
ter espectros de absorcao de substancias puras e a verificar a sua utilidade para a
identificagdo de grupos orgéanicos funcionais. Enquanto a espectroscopia no infraver-
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melho médio ganhou ampla aceitagéo e teve um enorme progresso tanto teérico como
instrumental, a espetroscopia NIR foi deixada de parte pelos espectroscopistas que,
durante muito tempo, ndo encontraram qualquer interesse adicional nesta regiao es-
pectral, que era preenchida por bandas de absorcao largas, sobrepostas e de baixa
amplitude. Na verdade, este ostracismo precoce foi claramente demonstrado num ar-
tigo escrito por Wetzel cujo titulo sugestivo é "Analise da Reflectancia do Infravermelho
proximo - técnicas espectroscdpicas adormecidas”, publicado em 1983 [6].

Na década de 40 do século XX foram publicados varios artigos que referiam a re-
colha de espectros na regiao préxima do Infravermelho. Nas décadas de 40 e 50 do
mesmo século a técnica foi ganhando cada vez mais ateng¢do, sendo usada sobre-
tudo no estudo das liga¢des de hidrogénio. No entanto, o progresso desses estudos
foi bastante lento, provavelmente devido ao reduzido numero de espectrémetros da
regido NIR existentes a data, mas também devido as dificuldades na andlise dos es-
pectros recolhidos [4].

Barchewitz foi o primeiro a aplicar a espectroscopia NIR para o estudo de combusti-
vel. Muitas outras contribuicdes podem ser encontradas nos primeiros tempos da es-
pectroscopia NIR, todos eles tentavam identificar comprimentos de onda associados a
uma determinada ligacao molecular, que pudessem ser utilizado para a determinacgéo
quantitativa dos compostos dessa ligacdo, esperando que a lei de Beer fosse respei-
tada. Verificaram-se esforgos para o desenvolvimento de métodos instrumentais para
aplicagdo na agricultura, iniciadas pelo USDA (United States Department of Agricul-
ture), o que levou ao reconhecimento do modo de medicao da reflectancia difusa como
0 mais adequado para o tipo de amostra em que eles estavam interessados [6]. Em
1960, um engenheiro agronomo, de nome Karl Norris, pertencente a USDA , utilizou a
espectroscopia NIR para estudos de caracterizagdo de produtos agricolas e alimenta-
res [9]. Simultaneamente, abriu caminho para uma conquista mais ambiciosa, que foi
o0 uso de reflectancia difusa como uma medida nao destrutiva na regiao do NIR, o que
torna possivel analisar diretamente a amostra, sem qualquer pré-tratamento [6]. Karl
Norris, foi entdo o pioneiro na utilizagao da espectroscopia NIR, que juntamente com o
desenvolvimento dos computadores nas décadas de 1960 e 70, abriram caminho para
a aplicacdes das praticas da espectroscopia NIR. Surgiram entretanto aplicacbes em
agricultura, engenharia alimentar, ciéncias médicas, industria petrolifera, industria far-
macéutica e na andlise ambiental [10].

O rapido progresso dos espectrometros NIR e dos métodos de analise espectral
permitiram um enorme desenvolvimento da espectroscopia NIR como principio espec-
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troscopico na década de 1990. Com o aumento de publicagées sobre o tema, surgiu
em 1993, o Journal of Near Infrared Spectroscopy, o primeiro perioédico inteiramente
dedicado a esta temética [6].

Hoje em dia a espectroscopia NIR possui diversas aplicagdes clinicas. Através dela
€ possivel medir o teor de 4gua, de oxigénio, de hemoglobina [11], de glucose [12],
de lipidos [13], de proteinas e outras substancias constituintes dos tecidos, comida,
sangue ou urina [14, 5. E ainda utilizada na determinagéo da oxigenagao do cérebro
[16, 07], figado [18], pele [19] e musculos [20]. Em oncologia, 0 método é utilizado na
diferenciacédo de tecidos normais e patoldégicos ha mama [21] e na préstata [P2]. Pos-
sibilita também determinar os niveis de glucose no sangue por via percutanea [23, 2.
Na industria alimentar, tem sido utilizada na determinacao da qualidade de diferentes
produtos, existindo ja diversos estudos de determinagdo de humidade, proteinas e
gorduras [24].

2.3.2. Principios tedricos

O termo espectroscopia designa métodos analiticos, em que se estuda a interacéo de
radiagdes eletromagnéticas com as moléculas. A ligagdo de dois 4&tomos em molé-
culas envolve diferentes tipos de energia, tais como energia translacional, vibracional
e eletrdnica. Na regiao do VIS as bandas visualizadas tém origem em transi¢coes
eletrénicas, enquanto na regido NIR observam-se bandas resultantes, sobretudo, de
transi¢oes vibracionais [9]. Assim, esta espectroscopia deteta a radiagéo que é absor-
vida pelas ligagdes vibracionais moleculares, absorcdo essa que pode ser causada
por trés mecanismos diferentes: sobreposigdes de vibragdes fundamentais; combina-
cOes de vibracdes fundamentais e ainda absorcdes eletronicas, gerando no espectro
NIR bandas de absorcado com baixa seletividade [10].

Para que uma molécula absorva radiagcao € necessario que a radiagdo que incide
sobre esta provoque a excitacdo dos modos vibracionais de forma a que a sua energia
corresponda a diferenga de dois niveis energéticos vibracionais. Assim, as absorgoes
ocorrem a um determinado comprimento de onda, que corresponda a energia que
permite a transicdo. As absorgdes na regiao NIR sdo muito fracas, ao contrario das
absorcdes no infravermelho médio (MIR) e longinquo (FIR), o que significa que os
espectros de NIR podem ser obtidos diretamente a partir das amostras, sem ser ne-
cessario recorrer a diluicdes. Isso torna possivel a analise direta a amostras soélidas
através da medicao da reflexao difusa. Visto a intensidade de uma banda de absorgao
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ser proporcional a concentragdo do componente que Ihe da origem, é possivel deter-
minar a quantidade de um composto existente numa amostra através de uma curva de
calibragao (intensidade da banda versus concentrag@o) que pode ser construida a par-
tir da andlise de amostras com concentracées conhecidas do composto em questao
[25].

A espectroscopia de infravermelho préximo gera espectros que apresentam sobre-
posicoes e bandas de combinagdes, o que ndo acontece com a espectroscopia MIR,
isto porque nesta regido ocorrem apenas transicées de vibracdo fundamental, dando
origem a espectros com picos bem definidos que permitem uma interpretacao direta.
No caso da espectroscopia NIR os espectros obtidos sdo mais complexos, devido
as absorgbes de menor intensidade e ao facto de ocorrerem sobreposi¢cdes e com-
binacbes das ligagcbes CH, OH e NH (ver figura P-4) dos varios grupos funcionais,
sendo por isso necessario recorrer a métodos estatisticos, efetuando uma calibragao
multivariada, que usa diversos comprimentos de onda para a determinacdo de uma
propriedade [10].

A regiao NIR pode ser dividida em regiao | (800 - 1200 nm), a regido Il (1200-1800
nm) e a regiao Il (1800-2500 nm). As fronteiras das trés regides nao sao rigorosas. A
regido | € particularmente original, sendo conhecida de diversas formas: "a regido das
ondas curtas NIR (SWNIR)", "regidao proxima do NIR (NNIR)", ou "regido de Herschel".
Esta € uma regido em que sao observadas bandas, devido a transi¢coes eletronicas e
devido a sobreposi¢gdes e combinacdes de vibragbes fundamentais. Todas as bandas
que aparecem nesta regido sao muito fracas. Assim, a regido | apresenta uma elevada
transparéncia. Existem diversas aplicagdes biomédicas e aplicagbes para produtos
agricolas que foram construidas utilizando esta regido. Tem ainda a vantagem de se
poder utilizar um charge-coupled device (CCD) como detetor nesta regiao, o que faz
com que os instrumentos utilizados na regiao | sejam muitas vezes diferentes daquelas
que sao utilizados nas outras duas regides. Na regido Il, € possivel observar bandas
que surgem a partir das primeiras sobreposicdes de vibragdes fundamentais de OH,
CH, NH e vérios tipos de combinagdes dessas vibra¢des fundamentais. A regiao Il é
uma regido dominada pelas combinag¢des de vibragdes. A "permeabilidade” da regidao
Il é comparativamente mais pobre. Alguns estudos realizados, tais como as ligacdes
no hidrogénio e as interagdes solvente-soluto utilizam principalmente estas as regides
Ile lll[9].

Outras ligacdes podem contribuir para o espectro NIR, entre elas as ligagées CC,
CO, CN e PO, embora o seu sinal seja fraco quando comparado com as liga¢des
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Figura 2.4.: Bandas de absorgéo que ocorrem na regiéo do NIR e a respetiva localizagao das mesmas.
Adaptado de [76].

com o atomo de hidrogénio e por isso a sua contribuicao é muito pequena, nao sendo
significativa [74].

2.4. Vibracao molecular

De forma a compreender a origem de um espectro NIR, e para ser capaz de o inter-
pretar e ter uma ferramenta importante para orientar o desenvolvimento de métodos
analiticos, deve-se estar familiarizado com os fundamentos da espectroscopia vibraci-
onal. O espectro de NIR tem origem a partir da energia da radiagao transferida para
energia mecanica que se associa ao movimento dos dtomos, mantidos juntos pelas
ligagdes quimicas nas moléculas [B].

As vibracdes moleculares podem ser classificadas em dois tipos, vibracao de defor-
macao axial (stretfching) e vibragao de deformacao angular (bending). As deformagdes
axiais sao oscilacdes radiais das distancias entre os nucleos, e as deformacdes angu-
lares envolvem mudancgas dos angulos entre o plano que contém a ligacao e um plano
de referéncia.

Alteracdes do momento dipolar podem originar transicdes entre os niveis vibraci-
onais. O momento dipolar pode variar devido a variacao da distribuicao eletrénica
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em redor das ligagbes, ou seja, quando é aplicado um campo elétrico com energia
adequada. Sendo o momento dipolar determinado pela magnitude das diferencas de
cargas e a distancia entre dois centros de carga, este pode variar sendo para isso ne-
cessario que as moléculas diatomicas sejam heteronucleares, podendo dessa forma
ser excitadas vibracionalmente [24].

No espectro NIR podem surgir frequéncias associadas as vibragées normais, so-
breposicdes e combinacdes. As sobreposicoes sao bandas correspondentes a multi-
plos inteiros das vibragbes normais, e as combinag¢des sao combinagdes lineares das
frequéncias normais ou de multiplos inteiros destas. Por exemplo 2v, correspondera a
uma sobreposicéo e (v, + ), (2v, + 13,) correspondera a uma combinagéo, sendo v,
e v, frequéncias de modos normais de vibracéo [24].

A temperatura ambiente, a maioria das moléculas estao nos seus niveis fundamen-
tais de energia vibracional. Os atomos ou grupos de atomos que participam em liga-
¢des quimicas estdo deslocados um em relacdo ao outro numa frequéncia que € defi-
nida pela for¢a da ligagéo e a massa dos atomos individualmente ligados ou os seus
grupos. As amplitudes dessas vibragdes sdo de alguns nanometros e irdo aumentar
se alguma energia for transferida para a molécula. Esta energia pode ser transferida
por um fotdo de um determinado comprimento de onda (), para o qual a energia (E,)
pode ser dada pela equacao P8:

em que h é a constante de Planck, e ¢ é a velocidade da luz no vazio [?4].

Para explicar o comportamento vibracional das moléculas existem varios modelos,
contudo em geral este comportamento é descrito pelo modelo do oscilador harmonico
linear, podendo ser usado o método das perturbac¢des para o corrigir. Este modelo
¢ utilizado por ser o mais simples, e ter uma visao didatica da interacao da radiacao
com a matéria. Segundo o modelo do oscilador harmoénico, a energia vibracional de
um determinado sistema € uma funcado quadratica da distancia entre os atomos € a
oscilagao entre eles é simétrica. O modelo retrata uma molécula diatdmica com duas
massas esféricas m; emso considerando que a ligacao entre os atomos é feita por uma
mola, com uma constante de forca k. Através da lei de Hooke pode afirmar-se que a
energia E do sistema é dada pela equagéo P2 [74]:

E=_—=,/= (2.7)
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em que p € a massa reduzida:

mi.m
p=—r2 (2.8)

mi + ms

A vibracdo molecular pode ser descrita por um modelo simplificado admitindo um
oscilador harménico para o qual a energia potencial, V', é funcao do deslocamento dos
atomos x, sendo r a distancia internuclear e r. a distancia internuclear de equilibrio, e
€ dada pela equagéo P-9[6]:

V=) = ka? (2.9)

A Figura P28 mostra o comportamento da energia potencial em funcado do deslo-
camento do atomo da posi¢cdo de equilibrio (0 minimo de energia). Esta primeira
abordagem é util para compreender o conceito de energia vibracional. No entanto,
esta falha quando um sistema microscépico, como as moléculas, é considerado. O
fracasso deve-se ao fato de sistemas moleculares ndo poderem assumir o perfil de
energia continua previsto pelo modelo classico "bolas-mola". O sistema molecular
apenas pode ter alguns niveis de energia discretos (E,) definidos na mecanica quan-
tica pela equacao ET0[6]:

E, = <v + ;) hv (2.10)

onde v € 0 numero quantico vibracional, E, € a energia associada ao nivel quéantico
v e v é a frequéncia vibracional fundamental. No modelo classico desta frequéncia é
definida por [B]:

1/:i k (2.11)
2r\l w

Uma restri¢cao adicional imposta pelo modelo harmonico / quantico € que as transigdes
s6 podem ocorrer entre niveis adjacentes, Av = +1, dado que todos os niveis estao
igualmente espacgados, e estas transicées tém de respeitar os critérios de simetria.
Além disso, para este modelo, a diferenca de energia entre dois niveis adjacentes é
sempre a mesma, tal como se pode ver pela Figura P8.

A energia da radiacdo eletromagnética que € absorvida, de forma a estimular a
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Figura 2.5.: Efeito da absorgéo de fotdes sobre a energia potencial e a amplitude de vibragéo interaté-
mica [B].

molécula para um nivel excitado deve corresponder a diferenga entre dois niveis ener-
géticos adjacentes. Portanto, a energia dos fotées deve ser [B]:

AE = EUQ - Evl = Avhv (212)

Para o oscilador harmoénico Av = 1 e E, = hv, que corresponde a diferenga de
energia prevista entre um estado de energia e outro imediatamente superior. A Figura
P 3 mostra o efeito da absorgcéo de fotdes sobre a energia e a amplitude de vibragéao.

Embora o modelo harménico possa ajudar a compreender a espectroscopia vibraci-
onal, este possui algumas restrigbes dececionantes para a espectroscopia NIR, pois
nao permite transicées onde Av é maior do que 1. Transi¢des com Av = 2 ou Su-
perior sdo proibidas pelo modelo harmonico / quantico e, desta forma, a maior parte
dos fendmenos observados na regidao NIR, as bandas de sobreposi¢cao, ndo deveriam
existir. Além disso, as vibragdes no modelo harménico sdo independentes, o que faz
com gque segundo as restricbes impostas pelo modelo, as suas combinagdes ndo exis-
tiriam. No entanto, tanto as sobreposi¢cdes como as combinagdes de bandas existem
[B].

A Figura P8 B mostra um modelo mecénico mais realista para uma molécula diat6-
mica. A molécula continua a ser comparada a duas esferas ligadas por uma mola. No
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entanto, o0 modelo tem em consideracdo alguns comportamentos nao-ideais do osci-
lador, tendo em conta a repulsdo entre as nuvens eletronicas para o caso de ndcleos
atémicos préximos (de salientar que a energia potencial aumenta mais rapidamente do
que no modelo harménico) e um comportamento variavel da forga de ligacao quando
os atomos se afastam um do outro. Na verdade, numa molécula real, o afastamento
("alongamento da mola") dos nucleos atdmicos vai causar a rutura da ligagao molecu-
lar com consequente dissociagao dos atomos.

E assumida uma fungdo complexa da energia potencial para descrever o dltimo
efeito, que pode ser aproximado pela utilizagdo de termos de deslocamento de ordem
superior, conforme ilustra a equagao P13 [B]:

V = kiz? + kpa® + kst + . (2.13)

Uma fungé@o que aproxime o comportamento anarménico de uma molécula diaté-
mica é a funcéo de Morse, que descreve a energia potencial da molécula, utilizando a
equacao P14:

2
V=D, [1- e 214

onde a € uma constante para uma dada molécula, D, representa a energia de dissoci-
acao espectral, r. é a distancia de equilibrio entre os atomos € o r é a distancia entre
os atomos, em qualquer instante.

Recorrendo a mecénica quéntica para aplicar nos resultados da equacao de Morse,
0s niveis vibracionais sdo descritos pela equagao P15:

1 1\?
E=hv U+§ — by v+§ (2.15)

em que z,, € a constante anarmdnica de vibragao, cujo valor varia entre 0,005 e 0,05.

O modelo anarmonico / quantico também impde algumas restrigdes sobre os possi-
veis estados de energia das moléculas. No entanto, prevé a ocorréncia de transicoes
entre niveis ndo adjacentes, ou seja, com Av = 2 ou superior, as chamadas sobre-
posicoes e transicdes que envolvam duas vibracdes diferentes, ou seja combinacbes
entre vibragdes. Estes dois tipos de bandas sdo as bandas de absor¢do mais comuns
na regiao espectral do infravermelho préximo. Este modelo prevé ainda que a sepa-
racao entre os dois niveis de energia adjacentes diminui com v, 0 nimero quantico
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Figura 2.6.: Fungdes de potencial para o oscilador harménico - A (lei de Hooke) e anarmonico - B (Lei
de Morse) de uma molécula diatémica [B].

vibracional [?4].

De acordo com os pressupostos do modelo anarménico, as vibragbes ndo sao in-
dependentes umas das outras e podem interagir entre elas. Portanto, a energia vibra-
cional total (E,) contém termos cruzados referentes a mais do que uma vibragéao da
molécula [B]:

E,=> hv, <vr+;) +) 0 hay, <vr+;> <vs—|—;> +... (2.16)
para r < s; em que v, € v, sao a frequéncia fundamental e o nimero quantico de
modo vibracional r, respetivamente, e z,; € a constante de anarmonicidade para a
interacao dos modos vibracionais r € s.

A anarmonicidade também pode estar presente nas propriedades elétricas de uma
molécula. Especificamente, ela afeta o seu momento dipolar, que, num modelo anar-
monico, ndo tem uma dependéncia linear com a distancia interatomica. Este tipo de
anarmonicidade pode proporcionar a obtencédo de sobreposicbes e combinacdes de
bandas, que ocorrem mesmo que ndo seja observado desvio mecénico do modelo
harmonico, para um dado sistema [B].

Na Figura 228 encontra-se representada a variagao da energia potencial para 0 mo-
delo do oscilador harménico e para o modelo do oscilador anarménico, onde se evi-
déncia que as distancias entre os niveis vibracionais sao diferentes em cada modelo,
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isto €, no oscilador harménico a distancia entre cada nivel € sempre a mesma, e no
modelo do oscilador anarménico essa distancia vai diminuindo. A figura demonstra,
também, que para elevadas distancias nucleares entre os dois atomos presentes na
ligacdo o modelo do oscilador anarmoénico prevé a dissociacdo enquanto o modelo do
oscilador harmédnico ndo tem este fator em conta, como anteriormente mencionado
[4].

2.5. Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como a "ciéncia que relaciona medidas de um sis-
tema ou processo quimico com o estado do sistema através da aplicacao de métodos
matematicos ou estatisticos" (definicdo segundo a International Chemometrics Soci-
ety). O termo quimiometria foi utilizado pela primeira vez por quimicos, nos anos
setenta, intitulando desta forma, aquilo que mais tarde se viria a tornar numa area de
estudo e aplicagdo de métodos matematicos as ciéncias quimicas[27].

O aparecimento da quimiometria deu um novo impulso a utilizacao da radiacao NIR
em aplicacOes quantitativas e qualitativas. Assim, esta técnica permite desenvolver
modelos que estimem propriedades, por analise de outras propriedades [28]. As ana-
lises quantitativas realizadas em laboratério (determinacdo da quantidade de um de-
terminado composto numa amostra) sdo na maioria dos casos dispendiosas em tempo
e dinheiro, estando cada vez mais a ser substituidas por técnicas instrumentais, entre
as quais surge a espectroscopia de infravermelho, que geram uma grande quantidade
de sinais. Com a crescente sofisticagdo das técnicas instrumentais de analise qui-
mica, impulsionada pelo aparecimento de microprocessadores e microcomputadores
no laboratorio, tornaram-se necessarias novas técnicas de tratamentos de dados mais
complexas do ponto de vista matematico e estatistico, de forma a extrair eficiente-
mente a informagado que esta presente nos espectros, permitindo assim relacionar os
padrdes espectrais obtidos com a variagao das propriedades quimicas e fisicas das
amostras analisadas.

A quimiometria é aplicada em diversas areas, sendo uma das principais areas de
aplicagao a espectroscopia NIR. O uso da quimiometria na espectroscopia NIR con-
siste, entre outras coisas na aplicacao de algoritmos e técnicas quimiométricas no
pré-processamento dos espectros, e no desenvolvimento de ferramentas de analise
multivariada como por exemplo a analise dos componentes principais, a regressao
por minimos quadrados parciais, entre outros.
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2.5.1. Pré-Processamento Espectral

Cada espectro NIR contém uma grande quantidade de informacao tanto a nivel qui-
mico como fisico, e tal como ja foi mencionado, sdo espectros complexos. A otimiza-
¢ao da extragcdo dessa informacéao requer a aplicacao de técnicas de pré-processamento
e de processamento espectral. Pode entdo definir-se o pré-processamento como
sendo a aplicagédo de métodos corretivos de interferéncias passiveis de causar varia-
¢ao na aquisicao dos espectros. Na maioria dos espectros € necessaria a aplicagao
de pré-processamento de forma a diminuir o a influéncia de defeitos e de interferén-
cias [B]. Podem ocorrer distor¢des causadas por exemplo pela saturagdo do detetor ou
falhas no varrimento dos comprimentos de onda. Outras fontes de perturbacao podem
acontecer devido a variagdes no percurso 6tico, sendo que em sélidos podem também
surgir efeitos relativos a dispers@o de luz no caso de as amostras ndo estarem bem
homogeneizadas, sendo este um fendbmeno a ter em conta quando, por exemplo, se
pretende avaliar a composicao quimica de uma amostra. Nesses casos é necessario
aplicar um método corretivo de forma a eliminar os efeitos dessa interferéncia fisica
[5].

Na aquisicao do espectro NIR, estes sao normalmente acompanhados por uma per-
centagem de ruido (sobretudo eletrénico) que pode ser maior ou menor, dependendo
entre outras coisas, do equipamento utilizado. No entanto, este problema pode ser
atenuado através do aumento do numero de varrimentos de comprimento de onda,
embora isso va aumentar o tempo de anélise de cada amostra. Para além desta abor-
dagem, o ruido presente nos espectros NIR pode ainda ser minimizado recorrendo
a alguns métodos de pré-processamento. OQutro dos fatores que causa interferéncias
nos espectros € a variagdo nas condigdes ambientais e na corrente que atravessa o
detetor. Essas variagdes podem levar ao aparecimento de alteracdes da linha de base
dos espectros, sendo novamente necessario recorrer ao pré-processamento espectral
para minimizar esta interferéncia nos espectros [5].

O pré-processamento dos espectros, na grande maioria das ocasides, melhora os
resultados, embora seja necessario compreender o tipo de processamento, e os efei-
tos que estes provocam, de forma a utiliza-lo da melhor forma possivel. A aplicacao
destes pré-processamentos, tem de garantir no entanto, que da sua aplicagdo nao
resultara a perda de informacao quimica e fisica que seja relevante para o objetivo do
estudo.

Descrevem-se de seguida alguns dos pré-processamento que sao normalmente uti-
lizados na espectroscopia, mais em concreto na espectroscopia NIR.
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2.5.1.1. Centralizacdo da Média

A centralizacdo da média (Mean Centering) € uma operacao que se baseia na subtra-
¢ao da absorvancia, de um dado comprimento de onda, pela média da absorvancia
do conjunto de todas as amostras, nesse mesmo comprimento de onda. O principio
descrito pode ser representado pela equagéao Z14:

X]V[C:X—IM*XM (217)

da equacgao T4, X é a matriz com os dados dos espectros, X ;¢ sdo os dados
resultantes da centralizagdo da média, X »; € um vetor que contém os valores médios
de cada coluna de X e por fim, I, representa a matriz identidade com dimensao M,
sendo M o numero de colunas de X.

O objetivo da centralizagdo da média € eliminar dos dados o valor da intensidade de
cada variavel, focando a nossa atencao apenas nas flutuagdes dos dados em torno
do valor médio. Existem algumas aplicagées onde a centralizagdo da média nao é
aconselhavel, pois pode ser vantajoso manter toda a informacao dos dados durante a
parte de modelagéo [?4].

2.5.1.2. Auto-Normalizacao

Este método pode ser considerado a continuagdo do método anterior, isto porque este
pré-processamento compreende a operacao da remocao da média que se efetua na
centralizagdo da média, a qual se segue a divisdo pelo desvio padrdo das variaveis.
Este pré-processamento pode ser descrito pela equacao P-18:

X, = X —Iy*x Xy
Sy

Na equacdo P18, X é a matriz com os dados dos espectros, X, representa os dados

auto-normalizados, S, representa a matriz diagonal quadrada que contém os desvios

padrao normalizados de cada variavel (M é o nUmero de colunas de X).

(2.18)

A auto-normalizacao, tal como a centralizacdo da média, remove a informacao da
intensidade absoluta embora também remova a informacéao da variancia total de cada
uma das variaveis, colocando cada variavel em igualdade de circunstancias. Por
norma, a auto-normalizag&o é utilizada em casos em que os dados a analisar provém
de diferentes tipos de instrumentos ou quando as unidades de medida ndo sdo iguais
para todas as variaveis. A auto-normalizagdo pode também ser usada em casos em
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que os dados provenham dos mesmos instrumentos de medida ou possuam unidades
de medida semelhantes para todas as variaveis, embora seja um método a evitar, no
caso da informacao da variancia total ser relevante para o estudo em questao[29].

2.5.1.3. Derivadas

A aplicacédo deste método consiste na realizacao da derivada de primeira ou segunda
ordem do espectro original, concedendo assim uma maior énfase aos picos do espec-
tro, permitindo um aumento da sua resolu¢cdo. Os métodos derivativos sdo também
usados para remover as variagées da linha de base entre os espectros das diferen-
tes amostras. Assim, a primeira derivada usa-se na remocao dos efeitos aditivos de
linha de base do espectro e é usada também para evidenciar as pequenas caracteris-
ticas presentes no espectro, de forma a facilitar a analise e avaliagao destes pequenos
pormenores. Relativamente a derivada de segunda ordem, os espectros podem ser
estudados da mesma forma, havendo no entanto uma amplificagdo do ruido presente
no espectro, 0 que pode mascarar algumas caracteristicas importantes. Tendo em
conta o problema do ruido, pode ser necessaria a utilizacao de filtros que suavizem o
ruido, antes da aplicagao das derivadas, ou entao restringir a aplicacdo das derivadas
a regides espectrais mais localizadas [30].

2.5.1.4. Correcao Multiplicativa de Sinal

O método da corregao multiplicativa de sinal (Multiplicative Scatter Correction - MSC),
tem sido muito utilizado em leituras de reflectancia difusa e em outras ocasides em
que ocorrem variagdes multiplicativas nos espectros obtidos. Em espectroscopia es-
ses fendmenos podem ser causados pelas diferengas no percurso 6tico das amostras
estudadas, ou devido a processos de dispersao da luz, causados pela falta de homo-
geneidade da amostra.

As variacdes multiplicativas que aparecem em certos espectros ndo podem ser re-
movidas por nenhum dos métodos de pré-processamento descritos atras. Esta corre-
cao é feita de acordo com a equacgao 2-19.

X; = a+bX; (2.19)

(2

Na equagdo P19, (X;) representa cada espectro, onde i diz respeito a amostra, sendo
esse espectro transformado de acordo com a equagdo. X representa o espectro
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transformado para a amostra i, e os coeficientes a e b sdo encontrados de forma a
minimizar a diferenca entre o espectro transformado e o espectro médio.

O espectro de referéncia é muitas vezes considerado como o espectro médio de um
conjunto de amostras. Contudo, de forma a ndo remover informagao quimica relevante
€ necessario selecionar as zonas espectrais cuja variacao se deve apenas a efeitos
instrumentais e fendmenos fisicos. Apenas essa regiao deve ser utilizada para estimar
os coeficientes a e b [30].

2.5.1.5. Variacao do Padrao Normal

O método da Variacao do Padrao Normal (Standard Normal Variate Method - SNV)
€ um dos algoritmos de normalizacdo mais utilizado, sendo usado com o intuito de
minimizar as interferéncias causadas pela diferencas de densidade das amostras e
pelo tamanho das particulas.

A partida, existem dois tipos de informacéo que podem ser recolhidas de um es-
pectro, que sao a sua estrutura e amplitude, nos varios comprimentos de onda. No
entanto apos se efetuar a normalizacio dos espectros, a informacéo relativa a sua am-
plitude é perdida, restando apenas a informagao que se podera retirar da sua estrutura
[30].

O método de pré-processamento SNV é muito semelhante ao método MSC. Este
método tem como principio um ajuste aditivo, através da subtracao da média, e um
ajuste multiplicativo, através da divisdao pelo desvio padrao, para todos os pontos do
espectro. Comparativamente ao método MSC, no método SNV a determinagéo dos
ajustes é realizada de forma diferente, e apenas sao utilizados dados de um s6 espec-
tro, ao contrario do método MSC que utiliza dados de um conjunto de espectros.

Este modelo é caracterizado pela equacgao :

X (i) —m;

Si
O espectro transformado X/, de uma dada amostra i, é obtido pela equacdo P20,
que caracteriza este modelo, na qual X; representa um espectro de uma dada amos-
tra i, m;representa a média do espectro da amostra i, e S; diz respeito ao desvio
padrao para esse mesmo espectro. O modelo SNV embora melhore a precisédo dos
resultados, nao simplifica o0 modelo matematico, e também nao reduz as interferéncias
sistematicas [10]

X'(i) = (2.20)
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2.5.1.6. Outros exemplos de Pré-Processamento

Existem no entanto uma grande quantidade de pré-processamento que podem ser uti-
lizados. De seguida descrevem-se resumidamente alguns desses pré-processamentos
que ndo sendo muito complexos, sdo utilizados em muitas ocasides.

Deslocamento por subtracao de uma constante Este pré-processamento é uti-
lizado na correcao de efeitos aditivos da linhas de base. Assim, 0os espectros sao
deslocados linearmente de forma a fazer corresponder 0 minimo da absorvancia a
zero [30].

Subtracao de uma linha reta Este pré-processamento tem como objetivo a elimi-
nagao do declive ndo nulo da linha de base. Este consiste na subtragdo de uma linha
reta, ao espectro, numa regido espectral previamente identificada [30].

Normalizacdao Minimo Maximo Este método de pré-processamento é muito seme-
Ihante, ao método SNV, descrito atras. Este método consiste na deslocacao linear dos
espectro de forma a igualar a zero 0 menor valor de absorvancia [30].

2.5.2. Métodos de Analise Multivariada

Em estudos de dados que sejam constituidos por centenas ou milhares de variaveis,
embora se possa aplicar um estudo univariado (cada variavel é estudada isoladamente
e de forma descritiva), este constitui um processo moroso e pouco eficiente. Para se
obter uma resposta satisfatéria da andlise de dados de tais dimensdes é necessario
recorrer a uma analise multivariada, utilizando algoritmos e nogbes de quimiometria.

Dentro da analise multivariada existem diversas técnicas, sendo apresentadas de
seguida os principios dos métodos da analise de componente principais, como método
qualitativo e a regressao por minimos quadrados parciais como método quantitativo.
2.5.2.1. Analise de Componentes Principais

A técnica de andlise de componentes principais (PCA), foi inicialmente descrita por
Karl Pearson em 1901, tendo posteriormente recebido contribuicbes matematicas de
Hotelling na década de 1930. No entanto, foi necessario esperar pelo aparecimento
dos computadores para ser amplamente utilizada no dominio das ciéncias sociais,
naturais e exatas, estabelecendo-se como uma pec¢a base da analise multivariada
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("data-mining"). Esta técnica baseia-se na sua capacidade de compressao de dados,
reorganizando a informacao obtida sem perda de informacdes relevantes [10].

A transformacao é feita de modo a que o conjunto de dados possa ser representado
por um numero reduzido de novas variaveis chamadas de fatores ou componentes
principais, que sdo combinagdes lineares das variaveis originais. Com esta andlise,
a representacdo de uma amostra com natureza multivariada pode ser visualizada em
poucas dimensdes. Assim, o primeiro componente principal é calculado por forma
a reter a maior quantidade possivel de variancia, o segundo é calculado da mesma
forma tendo sido retirada dos dados originais a variancia ja contabilizada pelo primeiro
componente, e assim sucessivamente.

Depois de ser aplicado o0 modelo de andlise das componente principais, estas novas
varidveis sdo capazes de se correlacionar entre si, sendo combinagdes lineares das
variaveis originais, sendo isso demonstrado na equagao P21 [10].

t =xi1p1 + xop2 + ... + Xip; (2.21)

Geometricamente os componentes principais (t) podem ser vistos como projegdes dos
dados originais sobre eixos ortogonais (pesos, p) que cobrem o espaco das variaveis,
x. Os componentes contém informacao sobre as diferengas que existem ao nivel dos
objetos (medidas ou observagdes experimentais).

Para uma andlise PCA aplicada a espectroscopia, admitindo que se analisaram n
amostras em m comprimentos de onda, estas informagdes podem ser organizadas na
forma de uma matriz de absorvancia X, com dimensdes n x m. Esta matriz é decom-
posta nas seguintes matrizes: (T), (P) e (E), de acordo com a seguinte equacao:

X=TxP'+F (2.22)

O contelido da matriz (F) do modelo serao tanto menores quanto maior o nimero
de componentes principais que se usam no modelo, pois, 0 aumento do numero de
componentes principais acarreta um aumento da quantidade de informacao retida,
diminuindo dessa forma a informacao restante.

Podem representar-se graficamente os vetores T' e P relativos a cada amostra,
construindo um mapa de componentes principais, a duas ou trés dimensdes, isto se a
variancia for retida apenas nos primeiros componentes principais. Estes mapas per-
mitem o agrupamento de amostras com caracteristicas semelhantes [31].

Tendo em conta o que foi dito atras, o método PCA, apresenta como principais
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vantagens, a facilidade de extra¢do de informacao, a redugéo do numero de variaveis,
através de uma combinacgao linear das variaveis originais e a selecao da informacao
relevante, excluindo por exemplo variagdes associadas ao ruido.

2.5.2.2. Regressao por Minimos Quadrados Parciais

A regressao por minimos quadrados parciais (Partial Least Squares - PLS) foi proposta
inicialmente por H. Wold. Para a aplicacdo do algoritmo PLS na espectroscopia séo
necessarios dois conjunto de dados: um conjunto de dados provenientes dos espec-
tros (matriz Y) e outro conjunto de dados independentes, constituido por propriedades
quimicas das amostras analisadas (matriz X). O objetivo da regressao PLS € estabe-
lecer um modelo que permita a analise de amostras desconhecidas (através da cor-
relagéo dos dois conjuntos de dados referidos atrds, determinando uma propriedade
fisica ou quimica a partir da analise do espectro). Este € um modelo que determina
correlagbes quantitativas, servindo por isso para a construgéo de reta de calibragéo
multivariada. Embora este método seja parecido com o método PCA a forma como as
novas variaveis sao encontradas diferencia os dois métodos, isto porque no método
PCA néo se tem em conta os dados das concentragdes [5].

Dependendo do objeto de estudo, do tipo de amostras e das quantificacées que se
pretende realizar, 0 numero de amostras necessarias para o desenvolvimento do mé-
todo PLS pode variar entre as 20 e as 200 amostras. Quanto maior for a complexidade
da amostra, maior sera o nimero de espectros necessario, para serem analisados de
forma a validar o modelo [30].

O modelo assenta na definigdo de um conjunto de variaveis regressoras escolhidas
de forma sequencial cujo objetivo € maximizar a covariancia entre o conjuntos de
dados das matrizes X e Y e que sejam independentes. Uma forma mais simplista de
olhar o0 modelo, pode ser a regressao entre os componentes principais de ambos os
conjuntos de dados. Para estimar os coeficientes do modelo PLS (pesos) é utilizado
um método iterativo (NIPALS), sendo os componentes estimados de forma sequencial.
O modelo PLS pode ser descrito por:

X=TxP' +E, (2.23)

Y =UxQ'+ Ey (2.24)

A determinacao dos coeficientes P e Q ocorre de forma a maximizar a correlacao entre
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os componentes T e U. As duas matrizes de componentes podem ser relacionadas
por uma regressao linear. No método PLS é utilizado um processo iterativo para gerar
a matriz de pesos. A matriz W contém a covariancia entre os blocos X e Y para
cada componente. Para estimar o vetor regressdo para o modelo PLS(Sxx = X'X e
Sxy = X'Y), pode utilizar-se a equagéo:[37]

bprs =W (WiSxxW) ™ WSxy (2.25)

Para obter estimativas da variavel dependente é possivel utilizar o vetor de regressao.

Ynovo = X xbpLs (2.26)

Ao incluir no modelo PLS a projecao de novos dados espectrais (X yovo) estes vao
dar origem a novos componentes, residuos e a correspondente previsao (Y yovo).

Tnovo = Xnovo * P (2.27)

Enovo =Ynovo — Xnovo *bprs (2.28)

Apesar de apresentar um modelo mateméatico um pouco complexo, 0 método PLS
consegue fornecer bons resultados, sendo por isso muito utilizado em andlises quan-
titativas. O método PLS segue as etapas de calibragdo e validagao interna que avalia
o erro de previsdo de amostras que pertencem ao conjunto de calibragdo. A etapa
de validacao é extremamente importante, pois os resultados dessa etapa indicardo se
o0 modelo construido é adequado ou nao para efetuar a determinagédo do parametro
desejado.
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3. Detecao otica de lesoes de cartilagem
para artroscopia

Atualmente existe uma grande quantidade de técnicas que sao utilizadas no diagnés-
tico de lesdes articulares. Entre todas as técnicas utilizadas, a que é considerada a
técnica padrao, € a artroscopia [33]. Na artroscopia a avaliacao das lesées € muito
subjetiva, pois depende exclusivamente da experiéncia do cirurgido. Para a realizagao
do diagnéstico é visualizado o interior da articulagao num monitor de televisao, sendo
ainda possivel efetuar um conjunto de testes a cartilagem, utilizando o gancho artros-
copico [34]. A identificacao das lesdes de elevado grau apresenta normalmente bons
resultados, existindo diversas técnicas que as conseguem identificar de forma bas-
tante precisa. O mesmo ja ndo acontece na identificagdo das lesdes de baixo grau,
pois existe uma grande dificuldade em fazer a distincdo entre o tecido saudavel e o
tecido que possui lesdes de baixo grau. Nenhuma das técnicas utilizadas para fazer o
diagndstico das lesdes articulares consegue identificar com precisdo as denominadas
lesbes de grau 1, segundo o sistema de classificagdo desenvolvido pela International
Cartilage Repair Society (ICRS) [35].

Como a cartilagem possui uma baixa capacidade para se autorreparar sao neces-
sarias técnicas capazes de efetuar a detecao precoce das lesdes no seu estado inicial,
de forma a possibilitar 0 seu tratamento nos seus estagios iniciais [36].

Comparando a composicao da cartilagem saudavel e da cartilagem afetada com
uma leséo de grau 1, verifica-se um aumento do contetdo de agua de 60 85 % para
mais de 90 % [37]. Para além desta diferenca, sabe-se que os tecidos que possuem
lesbes de baixo grau sofrem alteragbes complexas na composi¢ao da sua matriz, no-
meadamente o colagénio, proteoglicanos e como ja referido, a 4gua [38]. Esse con-
junto de alterag¢des que ocorrem na composigao da matriz vao alterar as propriedades
biomecanicas da cartilagem, sendo possivel correlacionar essas alteragées com as
propriedades 6ticas nas regides VIS e NIR. Assim, a utilizagdo da espectroscopia nas
regides VIS e NIR é uma técnica atrativa, que possui potencial para ser utilizada na
diferenciagéo das lesdes articulares, com especial interesse na diferenciagéo dos te-
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cidos saudaveis e dos tecidos que possuem lesdes de grau 1 [35].

A técnica da espectroscopia € constituida na maioria dos casos por sistemas 0ti-
cos a base de fibras 6ticas, existindo a possibilidade de estas poderem ser integrada
nos sistemas dos artroscopios, mesmo nos mais pequenos. A espectroscopia, ao ser
incluida no procedimento de rotina de uma artroscopia nao acarretaria nenhum risco
para o paciente, levando apenas a um prolongamento, de baixa duracdo, do proce-
dimento cirdrgico, com a possibilidade de analisar em tempo real, o que se podera
passar num futuro préximo [35].

O trabalho aqui apresentado descreve o estudo preliminar realizado para avaliacao
do potencial de aplicagédo da técnica de espectroscopia no estudo de lesdes de cartila-
gem. O estudo foi direcionado para o desenvolvimento de uma solugdo complementar
ao diagndstico artroscopico atual, com especial atencao para a detegao de lesdes de
baixo grau.

3.1. Contexto historico

Os primeiros instrumentos que permitiam a visualizagéo do interior do corpo humano
foram desenvolvidos durante o século XIX, por pessoas da area da medicina. Es-
tes instrumentos, inicialmente designados por cistoscopios, utilizavam dois tubos que
eram iluminados, por velas ou liquidos incandescentes. Esses compostos ao serem
incendiados produziam uma luz que seria refletida por um sistema de espelhos de
um dos tubos para o interior do organismo, proporcionando a sua visualizacao atra-
vés do outro tubo. Com a descoberta da IAmpada feita por Edison em 1879, esses
cistoscépios tornaram-se mais seguros [39].

Foi ja durante o século XX que se registou a utilizagdo de um cistoscépio para
observar o interior do joelho, sendo o procedimento denominado de “Artroscopia”.
Durante as primeiras décadas do século XX, o Professor Japonés, Kenji Takagi tentava
desenvolver um artroscopio, com dimensdes adequadas para permitir a visualizacao
do interior do joelho, sendo apresentado em 1931 o artroscopio N°1, Figura B (a),
instrumento de 3,5 mm de diametro que viria a tornar-se o modelo para os artroscépios
atuais [39]. Ainda na primeira metade do século XX, um discipulo de Takagi, Masaki
Watanabe desenvolveu instrumentos endoscopicos sofisticados, recorrendo ao uso da
eletrénica e da 6tica. O artroscépio N °21, Figura B (b), desenvolvido por Watanabe
ja em 1959, em termos qualitativos era superior a todos os existentes a data, vindo a
tornar-se um modelo para produgédo. No entanto, apesar das melhorias significativas
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@ (b)

Figura 3.1.: Alguns dos artroscdpios inicialmente desenvolvidos. Em (a) esta representado o artros-
copio N °1 desenvolvido por Kenji Takagi; e em (b) esta representado o artroscépio N °21
desenvolvido por Masaki Watanabe [39].

deste artroscopio, continuava a apresentar algumas desvantagens, como por exemplo,
a destruicao ocasional da lampada que poderia levar a contaminacao do joelho. Esse
problema foi ultrapassado nos anos 70, com o aparecimento da fibra 6tica, tornando
assim a artroscopia num procedimento mais seguro e confiavel [39].

Com o evoluir dos artroscopios, verificou-se uma transicdo de uma simples ferra-
menta de diagndstico para uma modalidade terapéutica, solidificando-se a artroscopia
como um tratamento cirurgico de patologias articulares [39].

Em 1974 foi fundada a Associagao Internacional da Artroscopia.

O crescimento da cirurgia artroscépica nos anos 70, esta fortemente associado ao
desenvolvimento da fibra 6tica e a utilizacao da tecnologia de televisdo. As melhorias
na visualizacao, gracas ao uso dos cabos de fibra ética, e o0 monitor de televisao, per-
mitiu que a imagem do interior do joelho pudesse ser visualizada num ecra, ao invés
da visualizagao direta com o olho no artroscépio. Com o evoluir da tecnologia, as con-
dicdes de tratamento foram-se alargando, de tal forma que hoje em dia praticamente
todas as articulagdes do corpo humano podem ser acedidas por via artroscopica [39].

Os anos 80 e 90 anunciavam avangos nos procedimentos e instrumentacao artros-
copica que permitiam aos ortopedistas tratar doengas e lesées com incisdes minima-
mente invasivas. As principais vantagens seriam a diminuicdo das complicac¢des, do
tempo de recuperacao e dos custos médicos no tratamento de pacientes com lesées
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musculo-esqueléticas. Desta forma, a cirurgia artroscopica evoluiu para uma impor-
tante modalidade terapéutica, ao invés da exclusiva ferramenta de diagnostico [39].

3.2. Artroscopia nos dias de hoje

O progresso na artroscopia, especialmente na cirurgia artroscopica, tem sido espe-
cialmente rapido durante as Ultimas décadas. O artroscopio mudou drasticamente a
abordagem do cirurgiao ortopédico no diagnéstico e tratamento de uma grande va-
riedade de doencas articulares. Um alto grau de precisao clinica, combinado com o
facto de ser uma técnica pouco invasiva quando comparada com a cirurgia, tem incen-
tivado o uso da artroscopia para auxiliar no diagnostico e muitas vezes para efetuar o
tratamento [40].

Atualmente, existem diversas empresas que fabricam artroscopios, com caracte-
risticas variaveis. Os artroscopio sao caracterizados pelo seu diametro e por duas
caracteristicas 6ticas principais, que sdo a direcao de visdo e o campo de visao [47].
Quanto ao didametro fisico do artroscopio, hoje em dia sao utilizados aparelhos com
didmetros que variam entre os 1,9 e os 4,3 mm. A direcao de visao, diz respeito ao
angulo entre o eixo do artroscopio e uma linha perpendicular a superficie das lentes.
Existem artroscépios com angulos de visao que vao desde os 0° até aos 120°, sendo
os angulos mais utilizados os de 25° e 30°. Ja os angulos entre 70° e 90° s&o Uteis para
visualizar zonas em torno de cantos, como por exemplo o compartimento posterior do
joelho. A utilizagdo destes angulos de visdo mais elevados tém a desvantagem de
tornar a orientagao do observador bastante dificil [40]. Quanto ao campo de visao dos
artroscépios, corresponde simplesmente ao angulo, que para uma determinada dis-
tancia pode receber luz do objeto observado. Os valores do campo de visdao podem
variar entre 65° e 105° [41].

Existem ainda um conjunto de ferramentas utilizadas durante a artroscopia, como
por exemplo o gancho artroscopico, instrumentos monitorizados de corte, tesouras,
shavers, cautérios, instrumentos especiais para suturar, entre outros. O gancho ar-
troscopico permite efetuar a palpagéao da cartilagem de forma a fazer uma avaliagao
da sua integridade, enquanto as outras ferramentas permitem agir mecanicamente no
interior da articulacéo, de forma a tentar corrigir possiveis lesoes [42].

Atualmente a cirurgia artroscopica do joelho é uma intervengédo que pode demorar
entre 30 minutos e duas horas, dependendo da complexidade da mesma. O procedi-
mento da intervengao consiste em: [43]
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Instrumento cirdrgico
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Figura 3.2.: Figura que ilustra a disposigéo do artroscépio e do instrumento cirdrgico durante uma
artroscopia. Adaptado de [24].

e ¢ feita uma pequena incisdo acima do joelho, na qual é introduzida uma uma
ferramenta que permite introduzir uma solucao estéril, utilizada para melhorar a
visualizac¢do da articulacao do joelho. Essa solugcao permite expandir a articula-
¢ao, enxaguando o sangue e a gordura;

e ¢ feita uma segunda incisdo, normalmente abaixo ou de um dos lados do joelho,
para a introdugao do artroscépio. Os artroscopios utilizados atualmente consis-
tem num tubo de diametro reduzido baseado na tecnologia de fibra ética, que
possui um sistema de lentes ao qual é possivel acoplar uma camara, e uma
fonte de luz. A luz é transmitida através de fibra ética desde a fonte de luz até ao
artroscopio e a imagem é guiada desde a camara acoplada ao artroscépio até
um ecra de televisdo onde aparece ampliada;

e ¢ feita uma terceira incisdo que serve para a introdugao de outros instrumentos.
Esses instrumentos introduzidos através desta incisdo permitem a realizacao de
tratamento cirargico, como por exemplo remover pedacos de cartilagem ou 0sso,
fazer uma biopsia do tecido ou realizar pequenas cirurgias. A Figura B2 ilustra
a disposi¢ao do artroscépio e do instrumento cirdrgico durante a artroscopia;

e 0s instrumentos sdo removidos, e a solucao estéril lavada.

Para a realizagdo de uma intervengao artroscépica sdo necessarios um conjunto de
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Figura 3.3.: Diagrama de blocos dos varios constituintes utilizados nas artroscopias.

componentes, que se organizam entre si, de acordo com o diagrama de blocos repre-
sentado na Figura B3.

Atualmente trabalha-se com luz branca fria e filtrada, descartando as frequéncias do
infravermelho e do ultra-violeta que ndo trazem vantagens na produgéo de imagens.
As fontes de luz que produzem uma maior luminosidade sdo as fontes de Xenon. No
entanto as fontes que normalmente sdo utilizadas sao as fontes de Halogéneo com
poténcias que variam entre os 150 e os 500 W, sendo o feixe de luz alaranjado. A li-
gacao entre a fonte de luz e o tubo artroscopico é feita normalmente através de cabos
de fibra 6tica que possuem dois adaptadores de forma a serem acoplados a fonte e
ao tubo artroscépico. Quanto ao tubo artroscopico, este é composto por um reves-
timento resistente que lhe permite ser esterilizado sem se danificar, um sistema de
lentes no seu interior, e um conjunto de fibras que conduzem a luz para o interior da
articulacdo, como é possivel observar na Figura B4 (a). O sistema de lentes que se
usa atualmente, Figura B4 (b), tornou possivel desenvolver artroscépios de diametros
ainda mais reduzidos, sendo obtido um maior angulo de visdo e as imagens obser-
vadas do interior da articulagdo sdo mais brilhantes. Atualmente a configuragao 6tica
dos varios artroscépios existentes € idéntica, variando apenas o angulo de visao e o
campo de visdo, tal como ja foi referido. No que diz respeito a camara, esta é aco-
plada diretamente no artroscépio, utilizando o sistema de lentes do tubo artroscépico
para observar o interior da articulagdo. Atualmente sédo utilizadas camaras de alta
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resolucdo (resolugcéo horizontal de mais de 700 linhas), com um sistema de imagem
baseado em uma ou mais CCD’s. As imagens recolhidas sao transmitidas para um
monitor de televisdo. A qualidade do monitor influéncia a qualidade da imagem obser-
vada e por consequéncia a qualidade do diagndstico, por isso este € um pormenor que
deve ser tido em conta. Deve escolher-se um monitor com um tamanho e resolugéao
adequados, de acordo com as caracteristicas da camara que esta a ser utilizada [43].

Sistema de Lentes

Conjunto de Fibras

(@)

e Sistema dplico tradicional —1 h

) —p— v — ) R "
I_.I"
% L 2
", Sistema SESHREE] da lentes cilindricas
LY
- T 3 LT
r."
o Diametro reduzido
i Maior Sngulo :
magem mais brilhante

Figura 3.4.: Constituigdo do tubo artroscépico: (a) disposi¢éo das fibras de iluminagéo e do sistema de
lentes; (b) sistema de lentes que era utilizado antigamente e o sistema de lentes cilindricas
que é utilizado atualmente. (Adaptado de [40]).

A artroscopia apresenta diversas vantagens, quando comparada com a cirurgia
aberta, nomeadamente a diminuicdo de possiveis complicagdes, possibilitar uma re-
cuperagao bastante mais rapida aos pacientes sujeitos a artroscopia e em termos de
custos, € mais rentavel do que a cirurgia aberta. No entanto, e apesar da constante
evolugéo das ferramentas e dos procedimentos artroscépicos, a técnica continua a ter
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algumas limitagdes. Durante as artroscopias a avaliagdo das lesdes depende exclusi-
vamente da experiéncia do cirurgido. Embora o diagnostico de lesdes de elevado grau
apresente normalmente bons resultados, sendo este tipo de lesdes relativamente éb-
vias, mesmo para cirurgides sem muita experiéncia, 0 mesmo ja ndo acontece para
o diagnostico de lesdes de baixo grau. A avaliagéo clinica das lesdes de baixo grau
da cartilagem é muito dificil, sendo particularmente dificil a distingao entre as lesées
no seu estado inicial e o tecido saudavel. A dor, restricdo de movimentos, efusdo ou
crepitacdo da articulacdo sao sintomas pouco especificos, podendo ocorrer também
em outras doengas articulares [35]. Na detecao das lesGes de baixo grau durante a
artroscopia, realizam-se um conjunto de testes com o gancho artroscopico, entre os
quais a palpagao e a verificagdo da resisténcia mecéanica dos tecidos. Os resultados
desta palpacao sdo no entanto muito subjetivos, pois dependem, entre outras coisas,
da forca e direcao aplicadas pelo cirurgiao durante os testes [45]. Assim, algumas das
principais limitagbes da artroscopia sdo a subjetividade dos diagnosticos e a dificul-
dade de identificacdo dos tecidos que possuem lesdes de baixo grau.

3.3. Anatomia do joelho

O joelho é essencialmente constituido por quatro ossos: o fémur, ou osso da coxa, é
0 0ss0 que liga a anca ao joelho; a tibia, ou 0sso da canela, liga o joelho ao tornozelo;
0 peronio € um 0sso mais curto e mais fino que a tibia, sendo-lhe paralelo no seu
exterior; a patela (rétula do joelho) é um pequeno 0sso, que quando o joelho se dobra,
fica localizado a sua frente. O joelho é assim uma articulagdo conjunta, com uma
estrutura altamente mével e complexa. E considerado uma articulagdo sinovial, o que
significa que é revestido por uma membrana sinovial que produz um liquido com o
intuito de lubrificar e nutrir o interior da articulacao [48].

As superficies lisas na extremidade do fémur e da tibia sdo denominadas de cartila-
gem articular. Esta cartilagem tem um papel importante no funcionamento da articu-
lacao, proporcionando estabilidade e permitindo o seu correto funcionamento [46].

Existem dois céndilos femorais que cobrem a extremidade arredondada do fémur,
como se pode ver na figura B3 (a). A sua superficie articular proporciona um des-
lizamento suave e lubrificado, com um coeficiente de atrito muito baixo, de forma a
que o fémur se possa mover facilmente sobre o menisco tibial [47]. Relativamente ao
menisco, ilustrado na figura B8 (b), as suas por¢coes medial e lateral sdo constituidos
por finas camadas de fibrocartilagem em forma de C, que cobrem a superficie tibial de
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Figura 3.5.: Superficies superior e inferior da cavidade do joelho, nomeadamente o condilo femoral (a)
e 0 menisco (b) [48].

forma incompleta, onde esta se articula com o fémur. A maior parte do menisco néao é
irrigado pelo sangue, e, por essa razao, quando danificado, é incapaz de desencadear
um processo de regeneragdo, como normalmente ocorre nos outros tecidos do corpo.
Para além disso, 0 menisco deteriora-se com a idade, acontecendo frequentemente o
desenvolvimento de rasgos degenerativos. Quando o menisco esta danificado, exis-
tem pedacos rasgados de tecido que se movimentam de forma anormal no interior da
articulagéao [46].

O ligamento cruzado anterior (LCA) (Figura B8 (a)), é o principal ligamento estabi-
lizador do joelho. O LCA localiza-se no centro da articulacdo do joelho, sendo a sua
origem no fémur e terminando na tibia, atravessando desta forma o centro do joelho.
O LCA impede o fémur de deslizar para tras sobre a tibia (ou a tibia de deslizar para
a frente sobre o fémur). Juntamente com o ligamento cruzado posterior (LCP), Fi-
gura B8 (b), o LCA estabiliza o joelho de uma forma rotativa. Assim, no caso de um
desses ligamentos estar significativamente danificado, o joelho tornar-se-a instavel,
causando-lhe uma curvatura e correndo o risco de ceder. Relativamente ao LCP, pelo
facto de as lesbes deste ligamento ndo ocorrerem com tanta frequéncia, a pesquisa
efetuada até agora € muito menor. No entanto, sabe-se que o LCP tem como principal
fungé@o impedir que o fémur se mova no sentido anterior, sobre a tibia, sendo portanto
um ligamento que serve de estabilizador basico do joelho, tendo este uma resisténcia
quase duas vezes superior ao LCA. Ele fornece ainda um eixo central sobre o qual



60 | FCUP
Capitulo 3. Detecéao 6tica de lesdes de cartilagem para artroscopia

™

7

(@) (b) (©)

Figura 3.6.: Ligamento Cruzado Anterior (LCA) (a), Ligamento Cruzado Posterior (LCP) (b), e Liga-
mentos Colaterais (c) [46].

o joelho pode girar. Existem ainda os Ligamentos colaterais, Figura B8 (c), que tém
como principal fungéo evitar a adugéo e a abdugao, e ainda uma extensdo excessiva
[46].

3.3.1. Cartilagem articular

A cartilagem articular é constituida por diversas substancias, contribuindo cada uma
delas para a sua integridade global, durabilidade, deformabilidade e capacidade de se
reparar a si propria [48]. O principal constituinte da cartilagem é a matriz de colagénio
que é rodeado por proteinas e proteoglicanos carregados negativamente. O colagénio
existente na cartilagem tem como fungao ajudar a resistir as forcas extrinsecas durante
as cargas [449].

A cartilagem encontra-se estruturalmente organizada em camadas, que podem ser
divididas em quatro zonas: a zona superficial, a zona central (de transi¢do), a zona
profunda e uma zona de cartilagem calcificada. A zona superficial corresponde a su-
perficie da articulagéo que proporciona um deslizamento suave, tendo no entanto uma
resisténcia enorme. Esta zona possui 0 maior teor de colagénio de todas as camadas,
encontrando-se as fibrilas de colagénio com um alinhamento altamente ordenado (pa-
ralelo a superficie articular) e com uma elevada densidade. A zona superficial € ainda
caracterizada pelo baixo médulo de compressibilidade, podendo deformar-se aproxi-
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madamente 25 vezes mais do que a zona intermédia. A zona central possui 0 médulo
de compressibilidade mais elevado do que a zona superficial € uma menor organiza-
¢ao das fibras de colagénio. A zona profunda é constituida por camadas de fibrilas
de colagénio com elevados diametros, que sao perpendiculares a superficie articu-
lar. Esta camada tem o maior médulo de compressibilidade. A cartilagem calcificada
esta apoiada diretamente sobre 0 0sso subcondral [49]. A cartilagem normal de um
adulto é composta por 75 por cento de agua e 25 por cento de sélidos. Os sélidos
correspondem ao colagénio e ao proteoglicano [449].

3.4. Patologias mais comuns

As descobertas mais comuns no decorrer da artroscopia de joelho séo defeitos e le-
sbes da cartilagem. Estas lesdes, resultam na maioria dos casos da degeneracao
que existe dentro da articulagdo, ocorrendo normalmente na fase inicial da osteoar-
trite (OA). A OA é uma doenga musculo esquelética de desativacdo progressiva, que
€ caracterizada pela degradagéo da cartilagem articular [60, 51]. Com o aumento
da idade dos pacientes a incidéncia de lesdes da cartilagem articular aumenta [52].
Devido ao aumento da idade e da maturidade esquelética, as camadas basais da car-
tilagem articular vao-se calcificando, desenvolvendo a denominada marca ondulada.
Esta mesma marca ondulada proporciona um plano de maior fraqueza, através do
qual podem ocorrer fraturas. Lesbes condrais de toda a espessura sdo mais frequen-
tes em pacientes na faixa etaria dos 30 anos. Para idades superiores, 0 plano de
maior fraqueza vai mover-se para zonas da cartilagem mais distantes do osso sub-
condral, passando a localizar-se assim na cartilagem mais superficial, o que leva a um
aumento da incidéncia de lesdes condrais de espessura parcial [62].

Num estudo conduzido nos EUA, entre 1991 e 1995, Walton et al. [63] encontraram
uma prevaléncia de lesdes condrais, 31.516 (correspondente a 63%), num total de
19.827 artroscopias de joelho. Foram encontradas no total 53.569 lesdes da cartila-
gem articular durante essas 19.827 artroscopias, uma média de 2,7 lesdes por joelho.
A média de idade do paciente com lesdes foi de 43 anos. As lesées encontradas con-
sistiam em OA dissecante (0,7%), fraturas articulares (1,3%), lesbes de grau | (9,7%),
lesbGes de grau Il (28,1%), lesbes de grau Ill (41,0%), e lesbes grau IV (19,2%). As
localizagbes mais comuns dessas lesdes de grau lll foram a patela e o condilo medial
do fémur. O coéndilo medial do fémur foi o local mais comum para lesdes Unicas de
grau IV. A patela e condilo lateral do fémur foram os dois locais onde se encontraram
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um maior numero de lesdes. A classificacao das lesdes era feita de acordo com os
sistema de classificagdo descritos na Secc¢ao B4

3.4.1. Classificacao das lesoes

Existem diversos sistemas de classificagcdo das lesbes da cartilagem articular, que
naturalmente apresentam diferencas entre si, possuindo limitagdes e deficiéncias que
suscitam diferentes interpretacdes. Os aspetos fundamentais a ter em conta na clas-
sificacao das lesdes sao a aparéncia da superficie da cartilagem, a localizagdo da
lesao, e a profundidade da mesma [54].

Existem alguns sistemas de classificacdo que foram deixando de ser utilizados pois
tinham muitas limitacées e em alguns dos casos pressupunham o uso de avaliagdes
quantitativas, que podem ou nao ser aplicadas da mesma forma pelos diferentes ob-
servadores. De entre esses sistemas de classificacdo destacam-se o sistema de Ben-
tley, o de Ficet e Hangerford, o de Casscells e o de Insall [54]. Outro sistema de
classificacao importante € o de Outerbridge. Este sistema foi readaptado ao longo
dos anos, de forma a ser utilizado na classificacdo de les6es condrais [B5]. A sua
precisdo e reprodutibilidade de classificagéo foi abordada por Cameron et al. [58],
quando estes testaram a sua fiabilidade e reprodutibilidade para diversos observado-
res. Foram comparadas as classificagoes efetuadas utilizando este sistema, com as
classificacoes obtidas a posteriori através da abertura de articulagdes de seis cada-
veres. A taxa de precisdo de classificagdo variou entre os 22 e 100 por cento, com
menor precisdo no diagnostico das lesdes de grau inferior, e boa precisao na identifi-
cagao das lesbes de graus mais elevados [56].

Existe ainda outro sistema de classificagao, desenvolvido pela ICRS, onde a clas-
sificacdo das lesdes da cartilagem é definida como um defeito superficial, com uma
espessura parcial ou total [33]. O sistema de classificacdo ICRS diferencia os diver-
sos graus das lesdes através da analise da profundidade da lesdo - classificadas de
0 a 4, e da éarea danificada - classificada desde normal a alteragdo severa. Neste
sistema, a cartilagem que tem um aspeto macroscopico normal, sem defeitos visiveis,
é classificada como ICRS 0. Se a cartilagem tem uma superficie intacta, mas apre-
senta fibrilagdo e/ ou uma leve perda de rigidez, entao sera classificada como ICRS
1A, e se adicionalmente existirem laceragdes superficiais e fissuras, nesse caso sera
classificada como ICRS 1B - quase normal [43]. As les6es sdo mais extensas em
profundidade, mas no entanto envolvem menos do que 50 por cento da espessura da
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cartilagem sao classificados como ICRS 2 - anormal. As lesdes que pelo contrario,
se estendem em mais do que 50 por cento da espessura da cartilagem séo classifi-
cadas como ICRS 3 - severamente anormal. No entanto, existem quatro sub-grupos
neste grau: 3A, 3B, 3C e 3D, dependendo se a lesdo envolve ou ndo a camada
de cartilagem calcificada. O traumatismo de uma articulagcdo pode criar defeitos na
sua cartilagem, que caso ndo sejam tratados podem estender-se ao 0sso subcondral.
Estas lesdes osteocondrais que se estendem a toda a espessura da cartilagem séo
classificadas como ICRS 4 - severamente anormal. [43]. Excluidos desta categoria
estao os defeitos que séo classificados como osteocondrite dissecante, que possuem
um sistema de classificagao préprio [33].

Na Figura B4 estdo representados todos os graus de lesdes, e respetivos sub-
grupos, que sdo definidos pelo sistema de classificagdo ICRS. De entre todos os sis-
temas de classificagé@o, o que € mais utilizado atualmente é o desenvolvido pela ICRS,
pois € aquele que apresenta menos limitacdes e foi desenvolvido para ir de encontro
as necessidades dos cirurgides artroscépicos [13].

3.4.2. Técnicas de detecao das lesdes intra-articulares e desafios atuais

Nas fases inicias das lesdes verifica-se um aumento do conteddo considerado normal
de agua, de 60-85% para mais de 90% [37]. Na composicao da cartilagem articular
o conteldo em agua nao é constante, variando com a profundidade sendo superior
a superficie e menor em zonas de maior profundidade [568]. As fungdes primarias
da agua na cartilagem sao a absor¢cao de choques durante cargas, o transporte de
nutrientes e a lubrificagdo [59]. A agua existente no interior da cartilagem pode ser
agrupada em trés conjuntos distintos: a agua denominada livre, a agua que forma
ligacdes de hidrogénio com a superficie do colagénio, ficando presa entre as suas fi-
bras (fortemente ligada) e, por ultimo, a agua que forma ligagdées de hidrogénio com
proteoglicano aniénico (fracamente ligada) [0, B1]. Pensa-se que o aumento de agua
que ocorre nas fases iniciais das lesdes seja devido a desnaturacdo da rede de cola-
génio, o que conduz a diminuicdo do conteudo de proteoglicanos [62, B3] e por sua
vez vai criar um aumento de agua na matriz do tecido. Como a cartilagem tem uma
baixa capacidade de se autorreparar, fruto da baixa taxa de renovagao celular e do
facto de ser tecido nao vascularizado, sdo requeridos métodos de detecao precoce da
degeneracgdo da cartilagem de forma a evitar o agravar das lesbes [36]. Essa detecao
precoce é de elevada importancia pois possibilitaria um tratamento por intervencao
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Grau 0 - Mormal

Figura 3.7.: Sistema de Classificagdo ICRS [57].
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médica ou cirdrgica, na altura em que é provavel que essa intervengao tenha maior
beneficio. Recentemente foram desenvolvidos varios estudos que investigam novos
meétodos para melhorar a dete¢@o de lesées no seu estado inicial, baseados nas alte-
racoes do conteldo de agua, das caracteristicas da matriz e ainda das propriedades
mecanicas da cartilagem [64].

Existem diversas técnicas que sao utilizadas para o diagndéstico destas lesdes arti-
culares. Entre todas as técnicas utilizadas, a que é considerada a técnica padrao, é a
artroscopia [33], ainda que, como ja foi referido, a artroscopia nao seja muito precisa
na identificacao de lesdes no seu estado inicial [45].

A radiografia convencional e a Tomografia Computarizada (CT) também sao utili-
zadas na avaliacao das lesGes articulares. O exame radiolégico de uma articulacao
recorrendo a radiografia e ou a CT continua a fazer parte de um procedimento de
avaliacdo que se encontra padronizado [35]. Ambas as técnicas possuem resolugcdes
axiais que excedem os 500 pm, 0 que é insuficiente para a detecao da maior parte das
alteracdes da microestrutura e ndo é capaz de retratar a cartilagem articular. Assim,
recorrendo a estas técnicas, € impossivel identificar ou visualizar les6es de baixo grau
[B5].

A Imagiologia por Ressonancia Magnética (MRI), é um dos mais importantes mé-
todos de diagnéstico de lesbes na cartilagem, tendo a vantagem de ser nao invasiva.
Varios estudos demonstraram a alta viabilidade da MRI enquanto técnica de avalia-
cao das lesdes condrais do joelho [66, 67]. Esta é uma técnica muito utilizada no
diagndstico de patologias intra-articulares, tais como lesdes dos ligamentos ou do me-
nisco, possuindo resolugdes superiores a 100 pm. Com o recurso a sequéncias de
impulsos apropriadas, é possivel quantificar o volume e a espessura da cartilagem de
forma nao invasiva, com elevada precisao [68, 69]. No entanto, esta técnica também
é relativamente imprecisa na distincao entre lesdes de baixo grau e cartilagem intacta
[62, [Z0].

Ha alguns anos atras, outra aplicacdo de diagnéstico ético infravermelho (IR) foi
introduzido com o intuito de avaliar a microestrutura da cartilagem articular osteoar-
tritica. A tomografia de coeréncia 6tica (OCT) é uma tecnologia de imagem de alta
resolugdo, na escala micrométrica, em que € medido um sinal interferométrico que é
refletido [Z7]. A resolugao microestrutural varia entre 4 e 30 um e a penetragao a qual
se conseguem recolher imagens esta limitada a aproximadamente 4 mm. A OCT tem
capacidade para encontrar defeitos na microestrutura da cartilagem, como a fibrilagao,
a fibrose e anormalidades na placa éssea subcondral e, portanto, pensou-se que esta
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poderia ser uma tecnologia promissora para o diagnéstico precoce de lesdes na carti-
lagem [72]. No entanto, até agora apenas foram realizados estudos in vitro ou estudos
com grupos de pacientes relativamente pequenos e inconsistentes [73, [74].

Relativamente a espectroscopia de infravermelho préximo (NIRS), esta é outra das
técnicas utilizadas, sendo uma alternativa atrativa, na diferenciacdo das lesbes da
cartilagem [64]. O diagndstico de lesdes articulares através da utilizagdo da espec-
troscopia da regido do visivel e do infravermelho préximo foi utilizado pela primeira
vez por Shaw et al. [75]. Sabe-se que durante a fase inicial da degeneragéo de cartila-
gem, esta sofre alteracbes complexas na composi¢cao da sua matriz (agua, colagénio
e proteoglicanos) [38]. A cartilagem com uma lesdo ICRS de grau 1 mostra possuir
uma rigidez mecanica significativamente menor e uma maior deformacao plastica do
que uma lesao ICRS de grau 0 [76], e, outro pormenor muito interessante, estas alte-
racdes complexas que ocorrem dentro da composicdo da matriz € que consequente-
mente alteram as propriedades biomecanicas do material estdo correlacionadas com
as suas propriedades 6éticas na regido do visivel e do infravermelho préximo. Rea-
lizando a espectroscopia VIS e NIR, os resultados obtidos estdo significativamente
correlacionados com a perda de dureza mecéanica e aumento do conteludo de agua
[35]. Assim, a espectroscopia que utiliza estas regides do espectro eletromagnético,
pode, num futuro préximo, vir a desempenhar um papel de elevado relevo no diagnds-
tico e acompanhamento da evolugéo das lesdes, avaliando o sucesso da reparagao
e/ ou regeneracao da cartilagem, utilizando diferentes abordagens terapéuticas [35].
Um dos grandes desafios é encontrar o comprimento de onda especifico, que permita
estabelecer uma melhor correlagéo entre os resultados recolhidos pela espetroscopia
VIS e NIR e o conteludo de agua, glicosaminoglicanos e colagénio da cartilagem.

Apesar da avaliagao das alteragées do conteudo de agua na cartilagem poder ser
encarada como uma boa estratégia na detecédo precoce das lesdes da cartilagem, é
ainda necessario encontrar e otimizar um método que seja ndo/ ou minimamente in-
vasivo e que forneca resultados quantitativos validos [64]. Spahn et al [77, [Z3, [74]
realizaram uma série de estudos, utilizando a espectroscopia NIR, com o intuito de
avaliar a utilidade desta técnica na detecao de defeitos da cartilagem. Num dos es-
tudos, foi analisada a banda de absorgao da agua em NIR (de 1,4 um a 1,1 um), re-
sultando na obtencdo de uma matriz de absorvancia que foi considerada como sendo
um indicador do teor de &gua [77]. O segundo estudo destes mesmos autores mos-
trou que os dados espectrais NIR obtidos a partir da analise da cartilagem humana
tiveram melhor concordancia, com vista a predicao de lesdes iniciais da cartilagem do
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que a ressonancia magnética e a artroscopia [35]. Por outro lado, Marticke et al. [[78]
relacionou os dados obtidos através da espectroscopia NIR da analise da cartilagem
com as suas propriedades mecanicas, mostrando que existe uma correlagao positiva
entre os espectros NIR e moédulo de Young de cartilagem que possui lesdes. Todos
estes estudos, em conjunto, demonstram o potencial da espectroscopia no auxilio da
avaliacao das alteracdes da matriz da cartilagem num ambiente clinico.

3.5. Avaliacao da aplicabilidade da espectroscopia na
analise de cartilagem articular

Nesta secgéo apresenta-se o trabalho realizado com o objetivo de desenvolver uma
ferramenta simples, possivelmente conciliavel com o artroscépios, e que permita a
disting&o entre os diferentes graus de lesGes da cartilagem articular.

Para isso, procedeu-se a um conjunto de estudos:

e caracterizacdo espectroscopica da cartilagem articular, nas regiées VIS (400 -
1000 nm) e NIR (900 - 1700 nm);

e analise dos espectros recolhidos, de forma a identificar bandas de comprimento
de onda que apresentem comportamentos diferenciados para os diversos graus
de lesao;

e construcao de uma ferramenta de analise de imagens com base nos resultados
do estudo dos espectros.

A ferramenta desenvolvida tem a capacidade de processar imagens recolhidas em
trés comprimentos de onda distintos a partir das amostras, e produz uma medida
quantitativa que se espera especifica dos diferentes graus de lesdo presentes nas
amostras em andlise.

3.5.1. Amostras

Para poder realizar a analise espectroscépica de cartilagem articular, foram recolhidos
de um talho alguns fragmentos de joelho de boi. Os fragmentos foram inspecionados
por um médico especialista em artroscopia. O estudo espectroscépico analisou uma
selecdo de amostras que evidenciavam a presenca de diferentes graus de lesdo. A
Tabela 3.1 indica as caracteristicas principais das amostras selecionadas.
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| ID | Origem Anatémica | Forma |
1 Prato Tibial Plano / Cbncavo
2 Tréclea Plano / Cbncavo
3 Céndilo Convexo
4 Céndilo Convexo
5 Troclea Plano / Céncavo
6 Prato Tibial Plano/ Céncavo

Tabela 3.1.: Caracteristicas das amostras utilizadas neste trabalho.

Inicialmente efetuou-se uma sessao de medidas, na qual foram utilizadas as duas
primeiras amostras descritas na Tabela B, procedendo-se a recolha de espectros VIS
e NIR para os graus de lesé@o 1, 2, 3 e 4. No total foram recolhidos cerca de quarenta
espectros na regiao do visivel, e vinte espectros na regiao do infravermelho préximo.
Os pontos de medida foram escolhidos pelo ortopedista, que indicava a grau da lesao
para cada um dos espectros recolhidos, assim como a geometria da superficie (plana,
cbncava ou convexa) no ponto de recolha do espectro. Posteriormente efetuou-se
outra sessdo de medidas, na qual foram utilizadas as amostras 3, 4, 5 e 6, com o
objetivo de recolher imagens das amostras de cartilagem para serem utilizadas na
ferramenta desenvolvida para a classificagdo de lesdes.

3.5.2. Instrumentacao utilizada

Na Figura B8 (a), ilustra-se o processo de recolha de espectros e na Figura B8 (b) o
respetivo esquema experimental.

Para a recolha dos espectros foram utilizados dois espectrémetros, um para a regiao
do VIS (USB 2000, Ocean Optics) e outro para a regiao do NIR (NIR Quest 512, Ocean
Optics). Foi ainda utilizada uma fonte de luz (HL-2000, Ocean Optics), e um acoplador
em fibra ética multimodo 1(in) x 2(out) (Split 400 - VIS-NIR, Ocean Optics).

O espectrometro VIS é bastante versétil, possibilitando a medicdo da absorc¢éo,
transmissao, reflectancia, emissao, cor, entre outras aplicagées. Este espectrome-
tro possui um sensor linear de silicio e um tempo de integracdo que varia desde 1 ms
até 65 s. Existe a possibilidade de configurar o espectrometro, otimizando a gama de
comprimento de onda medida e a resolucao espectral, ajustando-se as medicdes que
se pretendem utilizar. No nosso caso, o espectrometro possui uma fenda de 25 um
e proporciona uma detecao espectral dos 339,33 nm até aos 1025,77 nm com uma
resolugao espectral de 1.34 nm.
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Figura 3.8.: Pormenor da recolha de espectros de uma das amostras de cartilagem (a) e esquema da
montagem experimental (b).

O espectrometro NIR tem uma resposta de alto desempenho. Este possui um dete-
tor linear de InGaAs e um tempo de integracao que varia desde 1 ms até 120 s. Gracas
a sua optoeletrénica de baixo ruido, este espectrémetro € ideal para aplicagbes como
por exemplo a detecdo de humidade, analises quimicas de alta resolucao e caracteri-
zagao de lasers e fibras éticas. Possui ainda como principal vantagem a 6tima razao
sinal ruido de 15000:1, que permite utilizar um tempo de integracdo maior, sem inter-
feréncia do ruido, melhorando assim a qualidade dos resultados obtidos. No nosso
caso, o espectrometro de infravermelho préximo proporciona uma detecao entre os
900 e os 1700 nm, com uma resolugao espectral de aproximadamente 3 nm.
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A lampada de Halogéneo utilizada (fonte € de 5 W), emite radiagcdo nas gamas do
VIS e do NIR (360 - 2400 nm) e possui um tempo de estabilizacdo de aproximada-
mente 10 minutos.

Para estabelecer a ligacao entre a fonte de luz, as amostras analisadas e os es-
pectrometros foi utilizado um acoplador em fibra ética multimodo “1(in) x 2(out)”. Uma
das saidas é acoplada a fonte de luz, a outra é acoplada a um dos espectrémetros e a
entrada foi utilizada para transportar a luz proveniente da fonte até a amostra e para re-
colher e focalizar a luz refletida pela amostra, como esta esquematizado na Figura B8
(b). Nesta montagem experimental utilizou-se inicialmente o espectrometro do visivel,
sendo posteriormente substituido na montagem experimental pelo espectrometro do
infravermelho préximo, para recolher os espectros do visivel e do infravermelho pro-
ximo, respetivamente. Os espectros foram adquiridos através do software de controlo
e aquisicao de dados SpectraSuite da Ocean Opctics. O protocolo de recolha dos
espectros consistiu em:

1. Medigao de espectros de referéncia:

a) Espectro “branco” corresponde ao espectro da reflectancia que ocorre na
ponta da fibra ética, estando representados na Figura B9 os espectros
“brancos” VIS e NIR;

b) Espectro “escuro” corresponde ao espectro quando a excitagdo luminosa
esta desligada;

2. Recolha dos espectros que correspondem ao sinal luminoso que é refletido difu-
samente pela amostra de cartilagem articular;

3. Armazenamento dos espectros VIS e NIR para cada amostra.

Durante a recolha dos espectros, a ponta do acoplador de fibra 6tica utilizado para
recolher o sinal da reflectancia da amostra de cartilagem, Figura B8 (a), estava em
contacto com a amostra, de forma a minimizar os valores da reflectancia que se veri-
ficavam em alguns casos. Para além disso, por vezes era ainda necessario adicionar
agua na regiao que se pretendia analisar.

Quanto a recolha de imagens, foi utilizada uma camara AVT Stingray F-504B, que
€ uma camara black and white, que tem a possibilidade de fornecer imagens com
uma profundidade de resolucao de 8, 14 e 16 bits. No entanto, o software utilizado
para a aquisicdo das imagens nao foi o do fabricante da camara, o que nos dificultou
a obtencado de dados de imagem com uma resolugéo superior a 8 bits. As imagens
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Figura 3.10.: Esquema da montagem experimental para a recolha das imagens da cartilagem.

foram recolhidas com o shutter a zero e o ganho a 1375. Juntamente com a camara,
foram acoplados filtros 6ticos para a captura das imagens. Foi utilizado um kit de filtros
passa banda, da “Edmund Optics”, com uma largura de banda de 2 a 5 nm. Este tipo
de filtros sao utilizados nas mais diversas areas, entre as quais a espectroscopia, per-
mitindo estes transmitir seletivamente uma janela de comprimentos de onda definida
pelo filtro, rejeitando toda a restante gama. Na Figura B0 é possivel ver o esquema
experimental da aquisicao de imagens da cartilagem.
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3.5.3. Pré analise da informacao espectral

Existem diversos fatores que contribuem para a variabilidade da aparéncia de espec-
tros recolhidos em condig¢oes idénticas, quando se trata de amostras com a complexi-
dade dos tecidos biolégicos. A fluorescéncia é um desses fatores, dependendo esta
nao so6 da frequéncia e da intensidade da radiacao incidente, como também do tempo
de exposicao e da localizagdo da zona em estudo, isto porque as amostras sao morfo-
logicamente irregulares e quimicamente heterogéneas. Fatores como a rugosidade e a
espessura da amostra analisada influenciam a intensidade do sinal recolhido, podendo
comprometer a qualidade do espectro, bem como a razao sinal-ruido. E entdo neces-
sario proceder a uma uniformizacdo dos dados, de forma a poder obter informacao
util dos espectros recolhidos, para que seja possivel efetuar comparagbes quantitati-
vas e sistematicas entre os diversos espectros que foram recolhidos. Assim, todos os
espectros sofreram um processo de corregao da intensidade através da normalizagao
minimo maximo, que foi descrita na Secgao PAT1H.

3.5.4. Processamento de informacao espectral

No estudo sistemético, com vista a caracterizacao da regido espectral dos 400 aos
1700 nm, foram examinados os sessenta espectros que foram recolhidos, relativos a
diferentes graus de lesdes presentes na cartilagem. O objetivo deste estudo é encon-
trar alguma evidéncia espectroscopica (amplitude, posi¢cao de picos) que possa ser
diretamente relacionada com o grau das lesées que estao presentes nas amostras de
cartilagem articular.

A Figura B3 mostra um conjunto de espectros que foram recolhidos durante a
primeira sessao de medidas, na qual foram utilizadas as duas primeiras amostras
descritas na Tabela B1. Na Figura B11], estd um conjunto de espectros VIS (a) e (b)
e NIR (c) e (d), referentes aos diferentes graus de lesdes.

Na analise dos espectros recolhidos na regiao do VIS, pretendem-se quantificar os
desvios que os espectros das varias lesdes apresentam, relativamente ao espectro
“branco” que corresponde ao espectro da fonte. Para isso foram realizadas algumas
medidas de quantificagao:

e estudo da dindmica relativa da reflectancia, considerando trés janelas (3 nm) de

diferentes comprimentos de onda, de forma a obter uma medida y,, = L)

I(Arer)’
recolhendo para cada espectro os seguintes valores:



FCUP | 73
3.5. Avaliacao da aplicabilidade da espectroscopia na analise de cartilagem articular

[ 1
o
!
o2
as
s
!
W B o6 /
8 g /
% © 05| |
5 5
,
,
,
wl ,
5 i & s
———

GRAU1

GRAV2

GRAU3

GRAUS

INTENSIDADE
INTENSIDADE.

O e T U
o vt
P R N
W,

W

| | | | | | | W \ | \
o i 5% r 0 o [ o ]

£
COMPRIMENTO DE ONDA (1)

(© (d)

] o
COMPRIMENTO DE ONDA (1)

Figura 3.11.: Espectros ndo normalizados dos diversos graus de lesdo: (a) da regido do visivel e (c)
da regido do infravermelho proximo; e espectros normalizados dos diversos graus de
lesdo: da regido do visivel (b) e da regido do infravermelho préximo (d).



74 | FCUP
Capitulo 3. Detecéao 6tica de lesdes de cartilagem para artroscopia

~I(\)
e I()‘r:f)
I (M)
2= I()‘ref)

Utilizando-se depois as seguintes fungdes de medida que utilizam os valores de y; e
1o para quantificar o grau de lesao:

AY =y1 —yo

Y=y +uy

A funcédo de Y tem como objetivo dar uma indicagéo da intensidade média normalizada
pela referéncia, pretendendo apenas ser um indicador de variabilidade da medida, nao
se esperando alteragdes significativas deste indicador.

A medida da dinamica relativa da intensidade espectral tenta quantificar o com-
portamento dos picos em torno de um ponto de referéncia, quando se varia o grau
das lesdes, aferindo as variagdes de amplitude. A escolha da posi¢do das janelas
dos comprimentos de onda Ai, A2 € A..s foi feita da seguinte forma: o comprimento
de onda de referéncia (\,.y) foi escolhido numa zona onde as curvas de reflectancia
de diferentes amostras apresentem comportamento semelhante (ndo parecem variar
com o grau das lesdes), os comprimentos de onda para A\; € \s foram escolhidos em
zonas da curva de reflectancia onde existem diferencgas visiveis (amplitude) para dife-
rentes graus de lesdes. Tendo em conta o que foi dito, sdo selecionadas trés janelas
(3 nm), centradas nos comprimentos de onda indicados, para proceder a analise dos
espectros:

e )\ =515nm;
® Aoy = 632nm;
o )\ =694 nm.

Foram escolhidas as janelas de comprimento de onda centradas em 515 nm e 694 nm
pois € nestas zonas que se verificam as maiores diferencas entre os espectros dos
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diferentes graus. Ja no caso da janela de comprimento de onda dos 632 nm verifica-
se que todos os espectros possuem aproximadamente o mesmo valor de intensidade
espectral normalizada, podendo este ser usado como referéncia.

Na analise dos espectros recolhidos na regido do infravermelho préximo, foi estu-
dada a posicao dos picos que aparecem nos espectros, verificando se a sua posicao
se mantinha para os diferentes graus de lesGes. Para isso construi-se um algoritmo
em Matlab que efetuava o estudo dos maximos locais dos espectros.

Foram ainda estudado os desvios que os espectros das vérias lesdes apresentam,
relativamente ao espectro “branco” que corresponde ao espectro da fonte, na tenta-
tiva de poder correlacionar esses desvios com o grau das lesées das amostras de
cartilagem.

3.5.4.1. Analise dos espectros da regiao do infravermelho préximo

Os espectros recolhidos na regido do infravermelho proximo sdo apresentados na
Figura B (c). Analisando a disposi¢ao dos espectros normalizados, Figura BT (d),
nao se identifica nenhuma tendéncia ordenada, de acordo com o grau de lesdo a que
dizem respeito, existindo inclusive um espectro de grau 1 e grau 4 que se sobrepdem
durante grande parte da gama que foi estudada.

Embora sejam poucas amostras para poder tirar conclusoées, decidiu-se fazer a mé-
dia dos espectros que sao referentes ao mesmo grau de lesdo, de forma a minimizar
a variancia que existe entre os espectros recolhidos. Assim sao apresentados, na Fi-
gura B2, quatro espectros referentes aos quatro graus de lesées, que resultaram da
média dos espectros das lesées do mesmo grau.

Analisando a média dos espectros do infravermelho proximo, representados na Fi-
gura B2, verifica-se que embora exista uma regidao em que os espectros se ordenam
de acordo com o grau das lesdes que representam (regido dos 950 aos 1100 nm), na
restante gama do espectro, apesar de os espectros referentes aos grau 1 e grau 4 se
apresentem sempre em extremos opostos, 0s espectros relativos aos grau 2 e grau 3
praticamente se sobrepdem, apresentando um comportamento muito semelhante na
gama dos 1200 aos 1600 nm.

As medidas espectroscépicas efetuadas encontram-se em bom acordo com as que
tém sido descritas na literatura. Um trabalho publicado por Padalkar et al [64], no qual
é utilizada uma gama de infravermelho mais vasta (1250 - 2500 nm) no estudo de
cartilagem proveniente de bovinos, demonstram um perfil espectral muito semelhante
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Figura 3.12.: Representagéo da média dos espectros do infravermelho proximo apresentados na Fi-
gura B (d).

na gama comum ao nosso estudo (1250 - 1700 nm), isto apesar de serem utilizados
instrumentos de medigéo diferentes e a preparacao das amostras ser diferente. No es-
tudo publicado por estes autores sdo apresentados dois picos, na regiao dos 1900 nm
e na regiao entre os 1400 e os 1500 nm devido ao anormal conteudo de 4gua da car-
tilagem, sendo esse facto associado a presenca de lesées. No nosso estudo, também
observamos a presencga do pico na regidao entre os 1400 e os 1500 nm, que nao se
verifica no espectro da fonte de luz (Figura B33 (b)).

3.5.4.2. Analise dos espectros da regiao do visivel

Os espectros da regiao do VIS sdo apresentados na Figura B11 (a). Apéds efetuar
a sua normalizacdo sao apresentados os resultados na Figura BI1 (b). As medidas
espectroscépicas efetuadas encontram-se em bom acordo com as que tém sido des-
critas na literatura. Estudos recentes apresentados por Johansson et al [Z9] e Oberg
et al [BU] demonstram que os espectros da regido do VIS que foram recolhidos para
a realizacdo deste estudo possuem um perfil muito semelhante ao apresentado nes-
tes trabalhos, pese embora existam diferengas na preparagao das amostras antes das
medigcdes e nos instrumentos de medicao utilizados. Segundo estes estudos a analise
de cartilagem com diferentes espessuras, e consequentemente, com diferentes graus
de lesbes, produz diferengas espectrais localizadas sobretudo em duas bandas, an-
tes e depois do pico do espectro localizado na regiao dos 600 nm. Esses resultados
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também se verificam no nosso estudo.

Analisando os espectros normalizados é possivel verificar que existe uma tendéncia
para que 0s espectros pertencentes ao mesmo grau de lesdo se agrupem, existindo
alguma sobreposicdo entre espectros de graus adjacentes. E possivel ainda identificar
duas gamas onde existe maior diferenca entre os espectros das diferentes lesdes e
uma outra onde todos o0s espectros denotam ter o mesmo comportamento. As regides
onde as diferencas entre espectros sdo maximas sao 510 - 550 nm e 670 - 710 nm,
e existe um comprimento de onda, no qual todos o0s espectros apresentam aproxima-
damente o mesmo valor, apds a normalizacao, verificando-se esse facto aos 632 nm.
Da analise desse mesmo conjunto de espectros é ainda possivel verificar que existe
uma tendéncia para que os espectros se apresentem ordenados, tendo em conta o
seu grau de lesdo, sobretudo nas duas regides onde existem as maiores diferengas.

Embora sejam poucas amostras para poder tirar conclusoées, decidiu-se fazer a mé-
dia dos espectros que sao referentes ao mesmo grau de lesdo, de forma a minimizar
a variancia que existe entre os espectros recolhidos. Assim sao apresentados, na Fi-
gura B13 (a), quatro espectros referentes aos quatro graus de lesdes, que resultaram
da média dos espectros das lesdes do mesmo grau.

Observando a Figura B13, com especial ateng¢éo para as sub-figuras (b) e (c), que
representam as regides do espectro onde as diferencas sdo maximas, é possivel ve-
rificar que os diferentes espectros se ordenam de acordo com o grau da lesdao que
representam. Verifica-se esse fenémeno tanto na primeira regido, Figura 313 (b), em
que para um mesmo comprimento de onda, com o aumento do grau da lesao o valor da
intensidade espectral diminui, como na segunda regido, Figura 813 (c), em que acon-
tece o inverso, ou seja, para um mesmo comprimento de onda, quanto maior o grau
da lesdo maior o valor da intensidade espectral. A partir destes dados exploraram-se
métricas para quantificar estas variagdes sem ter de depender do espectro da fonte
luminosa, propondo-se a métrica descrita na Sec¢do B54. O estudo da dinamica re-
lativa dos espectros VIS, utilizando essa métrica de quantificacao, resulta nos gréficos
das Figuras 814 e 315 onde séo apresentados os resultados de um conjunto de nove
espectros para cada um dos graus de lesdo, exceto no caso dos espectros relativos
ao grau 3, em que apenas foram recolhidos oito espectros.

A divisdo dos valores de AY e de Y pela média dos valores de todas as amostras
recolhidas, foi efetuada com o objetivo de enfatizar a ordem de grandeza da variagao
entre as medidas realizadas. De salientar ainda que os resultados obtidos foram or-
denados por ordem crescente para a representagao grafica. Observando os graficos
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de AY e de Y apresentados nas Figuras B4 e 315, existem algumas observagoes
que importam referir, nomeadamente:

e a variacao relativa do indicador AY encontra-se na gama -5 a 8X;
e a variacao relativa do indicador Y é de apenas +4%, pequena;

e Observa-se a sobreposicao ja prevista com base na observacio dos resultados
dos espectros normalizados, Figura B11 (b);

e verifica-se a sobreposicao dos resultados da analise de espectros em graus de
lesdo consecutivos, nomeadamente entre o grau 1 e grau 2, e entre grau 2 e
grau 3;

e 0s resultados relativos ao grau 4 aparecem bem separado dos resultados dos
outros trés graus de lesoes, pois ja na Figura B11 (b) se verificava um isolamento
dos espectros de grau 4, quando comparados com 0s espectros dos restantes
graus de lesées.

3.5.5. Aquisicao e analise de imagens

A artroscopia é uma técnica que utiliza uma camara CCD para observar o interior das
articulagbes, guiando a imagem captada até um monitor de televisao, permitido ao
artroscopista uma visao privilegiada do interior da articulacao intervencionada. Este
facto sugere a utilizagao da camara CCD ja existente para a recolha da informagéo ne-
cessaria ao estudo espectroscédpico. Assim, tendo por base os resultados obtidos com
o estudo espectroscopico ja descrito, foi utilizada uma camara para recolher imagens
de amostras de cartilagem nos trés comprimentos de onda de interesse nele identifi-
cados. As matrizes de informag&o resultantes foram posteriormente processadas para
océlculode AY eY.

Os comprimentos de onda selecionados, neste caso serviram para selecionar o
comprimento de onda dos filtros passa banda, a utilizar na recolha das imagens da
cartilagem.

Assim, utilizando a montagem experimental que se encontra representada na Figura
B0, foram recolhidas imagens de cada uma das amostras 3, 4, 5 e 6:

e imagem registada com filtro a 515nm (17);

e imagem registada com filtro a 632nm (/,..y) ;
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Figura 3.16.: Trés imagens que foram registadas, referentes & amostra n°4, sendo (a) a referente a I,
(b) a referente a I,.y, e por ultimo (c) a referente a I».

e imagem registada com filtro a 694nm (I).

Um exemplo dessa recolha esta apresentado na Figura B8, onde sédo apresentadas
essas trés imagens, relativas a amostra n° 4. As imagens relativas as outras amostras
sdo apresentadas no Anexo B

As imagens recolhidas tiveram um processamento similar ao efetuado com os es-
pectros, existindo neste caso um conjunto de operagdes simples que se realizam para
um mesmo pixel (n, m) das imagens Iy, I,.; € I>. Assim, foi gerada uma variavel de
medida Y (n,m) = I (n,m) /L.y (n,m), que se aplica as trés imagens que foram re-
colhidas com os trés filtros de selegdao de comprimento de onda. Para cada uma das
amostras estudadas, € possivel gerar as seguintes imagens:

W = 7
Ya(n,m) = m

Através destas duas variaveis, e tal como foi feito no caso do estudo dos espectros,
€ possivel criar uma funcado de medida que tenta quantificar o grau de lesdo: AY =
Y1 —Ys. Jadafungdo Y, definida por: Y = Y; +Y5, serve apenas para dar uma indicagéo
da intensidade média das duas imagens normalizadas pela imagem de referéncia,
e pretende apenas ser um indicador de variabilidade da medida, ndo se esperando
alteracoes significativas deste indicador.

O processamento das imagens foi feito através de uma interface desenvolvida em
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“LabVIEW”, com capacidade para classificar e visualizar as imagens recolhidas e ge-
rar, a partir destas, um mapa de indicadores que quantificam o grau de lesédo. A Figura
B172 mostra a janela da aplicagdo, na qual estdo carregadas as imagens relativas a
amostra n° 4. A interface desenvolvida permite carregar as trés imagens I, I,.s € Iz, e
permite visualizar a imagem fotogréafica da amostra em questdo. Na imagem superior
é mostrado o mapa do indicador AY ou Y (existe um comando que permite alternar
entre um e outro), com uma codificagdo de cores artificial. Analisando o mapa de
cores do indicar presente na Figura B14, é possivel identificar na amostra diferentes
tons que vao desde o amarelo ao vermelho, que correspondem a diferentes valores
de AY, que neste caso estdo a variar entre aproximadamente 0,7 e 2.

O principio de funcionamento da interface, tem por base a deslocagéo de um cursor
sobre 0 mapa do indicador AY', escolhendo um local da amostra analisada de espe-
cial importancia, ao qual pode ser atribuida uma classificagéo de lesao e ainda uma
classificacdo quanto a forma da superficie da amostra. Ap6s cumprir este protocolo,
clicando sobre o botdo de confirmagéo, os dados sao exportados para um ficheiro
“ixt”, no qual estdo identificadas as coordenadas (n,m) do pixel em questao, o grau
de lesdo que estd associado a essa zona, a forma da superficie da amostra e ainda os
valores de AY e Y. E ainda possivel alterar o cabegalho desse ficheiro “.txt”, através
da interface desenvolvida no LabVIEW, sendo possivel entre outras coisas identificar a
data das medigdes, qual o comprimento de onda selecionado para a recolha das trés
imagens, e ainda adicionar algum comentario que possa ser considerado relevante
para as medidas em questao.

Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por alguns estudos simi-
lares [35, B4], nos quais se verifica que a identificagao de lesdes de elevado grau é
relativamente facil, sendo o maior desafio a distincao entre tecido saudavel e lesbes
de baixo grau, e distingdo entre as lesdes de baixo grau, nomeadamente grau 1 e grau
2.

Os testes efetuados realizaram-se utilizando imagens 8 bit. Um fator que é im-
portante salientar € a gama dindmica das imagens captadas, que esta apresentada
no conjunto de Tabelas B2. Verifica-se, através da analise das Tabelas B2, que so-
bretudo as imagens I, — 694 nm das quatro amostras possuem uma gama dinamica
muito reduzida (gama dinamica de aproximadamente 11 niveis em 256 possiveis),
sendo por isso imagens muito pobres em termos de informag&o. Tendo por base es-
tes dados verifica-se que a resolucao limitada das imagens disponiveis (em niveis de
cinzento) é considerada uma condicionante a capacidade de discriminagao das lesdes
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Figura 3.17.: Interface desenvolvida em LabVIEW para a classificagdo das imagens recolhidas e apre-
sentagéo dos indicadores AY e Y.
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pela ferramenta construida.

3.5.6. Conclusoes

O desafio descrito neste capitulo consistiu na avaliagdo do potencial de aplicabilidade
de uma solucao espectroscépica para analise de cartilagem articular, que fosse possi-
vel conciliar com o artroscépio de forma a permitir a distingao entre os diferentes graus
de lesdes durante uma artroscopia.

Na primeira parte do trabalho, procedeu-se a um estudo espetroscépio das pecas
de cartilagem animal. Foram recolhidos um conjunto de espectros VIS e NIR das
diversas amostras. Com base nos espectros obtidos com luz visivel, foi definida uma
métrica de medida, AY , para quantificar o grau das lesdes presentes na cartilagem.
Este fator AY utiliza os valores da intensidade espectral de trés comprimentos de onda
distintos, com o objetivo de quantificar o comportamento de picos do espectro em torno
de um ponto de referéncia, quando se varia o grau das lesées, aferindo as variagdes
de amplitude. Da aplicacao desta funcdo de medida obtiveram-se alguns resultados,
em consonancia com estudos similares, onde é possivel observar a sobreposicao dos
resultados respeitantes a graus de lesées consecutivos, nomeadamente entre o grau
1 e grau 2, e entre 0 grau 2 € o grau 3. Os resultados relativos ao grau 4 sdo bem
distintos dos restantes graus de lesdes.

Com base nas evidéncias espectroscopicas obtidos com luz visivel, desenvolveu-se
uma ferramenta em LabVIEW que utiliza varias imagens de cartilagem, capturadas
em diferentes comprimentos de onda, com o objetivo de diferenciar os varios graus
de lesbes presentes nas amostras. O comprimento de onda a que as imagens fo-
ram recolhidas corresponde ao comprimento de onda que se utilizou no célculo de
AY no estudo dos espectros. O processamento das imagens foi similar ao efetuado
com os espectros, existindo neste caso um conjunto de operagbes simples que se
realizam para um mesmo pixel (n, m) das imagens. Na Ferramenta desenvolvida, é
apresentado o mapa do indicador AY, com uma codificagdo de cores artificial, com
tons personalizaveis que correspondem a diferentes valores de AY, que no nosso
caso estdo a variar entre aproximadamente 0,7 e 2. Verifica-se no entanto, que a
gama dinamica de uma das imagens I, registadas a 694 nm é muito reduzida (aproxi-
madamente 11 niveis em 256 possiveis) sendo por isso uma imagem muito pobre em
termos de informacao, o que constitui uma condicionante a capacidade de discrimina-
céo das lesdes através da ferramenta construida. A funcéo de quantificagcdo do grau
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de lesdo AY aplicada nos dados espectrais tem uma variagdo de - 5 a 8 x, enquanto
que nas imagens é de 0,7 a 2,1 x. Esta situacao podera ser melhorada de futuro com
a aquisicao de imagens a 12 ou 16 bits.

Embora as amostras estudadas constituam um conjunto muito reduzido, sendo por
isso impossivel obter conclusdes com peso estatistico, as observagdes evidenciam
potencial na utilizacdo da métrica AY na distincdo de lesdes, ainda que é desejavel
uma otimizagdo da medida ou controlo das condi¢cdes em que esta é efetuada para
aumentar a especificidade ao grau de lesdo e entre a sobreposicdo das respostas
registadas.

Para verificar o funcionamento da interface de andlise de imagens desenvolvida,
sera necessario submete-la a andlise de um grande nimero de amostras. Sera possi-
vel criar uma base de dados com os resultados de AY da analise das amostras, para
cada um dos graus de lesdo. Se os resultados obtidos forem coerentes, a partir da
base de dados criada sera viavel desenvolver um classificador automatico dos graus
de lesbes presentes nas imagens que sao introduzidas na ferramenta de classificacao.
Estes s&o estudos com uma duragdo que nao se enquadra numa tese de mestrado,
ficando o objetivo de realizar estes estudos futuramente.
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| Amostra 1 \
Imagem Minimo | Méaximo | Diferenga
I{ — 515nm 20 178 158
Ier — 632m 15 92 77
Ir, — 694nm 4 15 11
(a)
| Amostra 2 \
Imagem Minimo | Maximo | Diferenca
I — 515nm 21 179 158
Ier — 632nm 21 97 76
Ir, — 694nm 3 14 11
(b)
| Amostra 3 |
Imagem Minimo | M&ximo | Diferenga
Iy — 515nm 20 179 159
I.c.p —632nm 14 93 79
I — 694nm 2 16 14
(c)
| Amostra 4 \
Imagem Minimo | Maximo | Diferenga
I — 515nm 32 177 145
Iy —632nm 21 99 78
I — 694 nm 3 14 11

(d)

Tabela 3.2.: Gama dinamica informagéo registada a partir das quatro amostras estudadas na ferra-
menta de andlise.
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4.1. Contexto

O homem confeciona os alimentos utilizando técnicas de culinaria de cozedura, as-
sado, fumado e fritura para os tornar mais agradaveis. A fritura é uma das formas de
confecdo de alimentos mais antigas e pensa-se que é originaria da China, onde se fri-
tavam os alimentos antes de os assar. Nos habitos alimentares dos Portugueses, alias
comum dos povos Mediterranicos, esta enraizado o consumo de quantidades aprecia-
veis de géneros alimenticios confecionados utilizando a fritura, os quais contribuem,
obviamente, para a ingestao de quantidades apreciaveis de gorduras [B81]. Apesar dos
consumidores estarem cada vez mais preocupados com a relagdo existente entre a
alimentacado e a saude, os alimentos fritos fazem parte do regime alimentar dos indi-
viduos de todo o Mundo, principalmente no Ocidente, motivados por razées sociais e
econdmicas, pois a populagado dispée de menos tempo para a preparagdo dos seus
alimentos. Com a evolugdo do mercado, surgiram os alimentos pré-fritos, que trou-
xeram ainda mais vantagens ao consumidor atual: ndo exigem preparacao prévia, o
tempo de confecao é muito curto, existe uma grande variedade de oferta, e sédo pre-
feridos pois, geralmente, estdo prontos para consumo, no final da fritura. Para além
disso, este processamento culinario é vantajoso do ponto de vista da seguranca ali-
mentar, pois ha destruicdo de microrganismos devido as elevadas temperaturas a que
decorre, e sensorial: sdo conferidos aos alimentos caracteristicas uUnicas de textura,
aparéncia e sabor [82].

Do ponto de vista nutricional, a ingestdo adequada de lipidos é crucial para um
desenvolvimento saudavel. Para além do seu contributo energético, deve ter-se em
consideracdo a importancia da sua ingestao para obter os acidos gordos essenciais
e as vitaminas lipossoluveis requeridas diariamente. A ingestao diaria recomendada
varia em fungao da idade, do estado de saude do individuo e do estilo de vida. A
ingestdo de gordura em excesso tem sido relacionada com o aumento do risco de
obesidade, doencas corondrias e certos tipos de cancro. Os mecanismos pelos quais
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estas doencgas se desenvolvem s&o complexos, variados e em muitos casos ndo estao
ainda totalmente esclarecidos [81].

O crescimento das industrias que produzem estes alimentos desencadeou o de-
senvolvimento de novos equipamentos, tanto industriais como domésticos, nos quais
uma determinada quantidade de éleo € submetida a aquecimento por longos perio-
dos de tempo. No processo de fritura, o alimento € submerso em éleo / gordura a
180°C, o qual funciona como meio de transferéncia de calor. Esta forma de aqueci-
mento é mais eficiente do que a cozedura a vapor ou em agua, ja que as temperaturas
alcancadas pelo processo de fritura sdo superiores. Considerando que uma maior
ou menor quantidade do 6leo é absorvida pelo alimento, tornando-se assim parte da
alimentacdo, deve manter-se a qualidade do meio de fritura ao longo do processo.
Durante o processo de fritura, ocorrem uma série de reagbes complexas que levam
a degradacao e formacao de uma maior ou menor quantidade substancias eventual-
mente prejudiciais para a saude. O aparecimento dessas substancias vai alterar as
qualidades funcionais, nutricionais e sensoriais, modificando-as de tal forma que pas-
sado algum tempo, ndo € possivel continuar a produzir alimentos com qualidade. [83].
Por esta razao, foram regulamentadas normas de qualidade e condicdes especificas
de utilizagédo das gorduras na fritura, com vista a salvaguardar a saude do consumidor
e criar, nos agentes econdémicos regras e habitos de producao e comercializagao de
géneros alimenticios fritos [B1].

Segundo o Decreto-Lei n. ° 1135/95, da legislagao portuguesa, que tem como obje-
tivo estabelecer normas de qualidade para as gorduras e éleos comestiveis utilizados
na fritura, bem como condi¢des especificas de utilizacdo desses produtos na prepa-
racao e fabrico de géneros alimenticios, com vista a salvaguardar a saude publica e
a criar nos agentes econodmicos regras e habitos de produgédo e comercializagdo de
géneros alimenticios fritos [B4]. Este decreto-lei estabelece que:

e na fritura de géneros alimenticios as gorduras e 6leos comestiveis utilizados néo
podem apresentar um teor em compostos polares superior a 25 %.

e na preparacao e fabrico de géneros alimenticios sujeitos a fritura, a temperatura
da gordura ou do éleo ndo devera ultrapassar 180 °C.
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4.2. Fritura

Entende-se por fritura a utilizagdo de um 6leo ou gordura alimentar como meio con-
dutor de calor, sendo este um processo bastante econdmico, pois utiliza com muita
eficiéncia a energia calorifica. O termo fritura é utilizado em duas situagdes distintas,
nomeadamente: o salteado, confecdo em que se utiliza uma pequena quantidade de
gordura ou 6leo, e a fritura de imersao que, como o proprio nome indica, € uma con-
fecdo em que ocorre a imersao total (deep frying) do alimento num banho de gordura
ou éleo [B2].

O processo de fritura pode ser descrito de uma forma simplista por duas fases [&1]]:

e 12 fase - desidratacao parcial dos alimentos. Durante esta fase, a agua de com-
posicao e os materiais nela solubilizados séo retirados do interior dos alimentos
para o exterior.

e 2¢ fase - entrado do 6leo nos alimentos. O éleo vai ocupar parte do espago
deixado livre pela agua o que confere aos alimentos um sabor caracteristico. A
profundidade de penetracao esta condicionada pela humidade, forma e volume
do alimento e, ainda, pelo tempo e temperatura de fritura.

Sendo a quimica da fritura muito complexa, ndo se consegue, com toda a seguranga,
quantificar o tipo de alteracbes que ocorrem nos banhos durante a sua utilizacao.
Sabe-se que as temperaturas elevadas, a presenga de oxigénio e a exposi¢ao a luz
desencadeiam alteracdes, como o aparecimento de odores, sabores, alteracdes de
cor e de viscosidade muito variadas.

Destacam-se as seguintes alteracdes durante a utilizacdo dos éleos [B5, B1]:

e cor - altera-se devido a transferéncia dos pigmentos dos alimentos e a oxidagao
dos mesmos; a medida que o 6leo escurece pode transmitir essa cor aos ali-
mentos nele preparados, dando a ideia que ja estao fritos quando na realidade
nao estao;

e oxidagao - reagao do oxigénio com o 6leo, resultando na formagéo de alcoois e
acidos entre outros produtos, podendo o processo ser acelerado com elevadas
temperaturas, que podem resultar no aparecimento abundante de espuma no
6leo;

e polimerizacao - reagdes que ocorrem nos 6leos a temperaturas elevadas com
formagéo de moléculas de grandes dimensdes, os polimeros. A manutengéao da
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temperatura do 6leo demasiado elevada durante um periodo de tempo demasi-
ado longo pode resultar na producéao de altos niveis de polimeros;

e hidrdlise - reacao do 6leo com a dgua com formagao de diglicéridos e de acidos
gordos livres. Esta reacédo estd altamente dependente da quantidade de agua
do alimento, temperatura do 6leo, numero de utilizagdes do 6leo (aquecimento/
arrefecimento) e sujidade no 6leo;

e cheiro - aroma desagradavel e que traduz uma acidificarao mais ou menos avan-
cada;

e sabor - a alteracao dos 6leos transmite normalmente um sabor desagradavel aos
alimentos nele confecionados.

Face ao exposto, o processo de controlo de qualidade do éleo e a sua substituicao
demonstram ser uma tarefa de elevada importancia. O desafio que se coloca reside
na determinagdo do momento exato em que deve ser trocado o 6leo, sem correr 0
risco de o inutilizar ainda em condi¢bes para ser utilizado.

4.2.1. Temperatura

As altas temperaturas (180 °C a 200 °C) sao responsaveis pela deterioragao acele-
rada do 6leo. Para aumentar a rapidez do processo de fritura, pode haver a tendéncia
de aumentar a temperatura, mas este facto traz desvantagens nao s6 de incumpri-
mento legal, mas também econdmicas: aumenta a frequéncia com que o 6leo tem
de ser renovado e o respetivo custo da operagao, ha perda de éleo por formagao de
aerossois e por penetracdo no alimento [82]. A tabela @1, indica as temperaturas cri-
ticas para cada uma das gorduras, isto €, as temperaturas a partir das quais estas se
degradam rapidamente [85].

De acordo com os valores da tabela Bl constata-se que a maior parte dos 6leos
ndo sdo adequados para preparar os alimentos pois possuem uma temperatura de
degradacéao inferior a temperatura de fritura (~180 °C), verifica-se também que os
6leos mais indicados para fritar sdo o azeite, o éleo de amendoim e o 6leo de palma
[81].

Durante a fritura, com 0 aumento da temperatura é transferido calor para o alimento,
e ao atingir o ponto de ebulicdo da agua, esta comeca a libertar-se sob a forma de va-
por. A libertacdo da agua do alimento vai diminuir ligeiramente a temperatura do éleo,
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| Tipode Oleo | Temperatura de degradagéo (°C) |

Oleo de Palma 240 °C
Oleo de Amendoim 220 °C
Azeite 210 °C
Banha de Porco 180 °C
Oleo de Girassol 170 °C
Oleo de Soja 170 °C
Oleo de Colza 160 °C
Oleo de Milho 160 °C
Margarina 150 °C
Manteiga 110 °C

Tabela 4.1.: Temperaturas de degradacao dos diversos tipos de 6leos e gorduras. Adaptado de: [81]

enquanto a temperatura do alimento continua a aumentar. Durante este processo
assiste-se a desidratacdo do alimento, ocorrendo a libertagdo de vapor e existindo
movimento de agua, das camadas mais internas para as camadas mais externas [B6].
A diminuigao do teor de dgua do alimento vai criar um potencial que favorece a absor-
cao de 6leo para o seu interior. Essa entrada de éleo é limitada pelo vapor de agua,
formando-se assim duas zonas distintas durante o processo de fritura: a regido da
superficie, onde ocorrem a maioria das transformacdes (perda de agua, entrada de
6leo) e a zona mais interior do alimento, onde nao ocorrem tantas transformagées,
muito devido ao fato de a temperatura nesta regidao nao ser tdo elevada como na su-
perficie (temperatura no interior do alimento ronda os 100 °C) [84].

E conveniente que o equipamento de fritura possua incorporado um termostato ou
outro tipo de aparelho de controlo da temperatura, de forma a que a temperatura do
6leo nao ultrapasse os 180 °C' exigidos por lei [BT].

4.2.2. Efeito da fritura no oleo

O aquecimento prolongado de 6leos a elevadas temperaturas que sao utilizadas du-
rante o processo de fritura, quando na presenca de oxigénio e humidade libertada pe-
los alimentos, provoca a oxidagao do 6leo, o que origina a formacao de diversos acidos
e de carbonilos volateis. Estes provocam o escurecimento do 6leo, para além de sa-
bores desagradaveis. Os varios produtos de degradacao sao classificados como pro-
dutos de decomposicao volateis (PDV) e os produtos de decomposi¢do ndo-volateis



94 | FCUP
Capitulo 4. Aplicacdo a Oleos Alimentares

(PDNV). Os PDV tem um peso molecular menor do que o 6leo e séo libertados no va-
por da fritadeira. Analisando o vapor libertado pela fritadeira foram encontrados mais
de 220 componentes diferentes, que formam o fumo e o cheiro de fritura. No entanto,
estes componentes também estao presentes no 6leo e contribuem para o sabor dos
produtos fritos. Ja os PDNVs tém origem em oxidacdes e polimeriza¢des do 6leo, for-
mando sedimentos nas regides laterais das fritadeiras. A polimerizacdo na auséncia
de oxigénio produz compostos ciclicos e polimeros de elevado peso molecular, que
aumentam a viscosidade do 6leo [B8]. Estes processos provocam a diminuicdo do
coeficiente de transferéncia de calor de superficie durante a fritura e o aumento da
quantidade de 6leo que se entranha no alimento. Muitos destes compostos sdo po-
lares e atrasam a evaporagao de agua, criando espuma no éleo. No entanto, estes
compostos polares também trazem efeitos benéficos para a fritura: sao responsaveis
por transmitir sabor aos alimentos fritos, contribuem para a cor dourada caracteristica
dos fritos, e para a retencao de gordura. O 6leo que tenha sido utilizado por um pe-
riodo curto possui melhor desempenho de fritura que 6leo de fritar fresco, isto porque
os compostos polares formados promovem um melhor contacto entre o 6leo e agua,
tanto a que se encontra na superficie do alimento como a que € libertada do alimento
sob a forma de vapor. Isto ajuda a uma melhor e mais uniforme transferéncia de calor
e absorcdo de sabor. No entanto, a qualidade deteriora-se quando o 6leo é usado
por um periodo mais longo. Na utilizagado comercial, de forma continua, o éleo que
€ absorvido pelo alimento é continuamente reposto por 6leo novo e os PDNVs sao
removidos por filtragem, tentando assim manter a qualidade do éleo a um nivel 6timo
[88].

A oxidacao de vitaminas sollveis em gordura resulta na perda de valor nutricional.
O retinol, os carotendides e os tocoferdis sdo todos destruidos, contribuindo para as
alteracoes de sabor e cor dos 6leos. No entanto, a oxidagao preferencial dos tocoferois
tem um efeito protetor sobre o éleo (antioxidante). Isto é particularmente importante,
pois como a maioria dos 6leos de fritura sdo de origem vegetal, contém uma grande
propor¢do de gorduras saturadas que sdo facilmente oxidadas. O &cido gordo es-
sencial (acido linoleico) é rapidamente perdido, gerando a alteracao do equilibrio de
acidos gordos saturados e ndo saturados presentes no éleo [88].
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4.2.3. Efeito da fritura nos alimentos

O principal objetivo da fritura é criar alimentos com caracteristicas organoléticas uni-
cas. Estas qualidades alimentares sdo desenvolvidas por um conjunto de rea¢des que
ocorrem durante o processo de fritura e devido a absor¢cao de compostos provenientes
do éleo de fritura. Os principais fatores que controlam as alteragbes de cor e sabor de
um determinado alimento, sdo [88]:

e 0 tipo de 6leo usado no processo de fritura;

a idade e histéria térmica do 6leo;

a tensdo entre o 6leo e o alimento a ser frito;

a temperatura e o tempo de fritura;

o tamanho, teor de humidade e caracteristicas da superficie do alimento.

Cada um desses fatores, em conjunto com algum pré-tratamento, tal como branque-
amento ou desidratacdo parcial, influencia a quantidade de 6leo absorvido pelo ali-
mento. Em muitos alimentos fritos, o 6leo chega a constituir até 45 % do produto
resultante do processo de fritura. O teor de gordura dos alimentos aumenta devido a
absorcao de 6leo, mas a importancia nutricional destes é dificil de determinar. Quando
os produtos fritos constituem uma grande fracao da dieta, 0 excesso de consumo de
gordura pode resultar no aparecimento de problemas de saude, sendo os principais a
obesidade, e doengas cardiacas [89].

4.2.4. Implicacao da fritura na saude

As gorduras, ou lipidos, sofrem alteracdes bastante complexas, que sao aceleradas
pela exposigao a luz, a temperaturas altas e ao contacto com o ar, podendo originar
modificagées ao nivel do valor nutritivo dos alimentos, com implicagées diretas na
saude dos eventuais consumidores [81]].

Comparando a fritura com outros métodos de confecao de alimentos, verifica-se que
esta possui algumas vantagens nutricionais, pois o tempo de fritura € muito curto, a
temperatura no interior do produto (exceto na regidao da crosta) é inferior a 100 °C,
e as vitaminas hidrossolUveis ndo se dissolvem no éleo. Devido a estes fatores,
conseguem-se obter alimentos com um maior teor de vitaminas sensiveis ao calor,
em comparagao com 0s cozidos ou assados (nomeadamente a vitamina C) [B2].
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Se os 6leos de fritura ndo forem utilizados adequadamente, podem formar-se du-
rante o processo de fritura, alguns produtos téxicos, tais como acrilamida e perdxidos.
Além disso, as alteracoes fisicas e quimicas dos 6leos de fritura podem levar a produ-
cao de aldeidos, cetonas, radicais livres e acidos gordos trans que sao incorporados
nos alimentos fritos e sao prejudiciais a saude humana. Tais compostos podem causar
doencas de natureza cardiovascular, além de cancro, artrite e envelhecimento precoce
[89].

Os compostos formados a partir da decomposi¢ao de acidos gordos insaturados,
fendbmeno que pode ocorrer durante o processo de fritura, afetam a disponibilidade
dos acidos gordos essenciais, responsaveis pela biossintese de compostos que par-
ticipam na regulacao da pressao arterial, frequéncia cardiaca, resposta imunologica,
nos processos da coagulacao sanguinea e no funcionamento do sistema nervoso cen-
tral. Assim, verifica-se que para além dos efeitos prejudiciais de alguns dos compostos
toxicos gerados devido ao uso inadequado dos 6leos, também existe uma diminuicao
dos efeitos benéficos a saude, que seria provocada pelos acidos gordos essenciais
presentes nos 6leos [BY].

Estudos efetuados em 6leos que foram aquecidos por longos periodos, a tempera-
turas elevadas, demonstraram que os produtos resultantes contém mais de 50 % de
compostos polares totais, provocando estes severas irritagdes do trato gastrointesti-
nal, diarreia, reducao do crescimento e, em alguns casos, morte de animais (ratos)
em laboratério [8Y].

4.3. Quando se deve Mudar o Oleo

A correta utilizagéo de éleos alimentares passa pelo controlo de qualidade durante a
sua utilizacao, pelo que é evidente a necessidade de existirem métodos de analise da
qualidade do 6leo que permitam indicar qual a altura indicada para efetuar a troca do
6leo de forma a que se possam minimizar estes efeitos prejudiciais para a saude que
resultam muitas das vezes da incorreta utilizagdo dos mesmos.

N&o existe nenhuma receita, que indique qual a altura indicada para a mudanca do
6leo, uma vez que a alteragéo dos éleos para além de dependerem do seu tipo e da
temperatura de fritura, depende também do tipo de alimento que se frita. Por exemplo,
o0 peixe degrada mais rapidamente o 6leo do que a batata. Existem, no entanto, varios
aspetos indicativos da alteracao dos 6leos de fritura, que podem ajudar na tomada de
decisédo de substituir o éleo por um novo [BH]:
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e alteragdo da cor: o escurecimento do éleo indica que este ja sofreu reagbes de
oxidacao;

e alteracdo do cheiro: a emanacao de odores desagradaveis relaciona-se com a
acidificagdo do mesmo;

e alteracdo do sabor: a alteragao do éleo confere um sabor desagradavel devido
a sua acidificacao;

e aumento da viscosidade;
e libertagdo de fumos a temperaturas inferiores a temperatura de fritura (170°C);

e formagao de espuma abundante resultante das reagdes de oxidagao, aceleradas
pelas altas temperaturas.

No entanto, nenhum destes métodos indica de forma precisa qual o momento indicado
para efetuar a troca do 6leo, a partir do qual a sua utilizagdo comega a ser prejudicial
para os alimentos, e como consequéncia para quem 0s ira consumir.

4.4. Monitorizacao da qualidade de 6leo alimentar

Existem diversos métodos que permitem avaliar o nivel de degradacao dos 6leos.
Esses métodos baseiam-se na determinacdo de um ou mais parametros quimicos,
ou na medigdo de variagbes de propriedades fisicas dos 6leos. Os varios métodos,
diferenciam-se, pelo tempo necessario até se obter um resultado, o custo da imple-
mentacao do método e a fiabilidade dos resultados.

Das caracteristicas fisicas que tém sido utilizadas para a analise dos éleos pode
destacar-se a avaliagdo organoléptica, a viscosidade, o indice de refragao e as altera-
cOes da constante dielétrica dos 6leos, sendo os métodos descritos abaixo:

e a avaliacao organoléptica consiste na avaliacao do cheiro e do sabor do éleo.
Para minimizar o erro da medig¢do, esta avaliacao é efetuada por um conjunto
de pessoas com uma maior sensibilidade ao cheiro e sabor. No entanto. este
meétodo apresenta como desvantagens a existéncia do erro humano e a conse-
guente baixa reprodutibilidade do método [Q0];

e a viscosidade mede a friccdo interna entre as moléculas. Com o aumento da
temperatura e do tempo de fritura, a quantidade de polimeros existentes no éleo
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vai aumentar. Este facto origina um aumento da viscosidade e da quantidade de
espuma produzida [9T]).

e 0 indice de refracdo dos 6leos também varia de acordo com a qualidade do
mesmo, podendo por isso ser utilizado como método de anélise para inferir a sua
qualidade. Assim, foi verificado que um aumento do indice de refragao coincide
com a detecdo de odores no 6leo. Verificou-se ainda que o indice de refracédo
varia com as varias fases da autoxidacao lipidica [90].

e a variacao da constante dielétrica dos 6leos € monitorizada através de um teste
de andlise rapido, que tem por base essa variagdo a medida que os 6leos se
vao degradando. Assim, em estudos realizados, verificou-se que a constante
dielétrica diminui quando a temperatura de medida aumenta, isto porque, devido
ao aumento da temperatura ocorre uma diminuicdo da densidade do 6leo, o0 que
leva ao aumento na mobilidade das moléculas, facilitando desta forma o efeito
do forte campo elétrico interno. Com o tempo de fritura verifica-se 0 aumento
da constante dielétrica, devido ao aumento de compostos polares, que tal como
foi dito atras, aumentam com o aumento da degradacao do 6leo. Existe no mer-
cado um dispositivo eletronico denominado “Food Oil Sensor - FOS” que efetua
a analise da qualidade dos éleos através da medicdo da constante dielétrica,
tendo por referencia amostras de 6leo ndo usado [92].

Relativamente aos métodos que se baseiam na determinagdo de um ou mais para-
metros quimicos para a andlise dos 6leos, destacam-se a avaliagéo do indice de iodo,
a temperatura a partir da qual o éleo comeca a libertar fumos, o teste dos materiais
alcalinos contaminantes e a determinagao dos compostos polares totais, sendo os
principios dos métodos descritos de seguida:

e 0 indice de iodo relaciona-se com a quantidade de duplas ligagbes presentes
na amostra de éleo. Com o aquecimento do 6leo verifica-se uma diminui¢cdo do
numero de insaturagdes. Tendo em conta isto, podem-se comparar indices de
iodo de amostras de 6leo (do mesmo tipo) usado e ndo usado, sendo possivel
estimar o grau de degradacdo do 6leo usado. Este método permite também
diferenciar 6leos de diferentes tipos, isto porque, cada tipo de éleo tem o seu
indice de iodo caracteristico [93]. E recomendada a substituicdo do 6leo quando
se verificar uma diminui¢do do indice de iodo de 16 g 5/100¢g em relagéo ao
indice de iodo do 6leo fresco [94];
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e relativamente a temperatura, verificou-se que quanto maior é o estado de degra-
dacéao dos 6leos, menor é a temperatura a partir da qual se inicia a libertagdo de
fumos, sendo este um dos métodos que indiciam a necessidade de trocar o 6leo
[@5]. A diminuicao da temperatura a que se inicia a libertagdo de fumos do éleo
deve-se a acumulagdo de compostos volateis, tais como acidos gordos livres
[97]. Este método tem como desvantagens a falta de reprodutibilidade e o fato
de os resultados n&o refletirem um grau de degradacéo do 6leo. Oleos usados
chegam a ter temperaturas de libertacdo de fumo inferiores em 50 °C, quando
comparadas com as temperaturas de libertagdo de fumo dos 6leos novos [94];

e 0 teste dos materiais alcalinos contaminantes consiste num teste rapido que per-
mite analisar a qualidade do 6leo. Nessa analise, este teste tem como principio
a medicdo do pH. E sabido que os éleos de fritar frescos possuem um pH de
aproximadamente 3,0 enquanto os 6leos degradados possuem um pH maior ou
igual a 6,5. Os materiais alcalinos contaminantes, que sao originados a partir de
residuos provenientes dos 6leos, dos alimentos e dos produtos de degradacao
resultantes da fritura, vdo aumentar o pH dos éleos [96];

e a determinagado dos CPT é outro método importante. Durante o processo de fri-
tura, a degradacao do 6leo vai aumentando, e verifica-se um aumento da quan-
tidade de CPT [97]. E possivel determinar a percentagem de compostos polares
totais recorrendo a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (em in-
glés: High Performance Liquide Chromatography, HPLC), embora este método
de analise apresente algumas desvantagens, como por exemplo, um tempo de
analise longo, constituindo este processo um método dispendioso em termos de
tempo e dinheiro [98].

Para além destas anadlises de propriedades quimicas e fisicas das amostras, existe
um conjunto de testes colorimétricos com diferentes principios que permitem uma
analise rapida da qualidade dos éleos. De seguida sdo enumerados trés desses testes
colorimétricos:

e 0 primeiro teste, denominado “RAU Test®” contém indicadores redox. Estes
indicadores redox utilizados no teste vao reagir com a quantidade total de com-
postos oxidados que estdo presentes na amostra de éleo a analisar. Da mistura
da amostra de 6leo com os reagentes redox, vai originar-se uma solugao com
uma cor caracteristica que sera comparada com uma escala pré-definida de qua-
tro cores, que teréo diferentes significados, onde a cor 1 significa bom, a cor 2
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ainda bom, a cor 3 qualidade intermédia e a cor 4 significa mau. Este teste tem
como desvantagem o fato de utilizar solventes organicos inflamaveis, o que pode
ser perigoso se os testes forem realizados na proximidade de uma fritadeira [99];

e 0 Fritest® € outro teste colorimétrico, sensivel a quantidade de compostos car-
bonilicos presentes no éleo a analisar. Tal como no caso anterior, apds a mistura
da amostra a analisar com os reagentes do teste colorimétrico desenvolve-se
uma cor que é comparada com uma escala pré-definida. Neste teste a escala
pré-definida tem trés cores possiveis, sendo que 1 significa bom, 2 intermédio e
3 ma qualidade [99];

e por ultimo, o terceiro teste colorimétrico, denominado Spot Test®), avalia o grau
de oxidagdo em 6leos aquecidos. Este teste é sensivel a presenca de acidos
gordos livres e funciona como um indicador de rango. O teste consiste na adicao
de uma gota de éleo numa placa coberta com silica gel, placa essa que contém
incorporado um indicador &acido/ base. O pH inicial deste conjunto é 7,3, o que
vai originar cor azul. Dependendo do nivel de &cidos gordos livres existente na
amostra, a cor do conjunto pode variar de azul a amarelo [99].

Outra das técnicas que comega a ser utilizada, para o estudo do nivel de degradacao
dos bleos é a espectroscopia. A espectroscopia na regidao do infravermelho tem sido
utilizada na avaliagao do ranco, desempenhando um papel particularmente importante
na identificacao de grupos funcionais nao caracteristicos e de compostos que contém
duplas ligacées. O aparecimento de bandas préximo dos 2930 nm corresponde a
formacao de hidroperoxidos, enquanto o desaparecimento de uma banda préxima dos
3200 nm corresponde a uma substituicido de um hidrogénio de uma dupla ligagédo por
um radical livre. Um aumento da banda de absorgéo a 10309 nm indica que ocorreram
formacao de duplas ligacdes com configuracdo trans, € o aparecimento de bandas
adicionais préximas dos 5715 nm é um indicio da formacéo de aldeidos, cetonas ou
acidos [T00].

Existem alguns estudos realizados, que mostram que a utilizagdo da espectrosco-
pia na regido do infravermelho préximo poder ser uma técnica muito Util para aferir a
qualidade dos éleos, através da medigao dos niveis de oxidagdo dos mesmos. Nes-
ses estudos realizados, a regiao espectral NIR que é utilizada para medir o nivel de
oxidagao dos 6leos varia entre os 1100 e os 2500 nm. Estudos mais recentes, relatam
a utilizacao da espectroscopia NIR para a determinacao do indice de iodo e dos niveis
de &cidos gordos livres presentes nas amostras de éleo degradado [T, 2].
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Tendo em conta todos os testes de analise da qualidade do 6leo que foram descritos,
€ possivel concluir que os testes obedecem a diferentes principios, com um mesmo
objetivo final de avaliar a qualidade do éleo.

De entre todos os testes indicados tem que se destacar a analise feita para de-
terminar os compostos polares totais. Esta andlise tem de ser destacada, pois os
compostos polares totais constituem o parametro de classificagdo da qualidade do
6leo que se encontra definido na legislacdo (Decreto-Lei n.° 1135/95). O método de
HPLC é considerado um dos mais precisos na avaliagdo da qualidade dos 6leos de
fritura. No entanto € um processo bastante demorado (demora cerca de 5 a 6 horas)
e é também bastante dispendioso, pois sdo necessarias uma grande quantidade de
solugdes. No entanto, devido a sua fiabilidade na avaliacdo da qualidade do 6leo,
existem diversos paises, como por exemplo Portugal, Alemanha, Suiga, Franca, Itélia
e Bélgica que estabeleceram quantidades limites de compostos polares totais que os
6leos podem conter. O valor em causa, é na maioria dos paises de 25%, devendo os
6leos serem substituidos quando este limite é atingido. Submetendo 6leos novos, a
esta mesma andlise verifica-se que os 6leos novos normalmente contém uma % CPT
que deve variar entre 0s 0,4 e 0s 6,4 % [94].

4.5. Aplicacao espectroscoépica para analise de dleos
alimentares

Nesta sec¢do apresenta-se o estudo realizado para desenvolvimento de um sensor
espectroscépico NIR para determinacao da % CPT de amostras de éleo. A motivagao
parte do fato de a legislacao portuguesa estabelecer como parametro de qualidade
dos 6leos a quantidade de compostos polares que estes contém, e o método que
permite a analise deste constituinte dos éleos ser um método bastante demorado e
dispendioso. Assim, foram realizadas um conjunto de medidas de absorvancia de
amostras de 6leo de fritura, na gama do visivel (400 - 1000 nm) e do infravermelho
proximo (900 - 1700 nm). O objetivo destas medigdes passa por identificar potenciais
bandas de absorgao que possam ser sensiveis ao conteudo percentual de compostos
polares totais, constituindo assim um método indicativo da qualidade do éleo.

O Decreto-Lei n°1135/95 estabelece como limite de qualidade uma percentagem
de 25% de compostos polares totais. Assim, a gama de interesse para o estudo em
questdao compreende amostras que possuem % CPT que variam entre os 15 e os
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30%. Para todas as amostras estudadas, foram recolhidos espectros de absorvancia
nas gamas VIS e NIR. Foi ainda realizado um teste para verificar a repetibilidade das
medidas, sendo efetuadas 15 medicées em duas amostras, uma com uma baixa %
CPT e outra com alta % CPT e estudou-se o efeito da temperatura na medida.

4.5.1. Amostras

As amostras utilizadas no desenvolvimento do presente estudo foram fornecidas pela
empresa AMBIFOOD, sendo a % CPT de cada amostra conhecida, pois foi previa-
mente determinada através da técnica de HPLC. As amostras em questao foram re-
colhidas em dias diferentes, sendo sujeitas a diferentes tempos de fritura, diferentes
temperatura de fritura, fritura de diversos tipos de alimentos (transformados, carne,
peixe, batatas), em diferentes fritadeiras, formando assim um conjunto de amostras
com diferentes niveis de % CPT, possuindo algumas delas, valores que encaixam na
gama de interesse deste estudo.

Para a realizacao do estudo, foram analisados trés conjuntos distintos de amostras:

e 0 primeiro conjunto de amostras é constituido por 32 amostras, cujas principais
caracteristicas se encontram resumidas na tabela do Anexo B2. Este conjunto
de amostras é constituido por dois tipos de 6leos, FryTop e Frigi, de diferentes
lotes. Foram utilizados na fritura de diferentes tipos de alimentos, a diferentes
temperaturas e durante periodos de tempo variaveis. A % CPT destas amostras
foi determinada recorrendo ao HPLC, apresentando resultados que variam dos
6,9% para a amostra com menor % CPT aos 13,5% para a amostra com maior
% CPT. Embora estas amostras nao se enquadrem na gama de interesse deste
estudo, estas foram analisadas, sendo recolhidos espectros de absorvancia da
regido do VIS e do NIR para cada uma delas. Os espectros foram recolhidos
com as amostras a temperatura ambiente (~ 25 °C);

e 0 segundo conjunto de amostras € constituido por 13 amostras. Estas amostras
resultaram da diluicdo seriada de um 6leo com elevado teor de compostos po-
lares totais com um éleo alimentar novo. A técnica utilizada para determinar a
% CPT foi novamente o HPLC, apresentando neste caso resultados que variam
entre os 10,8% e 0s 32,4% de CPT. Neste conjunto de amostras ja se obtiveram
resultados que se enquadram no intervalo de interesse do estudo. Este conjunto
de amostras foi analisado, sendo recolhido um espectro da regidao do VIS e outro
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Figura 4.1.: Registo fotografico do conjunto de amostras estudadas.

da regido do NIR, para cada uma das amostras. Os espectros foram recolhidos
com as amostras a temperatura ambiente (~ 25 °C);

e 0 terceiro conjunto de amostras é constituido por 15 amostras, cujo registo foto-
grafico é apresentado na Figura Bl Estas amostras foram recolhidas de uma
Unica fritadeira, que era utilizada para fritar diferentes tipos de alimentos (bata-
tas e transformados). As amostras foram recolhidas no inicio do dia, antes de
iniciar o processo de fritura, e no final do dia, depois de finalizar o processo de
fritura. Foi determinada a % CPT dessas 15 amostras, recorrendo ao HPLC,
apresentando resultados que variam entre 0s 5,4% e os 35,1% de CPT.

O terceiro conjunto de amostras foi analisado mais do que uma vez, sob diferentes
condigdes:

e recolha de espectros para a regiao do VIS e para a regiao do NIR, para cada
uma das amostras, realizada com as amostras a temperatura ambiente (~ 25
OC);

o foram recolhidos espectros para as regides do VIS e NIR, de cada amostra,
procedendo-se a sua homogeneizagao, por agitacao, antes da extragéao do vo-
lume a ser analisado. As amostras encontravam-se a temperatura ambiente (~
25 °C);

e recolha de espectros para as regiao do VIS e do |V, procedendo-se a homoge-
neizacao da amostra por agitagéo e aqguecimento das amostras em banho-maria
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a temperatura de 60°C;

e estudo da repetibilidade das medidas, sendo para isso efetuadas 15 medicoes
dos espectros da regiao do VIS e NIR, em duas amostras, uma com uma baixa
% CPT e outra com alta % CPT. Foi realizado um teste com as amostras a
temperatura ambiente (~ 25 °C) e um outro com as amostras aquecidas num
banho-maria a temperatura de 60°C, sendo as amostras homogeneizadas por
agitacdo em ambos 0s casos.

4.5.2. Instrumentacao utilizada

A Figura @2 (a), ilustra a montagem experimental utilizada para a analise das amostras
de 6leo, sendo apresentado na Figura B2 (b) o respetivo diagrama de blocos.

Tal como no estudo efetuado a cartilagem, foram utilizados dois espectrometros
compactos, um para a regido do visivel (USB 2000, Ocean Optics) e outro para a
regido do infravermelho proximo (NIR Quest 512, Ocean Optics). A fonte de luz branca
(HL-200, Ocean Optics) , uma fibra 6tica multimodo (NA=0,39, ndcleo de 600 um) ,
um acoplador em fibra multimodo 1(in) x 2(out) (Split 400 - VIS-NIR, Ocean Optics),
um porta cuvettes (ScanSci) e dois polarizadores.

As amostras liquidas a analisar foram colocadas em cuvettes plasticas, transparen-
tes, de seccdo quadrada de 1cm?, e estas posicionadas no porta cuvettes. O porta
cuvettes possui duas lentes que para além de permitirem o acoplamento das fibras éti-
cas efetuam a colimacao do feixe de luz, de modo a que o feixe de luz que atravessa
a amostra seja um feixe colimado.

Como pode ser visto na Figura B2, para estabelecer a ligagdo entre a a fonte de
luz e o porta cuvettes foi utilizada uma fibra 6tica multimodo (NA=0,39 e nucleo de
600 um). A luz transmitida pela amostra é recolhida e focalizada num acoplador em
fibra multimodo 1(in) x 2(out), com cada uma das duas saidas ligada a um dos es-
pectrometros. Desta forma, os espetros VIS e NIR sdo registados em simultaneo.
Entre o porta amostras e o0 acoplador que recolhe a luz transmitida através da amostra
séo colocados dois polarizadores cruzados que servem para atenuar a intensidade de
radiacdo que é conduzida para os espectrémetros.

Os espectros foram adquiridos através do software de controlo e aquisi¢cdo de dados
SpectraSuite da Ocean Opctics.

O protocolo de recolha de espectros consistiu em:

1. Medicao de espectros de referencia:
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Figura 4.2.: Montagem experimental para a andlise das amostras (a) e respetivo diagrama de blocos

(b).
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a) Espectro “branco” B ()), correspondente ao espectro do sinal luminoso
transmitido através do sistema 6tico e cuvette vazia;

b) Espectro “escuro” D ()), correspondente ao sinal do espectrometro quando
a excitagao luminosa estéa desligada;

2. Espectro “sinal” S (\), correspondente ao espectro do sinal luminoso transmi-
tido através do sistema 6tico + cuvette + amostra liquida, e corresponde a um
percurso ético de 1 cm (medido no ar);

3. Conversao das medidas para absorvancia, através da expressao:

AN = —log <M) , (4.1)

conversao feita diretamente no software de aquisicao de dados - SpectraSuite;

4. Registo no disco dos espectros VIS e NIR para cada amostra.

4.5.3. Processamento de informacao dos espectros de absorvancia

No estudo sisteméatico, com vista a caracterizacao da regido espectral dos 400 aos
1700 nm, foram analisadas as 60 amostras quem compdem os trés grupos definidos
acima. Foram realizadas diversas medidas, sendo recolhidos para o total das amos-
tras, cerca de 150 espectros na regiao VIS e outros 150 espectros na regiao NIR. O
objetivo deste estudo espectroscopico é encontrar alguma caracteristica, (amplitude,
posicao de picos de absorvancia, diferenca de amplitude entre dois comprimentos de
onda) que possa ser diretamente relacionada com o contetdo percentual de compos-
tos polares totais das amostras.

Na analise dos espectros recolhidos na regido do VIS, Figura B3, verifica-se uma
forte absorg¢ao na regiao UV-VIS, ocorrendo o inicio do registo da absorvancia a di-
ferentes comprimentos de onda, de acordo com as caracteristicas das amostras. Foi
estudado esse fendmeno, de forma a verificar se este se correlaciona com a % CPT
das amostras. A Figura BH, mostra a resposta tipica na gama do infravermelho pré-
ximo. Seguindo o mesmo principio de analise, e tentando correlacionar caracteristicas
espectroscépicas com a % CPT das amostras, foram realizadas algumas medidas de
quantificagao:

e estudo da posicao dos picos de absorvancia, registando a posicao destes em
amostras com diferentes percentagens de CPT. O estudo da posigéo de picos foi
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efetuado a partir de um algoritmo Matlab que identifica os maximos locais dos
espectros;

e absorvancia absoluta (equacao B1), em diferentes comprimentos de onda (\) e
média de absorvancia numa janela de 10 nm de uma zona da linha de base dos
espectros;

e absorvancia relativa - nesta analise seguiram-se trés abordagens. Na primeira
efetuou-se a diferenca de absorvancias em dois comprimentos de onda do es-
pectro, sendo avaliadas no total um conjunto de seis diferencas. Na segunda
abordagem efetuou-se a subtracdo do espectro de absorvancia do 6leo novo
aos restantes espectros e analisaram-se as amplitudes das curvas resultantes,
em diferentes comprimentos de onda, e numa janela de 10 nm correspondente
a zona da baseline dos espectros. Na terceira efetuou-se uma medida, deno-
minada de AY 5, que relaciona as absorvancias de trés comprimentos de onda,
sendo descrita por:

AY 9 = Ay + Ay — A3,

os comprimentos de onda utilizados para o calculo de AY 5, correspondem a
comprimentos de onda de interesse, nomeadamente picos de absorgdo, ou A
onde se verifiquem diferencas entre espectros das varias amostras, de acordo
com a sua % CPT.

e dindmica relativa da absorvancia, considerando trés comprimentos de onda, no
infravermelho préximo, para formar as medidas de AY ; e Y':

Aq Ao
AY = 2L
! Aref Aref’

= 1/ A As
V=L + 22,
2 (Aref * Aref>

A medida da dindmica relativa da absorvancia tenta quantificar o comportamento dos
picos em torno de um ponto de referéncia, quando se varia a % CPT, aferindo a deslo-
cacao do pico no comprimento de onda, ou variagdes de amplitude, ou analogamente,
a mudanca do centro de massa do pico. A escolha da posicdo dos comprimentos de
onda utilizados nos célculos de AY 1, Y foi feita da seguinte forma: o comprimento de
onda de referéncia (\.¢) devera ser escolhido numa zona onde as curvas de absor-
vancia de diferentes amostras apresentem comportamento semelhante (ndo parecem
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variar com a % CPT), os comprimentos de onda para (A1) e (\2) s&o escolhidos em
zonas da curva de absorvancia onde existam diferengas visiveis (amplitude) para di-
ferentes percentagens de CPT.

4.5.4. Analise
4.5.4.1. Caracteristicas principais das curvas de absorvéancia de luz Visivel

A Figura B33 (a) mostra o conjunto de espectros da regiao do VIS que foram recolhidos
do conjunto de amostras 2. A Figura B33 (b) mostra em pormenor a zona dos 400 aos
470 nm desses mesmos espectros, indicando-se na legenda das Figuras o valor da
% CPT de cada uma das amostras. Nos espectros recolhidos ndo se evidenciam
picos caracteristicos, verificando-se que existe uma forte absor¢éo na zona UV-VIS, e
que o inicio do registo da absorvancia ndo acontece ao mesmo comprimento de onda
para todas as amostras. De facto a absorcao é tao grande que o espectrometro nao
a consegue medir. Podia definir-se um limiar de detecao, mas este varia fortemente
com o comprimento de onda, como se pode observar na Figura @3 (b). O Anexo B3,
contém os espectros da regidao VIS dos diferentes conjuntos de amostras analisados.

O aumento da concentragao de compostos polares totais € normalmente acompa-
nhado de um escurecimento das amostras de 6leo, sendo este fator facilmente identifi-
cado visualmente. Este efeito também se verifica na medida de absorvancia na gama
visivel, Figura B3 (b), ocorrendo um deslocamento gradual do limiar de absorvancia
das amostras desde os comprimentos de onda do azul para o vermelho. Tentando
correlacionar este fend6meno com a qualidade do 6leo, efetuou-se um estudo da po-
sicdo do limiar de absorvancia, representando graficamente essa posi¢gdo (nm) em
funcdo da % CPT conhecida para cada uma das amostras. Assim, na Figura &4,
estao representados os dados provenientes da andlise dos espectros da regiao VIS
dos 3 conjuntos de amostras estudadas, identificando-se quatro séries de dados, duas
relativas ao conjunto um e dois, respetivamente, e as restantes relativas ao conjunto
3.

O conjunto 1 aparece com os resultados huma gama de percentagens de CPT que
nao é de relevo para este estudo, servindo no entanto para comprovar que o limiar da
absorvancia para amostras com baixa % CPT se situa em A menores.

Os dados do conjunto 2 mostram uma relagao quase linear entre a posi¢ao do limiar
da absorvancia e a % CPT, situando-se o limiar a A maiores, quanto maior for a %
CPT, o que era de esperar pela natureza das amostras (diluicao).
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Figura 4.3.: Pormenor do espectro de absorgao do Visivel, que mostra as diferentes posigées do inicio
do registo da absorvancia, para os diferentes 6leos.
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Posicdo Limiar de absorvanciado VIS em fungdo da % CPT
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Figura 4.4.: Variagao da posigéo do limiar de absorvancia dos espectros do VIS, em fun¢éo da % CPT,
dos dleos dos conjuntos 1, 2 e 3. A série de resultados identificada como “Conjunto 3
(1)” refere-se as amostras do conjunto 3 analisadas a temperatura ambiente, enquanto o
“Conjunto 3 (2)” refere-se as amostras do conjunto 3 analisadas ap6s serem aquecidas no
banho-maria a 60°C.

Relativamente aos resultados das duas analises do conjunto 3, a primeira conclusao
a tirar é que existe variacdo da posicao do limiar de absorvancia, entre as medicoes
efetuadas a temperatura ambiente e as efetuadas com as amostras aquecidas em
banho-maria. Essa diferenca é quase nula para amostras com baixa % CPT (até apro-
ximadamente 19 %), sendo maior para as amostras com uma % CPT mais elevada.
Apesar desta diferenga, continua a verificar-se a tendéncia observada nos resultados
do conjunto 2, ou seja, 0 A a que esta posicionado o limiar de absorvancia aumenta
com a % CPT, embora neste caso a relacao ndo seja tao linear.

4.5.4.2. Caracteristicas principais das curvas de absorvancia NIR

A Figura B3, mostra um conjunto de espectros da regiao do infravermelho proximo
que foram recolhidos em amostras pertencentes ao conjunto 1 e 2 respetivamente.
Os resultados das medidas espectroscopicas efetuadas estdo de acordo com os que
tém sido descritos na literatura. Recentemente foram publicados trabalhos nos quais
sao estudados dleos alimentares de diferentes origens, recorrendo a utilizagado da
espectroscopia NIR [10T], [T, A02]. Embora nos estudos em questdo a gama estudada
seja mais ampla (1000 nm aos 2500 nm), na regiao que se sobrepdes ao nosso estudo
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Figura 4.5.: Representagéo de alguns dos espectros referentes a amostras com diferentes percenta-
gens de CPT, na gama NIR: (a) espectros do conjunto 1; (b) espectros do conjunto 2.
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(1000 nm a 1700 nm), o perfil dos espectros recolhidos é muito semelhante, estando
presente em ambos 0s casos 0s picos caracteristicos no comprimento de onda de
1200 nm e 1400 nm (aproximadamente 8300 cm ™! e 7100 cm ™). A semelhanca entre
os resultados verifica-se, apesar de existirem diferengas na preparacéao das amostras,
no processo de recolha dos espectros e na instrumentagao utilizada. A Figura &8 (a)
e (b), mostra um conjunto de espectros da regido NIR retirados dos estudos referidos,
onde é possivel comprovar as semelhancas entre estes espectros e os obtidos no
nosso estudo.

Analisando os espectros obtidos nas nossas medigoes, verifica-se a existéncia picos
caracteristicos, localizados na regiao dos 1200 nm, dos 1400 nm e entre os 1600 e
os 1700 nm. Foi efetuado um estudo da posigao destes picos caracteristicos para as
diversas amostras que compdem o conjunto 2 e 3, sendo os resultados apresentados
nas Tabelas B2 e B3. O estudo da posicao de picos foi efetuado a partir de um
algoritmo Matlab que identifica os maximos locais dos espectros.

Os picos registados nos espectros do infravermelho proximo tém correlagdo com a
estrutura molecular de constituintes de 6leos: o pico observado na regido dos 1200 nm
deve-se a combinacao de bandas e a segunda sobreposicao da ligagdo C-H do meti-
leno da cadeia alifatica do 6leo, ao passo que os dois picos que se registam na regiao
em torno dos 1400 nm se devem as bandas de combinag¢ao C-H do metileno.

Outro dos pormenores a ressalvar tem a ver com a linha de base do espectro, que
parece variar com diferentes condicoes de degradacao dos 6leos, Figura E5 (a). Nos
espectros obtidos verifica-se que a linha de base dos espectros se localiza abaixo
de zero em determinados comprimentos de onda, resultando isso da comparacao da
absorvancia que é registada nos espectros do “sinal’ e nos espectros de referéncia,
que foram definidos na Seccao BEA2. Observando a Figura B8 (a), retirada do estudo
publicado por Du et al [101], nela estdo apresentados trés espectros da regiao do
infravermelho, onde também se verifica a variagdo da linha de base dos espectros. Os
trés espectros sé@o recolhidos de amostras de 6leo que fritaram alimentos diferentes e
possuem um nivel de degradacao diferente.

4.5.4.3. Relacao da absorvancia com a Percentagem CPT

Aplicando os principios de processamento enunciados na Secc¢ao B-573 aos espectros
recolhidos do conjunto de amostras 2 e 3, procuram-se caracteristicas espectroscopi-
cas que possam ser diretamente correlacionadas com o contetudo percentual de com-
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Figura 4.6.: Conjunto de espectros NIR de dleos de fritura: (a) adaptado de [101] e (b) adaptado de
[102].
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| Amostra | Pico 1 (nm) [ Amp. 1 | Pico 2 (nm) | Amp. 2 | Pico 3 (nm) [ Amp. 3 | Pico 4 (nm) [ Amp. 4 |

1 1217,2 0,633 1400 0,433 1421,9 0,44 1673 0,317
2 1217,2 0,642 1400 0,439 1421,9 0,455 1669 0,248
3 1217,2 0,623 1400 0,429 1421,9 0,441 1669 0,226
4 1217,2 0,627 1400 0,414 1421,9 0,441 1673 0,311
5 1217,2 0,659 1400 0,449 1421,9 0,474 1668 0,247
6 1217,2 0,665 1400 0,469 1421,9 0,475 1668 0,27
7 1217,2 0,628 1400 0,412 1421,9 0,437 16734 0,308
8 1217,2 0,617 1400 0,43 1421,9 0,454 1668 0,23
9 1217,2 0,647 1400 0,424 1421,9 0,467 1673 0,319
10 1217,2 0,635 1400 0,417 1421,9 0,459 1673 0,316
11 1217,2 0,631 1400 0,42 1421,9 0,456 1673 0,296
12 1217,2 0,63 1400 0,409 1421,9 0,459 1673 0,3

13 1217,2 0,637 1400 0,427 1421,9 0,486 1674 0,302

Tabela 4.2.: Resultados da anélise dos espectros do infravermelho préximo que compéem o conjunto
2.

postos polares totais das amostras. Centrando a analise dos espectros nas posicdes
e amplitudes dos picos caracteristicos referidos atras, e em outros comprimentos de
onda da baseline dos espectros (1000, 1300 e 1600 nm), avaliaram-se varias medidas
quantitativas das diferentes condi¢des dos 6leos de fritura, face as percentagens de
compostos polares previamente calculadas por HPLC.

Estudo da posicao dos picos de absorvancia

Efetuou-se um estudo da posicao dos picos caracteristicos dos dois conjuntos de
amostras, sendo registada o comprimento de onda dos picos e a respetiva absorvan-
cia. Os resultados estdo sumariados nas Tabelas B2 e B=3. Analisando os resultados
presentes nas tabelas verifica-se que a posicdo dos trés primeiros picos é a mesma
para todas as amostras estudadas. Ja o quarto pico, que se localiza na regiao dos
1670 nm, embora a sua posicdo ndo seja a mesma para as varias amostras as 0s-
cilagdes sdo muito pequenas, variando no maximo 6 nm. Com os resultados obtidos
verifica-se que a posicao dos picos de absorvancia nao varia com o nivel de degrada-
¢ao dos 6leos.

Medidas de absorvancia absoluta

No estudo da absorvancia absoluta comegaram por se analisar os espectros dos dife-
rentes 6leos, recolhendo-se a sua amplitude em comprimentos de onda de interesse.
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| Amostra | Pico 1 (nm) [ Amp. 1 | Pico 2 (nm) | Amp. 2 | Pico 3 (nm) [ Amp. 3 | Pico 4 (nm) [ Amp. 4 |

1 1217,2 0,652 1400 0,424 1421,9 0,436 1671 0,242
2 1217,2 0,631 1400 0,41 1421,9 0,424 1671 0,221
3 1217,2 0,643 1400 0,422 1421,9 0,45 1671 0,233
4 1217,2 0,781 1400 0,494 1421,9 0,526 1671 0,304
5 1217,2 0,859 1400 0,611 1421,9 0,64 1674 0,426
6 1217,2 0,872 1400 0,621 1421,9 0,66 1674 0,441
7 1217,2 0,906 1400 0,663 1421,9 0,693 1674 0,488
8 1217,2 0,907 1400 0,662 1421,9 0,669 1674 0,479
9 1217,2 0,795 1400 0,558 1421,9 0,593 1673 0,365
10 1217,2 0,865 1400 0,608 1421,9 0,643 1677 0,442
11 1217,2 0,823 1400 0,570 1421,9 0,617 1674 0,39
12 1217,2 0,806 1400 0,564 1421,9 0,602 1673 0,372
13 1217,2 0,853 1400 0,605 1421,9 0,636 1674 0,432
14 1217,2 0,73 1400 0,501 1421,9 0,53 1673 0,319
15 1217,2 0,746 1400 0,509 1421,9 0,539 1673 0,341

Tabela 4.3.: Resultados da andlise dos espectros do infravermelho préximo que compdem o conjunto
3.

Os valores utilizados neste estudo correspondem aos picos caracteristicos do infra-
vermelho préximo.

Na analise do conjunto 2, foram recolhidas as amplitudes nos comprimentos de
onda de 1176 nm e 1400 nm, que correspondem a um pico de absorcao, caso dos
1400 nm, e o comprimentos de onda de 1176 nm corresponde ao cotovelo que existe
em todos os espectros, antes do pico dos 1217,2 nm, sendo este escolhido pois apre-
senta variagdes para as diferentes amostras. Os resultados da analise do conjunto 2
estao representados na Figura B2, onde sao apresentados os graficos das medidas
de amplitude em fungao da % CPT.

Analisando os graficos da Figura B=7 verifica-se um comportamento semelhante
nos dois comprimentos de onda, sendo pouco expressivo. Entre as diversas amos-
tras verifica-se que a amplitude € maior para amostras que possuam uma % CPT
mais baixa, sendo esse facto mais evidente na analise do comprimento de onda de
1176 nm.

O estudo das amostras do conjunto 3, revela maior diversidade de resultados, Figura
B8, derivado das diferentes analises realizadas em diferentes condi¢gées, descritas na
Seccao EAL

Por observacéao dos espectros representados na Figura B8, torna-se evidente que
as condi¢cdes de medida influenciam muito os seus resultados. Os espectros pre-
sentes nos graficos das Figuras B8 (a) e (c) embora sejam recolhidos em condicdes
diferentes apresentam resultados similares na linha de base, pr6xima de zero, que
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Figura 4.7.: Gréaficos da andlise da absorvancia absoluta dos espectros em fungéo da % CPT das
amostras do conjunto 2: (a) absorvancia registada aos 1176 nm; (b) absorvancia registada
aos 1400 nm.
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Figura 4.8.: Espectro da regido NIR referentes ao conjunto 3, medidos sob diferentes condicdes: (a)
medicdo a temperatura ambiente sem homogeneizar as amostras; (b) medicdo a tempe-
ratura ambiente apds homogeneizar as amostras; (c) medi¢cdo ap6s aquecer as amostras
em banho-maria a 60°C, sendo estas homogeneizadas antes da analise.
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tem uma baixa variagdo com o nivel de degradacao dos éleos, elevando-se a linha
de base para valores de Absorvéancia na ordem de 0,2 a 0,3. Ja no caso dos espec-
tros apresentados na Figura B3 (b), verificam-se resultados um pouco diferentes dos
outros dois casos: embora o espectro continue a apresentar os picos de absorvan-
cia caracteristicos nos mesmos comprimentos de onda, existe um aumento da linha
de base para valores bastante elevados, na ordem dos 2,5. Estes resultados podem
estar associados a causas simples. No caso da andlise das amostras a temperatura
ambiente sem proceder a homogeneizagdo da mesma, Figura &8 (a), a porcao de
6leo que é recolhida possui uma baixa quantidade de agregados de particulas e im-
purezas resultantes da fritura dos alimentos, pois estes encontram-se depositados no
eppendorf onde estd armazenado o 6leo. Como a porgédo da amostra estudada pos-
sui uma baixa quantidade de agregados vai apresentar valores de absorvancia mais
baixos, observando-se por isso a linha de base dos espectros proxima de zero. Ja
no caso da anadlise das amostras que foram aquecidas em banho-maria a 60°C, Fi-
gura B8 (c), embora estas sejam homogeneizadas antes da recolha da por¢éo a ser
estudada, o banho-maria a altas temperaturas ajuda a dissolver os agregados de par-
ticulas que se formam no eppendorf a temperatura ambiente. Dessa forma a porcao
da amostra estudada, embora possua conjuntos de agregados e alguns contaminan-
tes que se formam durante a fritura, estes encontram-se dissolvidos, apresentando
por isso espectros com baixos valores de absorvancia, nos quais as linhas de base
estdo préximas de zero. Relativamente a analise realizada a temperatura ambiente,
Figura &8 (b), na qual se procedeu a homogeneizagao da amostra antes de se reco-
Iher uma porcao para ser estudada, verificou-se que essa por¢ao continha uma grande
quantidade de pequenos agregados que estavam em suspensao no 6leo. Esse facto
provoca uma maior dispersdo da luz por parte da amostra estudada, apresentando por
isso espectros com valores de absorvancia mais elevados, ocorrendo um aumento da
linha de base dos espectros para valores da absorvancia da ordem dos 2,5.

Visto os resultados das trés analises ao conjunto 3 serem um pouco diferentes en-
tre eles, a andlise da absorvancia absoluta em comprimentos de onda de interesse
vai apresentar resultados um pouco distintos. Apresenta-se na Figura B9, a analise
dos espectros do conjunto 3, obtidos segundo as trés abordagens descritas, para o
comprimentos de onda de 1400 nm.

Analisando os graficos da Figura B9, verifica-se que o gréafico que aparenta estabe-
lecer uma melhor relagéo entre a amplitude dos espectros aos 1400 nm e a % CPT é
o0 espectro apresentado na Figura B9 (b). Analisando esse grafico é possivel verificar
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Figura 4.9.: Andlise da absorvancia absoluta nos 1400 nm, em funcdo da % CPT das amostras do
conjunto 3: (a) analise dos espectros medidos a temperatura ambiente sem homogenei-
zagao; (b) andlise dos espectros medidos a temperatura ambiente apés homogeneizagao;
(c) analise dos espectros recolhidos ap6s as amostras serem aquecidas em banho-maria

e homogeneizadas. Em (b) e (c) as amostras foram medidas duas vezes.
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que amplitude dos espectros € baixa e permanece inalterada para amostras com %
CPT baixas, até aproximadamente 15%, verificando-se que para valores superiores a
15% a amplitude registada aumenta significativamente com a % CPT, existindo uma
relacdo aproximadamente linear entre eles. Relativamente aos outros gréaficos das
Figuras B4 (a) e (c), verifica-se em ambos uma tendéncia para que os valores da am-
plitude aumentem com o aumento da % CPT, embora a relagdo que exista nao seja
tao linear como a observada no caso do gréfico (b). E de salientar ainda a gama de
variacao das amplitudes & muito maior para o grafico (b), aproximadamente de 0,448
a 2,597, enquanto que no caso do grafico (a) € de 0,41 a 0,663 e no grafico (c) € de
0,373 a 0,566.

Foram realizadas analises semelhantes para diferentes comprimentos de onda, sendo
apresentados os graficos com as respetiva analise no Anexo B=32. De todas as ana-
lises feitas, a realizada nos 1400 nm foi a que apresentou melhores resultados.

Durante as medidas da absorvancia absoluta foi ainda realizada uma média de ab-
sorvancia numa janela de 10 nm de zonas da baseline dos espectros. A janela é
centrada neste comprimento de onda, sendo efetuada a média da absorvancia em
+5nm. Na Figura B0 estdo representadas graficamente essas médias para a base-
line centrada nos 1300 nm, em fungao da % CPT das amostras de 6leos. O estudo foi
realizado para o conjunto de amostras 3, sendo a andlise feita para os espectros medi-
dos a temperatura ambiente, apds se proceder a homogeneizacao da amostra e para
0 caso em que as amostras foram aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
A analise das regides da baseline dos espectros do conjunto 3 também foi realizada
para os A de 1000 nm e 1600 nm, cujos graficos dos resultados sdo apresentados no
Anexo B33.

De acordo com os resultados apresentados na Figura E10, a amplitude da média
registada na janela dos 1300 nm aumenta com o aumento da % CPT. Nas amos-
tras que foram analisadas a temperatura ambiente, Figura 10 (a) parece existir uma
maior linearidade entre as duas variaveis, existindo também maior concordancia entre
os resultados das duas medidas efetuadas. Pelo contrario, nos resultados das amos-
tras que foram analisadas apés serem aquecidas em banho-maria, Figura E10 (b),
a concordancia entre as duas medidas & menor, verificando-se uma maior variacao
sobretudo nas amostras com alta % CPT, mas com valores proximos de zero.
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Figura 4.10.: Anélise da média da absorvancia, em regiées da baseline (1300 nm) em fungéo da %
CPT: (a) analise dos espectros medidos a temperatura ambiente apds homogeneizagao;
(b) andlise dos espectros medidos apds as amostras serem aquecidas em banho-maria
e homogeneizadas.
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Figura 4.11.: Identificacdo dos A utilizados para o célculos das diferengas 3 e 4. A diferenca 3 é
dada pela seguinte subtragdo: [A(1400nm) - A(1409nm)] e a diferenca 4 é dada por:
[A(1421,9nm) - A(1409nm)].

Medida de Absorvancia relativa

Na analise da absorvancia relativa (Seccao B53) consideraram-se trés abordagens.

Na primeira calculou-se a diferenga entre absorvancias a comprimentos de onda ca-
racteristicos, sendo avaliadas, no total, um conjunto de seis diferencas. A Figura 211,
identifica as diferencas 3 e 4 que foram analisadas. A identificagdo dos comprimentos
de onda e os resultados das diferencas ndo conduziram a conclusdes significativas,
mas incluem o Anexo B3 4.

Na segunda abordagem, efetuou-se a subtracao do espectro de absorvancia que foi
recolhido do 6leo novo, aos restantes espectros, com o objetivo de verificar o efeito de
frituras consecutivas. Desta forma procurou-se confirmar os comprimentos de onda
de maior relevancia, onde as diferengas do espectro do 6leo novo e usado séo de
maior amplitude. A Figura B2 mostram uma das curvas resultantes da subtragéo do
espectro do 6leo novo, para as amostras do conjunto 3, estdo as restantes represen-
tadas no Anexo B3H. Delas, podem destacar-se alguns comprimentos de onda
onde se verificam as maiores diferencas, em relagdo ao espectro do 6leo novo, nome-
adamente: 1173, 1423, 1440, 1466, 1518 e 1653 nm, confirmando as observacbes
anteriores. O estudo da amplitude das curvas em funcao da % CPT, & apresentado
nas Figuras B3 e @14 para os comprimentos de onda de 1440 e 1653 nm. Para os
restantes casos, os resultados sao apresentados no Anexo A38.

Analisando os resultados verifica-se que, tal como em estudos anteriores, o valor
das amplitudes aumenta com a % CPT das amostras. Constata-se ainda, que tal



FCUP | 123
4.5. Aplicacado espectroscédpica para analise de 6leos alimentares

5.4 %CPT
123 %CPT
189 %CPT
203 %CPT
222 %CPT
245 %CPT ()
26 %CPT
] ———-m2%cPT
265 %CPT
———-272 %CPT
———-281 %CPT
295 %CPT ()
—=—-301 %CPT
35,1 %CPT ()

Absorvancia

005 L L I
200 1000 1100 1200

I L I
1400 1500 1600 1700
COMPRIMENTO DE ONDA (nrm)

Figura 4.12.: Curvas resultantes da subtragéo do espectro de absorvancia do 6leo novo aos restantes
espectros das amostras analisadas. Estas curvas s@o provenientes da aplicacdo deste
procedimento nos espectros que foram recolhidos a temperatura ambiente sem homo-
geneizagao.

como em casos anteriores, parece existir uma maior linearidade e concordancia entre
as duas medidas nos resultados das amostras medidas a temperatura ambiente, com-
parando com os resultados das amostras que foram medidas ap6s serem aquecidas
em banho-maria.

Para além da andlise efetuada em comprimentos de onda de interesse, também
se estudaram médias de amplitudes em janelas de 10 nm, em zonas de baseline
dos espectros originais. Os comprimentos de onda selecionados para o estudo do
comportamento da baseline sédo os 1000, 1300 e os 1600 nm. A janela é centrada
nos comprimentos de onda de interesse, sendo efetuada a média das amplitudes em
+5 nm. Os resultados desta analise estdo expostos no Anexo B-377, sendo apresen-
tados em funcao da % CPT.

Na terceira abordagem utilizou-se a medida de AY 5. Nesta andlise foram utilizadas
as amostras do conjunto 3, nas medi¢gdes efetuadas com as amostras a temperatura
ambiente e apds serem aquecidas em banho-maria. Nas medi¢cdes a temperatura
ambiente foram realizadas duas analises, em que se escolhem diferentes comprimen-
tos de onda, tendo em conta os resultados da Figura ET2. Para o primeiro caso, 0s
comprimentos de onda utilizados séo:

e )\ = 1423 nm;

e )\ = 1602nm;
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Figura 4.13.: Andlise da absorvancia aos 1440 nm nas curvas resultantes da subtragéo do espectro
do 6leo novo aos espectros das restantes amostras: (a) andlise dos espectros medidos a
temperatura ambiente apds homogeneizagao; (b) analise dos espectros recolhidos apos
as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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Figura 4.14.: Andlise da absorvancia aos 1653 nm nas curvas resultantes da subtragéo do espectro
do 6leo novo aos espectros das restantes amostras: (a) andlise dos espectros medidos a
temperatura ambiente apds homogeneizagao; (b) analise dos espectros recolhidos apos

as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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e Média baseline (5 nm) centrado emMs = 1300 nm;

Ja para o segundo caso, apenas se troca o valor do A\; = 1423 nm por \] = 1445 nm,
mantendo-se tudo o resto igual.

A andlise das amostras do conjunto 3 medidas apds aquecimento em banho-maria,
utilizou os mesmos comprimentos de onda do primeiro caso de estudo da andlise das
amostras a temperatura ambiente. Os resultados da aplicagdo da medida AY 5 nestes
comprimentos de onda sao apresentados na Figura E15, em funcdo da % CPT.

As evidéncias demonstradas nesta andlise, Figura E15, parecem estar em con-
cordancia com os restantes resultados mostrados até aqui. Verifica-se uma maior
concordancia entre os resultados das medidas realizadas nos espectros recolhidos
a temperatura ambiente, observando-se uma melhor separagdo dos resultados das
amostras, existindo uma relagcao aproximadamente linear entre a % CPT e as medi-
das efetuadas. Observando os resultados a medida parece ter sido otimizada com
sucesso, apods o refinamento dos comprimentos de onda a utilizar.

Dinamica Relativa da Absorvancia, pelas medidas AY ,Y

Tendo em conta a natureza das medidas de AY 1, Y (Secc¢édo &A1), foram efetuados
dois estudos, utilizando o conjunto de amostras 3, onde se escolheram diferentes
comprimentos de onda de andlise. Para o primeiro caso, os comprimentos de onda
eleitos foram:

e )\ = 1400 nm;
® Aoy = 1409 nm;
e )\ = 1421, 9nm;

Utilizando estas medidas no estudo do conjunto de espectros de absorvancia que
foram recolhidos a temperatura ap6s homogeneizacao, obtém-se os resultados apre-
sentados na Figura B18. Observando a Figura, verifica-se os gréaficos possuem dife-
rentes tendéncias. No caso do grafico do AY ; regista-se um ligeiro aumento deste
parametro com o aumento da % CPT, ja no caso do Y verifica-se o contrério, ou seja,
com o aumento da % CPT o valor de Y diminui. Embora se verifique uma tendéncia
de variagao destes parametros com a % CPT das amostras estes ndo conduzem a
conclusdes muito significativas, pois na gama de interesse do estudo, dos 15 % de
CPT aos 30 % de CPT, as variagbes sdao muito pequenas.
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Figura 4.15.: Medida de AY » para (a) A1, A2, A3, & temperatura ambiente sem homogeneizagéo;
(b) X1, A2, A3, a temperatura ambiente apds homogeneizagéo e (C) A1, A2, A3, apds
aquecimento e homogeneizagao.
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Figura 4.16.: Gréaficos de AY 1(a) e Y (b), em fungéo da % CPT, calculados para as posi¢des indica-
das.
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Figura 4.17.: Medidas da repetibilidade efetuadas com as amostras a temperatura ambiente: (a) es-
pectros recolhidos da amostra com 18,9 % de CPT; (b) espectros recolhidos da amostra
com 30,1 % de CPT.

Os resultados da aplicagdo das medidas de AY ; e Y para o outro caso estdo
apresentados no Anexo B3 8.

4.5.4.4. Teste para aferir a repetibilidade e efeito da temperatura nas medicoes

Realizaram-se dois testes para aferir a repetibilidade das medidas utilizando amostras
do conjunto 3. Um teste com as amostras a temperatura ambiente e um outro com
as amostras aquecidas num banho-maria a temperatura de 60°C, sendo as amostras
homogeneizadas em ambos 0s casos.

Para o caso da andlise realizada com as amostras a temperatura ambiente, foram
utilizadas duas amostras com percentagens de CPT de 18,9 % e 30,1 %, sendo reco-
Ihidos 15 espectros de cada uma delas, Figura E14.

Para a analise realizada apds aquecimento das amostras, foram utilizadas amostras
com percentagens de CPT de 20,3 % e 35,1 %, sendo recolhidos 15 espectros para
cada uma delas, Figura B18.

Analisando os dois testes de repetibilidade realizados verifica-se que existe uma
variagao intrinseca ao método de medida, ocorrendo variagdes da linha de base. No
caso do teste realizado a temperatura ambiente chega a ser de aproximadamente
0,3, e no caso das amostras aquecidas em banho-maria € de aproximadamente 0,2.
Perante este facto, parecem existir evidéncias de que a analise das amostras apés
aqguecimento em banho-maria produz resultados com maior repetibilidade, do que a
analise das amostras a temperatura ambiente.

A maior repetibilidade das amostras analisadas ap6s aquecimento provavelmente
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Figura 4.18.: Medidas da repetibilidade efetuadas apés as amostras serem aquecidas em banho-maria
e homogeneizadas: (a) espectros recolhidos da amostra com 20,3 % de CPT; (b) espec-
tros recolhidos ea amostra com 35,1 % de CPT.

deve-se ao facto de o banho-maria ajudar a dissolver os agregados de particulas e
impurezas do 6leo, tornando a amostra aproximadamente homogénea. Ja no caso das
amostras analisadas a temperatura ambiente, como esses agregados de particulas
e impurezas do 0leo n&o estéo dissolvidos e se encontram em suspensao, tornam a
amostra pouco homogénea. Isso faz com que ao retirar consecutivamente uma porgao
da amostra para ser analisada, a quantidade de particulas em suspensao que sao
recolhidas possa variar, fazendo também variar os niveis de absorvancia do espectro,
sendo os resultados visiveis na alteracdo da posicao da linha de base dos espectros.

4.5.5. Conclusoes

O objetivo deste estudo passa por desenvolver um sensor, de baixo custo, que per-
mita determinar fiavelmente a qualidade do éleo, utilizando a analise da absorvancia
em comprimentos de onda especificos. Para isso foram realizadas um conjunto de
analises espectroscépicas de bleos alimentares tentando estabelecer correlacao en-
tre alteracoes espectrais € a % CPT medidos por HPLC. Foram recolhidos espectros
de absorvancia VIS e NIR, sendo utilizados sobretudo os espectros NIR.

Apés a apresentacao de todos os estudos efetuados nos conjuntos de amostras 1,
2 e 3, foi possivel aferir indicadores espectrais correlacionaveis com a % CPT. Foram
testadas trés medidas espectrais. Tanto a absorvancia relativa como a medida que
denominamos dindmica relativa da absorvancia, permitem estabelecer alguma corre-
lacdo com a % CPT das diferentes amostras. Comparando os tipos de medidas efetu-
adas no conjunto 3, nomeadamente a analise das amostras a temperatura ambiente e
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a andlise das amostras aquecidas em banho-maria, verifica-se que as amostras anali-
sadas a temperatura ambiente denotam variacées mais acentuadas, apresentando re-
sultados que mais facilmente se correlacionam com a % CPT das amostras. Existem
no entanto alguns fatores que parecem provocar a variabilidade das medidas éticas,
nomeadamente a presenga de agregados e impurezas, a variagao da temperatura e a
oxidacao das amostras. Os resultados da medida da dinamica relativa da absorvancia
pelo indicador AY 5 parecem os mais promissores.
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Figura 4.19.: Medidas AY » com sugestéo gréafica (retas) de um possivel método de classificagéo da
qualidade das amostras.

Observando o disposto na Figura 19, sdo tragadas duas retas nos graficos, com
um fim puramente indicativo, que poderiam indicar possiveis métodos de classificagéo
das amostras. Uma das retas é colocada alinhada com o limiar da qualidade do éleo,
25 % CPT, e a outra é localizada de forma a melhor separar as amostras consideradas
de boa qualidade, com uma % CPT menor que 25%, € as amostras consideradas im-
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préprias, com uma % CPT superior a 25%. Segundo a disposi¢édo das retas, é possivel
verificar que perante os dados das quinze amostras apenas uma seria classificada de
forma errada, sendo considerada de boa qualidade, quando na verdade ja possui uma
% CPT superior aos 25%.

E claro que este estudo é preliminar e é baseado num nimero muito reduzido de
amostras. No entanto, é a base de um trabalho em curso, que permitiu estabelecer
parametros para um proto6tipo mais direcionado que sera testado num grande numero
de amostras para procurar peso estatistico que possa validar o principio de medida, e
a escolha por uma destas abordagens.
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5. Conclusoes Finais e Perspetivas
Futuras

5.1. Conclusoes

Esta dissertagéo encontra-se dividida em duas partes: a primeira que consiste num
o estudo preliminar realizado para avaliacao do potencial de aplicacdo da técnica de
espectroscopia no estudo de lesdes de cartilagem. O estudo foi direcionado para
o desenvolvimento de uma solugdao complementar ao diagndéstico artroscépico atual,
com especial atengéo para a detegé@o de lesdes de baixo grau; e a segunda, na qual
se usam técnicas espectroscopicas no estudo de 6leos de fritura de alimentos, na
tentativa de relacionar as medidas espectroscépicas efetuadas com a % CPT dos
6leos. As gamas espectrais utilizadas foram dos 400 nm aos 1000 nm para o VIS e
dos 900 nm aos 1700 nm para o NIR.

Na primeira parte do trabalho, procedeu-se a um estudo espetroscdpio de pecas de
cartilagem de joelho de boi, recolhidas de um talho. Os fragmentos foram inspecio-
nados por um médico especialista em artroscopia. Foram recolhidos um conjunto de
espectros de reflectancia difusa a partir das diversas amostras. Com base nos espec-
tros obtidos com luz visivel, foi definido uma funcéo de medida, AY, para quantificar
o grau das les@es presentes na cartilagem. Este fator AY utiliza os valores da intensi-
dade espectral de trés comprimentos de onda distintos, com o objetivo de quantificar
o comportamento de picos do espectro em torno de um ponto de referéncia, quando
se varia o grau das lesbes, aferindo as variacées de amplitude. Da aplicacdo desta
funcado de medida obtiveram-se alguns resultados, em consonancia com estudos si-
milares, onde é possivel observar a sobreposicao dos resultados respeitantes a graus
de lesdes consecutivos, nomeadamente entre o grau 1 e grau 2, e entre o grau 2 e
o grau 3. Os resultados relativos ao grau 4 sdo bem distintos dos restantes graus de
lesdes.

Com base nos resultados espectroscopicos obtidos com luz visivel, desenvolveu-se
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uma ferramenta em LabVIEW que utiliza varias imagens de cartilagem, capturadas
em diferentes comprimentos de onda, com o objetivo de diferenciar os varios graus
de lesbes presentes nas amostras. O comprimento de onda a que as imagens fo-
ram recolhidas corresponde ao comprimento de onda que se utilizou no célculo de
AY no estudo dos espectros. O processamento das imagens foi similar ao efetuado
com 0s espectros, existindo neste caso um conjunto de operacdes simples que se
realizam para um mesmo pixel (n, m) das imagens. Na Ferramenta desenvolvida, é
apresentado o mapa do indicador AY, com uma codificacdo de cores artificial, com
tons personalizaveis que correspondem a diferentes valores de AY, que no nosso
caso estdo a varia entre aproximadamente 0,7 e 2. Verifica-se no entanto, que a gama
dindmica de uma das imagens, I, — 694 nm é muito reduzida (aproximadamente 11
niveis em 256 possiveis) sendo por isso uma imagem muito pobre em termos de infor-
macao, sendo uma condicionante a capacidade de discriminacdo das lesOes através
da ferramenta construida.

Embora as amostras estudadas constituam um conjunto muito reduzido, sendo por
isso impossivel obter conclusdes com peso estatistico, as observagdes evidenciam
potencial na utilizacdo da métrica AY na distingcdo de lesdes, ainda que é desejavel
uma otimizagdo da medida ou controlo das condicdes em que esta é efetuada para
aumentar a especificidade ao grau de lesdo e entre a sobreposicdo das respostas
registadas.

Para verificar o funcionamento da interface de andlise de imagens desenvolvida,
sera necessario submete-la a andlise de um grande nimero de amostras. Sera possi-
vel criar uma base de dados com os resultados de AY da analise das amostras, para
cada um dos graus de lesdo. Se os resultados obtidos forem coerentes, a partir da
base de dados criada sera viavel desenvolver um classificador automatico dos graus
de lesbes presentes nas imagens que sao introduzidas na ferramenta de classificacao.

Na segunda parte do trabalho realizou-se uma andlise espectroscépica de 6leos
alimentares tentando estabelecer correlacdo entre alteragdes espectrais e a % CPT
medidos por HPLC. Foram recolhidos espectros de absorvancia VIS e NIR, sendo uti-
lizados sobretudo os espectros NIR para realizar analises da absorvancia absoluta,
absorvancia relativa e din@mica relativa da absorvancia. O objetivo passa por desen-
volver um sensor, de baixo custo, que permita determinar fiavelmente a qualidade do
6leo, utilizando a andlise da absorvancia em comprimentos de onda especificos.

Os resultados obtidos para os diferentes conjuntos de amostras sao diferentes,
tendo em conta a metodologia utilizada para fazer a sua analise, ou seja, o facto de
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se proceder a homogeneizagao por agitagdo e aquecimento da amostra em banho-
maria vai fazer variar os resultados da analise espectral das amostras. Comparando
as medidas efetuadas no conjunto 3, nomeadamente a andlise das amostras a tem-
peratura ambiente e a analise das amostras aquecidas em banho-maria, verifica-se
gque as amostras analisadas a temperatura ambiente denotam variagdes mais acentu-
adas, apresentando resultados que mais facilmente se correlacionam com a % CPT
das amostras. Alguns dos fatores que parecem provocar a variabilidade das medi-
das 6ticas sao a presenca de agregados e impurezas, a variacao da temperatura e a
oxidacao das amostras.

Efetuado o estudo dos trés conjuntos de amostras, e apds analisar os resultados ob-
tidos, verifica-se que existem indicadores espectrais que possuem uma melhor corre-
lacdo com a % CPT das amostras. De entre as varias medidas espectrais abordadas,
aquelas que apresentam a melhor correlacdo sao a absorvancia relativa e a medida
denominada dindmica relativa de absorvancia. Os resultados da medida da dinamica
relativa de absorvancia pelo indicador AY 5 sdo mostrados na Figura E19. Obser-
vando o grafico da Figura, no qual sado tragadas duas retas, com fim puramente indi-
cativo que poderiam indicar possiveis métodos de classificagdo das amostras. Uma
das retas é colocada alinhada com o limiar da qualidade do 6leo, 25 % de CPT, e a
outra é colocada na posicao que permita uma melhor separacao das amostras consi-
deradas de boa qualidade, com uma % CPT menor que 25%, € as amostras conside-
radas improprias, com uma % CPT superior a 25%. Tendo em conta a disposi¢cao das
retas, verifica-se que caso se escolhe-se este método para classificar as amostras,
obteria-se uma precisdo de 93,33%, pois no conjunto das 15 amostras apenas uma
seria classificada de forma errada, sendo considerada de boa qualidade, quando na
realidade ja possui uma % CPT superior a 25%.

E claro que este estudo é preliminar e é baseado num niimero muito reduzido de
amostras. No entanto, é a base de um trabalho em curso, que permitiu estabelecer
parametros para um proto6tipo mais direcionado que sera testado num grande numero
de amostras para procurar peso estatistico que possa validar o principio de medida, e
a escolha por uma destas abordagens.

5.2. Perspetivas Futuras

Apesar da abordagem global e implementada ao longo desta Dissertacao produzir
resultados satisfatérios e promissores, a mesma pode ser enriquecida e melhorada,
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nomeadamente, nos seguintes pontos:

e Quanto a primeira parte do trabalho:

— no que diz respeito a ferramenta de andlise de imagens da cartilagem ar-

ticular, visto algumas das imagens possuirem uma gama dinamica muito
reduzida, uma possivel solucao pode passar pela recolha de imagens com
uma profundidade de resoluc¢do de 12 bit;

num futuro préximo sera verificada a eficiéncia da analise da ferramenta de
classificacdo construida, sendo para isso necessario submeter a mesma a
andlise de um grande nimero de amostras;

apds submeter a ferramenta a andlise de um conjunto de amostras consi-
deravel sera possivel criar uma base de dados com os valores de AY para
cada um dos graus de lesdes. Desta forma, e se os resultados forem con-
sistentes sera possivel desenvolver um classificador automatico dos graus
de lesdes presentes nas imagens que sao introduzidas na ferramenta de
classificacao.

e Quanto a segunda parte do trabalho:

— & necessario analisar um maior nimero de amostras de forma a obter um

conjunto que permita alcancar resultados com peso estatistico;

— diversificar as amostras estudadas, utilizando amostras de diferentes mar-

cas de oleo, submetidas a processos de fritura diferentes( temperatura,
tempo, alimento, fritadeira);

— escolher o principio de medida que apresente melhores resultados de clas-

sificacdo das amostras;

— construcdo de um sensor, de pequenas dimensdes, que possa ser utilizado

na cozinha, e que tenha por base a recolha da absorvancia na gama de
comprimentos de onda utilizada no principio de medida que for escolhido.
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A.1. Imagens recolhidas das amostras de cartilagem
articular

(@ (b) ©
Trés imagens que foram registadas, referentes a amostra n°3, sendo (a) a referente a
I, (b) areferente a I, 7, e por ultimo (c) a referente a I.

(d) (e) (f)
Trés imagens que foram registadas, referentes a amostra n° 6, sendo (d) a referente a

I, (e) areferente a I,.r, e por ultimo (f) a referente a I».
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A.2. Principais caracteristicas das 32 amostras de 6leo que
compoem o grupo 1

Tempo de Fritura (min)
1 Fry Top 1655-22; 1663-22 Batatas 30 10,8 13-mar
2 Fry Top 1653-22; 1665-22 116.5 Batatas 15 11 13-mar
3 Fry Top 1665-22; 1655-22 164 Batatas 30 13,5 21-mar
4 Fry Top 1665-21; 1635-22 136 Batatas 15 12,8 21-mar
5 Fiy Top 1465 Batatas 15 11,7 2-mar
6 Fiy Top 1663-22: 1650-21 Solha (Peixe) 11,9 1d-mar
7 Fry Top 1665-22: 1650-21 147 Solha (Peixe) 12,3 Ll
§ Fry Top 1663-22; 1650-21 177 Solha (Peixe) 9,6 14-mar
9 Fiy Top 1663-22; 1650-21 190 Solha (Pere) 9,7 14-mar
10 Fry Top 1665-22; 1650-21 170 Solha (Peixe) 12,5 14-mar
11 Fry Top 1630-22 166 T - Bolinhos Bacalhau 10,8 14-mar
12 Fry Top 1630-22 167 Transf; dos - Bolinhos Bacalh 11,7 14-mar
13 Fry Top 1630-22 176 Transf dos - Bolinhos Bacalhau 45 10,8 14-mar
14 Fry Top 1650-22 166 Transformados - Bolinhos bacalhau 12,6 14-mar
13 Fry Top 1630-22 175 Transf dos - Bolinhos Bacalhau 10,2 19-mar
16 Fry Top 1650-22 170 It dos - Croquetes 12,8 12-mar
17 Fry Top 1650-22 177 Transformados - Rissois de Came 15 12,1 20-mar
18 Fry Top 1670-22 177 Raia dourada 15 11,7 (4-abr
19 Fry Top 1670-22 162 Raia dourada 11,7 0d-abr
20 Fry Top 1650-21 165 Filetes de Solha dourados 30 11,4 19-mar
21 Fry Top 1630-21 Filetes de Solha dourados 45 12,5 19-mar
22 Fry Top 1630-21 155 Filetes Dourados 11,3 18-mar
23 Fry Top 1670-22 161 Carapan 15 10,2 02-abr
7! Fry Top 175 15 12,1 18-mar
25 Frigi 052CL430014 165 Solha Frita 15 6,9 28-mar
26 Frigi 160 Solha Frita 30 7.4 28-mar
27 Fngi 147 Solha Frita 15 10,2 28-mar
28 Frigi 159 Solha Frita 60 9,9 28-mar
29 Erigi 160 T - Croquetes 30 11,8 25 mar
30 Frigi 1630-22 175 Transformados - Croquetes 15 13 26-mar
31 Frigi 1630-22 160 Transfi ds 30 13,2 26-mar
32 Ingi 1655-22; 1665-22 142 Batatas 30 11,4 27-mar

Tabela com as principais caracteristicas das 32 amostras de 6leo alimentar que consti-
tuem o conjunto 1. E indicado, o tipo de 6leo, o seu lote, algumas condigdes de fritura,
como a temperatura, a duragdo (minutos) dos banhos de fritura e o alimento que fri-
taram. E ainda apresentado o valor da % CPT das diversas amostras, assim como a
data da sua recolha.
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A.3. Resultados complementares da analise
espectroscépica dos dleos alimentares

A.3.1. Espectros da regiao do visivel dos conjuntos de amostras 1 e 3.
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Espectros da regido do visivel relativos a uma parte das amostras que compéem o
conjunto 1.



150

FCUP
Apéndice A. Anexos
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Em (g) estéao representados os espectros da regidao VIS das amostras do conjunto 3.
Em (h) € mostrado o pormenor, onde é possivel verificar as diferentes posi¢cdes do

limiar de absorvancia, para as diferentes amostras.
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A.3.2. Graficos da analise da absorvéncia absoluta dos espectros de IV
em funcao da percentagem de CPT

AMPLITUDE 1176 nm
T

AMPLITUDE 1176 nm
X

T
X
I

035 —

% COMPOSTOS POLARES TOTAIS

AMPLITUDE 1176 nm
T T T T

T
sk
>

I

AMPLITUDE - 1176 nm

¥ ¥
| 7 1 i 1 | | | |

il
% COMPOSTOS POLARES TOTAIS

AMPLITUDE 1176 nm
042 T

AMPLITUDE - 1176 nm
X

0281 1 1 1 1 1 1
5 10 15 il 0 E3
% COMPOSTOS POLARES TOTAIS

Analise da absorvancia absoluta (aos 1176 nm) dos espetros em fungéo da % CPT das
amostras do conjunto 3. No primeiro grafico esta a analise dos espectros medidos a
temperatura ambiente sem homogeneizagéo, o segundo grafico corresponde a analise
dos espectros medidos a temperatura ambiente ap6s homogeneizagao e o terceiro
gréfico contém a analise dos espectros medidos apds o aquecimento das amostras
em banho-maria, sendo também homogeneizadas. No segundo e terceiro graficos
sao apresentadas duas séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para
cada amostra.
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Analise da absorvancia absoluta (aos 1421,7 nm) dos espetros em funcéo da % CPT
das amostras do conjunto 3: (i) anélise dos espectros medidos a temperatura ambi-
ente sem homogeneizagao; (j) analise dos espectros medidos a temperatura ambiente
apos homogeneizacao; (k) andlise dos espectros recolhidos apds o aquecimento das
amostras em banho-maria e homogeneizadas. Em (j) e (k) sdo apresentadas duas
séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para cada amostra.
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A.3.3. Graficos da analise das regioes da baseline dos espectros de IV
em funcao da percentagem de CPT
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Analise da média da absorvancia, em regides da baseline (1000 nm) em funcao da
% CPT: (l) analise dos espectros medidos a temperatura ambiente apds homogenei-
zagao; (m) andlise dos espectros medidos apds as amostras serem aquecidas em
banho-maria e homogeneizadas.
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MEDIA BASELINE - 1600 nm
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Andlise da média da absorvancia, em regides da baseline (1600 nm) em funcéo da
% CPT: (n) andlise dos espectros medidos a temperatura ambiente apés homoge-
neizacao; (o) analise dos espectros medidos apds as amostras serem aquecidas em
banho-maria e homogeneizadas.
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A.3.4. Graficos da analise das diferencas dos espectros de IV em funcao
da percentagem de CPT
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Identificacdo dos A utilizados para o calculos das diferencas 1 e 2. A diferenca 1 é

dada pela seguinte subtracao: [A(1217,2nm ) A(1116 nm)] e a diferenga 2 € dada por:
[A(1217,2nm ) A(1298 nm)].
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(@
Diferengas de absorvancia em funcao da % CPT. Os resultados sao referentes as

amostras do conjunto 3: (p) resultados da diferenca 1; (q) resultados da diferenca 2.
Sao apresentadas trés séries de resultados relativos a analise dos espectros medidos
a temperatura ambiente, os medidos a temperatura ambiente com homogeneizagéao e
os medidos apos as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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Diferengas de absorvancia em funcao da % CPT. Os resultados sao referentes as
amostras do conjunto 3: (r) resultados da diferenga 3; (s) resultados da diferenca 4,
identificadas na Figura E11. S&o0 apresentadas trés séries de resultados relativos a
andlise dos espectros medidos a temperatura ambiente, os medidos a temperatura
ambiente com homogeneizagao e os medidos apds as amostras serem aquecidas em
banho-maria e homogeneizadas.
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Identificagdo dos M utilizados para o calculos da diferenca 5. A diferenca 5 € dada pela
seguinte subtragéo: [A(1217,2nm) - A(1175nm)].
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Diferenga de absorvancia em fungao da % CPT. Os resultados sao referentes as amos-
tras do conjunto 3, sendo o grafico em questao relativo a diferenca 5. Sao apresenta-
das trés séries de resultados relativos a andlise dos espectros medidos a temperatura
ambiente, os medidos a temperatura ambiente com homogeneizacdao e os medidos
apos as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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Identificagdo dos ) utilizados para o calculos da diferenca 6. A diferenca 6 € dada pela
seguinte subtragéo: [A(1217,2nm) - A(1400nm)].
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Diferenga de absorvancia em fungao da % CPT. Os resultados sao referentes as amos-
tras do conjunto 3, sendo o grafico em questao relativo a diferenca 6. Sao apresenta-
das trés séries de resultados relativos a andlise dos espectros medidos a temperatura
ambiente, os medidos a temperatura ambiente com homogeneizacdao e os medidos
apos as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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A.3.5. Curvas resultantes da subtracao do espectro do 6leo novo aos
restantes espectros
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Curvas resultantes da subtragédo do espectro do 6leo novo aos restantes espectros das
amostras analisadas. Todos os resultados sao referentes as amostras do conjunto 3:
(t) resultados da aplicagédo do procedimento nos espectros medidos a temperatura
ambiente ap6s homogeneizacao; (u) resultados da aplicacdo do procedimento nos
espectros recolhidos apds as amostras serem aquecidas em banho-maria e homoge-

neizadas.
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A.3.6. Analise das amplitudes das curvas resultantes da subtracao do
espectro do 6leo novo aos restantes espectros
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(b)

Analise da absorvancia aos 1423 nm nas curvas resultantes da subtracdo do espec-
tro do 6leo novo aos espectros das restantes amostras: (a) andlise dos espectros
medidos a temperatura ambiente apdés homogeneizacao; (b) analise dos espectros
recolhidos apds as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.



FCUP | 163
A.3. Resultados complementares da analise espectroscépica dos 6leos alimentares
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Andlise da absorvancia aos 1466 nm nas curvas resultantes da subtragdo do espectro
do 6leo novo aos espectros das restantes amostras: (c) analise dos espectros medidos
a temperatura ambiente apdés homogeneizacao; (d) analise dos espectros recolhidos
apds as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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DESYIO MIR A OLEQ NOYO - 1518 nm
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Andlise da absorvancia aos 1518 nm nas curvas resultantes da subtracdo do espec-
tro do 6leo novo aos espectros das restantes amostras: (e) andlise dos espectros
medidos a temperatura ambiente apés homogeneizacao; (f) analise dos espectros re-
colhidos ap6s as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.
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A.3.7. Analise das baselines das Curvas resultantes da subtracao do
espectro do dleo novo aos restantes espectros - Conjunto 3

DESVIO MIR A OLEQ MOWO - BASELINE 1000 nm
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DESVIO NIR A FILEO NOWD - BASELINE 1000 nm
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(h)
Analise da média de absorvancia, em regides da baseline (1000 nm) das curvas resul-
tantes da subtracao do espectro do 6leo novo aos espectros das restantes amostras:
(g) analise dos espectros recolhidos a temperatura ambiente apdés homogeneizagao;
(h) analise dos espectros recolhidos das amostras aquecidas em banho-maria e ho-
mogeneizadas.
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DESVIO MIR A OLEO NOVQ - BASELINE 1300 nm
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DESVIO NIR A OLED NOWO - BASELINE 1300 nm
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Andlise da média de absorvancia, em regides da baseline (1300 nm) das curvas resul-
tantes da subtracao do espectro do 6leo novo aos espectros das restantes amostras:
(i) analise dos espectros recolhidos a temperatura ambiente apés homogeneizacgéo;
(j) analise dos espectros recolhidos das amostras aquecidas em banho-maria e homo-
geneizadas.
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DESVIO MIR A OLED NOYO - BASELINE 1800 nm
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DESVIO MIR A OLEQ NOWQ - BASELINE 1800 nm
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Andlise da média de absorvancia, em regides da baseline (1600 nm) das curvas resul-
tantes da subtracao do espectro do 6leo novo aos espectros das restantes amostras:
(k) analise dos espectros recolhidos a temperatura ambiente apds homogeneizacgéo;
() analise dos espectros recolhidos das amostras aquecidas em banho-maria e homo-

geneizadas.
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A.3.8. Dinamica Relativa da Absorvancia, pelas medidas /Y 1,Y para o
conjunto de amostras 3
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(n)
Medida AY 1, em fungdo da % CPT, calculados com os valores da absorvancia dos
seguintes X\ Ay = 1400nm, Ay = 1409nm e Ay = 1421,9nm: (m) analise dos
espectros recolhidos a temperatura ambiente sem homogeneizagéo; (n) andlise dos
espectros que foram recolhidos das amostras aquecidas e homogeneizadas. Em (n)
sao apresentadas duas séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para
cada amostra.
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()
Medida AY 1, em fungéo da % CPT, calculados com os valores da absorvancia dos se-

guintes A: A1 = 1400 nm, Aoy = 1421,9nm e Ay = 1409 nm: (0) analise dos espectros
recolhidos a temperatura ambiente sem homogeneizagao; (p) andlise dos espectros
recolhidos a temperatura ambiente apdés homogeneizacao; (q) analise dos espectros
que foram recolhidos das amostras aquecidas e homogeneizadas. Em (p) e (q) séo
apresentadas duas séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para cada
amostra.
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Medida Y, em fungdo da % CPT, calculados com os valores da absorvancia dos se-
guintes A: Ay = 1400 nm, ..y = 1409nm e Ao = 1421, 9nm: (r) analise dos espectros
recolhidos a temperatura ambiente sem homogeneizacao; (s) analise dos espectros
que foram recolhidos das amostras aquecidas e homogeneizadas. Em (s) séao apre-
sentadas duas séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para cada amos-

tra.
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(v)
Medida Y, em fungéo da % CPT, calculados com os valores da absorvancia dos se-
guintes A: Ay = 1400 nm, \.cy = 1421,9nm e Xy = 1409 nm: (t) andlise dos espectros
recolhidos a temperatura ambiente sem homogeneizagao; (u) andlise dos espectros
recolhidos a temperatura ambiente apds homogeneizagao; (v) analise dos espectros
que foram recolhidos das amostras aquecidas € homogeneizadas. Em (u) e (v) sdo
apresentadas duas séries de dados pois foram recolhidos dois espectros para cada
amostra.
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DESVIO MIR A OLEQ MOVO - 1176 nim
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DESVIO NIR A GLED NOYO - 1176 nm
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(w)
Analise da absorvancia aos 1176 nm nas curvas resultantes da subtragdo do espectro
do bleo novo aos espectros das restantes amostras: (v) analise dos espectros medidos
a temperatura ambiente apdés homogeneizacao; (w) andlise dos espectros recolhidos
apds as amostras serem aquecidas em banho-maria e homogeneizadas.



