DETERMINATION AND OPTIMIZATION OF ATR-FTIR PARAMETERS FOR BONE
TISSUE ANALYSIS

Carolina Benettil, Moisés Oliveira dos Santosl, Thiago Martini Pereiral, Denise Maria Zezell*
Ynstituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN — CNEN/SP; Av. Prof. Lineu Prestes,
2242,

Sao Paulo, SP, Brasil CEP 05508-900
E-mail: carolina.benetti@gmail.com

RESUMO

A técnica de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) tem sido extensivamente utilizada na
andlise de materiais bioldgicos. Usualmente,
0s espectrometros permitem a de matérias em
diferentes estados, por isso uma série de
parametros devem ser definidos para otimizar
0 espectro da amostra que se deseja analisar.
Neste trabalho, foram determinadas as
melhores condi¢cdes do equipamento para a
obtencdo do espectro de tecido Osseo. A
técnica espectroscopica utilizada foi a da
reflexdo total atenuada, que possibilita a
obtencdo de espectros qualitativos de
amostras sodlidas independente de sua
espessura. As amostras foram obtidas da tibia
de coelhos New Zealand. Os parametros
estudados  foram: a resolucdo do
equipamento, que determina o passo da
medida em numero de onda; o nimero de
varreduras, e a velocidade de movimentacdo
do espelho do interferdbmetro. Os parametros
foram determinados de forma a obter uma boa
gualidade de sinal, melhor relacéo sinal ruido
e menor tempo de coleta.

Descritores: ATR-FTIR, osso, qualidade de
sinal.

INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) vem sendo extensivamente utilizada na
andlise de materiais organicos [1] devido a
novos acessorios desenvolvidos para
acoplamento nos  espectrdbmetros que
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permitem obtencdo de maior resolugdo e
andlise espectral espacial. Essa técnica
permite identificar o0os componentes da
amostra analisada, possibilitando uma analise
semiquantitativa, além de fornecer
informacdes quimicas e estruturais do
material [2] [3]. Entretanto, para obter as
informacdes desejadas sobre o material



analisado é necessario obter um espectro
com boa qualidade, que permita a
identificagdo das bandas e com o menor ruido
possivel.

Algum dos parametros do
equipamento espectrdmetro, como resolucao,
ndmero de varreduras e velocidade do
espelho movel, estdo diretamente
relacionados a qualidade de sinal. Podendo
ser alterados conforme o tipo de amostra e a
precisdo e qualidade desejada.

Resolucéo: A resolucéo do
equipamento determina quao proximos dois
picos podem estar entre si e ainda assim
serem identificados como dois picos
independentes. Quanto menor o valor da
resolugdo, melhor definida é a posicdo dos
picos. E recomendado aumentar a resolucéo
o suficiente para diferenciar os picos de
interesse, uma vez que aumentar a resolugao
mais que 0 necessario ndo promove nenhuma
informacao adicional e pode aumentar o ruido
do espectro, além de aumentar o seu tempo
de coleta.

Numero de Varreduras: O ndmero
de varreduras, como o proprio nome diz,
determina  quantas  varreduras  serdo
realizadas durante a aquisicdo do background
(espectro do ambiente descontado do
espectro obtido) e do espectro da amostra.
Quando mais de uma varredura é realizada, o
sistema calcula a média para o espectro final.
Normalmente, aumentando-se o numero de
varreduras diminui-se o ruido, entretanto
aumenta-se o tempo de aquisi¢cdo de dados.

Velocidade: O parametro velocidade
determina a velocidade de movimentagédo do
espelho do interferdbmetro. O valor da
velocidade é definido pelo tipo de detector,
pelas informacdes que se deseja obter e pelo
tipo de amostra. Uma alta velocidade
consegue-se realizar um ndmero de
varreduras maior em menos tempo, entretanto
isso pode aumentar o ruido do espectro.

Uma forma de quantificar a qualidade
do espectro é calculando-se a razédo entre a
intensidade do sinal e o ruido de um espectro.
Quanto maior o valor desta razdo, melhor a
gualidade do espectro.

A intensidade do sinal é representada
pela distancia pico a pico, que é a diferenca
do valor mdximo e minimo de absorbancia
registrado. Quanto maior o seu valor, mais
bem definidos os picos.

O ruido é representado pelo RMS
(root mean square) [4]. O RMS é calculado
utilizando-se a expresséo (1) :

(€

onde S, € 0 valor esperado para o espectro, S;
é o valor efetivo do sinal na i-ésima medida, e
n é o total de medidas realizadas. Ele
representa a variacdo do sinal em relagcao ao
ajuste esperado, podendo ser comparado ao
desvio padrdo. Quanto maior o0 seu valor mais
ruidoso o espectro.

A regido espectral normalmente
utilizada para o célculo do RMS é entre 2050-
1950 cm'l, devido a auséncia de bandas
nesta regido, para amostras de tecido 6sseo.

O objetivo deste trabalho foi
determinar os melhores parametros a serem
utilizados no equipamento ATR-FTIR para a
analise de tecido 6sseo.

MATERIAIS E METODOS DE ANALISE

As amostras foram obtidas da tibia de
um coelho adulto, macho, da raca New
Zealand, adquirido do Biotério da Faculdade
de Medicina da USP. Ap6s o sacrificio
utilizando quetamina e xilazina em dose letais,
0os ossos foram seccionados ao meio, a
medula Ossea retirada, e as partes cortadas
em pedacos de aproximadamente 10 X 15
mm, utilizando-se o motor odontolégico de
alta rotacdo com uma ponta diamantada
(endo Z - 21mm). As amostras foram
planificadas até atingir a espessura de
aproximadamente 100um.

Foi utilizado um acessério de
Reflexdo Total Atenuada - ATR (Smart Orhit,
Thermo, EUA) acoplado a um espectrdmetro
no infravermelho por transformada de Fourier
- FTIR (Nicolet 6700, Thermo Inc., EUA).

O ATR utilizado tem como elemento
de reflexdo interna um cristal de diamante
com 2,40 de indice de refrag&o, sendo 38,8° o
menor angulo permitido para a incidéncia do
feixe, e trabalha em ambiente de temperatura
e umidade controladas em 17 °C e 40%,
respectivamente, para evitar que estes fatores
influenciem na obtencéo dos espectros.



Utilizou-se a combinacédo beamsplitter
XT-KBr e detector DTGS-TEC , indicada como
a melhor para a analise na faixa espectral de
interesse (4500 - 525 cm™). Os parametros
estudados  foram: a resolugdo do
equipamento; o nimero de varreduras, e a
velocidade de movimentacdo do espelho do
interferdmetro.

O software utilizado na aquisi¢cdo dos
espectros foi o software OMNIC (Thermo
Scientific, Madison, WI, USA). Os espectros
foram salvos em formato CSV e analisados no
software Origin 8.0 (Origin ®, Northampton,
MA, USA).

Para determinar a melhor resolugéo
para amostras de tecido mineralizados com
aproximadamente 100um de espessura,
foram realizadas seis medidas independentes
de uma mesma amostra de osso de tibia,
sendo 0s espectros obtidos variando-se a
resolucgdo e mantendo-se o0s demais
parametros  constantes, a saber: 80
varreduras e velocidade do espelho de 0,6329
cm/s. As resolucbes testadas foram: 8 cm'l,
6 cm™, 4 cm™?, e 2 cm™. Para que a posicdo
analisada da amostra n&do afetasse o
espectro, os valores de resolugcdo foram
comparados dois a dois, pois 0 equipamento
permite retirar o background antes e depois
do espectro da amostra. Desta forma, no
primeiro valor de resolucdo estudado, o
background foi obtido antes do espectro da
amostra, e no segundo valor, o background foi
obtido depois. Assim os dois espectros foram
obtidos sem a amostra ser movida, garantindo
a andlise da mesma regido para os dois
valores de resolugéo.

Na determinacdo do numero de
varreduras foram realizadas seis medidas de
uma mesma amostra variando-se 0 numero
de varreduras em 120, 80, 40, 20; e
mantendo-se 0s demais parametros
constantes, a saber: resolugéo 4 cm?t e
velocidade do espelho de 0,6329 cm/s.
Novamente, uma mesma regido da amostra
foi analisada com diferentes numeros de
varreduras. Para cada espectro obtido foi
calculado individualmente o RMS, e a
distancia pico a pico utilizando-se o software
de aquisicdo dos espectros OMINIC.

Para verificar se é possivel aumentar
a velocidade de movimentacdo do espelho,
coletamos de uma mesma regido da amostra
dois espectros: um com a velocidade usual de

0,6329 cm/s, e outro com uma velocidade
mais rapida, de 0,9393 cm/s. Este valor foi
selecionado por ser o primeiro valor de
velocidade maior que 0,6329 cm/s que o
programa de aquisicao dos espectros permite
selecionar. Os demais parametro do
equipamento permaneceram constantes em
uma resolucdo de 4 cm™ e 40 varreduras.
Como realizado na determinacao do ndmero
de varreduras, calculou-se o valor da razdo
sinal ruido e determinou-se assim o0 espectro
com melhor qualidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os espectros obtidos de uma mesma

regido com as resolucdes de 8 cm® e 6 cm™ é
apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Espectros obtidos com resolucao de

8cmte6cm? para uma mesma regido
da amostra nao irradiada.

Para facilitar a comparacdo entre os
espectros, na Figura 2 é apresentada a regido
espectral de 1800 cm™ a 1200 cm™ dos
espectros da Figura 1. O mesmo foi feito para
comparar as resolucdes de 6 cm™, 4cm™ e 2
cm™ ( Figura 3 e Figura 4).
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Figura 3: Regido espectral de 1800 cm™ a
1200 cm™ dos espectros obtidos com
resolucdo de 6 cm™ e 4cm™ para uma
mesma regido da amostra nédo
irradiada da Figura 1.

Verificou-se na Figura 2 e Figura 3, que entre
as resolucdes de 8 cm'l, 6cmte 4cm?nio
ha diferencas expressivas entre 0s espectros,
portanto a melhor resolucdo foi a de 4 cm™,
por ser a mais precisa, dentre as que
apresentaram espectros com boa qualidade
de sinal.

Figura 4: Regido espectral de 1800 cm™ a
1200 cm™ dos espectros obtidos com
resolucdo de 4 cm™ e 2cm™ para uma
mesma regido da amostra nédo
irradiada da Figura 1 e Figura 2.

A Figura 4 mostra um espectro obtido
com resolucdo de 2 cm™, que apesar de mais
precisa, faz com que o espectro obtido seja
ruidoso quando comparado com o espectro
obtido com uma resolucéo de 4 cm™. O ruido
no espectro prejudica a analise, pois dificulta
determinar a posicdo das bandas, oculta
bandas de baixa intensidade, além de
aumentar a imprecisdo das areas sob as
bandas. Portanto, a resolucdo de 2 cm™ ndo é
adequada para as amostras de analisadas
neste experimento.

Na determinacdo do melhor ndmero
de varreduras, calculou-se os valores de
RMS, distancia pico a pico assim como a
razdo entre eles para os espectros das
amostras, esta Ultima apresentada na Tabela
1. Os diferentes tons de cinza das linhas da
tabela representam diferentes regides
analisadas em uma mesma amostra, sendo
gue em negrito é destacado o resultado de
melhor relacdo sinal/ruido para cada regiao.




Tabela 1: Razédo entre o RMS e a distancia
pico a pico para cada espectro, obtidos com
diferentes nimeros de varreduras.

NUmero de varreduras | Razéo
40 4,59
80 4,69
80 4,61
120 4,64

Conforme o

esperado, quando
observamos os espectros correspondentes a
uma mesma regido, 0 obtido com maior
ndamero de varreduras sempre apresentou
melhor qualidade, ou seja, maior valor da
razao da distancia pico a pico pelo RMS.
Entretanto essa diferenca € mais notdria
guando comparamos a qualidade do espectro
obtido com 20 e 40 varreduras, visto que a
diferenca entre as razdes obtidas € de quase
16%. Nos demais casos a diferengas entre as
razdes nao foram superiores a 3%, sendo de
2,3% quando comparamos 0 espectro obtido
com 40 e 80 varreduras, e menor que 1%
guando foram realizadas 80 e 120 varreduras.
Portanto, para amostras de osso, 40
varreduras sdo o suficiente para obter um
espectro com boa qualidade, ndo sendo
necessario aumentar o nimero de varreduras
e consequentemente o tempo de aquisigdo.
Os valores de RMS, distancia pico a
pico e sua razao obtidos para 0s espectros
obtidos com a velocidade do espelho ajusta
em 0,6329 cm/s e 0,9494 cm/s séo
apresentados na Tabela 2. Em negrito é
enfatizado o resultado de melhor qualidade.

Tabela 2: Raz8o entre 0 RMS e a distancia
pico a pico para os espectros obtidos com
diferentes velocidades de movimentacdo do
espelho.

Velocidade do Espelho Razéo
0,9494 4,90
0,6329 5,45

Verificou-se que, conforme 0
esperado, o espectro de melhor qualidade foi
0 obtido quando o espelho foi movimentado
com a velocidade de 0,6329 cm/s, ou seja,
com a menor velocidade, sendo a diferenca
entre as razdes é maior que 10%. Portanto,
na aquisicdo dos espectros o espelho do
interferdbmetro foi movimentado com
velocidade de 0,6329 cm/s.

CONCLUSAO

Os espectros com melhor qualidade
de sinal foram obtidos com resolucdo de
4 cm™, 40 varreduras e com o espelho mével
do interferdbmetro movendo-se com velocidade
de 0,6363 cm/s.
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