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RESUMO

Cientistas forenses usam impressdes digitais em investigacbes criminais como meio de
identificacdo ha seculos. Na ciéncia forense as impressdes digitais encontradas em cena de
crime sdo fundamentais para a resolucdo do delito. A analise desses vestigios ndo sé pode
contribuir de forma significativa para a identificacdo do individuo, mas também pode permitir
que o agente policial descreva o que ocorreu, COMO OCOrreu € quem cometeu o crime.
Atualmente, ndo existe uma metodologia confiavel de datacdo das impressdes digitais para
aplicacdes forenses em cenas de crime. Assim, a possibilidade de datar de forma nédo destrutiva
impressbes digitais encontradas em cena de crime seria obviamente benéfica para o
aprimoramento das ciéncia forenses. Neste trabalho a espectroscopia Raman é usada para
estudar a composi¢do quimica de residuos de impress@es digitais latentes no momento em que
foi depositada e as alteracdes quimicas que ocorrem ao longo de 90 dias ap6s deposicao.
Impressbes digitais de 3 doadores do sexo masculino foram coletadas e envelhecidas sob
condicbes controladas. Os espectros Raman identificaram a presenca de varios marcadores
quimicos os quais apresentaram diferentes cinéticas de degradacdo. Observou-se uma continua
degradacdo destes marcadores a partir do progressivo desaparecimento das bandas Raman a
eles associados. Foi encontrado que a taxa de degradacdo dos carotenoides, a qual segue uma
cinética de primeira ordem e varia de doador para doador, € muito superior as dos lipidios. Os
resultados mostraram que devido as suas caracteristicas insaturadas, tanto os carotenoides
quanto os lipidios estdo sujeitos a alteracGes moleculares, as quais se iniciam com a
isomerizacao das ligacGes duplas trans para cis, para o caso dos carotenoides, e cis para trans
para 0 caso dos lipidios. Essas alteracGes levam a processo de oxidacao e clivagens com a
geracdo de subprodutos. Constatou-se que o numero de ligacOes insaturadas nos lipidios
decresce levemente nos primeiros 40 dias e entdo cai abruptamente. Adicionalmente, os dados
Raman indicaram que os lipidios estdo sendo continuamente hidrolisados ao longo do tempo

de envelhecimento.

Palavras-chave: impresséo digital, ciéncias forenses, envelhecimento, espectroscopia Raman.



ABSTRACT

Forensic scientists have used fingerprints in criminal investigations as a means of identification
for centuries. In forensic science, fingerprints found at a crime scene are fundamental to solving
the crime. The analysis of these traces can not only contribute significantly to the identification
of the individual, but can also allow the police officer to describe what happened, how it
happened and who committed the crime. Currently, there is no reliable fingerprint dating
methodology for forensic applications at crime scenes. Thus, the possibility of non-
destructively dating fingerprints found at a crime scene would obviously be beneficial for the
improvement of forensic sciences. In this study, Raman spectroscopy is used to study the
chemical composition of latent fingerprint residues at the time it was deposited and the chemical
changes that occur over 90 days after deposition. Fingerprints from 3 male donors were
collected and aged under controlled conditions. Raman spectra identified the presence of
several chemical markers, which showed different degradation kinetics. A continuous
degradation of these markers was observed from the progressive disappearance of the Raman
bands associated with them. It was found that the rate of degradation of carotenoids, which
follows first-order kinetics and varies from donor to donor, is much higher than that of lipids.

The results showed that due to their unsaturated characteristics, both carotenoids and lipids are
subject to molecular changes, which begin with the isomerization of the double bonds trans to
cis, in the case of carotenoids, and cis to trans in the case of lipids. These changes lead to
oxidation processes and cleavages with the generation of by-products. It was found that the
number of unsaturated bonds in lipids decreases slightly in the first 40 days and then drops
abruptly. Additionally, Raman data indicated the lipids are being continuously hydrolyzed over

the aging time.

Keywords: fingerprint, forensic science, aging, Raman spectroscopy.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A ciéncia forense € constituida por um conjunto de técnicas e métodos que contribui de
forma significativa na resolucdo e combate aos crimes cometidos na sociedade. Ela € uma area
que envolve a fisica, quimica, biologia, matematica, dentre outras ciéncias de fronteira [4]. Seu
objetivo é dar suporte as investigacdes relativas a justica civil e criminal. Ela pode ser
empregada na solugdo de crimes em todos os niveis, indo de um simples roubos a lojas,
passando por homicidio e indo até mesmo ao desaparecimento de materiais radioativos de
usinas nucleares [5] . Essa ciéncia ndo € utilizada somente para determinar o que aconteceu em
uma cena de crime, mas também possibilita analisar cientificamente, fornecendo assim uma
explicagdo sdlida e precisa dos eventos passados e suas evidéncias. Dentre as diversas
evidéncias deixadas em uma cena de crime as impressOes digitais estdo entre os principais
meios de prova técnica usados em sua elucidacéo. [4],[5] .

As impressdes digitais papilares sdo formadas no periodo de fase fetal da vida humana,
onde suas caracteristicas sdo utilizadas por especialistas forenses para chegar ao perfil e
identificacdo de individuos, destacando a unicidade dos padrdes, onde ndo foram encontrados
dois humanos com padrdes idénticos de impressdes digitais; os padrdes de impressoes digitais
ndo mudam com tempo vivido; Apos lixar ou derramar &cidos o padrdo reaparece apds o
crescimento da pele [6]. Em cenas de crimes podem ser encontradas trés tipos de impressoes
digitais: impressdes digitais patentes, impressdes em plasticos e impressdes latentes.

As impressbes digitais patentes sdo visiveis, em geral impressdes com material
sangrento ou impressdes gordurosas. As impressdes digitais plasticas séo classificadas como
moldes tridimensionais de impressdes digitais contidas em um material com caracteristica
macia, como tinta pegajosa, cera ou argila [7]. J& as impressdes digitais latentes sdo invisiveis

a olho nu, tendo origem desconhecida. Sua criacdo é dada ap0s a deposi¢do da matriz composta
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por suor e outras substancias que envolvem as cristas de atritos, em um substrato (superficie),
assim como o padrdo utilizado com um carimbo de borracha. As trés glandulas responsaveis
pelas secrecdes de suor na pele sdo: as glandulas sudoriparas: apocrinas e écrinas e, glandulas
sebéceas [8].

Em sua maioria, as impressdes digitais latentes encontradas no local do crime estéo
relacionadas ao suor produzido pelas glandulas sudoriparas écrinas e/ou glandulas sebéceas [9].
O suor écrino tem grande concentragdo aquosa, compostos organicos e inorganicos, sendo
encontrado nas solas dos pés ou méos. O suor sebaceo estd concentrado no rosto ou cabelo,
sendo sua principal composic¢do pelos lipidios [10]. Além disso, outros contaminantes podem
ser tocados durante o dia, podendo ser encontrados em impressdes digitais incluindo: drogas,
cosmeéticos, locOes, alimentos, sabonetes ou graxa, entre outros. A determinacdo da composicado
quimica dessas impressdes digitais com o auxilio de métodos quimicos ou fisicos, podem ajudar
a criar ou desvendar o perfil do doador, resultando em informagdes que possam chegar ao
verdadeiro culpado [11].

No entanto, mesmo identificando o doador da impressdo digital, ainda um dos maiores
desafios em toda e qualquer ocorréncia policial é determinar a idade das impressées digitais
latentes [12]. No passado o p6 de ninidrina, iodo fumegante e nitrato de prata eram as técnicas
mais utilizadas para o desenvolvimento das impressdes digitais latentes [13]. Com 0s avangos
tecnoldgicos, ultimamente varias pesquisas voltadas para métodos que possam auxiliar na
identificacdo quimica, bem como degradacao das substancias presentes nas impressdes digitais
foram realizadas [14]. Atualmente, ndo existem métodos analiticos aceitos para determinar com
seguranca a idade da impressao digital. O potencial para determinar um prazo durante o qual
uma impressdo digital foi depositada €, no entanto, um fator altamente relevante nas
investigacOes criminais. As condenagdes podem depender da capacidade de provar, além de

qualquer ddvida razoavel, se uma impressdo digital foi depositada quando um crime foi
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cometido ou de uma visita legitima anterior, como é frequentemente alegado pela equipe de
defesa [15]. Véarios métodos possiveis foram propostos recentemente, que se concentraram em
mudancas fisicas e quimicas nas impressdes digitais ao longo do tempo, bem como o efeito
dessas mudancgas no aprimoramento subsequente com pds ou técnicas quimicas. Atualmente, a
andlise por espectroscopias € um dos métodos mais utilizados por ndo serem invasivos e terem
maior praticidade na conducdo da amostra. Dentre estas destacam-se a Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada Fourier-FTIR, Espectroscopia de Massa-MS e Espectroscopia
Raman-ER.

A Espectroscopia Raman é uma técnica que permite identificar, quantificar e estudar a
composic¢do de inimeros tipos de materiais sendo eles organicos, inorganicos e bioldgicos. Os
materiais analisados podem estar nos estados sélido, liquido ou gasoso [16]. Na ciéncia forense
a ER tem um papel fundamental em termos de identificagéo de drogas e outras substancias
exogenas [17], verificacdo de documentos ou ainda verificacdo de arte e arqueologia. Nas
impressdes digitais latentes contribui em evidéncias relacionadas ao material que o individuo
manuseou. Além disso, pode ser usada para observar a cinética de degradacdo dos componentes
quimicos presentes nas impressdes apés seu envelhecimento [18].

Nota-se a importancia do uso da ER em impressdes digitais latentes por possibilitar o
fortalecimento de métodos ndo destrutivos que possam ajudar a aprimorar os dados coletados
em evidéncias forenses. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo analisar a
cinética de degradacdo dos residuos quimicos presentes em impressdes digitais latentes apds

deposicdo em substrato apropriado, utilizando a técnica de Espectroscopia Raman.
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impressdes Digitais Papilares

As impressdes digitais papilares sdo o desenho formado pelas papilas (elevacdes da
pele), presentes nos dedos das palmas da mao, conforme mostrado na Fig. 1. Elas originam-se
pela transferéncia do material presente na pele epidérmica extraida dos dedos em uma superficie
apos o contato das pessoas [19]. As impressdes digitais papilares sdo Unicas em cada individuo,
possibilitando a formacdo de um padrdo biométrico Unico, sendo capaz de separar ou
individualizar cada individuo. As impressdes digitais papilares podem ser divididas em duas
formas: impressdes digitais latentes e impressées digitais padrdo ou exemplares [20]. O uso
dessas impressdes fornece curto beneficio na identificacdo do individuo, rapidez, resultados

satisfatorios e praticidade, sendo usadas mundialmente.

Figura 1: Esquema de uma impresséao digital papilar, apds a sua deposi¢ao em algum substrato
(superficie), extraido [21] .
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2.1.1. Composicao inicial das impressoes digitais

Hé& varias substancias que podem ser encontradas e contribuem na composicao
inicial presente nas secre¢Bes das impressdes digitais, As principais fontes originarias s&o:
epiderme, glandulas secretoras na derme e contaminantes extrinsecos.

A epiderme é a camada mais externa na pele, (ver Fig. 2), é formada por tecido
epitelial, que por sua vez é formado pelas camadas: estrato corneo, estrato lucido, estrato
granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo. A camada cdrnea (estrato corneo) € a
camada mais externa da epiderme, tem composicdo de células mortas que sdo eliminadas
durante o processo de descamacdo, possibilitando a renovacao da pele [22], [23]. Apos esse
processo as células tendem a migrar através da camada basal em direcdo a superficie em torno
de 30 dias.

A camada cdérnea é composta por células escamosas com queratina que ajudam na
protecdo contra varios acidentes, sejam eles fisicos ou quimicos. Esta protecdo é dada pelo filme
hidrolipidico que é composto por glicerideos e acidos graxos, colesterol e esteres esterois [22].
A protecdo dos tecidos subjacentes dos efeitos da luz ultravioleta é feita pelos pigmentos da

epiderme.
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Derme

Figura 2: regides nas camadas da pele onde ficam localizadas as camadas da derme e
epiderme, extraido da referéncia [1].

A derme é uma camada inferior da pele constituida de duas camadas: papilar e reticular,
e onde estdo presentes os Orgdos funcionais da pele. Na derme estdo presentes 0s vasos
linfaticos, glandulas, foliculos capilares e nervos que proporcionam a sensagdo de toque, dor,
pressdo e temperatura. As glandulas secretoras incluem glandulas sudoriparas e sebaceas, suas
secrecBes chegam na superficie da pele através dos poros. As glandulas sudoriparas sao
responsaveis pela produgdo do suor e sdo encontradas na superficie do corpo em mamiferos
[23]. A partir do nascimento elas ja permanecem presentes em sua maioria nas palmas das maos,
nas plantas dos pés e na testa. Além disso, podemos dividi-la em dois grupos: apdcrinas e
écrinas.

As glandulas apdcrinas sdo encontradas em menor quantidade que as écrinas no corpo

humano. Estdo presentes em algumas regides do corpo como por exemplo, na regido das axilas,
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couro cabeludo, regido genital e ao redor das aréolas mamarias. Elas permitem a passagem para
a excrecdo de terpeno e dietas ricas em carotenoides e licopeno. O suor apdcrino é rico em
compostos lipidicos (lipoproteinas, lipidios sebaceos), ambnia e ureia, assim como 0S
compostos volateis de enxofre (3-sulfanilhexan-1nol) que tém grande influéncia no odor do
suor [24].

As glandulas écrinas podem ser classificadas como glandulas exocrinas e sao
responsaveis pela abertura do canal excretor na superficie da pele, sendo consideradas como
poros da pele. Sua presenca se expande por todo o corpo sem excegdes principalmente nas solas
dos pés e palmas das maos e, portanto, tem um papel importante na composicéo da impressao
digital. O principal contribuinte das suas secre¢bes é composto por aproximadamente 99% de
agua, mas muitos outros compostos organicos (proteinas e lipidios) e inorganicos (aménia,
sodio, fosfato fluoreto e cloreto), foram encontrados [8].

As secrecOes écrinas sdo fundamentais para a composic¢do de impressdes digitais por
produzirem solugdo de baixa concentracao pela via subcutanea, porém, alguns processos como
reabsorcdo e evaporacdo da agua mudam o contetdo presente na superficie. Outros fatores
como a temperatura e o estresse fisico ou psicologico podem afetar a producdo do material
depositado [10].

As glandulas sebaceas sdo encontradas em todo o corpo, com excecdo das maos e dos
pés. Elas secretam sebo, material oleoso que é um importante componente na composic¢do de
marcas digitais. Como as maos e os pés permanecem livres das glandulas sebaceas, a
transferéncia do sebo para as pontas dos dedos acontece apenas quando ha contato com outras
partes do corpo, como por exemplo o habito de passarmos nossas maos no rosto ou no cabelo.
Os componentes do sebo incluem triglicerideos, esqualeno, ésteres lipidicos, colesterol e acidos
graxos livres, onde os acidos graxos livres estdo em quantidade mais abundante de compostos

lipidicos encontrados em residuos de marcas de dedos [9].
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O suor ndo é a Unica fonte que contribui na composicao quimica das impressées digitais.
Nota-se que outros fatores como contaminantes ambientais e materiais corporais endégenos,
como a saliva, também podem afetar na composi¢do das marcas digitais. Contudo, a partir
dessas informacdes e das diferentes fontes, os perfis de doadores e informacgdes caracteristicas
dos mesmos sdo obtidos, assim auxiliando e promovendo grandes resultados nas investigacoes
forenses [25]. A seguir, veremos algumas informacdes sobre os perfis dos doadores de

impressodes digitais.

2.1.2 Perfil do doador de impressdes digitais

Os perfis ou caracteristicas dos doadores nas impressdes digitais podem ser originados
da etnia, sexo, idade, satde, metabolismo, estado psicolégico, dieta e medicacdo, bem como
outros fatores relacionados a parametros externos, contato com alimentos, medicamentos ou
cosmeéticos [8]. No entanto, nem sempre as impressdes digitais encontradas nos locais de crime
podem ser utilizadas para individualizag&o, seja por ndo estarem presentes nos bancos de dados
ou por a baixa qualidade na marca do dedo provocada pela distor¢do dos padrdes de impressdo
digital utilizados para andlise. Portanto, nota-se a importancia de técnicas ou meios que
possibilitem avaliar as caracteristicas dos doadores.

O uso do acido desoxirribonucleico (DNA) encontrado nas impressdes digitais latentes
é bastante frequente no processo de individualizacdo de pessoas na cena do crime [26]. Embora
em algumas situacOes as impressdes digitais ndo podem ser analisadas por estarem manchadas
ou distorcidas, o DNA presente nas marcas dos dedos com auxilio de técnicas podem
possibilitar informacdes individualizadas [27]. A maioria dos metodos de extracdo do DNA sao

destrutivos, resultando na perda de informagdes durante a analise das impressdes digitais.
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O STR (Repeti¢des Curtas em Tandem) foi uma das primeiras ferramentas usadas na
area forense para identificacdo genética individual humana, onde os perfis completos de STR
sdo obtidos com apenas uma impressdo digital latente. Bhoelai et al., observaram que
dependendo da duracdo e intensidade do contato na superficie ou da presenca de fluidos
corporais, havera grande variagdo de DNA entre os doadores. Além do risco de contaminagéo,
0 STR das impressdes digitais ndo se mostra tdo eficaz [28]. Para a recuperagdo do DNA através
do toque nas marcas de dedos, um estudo recente [29] mostrou que fitas elétricas (ETS)
componente presente em dispositivos explosivos que envolve acetona-agua contém grandes
beneficios técnicos, sendo que obter um perfil de DNA pelo ET é mais poderoso que por
extracdo direta. O suspeito tera mais dificuldade em alegar a presenca do seu DNA por
manuseio ao rolo ou ter feito uma transferéncia secundaria. Esse método é bastante importante
e oferece grande potencial no estudo forense utilizando DNA.

Com o0 avanco tecnoldgico, outros métodos para anélise das impressdes digitais foram
estudados. Helmond et al., analisaram através da espectroscopia de massa a composicao
quimica de 1852 impressoes digitais de 463 doadores, onde usou-se impressdes naturais, €crinas
e sebaceas [30]. Observou-se que os niveis de aminoacidos variam de 100ng a 10upg. O
componente lipidico variou de 100ng a 100pg nas impressdes naturais (sem lavagem), enquanto
nas impressdes sebaceas variou cerca de 1pg a mais de 100g. Notou-se também que a previsao
precisa do sexo do doador e o habito de fumar sdo informagdes fundamentais porque ajudam
na reducdo da populacdo amostral em investigacdes forenses [30].

Estudos como os encontrados nas referéncias [25], [31], [32], mostraram que a idade
dos doadores influenciam na composicdo dos residuos em impressdes digitais. Foi verificado
que as impressOes digitais de criancas depositadas em superficies, desaparecem mais
rapidamente que as de adultos, pois nos residuos das impressdes digitais das criancas estao

presentes compostos mais volateis, por exemplo, compostos salinos e poucos acidos graxos
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livres. J& os residuos presentes nas marcas de dedo dos adultos inclui colesterol, esqualeno,
ésteres de &cidos graxos, ésteres de ceras e glicerideos, sendo compostos menos volateis, assim
tendo mais resisténcia da composi¢do no substrato. Na puberdade ha uma grande variagdo nas
secrecdes devido seu inicio acontecer em idades diferentes. Vale ressaltar que ainda ndo ha
métodos que possam estimar com mais precisdo a idade do doador, espera-se que futuramente
com mais investimentos em pesquisas forenses isso melhore.

Em relacdo as composicOes presentes nas impressOes digitais e observadas na
identificacdo do sexo, o estudo de Puit et al. mostrou-se bastante eficaz sendo utilizado a
derivatizacdo de cloreto de fluorenil metoxicarbonil para separacdo por cromatografia liquida
(LC) e Espectroscopia de Massa-MS (GCMS) [33]. A anélise dos aminoacidos derivatizados
possibilitou obter perfis completos para 20 doadores. Foi verificado que o &cido glutdmico
apresentou resultados significativamente diferentes por doador e a serina foi 0 aminoéacido que
permaneceu em maior abundancia no residuo de impressao digital latente masculina que para
doadores do sexo feminino.

Croxton et al., analisaram os &cidos graxos e aminoacidos presentes nas impressdes
digitais de homens e mulheres, encontrando maior quantidade de &cidos graxos nas marcas
digitais masculinas que femininas [9]. J& os aminoacidos permaneceram em um nivel médio
nas marcas digitais femininas. Além disso, outros estudos como Ferguson et al., usaram o
método espectrometria de massa (MALDI- MSI) na deteccdo de peptideos e proteinas em
impressoes digitais de 80 doadores (40 homens e 40 mulheres) [27]. Os resultados obtidos,
indicaram que ha uma variacdo de 67,5% a 85%, dependendo dos critérios de atribuicéo,
indicando o potencial que difere homens de mulheres.

Souza et al., em seu estudo recente apresentou o uso da Espectroscopia Raman e analise
quimiometrica em impressoes digitais para caracterizacdo do sexo em individuos [34]. Foram

coletadas 42 impressdes (21 homens e 21 mulheres), sendo submetidas ao claro e escuro,
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considerando o periodo de sete dias. Percebeu-se que a degradacao das impressdes relacionada
a fotosensibilidade influencia na determinacdo do sexo.

Nos estudos de Gorka et al. usou-se as deposicdes de secre¢Bes utilizando a técnica
Imagem por Espectrometria de Massa obtida atraves da dessorcao, ionizagdo e vaporizacdo das
secOes de tecidos bioldgicos presentes nas impressdes digitais, a detecgdo e caracteriza¢do da
relacdo massa/carga (m/z) das moléculas detectadas [35] . Percebeu-se que ha como distinguir
os diferentes tipos de secrecdo, as marcas de dedos estdo proximas umas das outras, bem como,
a separacdo entre as secre¢Bes écrinas e naturais e entre as secre¢des écrinas e ricas em sebo,
além da sua composicao quimica geral. As marcas de dedos associadas a um dos individuos
podem ser agrupadas e diferenciadas dos outros doadores e as marcas de dedos depositadas pela
manhd estdo em consisténcia com as deixadas a tarde, assim como as da noite.

Esses e outros estudos contribuem de forma significativa para pesquisas na area forense

em especial, com o uso de impressoes digitais latentes.

2.1.3 Envelhecimento das impressoes digitais latentes

A medida que a impresséo digital envelhece havera mudancas nas substancias de sua
composicdo, assim interferindo no desempenho dos métodos usados para revelacdo da idade da
mesma. Essas mudancas acontecem por conta da degradacdo quimica ou biolégica dos
compostos presentes nas impressoes digitais [36].

Na degradacdo quimica podem ser incluidos a desidratacdo de componentes aquosos, a
isomerizacdo, a oxidagédo e a clivagem molecular. Estes processo podem afetar os niveis de
ureia, aminoacidos, esqualeno, colesterol, acidos graxos, DNA, entre outros. Ja a degradacao
biologica é resultado das atividades bacterianas que sdo encontradas nas méos, afetando a

degradacéo do residuo das impressoes digitais [37].
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Vale lembrar que a complexidade da idade de uma impressdo digital corresponde a
diversidade da composicdo quimica e exposicao de fatores ambientais como: Luz, umidade e
temperatura [38]. A determinagéo do envelhecimento ou idade das impressOes digitais latentes
ainda proporciona um grande desafio nas investigacoes forenses [39]. Nota-se a necessidade de
métodos precisos que possam ajudar a detectar o envelhecimento das impressfes digitais
latentes e com isso melhorar nas investigagOes forenses.

Com o passar do tempo as impressoes digitais latentes vdo mudando em suas substancias
e componentes individuais, afetando assim a morfologia das cristas. Barros et al. utilizaram a
técnica conhecida como morfometria para avaliar o envelhecimento das impressoes digitais em
20 doadores (10 homens e 10 mulheres) com o método de p6 magnético por 30 dias [37].
Observou-se que 0 pd magnético é eficaz para impressdes recentes e envelhecidas. Com o
envelhecimento as cristas latentes tiveram um estreitamento e uma redugéo nas porcentagem
das cristas visiveis, assim entrando em conformidade com os estudos de [40] e [36] .

De acordo com Bhargava et al., as técnicas Espectroscépicas de Infravermelho (V)
além de serem ndo destrutivas, sdo atraentes pois permitem identificar as composi¢des quimicas
intrinsecas dos materiais constituintes [41]. Fritz et al. utilizaram a espectroscopia
infravermelha- por transformada de Fourier (FTIR) na determinagdo da composic¢do quimica
de residuos de impressdes digitais, no periodo de nove meses, armazenadas em condicbes
ambientais. Apds o envelhecimento, notou-se que a partir de trés meses houve uma diminuigéo
geral na intensidade do sinal e uma perda do material. Os componentes estaveis ou volateis
entram em um processo de evaporacao rapido, ja os mais estaveis permanecem por mais tempo,
ajudando na identificacdo da impressao digital até mesmo apos 20 anos [42].

Archer et al., estudaram a variacdo da composicao lipidica com o tempo, usando o
material sebaceo presente em residuos de impressées digitais, armazenadas no claro e no escuro

[43]. Foram analisadas impressdes de cinco doadores masculinos, durante 33 dias pelo método
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cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS). Percebeu-se que, com 0
passar do tempo o teor de acidos graxos, tanto na luz quanto no escuro, aumenta ao longo do
periodo inicial de envelhecimento. O esqualeno que foi observado em quase todas as amostras
frescas, se degradou ou se transformou em outros compostos rapidamente, sendo dificilmente
detectado em amostras mais antigas e armazenadas a luz.

Per et al., empregaram o método de espectroscopia Raman para analisar as impressées
digitais de alguns doadores ao decorrer de quatro semanas, sendo armazenadas no claro e no
escuro. Foi possivel notar a presenca e o comportamento de alguns compostos como:
carotenoides, esqualeno, &cidos graxos insaturados e por¢des de aminoécidos em proteinas.
Com o envelhecimento houve decaimento nos carotenoides, esqualeno, acidos graxos
insaturados e porcGes de aminoécidos, sendo que as proteinas se mantiveram mais estaveis e
menos sensiveis a luz [18].

Embora as técnicas mostradas acima para anélise de envelhecimento das impressdes
digitais sejam ndo destrutivas, sem contato e de facil utilizacdo na area forense, atualmente néo
existe algum método confiavel de datacdo das impressdes digitais em cenas de crime. Ha uma

grande lacuna a ser preenchida e aprofundada por pesquisas futuras [41].
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2.2 Composigdo Quimica das Impressdes Digitais

Nesta secdo sdo apresentados de forma resumida os principais componentes quimicos

presentes em impressoes digitais latentes.

2.2.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos pigmentados e sintetizados por plantas e
microrganismos, mas ndo por animais [44]. Eles sdo hidrocarbonetos que contém pelo menos
40 carbonos com um enorme sistema de duplas ligagdes conjugadas. Sua classificacdo pode ser
dada como carotenos e xantofilas, dependendo de sua estrutura quimica, a-, [3-caroteno e
licopeno, sendo exemplos de carotenos, representando carotenoides ndo oxigenados [45]. Na
natureza, foram identificadas mais de 600 estruturas de carotenoides [46]. No entanto, apenas
40 estdo presentes na alimentacdo humana, sendo que 20 destes carotenoides estéo localizados
no sangue e tecidos humanos [44].

Os principais carotenoides existentes no corpo humano sdo: B-caroteno, a-caroteno,
licopeno, luteina e criptoxantina (ver Fig. 3), sendo que 70% desses carotenoides sédo o [3-
caroteno e licopeno. O licopeno é um carotenoide importante por ndo conter atividade
provitamina A [47]. E responsavel pela cor vermelha de varias frutas e vegetais. Ele pode ser
encontrado principalmente no tomate vermelho e seus derivados [48]. Sua capacidade como
um potente oxidante contribui na protecdo de células contra o dano oxidativo, assim
possibilitando a diminuig&o do risco de adquirir doencas cronicas [47].

O B-caroteno é um carotenoide importante e encontra-se presente nas frutas e vegetais,
tendo como principal caracteristica a atividade pro-vitamina A, ou seja, sdo convertidos em

vitamina A no organismo [44]. Esse pigmento é conhecido pela sua capacidade de antioxidante,
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atua na supressdo do oxigénio singleto por meio da transferéncias de elétrons para radicais
livres, gerando cations do radical B-caroteno. Sua colora¢do em alimentos varia de amarelo ao
laranja, podendo ser encontrado na cenoura, laranja ou abobora [49]. Além disso, o B-caroteno
tem outros papéis fisioldégicos como: Comunicacdo célula a célula, efeito imunomodulador e

protecdo UV da pele [50].

p-Caroteno

o-Caroteno

Licopeno

p-Criptoxantina

Luteina

4
Figura 3: Forma estrutural quimica dos principais carotenoides encontrados com maior

frequéncia no corpo humano, sendo resultado da alimentagdo humana, adaptada de [44].
Devido a sua caracteristica insaturada, os carotenoides estdo sujeitos a alteragdes
principalmente pelos processos de isomerizacdo e oxidacgdo [45]. Além disso, a luz, o pH e a
temperatura contribuem para alteragfes na cor dos alimentos e em seu valor nutricional, como
no caso do azeite, que ao ser submetido a altas temperaturas, muda de cor e seu teor de

carotenoides diminui [51].
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2.2.2 Lipidios

Entre os componentes presentes nas impressdes digitais de origem sebéceas, pode-se
destacar os lipidios que tém como compostos: Acidos graxos, glicerideos, colesterol, esqualeno
e variedades de ésteres lipidicos [9], [52].

Os lipidios do grego “lipos” que significa gordura, englobam varios tipos de moléculas
organicas que tém como caracteristicas alta solubilidade em solventes organicos nédo polares.
Essas moléculas originam-se através da relagao entre os acidos graxos e alcool. Além disso, sua
coloracdo é esbranquicada ou levemente amarelada [53].

Na dieta alimentar humana, os lipidios se fazem presente quando ingeridos em sua forma
triacilglicerdis, contendo bastante importancia por incluirem &cidos graxos fundamentais e
vitaminas lipossollveis. As fontes lipidicas podem ser encontradas na sua maioria em
alimentos como: gréos e gorduras vegetais e animais em geral. A importancia dos lipidios na
alimentacdo esta relacionada na sua funcdo de depdsitos de energia [2,53]. Os triacilglicerdis
sdo caracterizados como uma forma de armazenamento de energia presente nos organismos,
sendo menos oxidados que os carboidratos e consumirem pouca agua no processo de solvatacao
na hora de serem armazenados, pois sdo apolares. Sua formacéo esta relacionada a reacéo de
esterificacdo dos acidos graxos com a presenca de trés grupos hidroxila de glicerol (ver Fig. 4).
Os triacilglicer6is mais simples tém em sua composicdo somente um tipo de acido graxo,

porém, os triacilglicer6is mistos sdo constituidos de dois ou trés tipos de acidos graxos [2].
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Figura 4: Resultado na reacao de esterificacdo entre glicerol e acidos graxos, extraido da
referéncia [2].

Os 4cidos graxos sdo acidos carboxilicos com longas cadeias de hidrocarbonetos,
podendo ser divididos em saturados e insaturados. Os acidos graxos saturados presentam
somente de ligagOes simples, ao contrario dos insaturados que contém uma ou mais ligacdes
duplas. Os &cidos insaturados podem ser representados na isomeracdo cis ou na isomeragao
trans. A ligacdo dupla cis provoca um dobramento no acido graxo. Se tratando dos acidos
graxos, o ligante utilizado é o hidrogénio [54]. Caso o acido graxo tenha duas ou mais ligaces
duplas em sua cadeia, elas permanecerédo espagadas com intervalos de trés carbonos [55].

As principais fontes de acidos graxos trans sdo: gorduras hidrogenadas, 6leos refinados,
carne, leite e alguns derivados de animais ruminantes. Quanto aos acidos graxos cis séo de
origem vegetais e sS40 menos estaveis que o trans [55].

Nos estudos de Archer et al., foram encontrados e identificados alguns acidos graxos de
cadeia longa nas impressGes digitais, como: acido tetradecandico ( C,, saturado), acido
palmitoleico (C;¢ insaturado), acido palmitico (C;¢ saturado), acido oleico (C,g insaturado) e

acido estearico (C; g saturado) [43]. Além disso, os &cidos graxos saturados aparecem com mais
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frequéncia do que seus analogos insaturados. O &cido palmitico e acido estearico séo detectados
em quase todas as amostras. Com o tempo, os acidos graxos de cadeias curtas (acidos
hexanoicos, octanodico, ndo andico) aparecem com mais frequéncia nas amostras envelhecidas.
Os &cidos graxos de cadeias mais longas aparecem em todas as amostras.

O esqualeno é uma biomolécula lipofilica pertencente a classe quimica dos triterpenos.
Sua férmula é dada por seis unidades de isopreno, sendo portanto um composto isopronéide
contendo 30 carbonos com seis ligacdes duplas (C59Hs,) [56]. Pode ser encontrado em 6leos
de peixe, em especial no éleo do figado do tubardo, em dleos vegetais que apresentam menor
quantidade. No sebo humano é encontrado em aproximadamente 13% de esqualeno. Sua
importancia se da devido a prevencdo em doengas cardiovasculares relacionadas ao estresse
oxidativo [57,58]. A presenca de aminoacidos, acidos graxos e esqualeno nas impressoes
digitais latentes € bastante frequente, porém, as quantidades presentes sdo relativamente
diferentes, dependendo do doador [9]. Em criangas, as composi¢des lipidicas secretadas ndo
sdo sebaceas, sdo adquiridas através da epiderme, tendo como seus principais componentes:
Esteres de colesterol e colesterol livre [59].

Os ésteres sdo compostos resultantes da troca de hidrogénio encontrado em carboxilas
dos 4acidos carboxilicos através de um grupo organico. A partir do envelhecimento das
impressoes digitais, os lipidios saturados provocam niveis mais elevados de éteres de ceras. Nas
impressoes digitais de criancas os ésteres tém um decaimento maior e mais rapido que 0s sais

em temperaturas mais elevadas [60].
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2.2.3 Proteinas

As proteinas sdo moléculas organicas fundamentais para as células vivas e estdo
relacionadas as funcdes fisioldgicas [61]. Ao mesmo tempo, sdo catalisadores, ajudam na
selecdo dos compostos que entram e saem das moléculas, fazem parte do processo de
regeneracdo dos tecidos e estdo presentes nos mecanismos de defesa celular. Podem ser
encontradas em carnes, leites, ovos e no trigo, além de serem bastante utilizadas no processo
de ganho de massa muscular em academias ou outros meios de atividade fisica [62].

As proteinas sdo 0s compostos que estdo em maior concentracdo nas impressées digitais
quando expelidas pelas das glandulas écrinas. Porém, estdo em baixos teores nos residuos nas
impress@es digitais [22]. Cerca de 133ug de proteinas sdo encontradas em residuos écrinos,
enquanto que para residuos mistos (écrinos, sebaceos e apdcrinos) podem ser encontrados cerca
de 38pg. Os residuos mistos presentes nas marcas de dedos séo resultantes do esfregamento dos
dedos contra o rosto, sendo carregados de sebos e proteinas [63].

A concentracdo de proteinas nas impressoes digitais de criancas € muito menor que em
adultos. Nas criancas o valor da proteina equivale a 1%, enquanto em adultos 5%. Percebe-se

gue os resultados em criancas nao sdo positivos [60].

2.2.4 Espectroscopia Raman Aplicada em Impressdes Digitais

A espectroscopia Raman recentemente tem se tornado uma ferramenta muito poderosa
na analise das impressdes digitais. Este método vem sendo usado para detec¢do de varios
materiais exogenos e enddgenos em impressdes digitais latentes. Um exemplo disso é uma
variedade de drogas de abuso identificadas a partir das impressdes digitais latentes com outras
drogas néo controladas de natureza semelhante. Os medicamentos utilizados continham sulfato

de anfetamina, nitrazepam, aspirina, cafeina e fosfato de codeina. A identificacdo dessas drogas
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ocorreu com sucesso, diferenciadas de suas contrapartes ndo semelhantes [19]. Além disso, em
anélises de impressfes digitais por espectroscopia Raman apds serem reveladas com po e
coletadas com fita adesivas, foram encontrados varios analgésicos de vendas livres como:
comprimidos de co-codamol Tesco, Veganin, Codis 500 soltveis, Anadin Original, Solpadine
Plus e Nurofen Plus. Constatou-se que mesmo com o tratamento com po e fitas adesivas ndo
houve impedimento em detectar as drogas [64]. Recentemente, um estudo de Amin et al.,
mostraram que através da espectroscopia Raman com analise de estatisticas utilizados nas
andlises de impressdes digitais latentes é possivel separar impressdes digitais naturais de
impressoes digitais dopadas com contaminantes como: ibuprofeno, diclofenaco, cetoprofeno e
naproxeno [65].

A técnica Raman também pode ser aplicada em estudos sobre a composi¢do quimica
presente nas impressdes digitais latentes. Um exemplo é o uso dos aminoacidos (componente
quimico da impressdo digital) que foi analisado para determinar o sexo do originador da
impressdo digital [66]. Deng et al usaram o sistema de imagens Raman de varreduras para
identificar impressbes digitais compostas com S -caroteno e 6leo de peixe em diferentes
substratos [67]. Em seus resultados mostraram que o método pode mapear a distribuicdo 2D de
sinais de diferentes picos Raman em diferentes materiais de substrato, identificando o potencial
do sistema para mapear simultaneamente diferentes materiais em impressoes digitais latentes.

Embora a espectroscopia Raman seja favoravel na deteccdo de materiais em impressdes
digitais, outras técnicas baseadas em Raman podem ser utilizadas. O método de espectroscopia
Raman de superficie aprimorada (SERS) é uma poderosa técnica sensivel a superficie que
estuda as propriedades plasménicas do ouro (Au) ou prata (Ag), para melhorar o sinal Raman
[68]. Como no SERS os analitos estdo em contato com as nanoparticulas metalicas, estudos
sugerem gue o uso de nanoparticulas de prata funcionalizadas por anticorpos para direcionar

componentes especificos encontrados no suor, seguido por imagens de SERS [69]. Connatser
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et al., utilizaram o método de espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS) para
revelar as impressdes digitais, estudando os aminoacidos e lipidios presentes nos residuos [70].
Outro método de grande eficacia é a microscopia de espalhamento Raman estimulado (SRS)
que possibilita um rapido levantamento de padrées de imagens de impressées digitais com alta
resolucdo espacial, principalmente em bandas de lipidios. Uma caracteristica importante desse
método é que 0 mesmo nao precisa de limpeza inicial na coloragdo das impressdes digitais para
uma visualizagdo ou analise, assim possibilitando aos cientistas forenses uma analise do

substrato fora do local [71].

2.3 Espectroscopia Raman

Na ultima década a espectroscopia Raman teve um grande amadurecimento,
tornando-se uma das técnicas mais utilizadas na ciéncia analitica, devido a sua sensibilidade
molecular, facilidade de implementacdo, além de possibilitar a sua aplicabilidade em materiais
com solucBes aquosas [72]. O efeito Raman, descoberto pelo fisico indiano Chandrasekhara
Venkata Raman em 1928, tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada para fornecer
informac@es sobre estruturas quimicas e formas fisicas, para identificar substancias a partir de
padrdes espectrais caracteristicos ('impressdo digital’) e para determinar quantitativa ou semi-
guantitativamente o teor uma substancia em uma amostra. A espectroscopia Raman é usada de
modo a estudar os modos vibracionais de energias de baixa frequéncia, transi¢cdes energéticas

rotacionais e vibracionais, através da dispersdo inelastica incidida na amostra [16].

Se considerarmos a incidéncia de um “laser” com um unico comprimento de onda sobre
uma amostra (liquida, sélida ou gasosa), ocorrerd o espalhamento dessa radiagdo. Esse
espalhamento pode ser dividido em: espalhamento eléstico (Espalhamento de Rayleigh), onde

a luz possui a frequéncia do “laser” (vy) ou espalhamento ineléstico (Espalhamento Raman),
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cuja componente tem a frequéncia deslocada com relagcdo ao laser (v £ v,,) [73], tais

informacdes podem ser observadas na Fig. 5.

Laser Material

(hvg) \

Espalhamento Raman
n("o + vm)

Espalhamento Rayleigh
(hwy)

Figura 5: Radiagdo monocromatica (Laser) incidindo sobre um material, resultando no

Espalhamento Rayleigh e Espalhamento Raman e suas respectivas energias (ivy e i (v £ vyy,)
, onde v, é a frequéncia do laser, v,, € a frequéncia vibracional do material ou sistema
estudado.

O espalhamento Raman é um fendmeno de dispersdo da luz, onde a energia é transferida
entre um fdton incidente com a energia incidente e a amostra, tendo como resultado um féton
espalhado com uma energia diferente e dispersa, bem como mudancas em sua frequéncia [74],
[75]. Se as bandas ou linhas Raman tiverem frequéncias menores que a frequéncia incidente
(vo — v, ) podemos chamé-las bandas Stokes e as frequéncias maiores que a frequéncia
incidente (v, +v,,) sdo definidas como bandas Anti-Stokes, [76]. No espalhamento Raman
Stokes a molécula ganha energia do féton durante o espalhamento (excitado para um nivel
vibracional mais alto), visto que no foton espalhado ha perda de energia e seu comprimento de
onda aumenta. Pelo contrério, no espalhamento Raman Anti-Stokes a molécula perde energia

relaxando para um nivel vibracional mais baixo, o foton espalhado ganha energia
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correspondente e seu comprimento de onda diminui [72]. A titulo de exemplo o espectro Raman

do CCl4 é mostrado na Fig. 6.

Espalhamento Espalhamento  Espalhamento
anti-Stokes Rayleigh Stokes

Intensidade Raman

J\M NVUL M

-1000 -750 500  -250 250 500 750 1000
Numero de Onda (cm™)

Figura 6: Espectro Raman de CCla.

2.3.1 Espalhamento Raman na teoria Classica

O espalhamento Raman classico parte da teoria eletromagnética, considerando que a
intensidade do campo elétrico E da onda eletromagnética varia em funcdo do tempo, como
mostrado na equacéo:

|E| = E_O)cos 2mv,t. (01)

sendo que v, é a frequéncia da radiacdo eletromagnética. Caso a molécula diatbmica seja

irradiada por essa onda, um momento dipolo elétrico P é induzido, assim:
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1P| = @|E|, (02)

substituindo a Eq. (1) em (2), temos

|l—5| = &E, cos 2mv,t, (03)
onde « é a constante de proporcionalidade e é chamada de polarizabilidade. Se a molécula esta
vibrando com uma frequéncia v,,, , pode-se escrever o deslocamento nuclear g como:

q = qo cos(2mvy,t), (04)
onde g, € a amplitude méxima vibracional. Para pequenas amplitudes, @ é uma funcao linear

de q. Dessa forma, pode-se expandi-lo utilizando a série de Taylor, assim

oo <d3> (05)
a = Qg + | — q + -
0

— s - ~ -~ g7 - dﬁ 7 - ~
No qual a,é a polarizacdo na posicdo de equilibrio e (d—q) ¢ a taxa de variacdo de g
0

relacionada a posicao de equilibrio. Substituindo na Eq. (3), temos

S d@\ — (06)
|P| = &,E, cos 2mvyt + & qE, cos 2mvt.
0
Agora combinando com a Eq. (4)
a (07)

S — da —
|P| = yE, cos 2my,t + (d_q> qoE, cos(2mvyt) cos(2mv,,t).
0

Lembrando da relacdo trigonométricacos(a) cos(b) = %[cos(a + b) + cos(a — b)],

assim reescrevendo a Eq. (7), como

(08)

o — 1/da —
|P| = wyE, cos(2mvyt) + > <d_q> qoEo cos(2m(vg + vip)t) + cos(2m(vy — vip)t)
0

Pela teoria classica, o primeiro termo da Eq. (8) representa um dipolo oscilante que

irradia luz da frequéncia v, (espalhamento Rayleigh), o segundo termo da equacao corresponde
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ao espalhamento Raman anti-Stokes com frequéncia (vo + v,,,), Onde a radiagdo incidida na
amostra tem energia menor que a energia de radiacdo emitida e o terceiro termo da equacao
com frequéncia (v, — v,;,) esté relacionado ao espalhamento Raman Stokes, tendo sua energia

de radiacdo incidente menor que a energia da radiacdo emitida pela amostra. Vale lembrar que

da . . ~ 4 . . . -
Se (d_q) for |gual a Z€ero, a wbragao € Raman ativa, ou seja, para ser Raman ativa e necessario
0

que ataxa de mudanca de polarizagdo @ com a vibracéo seja zero [73].
2.3.2 Espalhamento Raman na Teoria Quantica

Pela teoria quantica que relaciona o espalhamento da luz nos sélidos, pode-se aplicar o

Hamiltoniano H formado por:
H = Hy + H;, (09)

onde H, é representado por H, = H,, + H,, sendo H,, o Hamiltoniano do material e H, 0
Hamiltoniano do campo da radiacdo eletromagnética. Ja H, € formado por H; = Hp,, + Hy,
onde Hp, € o Hamiltoniano relacionado a interacdo entre o material e a radiacdo e, H,,
representa a interacao entre o elétron e o fonon. Ao compararmos H, com H,, nota-se que H,
€ muito menor, assim podemos relaciona-lo como a perturbacéo do sistema descrito acima.

Analisando o Espalhamento Raman de primeira ordem com a participacdo de somente
um fénon dptico, considerando que o sistema esta no estado |i) , s6 exista um féton incidente
de energia hv; , tendo 0 material em seu estado fundamental. Em contrapartida o sistema passa
para 0 autoestado |a), onde o material absorve o foton incidente, resultando em um par de
elétron-buraco. Depois 0 sistema passa para o autoestado |b), onde ocorre a criagdo de um

fonon optico de energia Av,, . Por Gltimo, no estado |f), ocorre a recombinagéo do par de

elétron-buraco, assim criando o féton espalhado de energia Avs.
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Considerando os autoestados de |x), onde (x =1i,a,b, f) pertencente ao Hamiltoniano
ndo perturbado H, descritos acima pelo Espalhamento Raman com fénon dptico, podemos

defini-los como:

i) = Ini, 0,1, do), (10)

la) = |n; = 1,0,n, ¢e), (11)
|b) = In; —1,0,n + 1, $,), (12)
If)=1n; —1,1,n+1,¢,), (13)

onde, a representacdo dos termos dentro de cada ket é dado pela seguinte ordem: nimero de
fotons incidentes, nimero de fotons espalhados, nimero de fénons e o estado eletrénico. Note
que no terceiro termo nos kets |b) e | f) ha presenca dos sinais (1) , onde o sinal (+) representa
a componente do Raman Stokes e o sinal (—) representa a componente Raman anti-Stokes. A

representacdo dos autovalores de energia destes autoestados séo dados por:

E; = n;hv; + nhvy,,+e# (ko), (14)

E, = (n; — Dhv; + nhvyy, + £(ko), (15)

Ep = (n; — Dhv; + (n £ Dhvy,, +&°(ko), (16)

Er = (n; — Dav; + Avs + (n £ Dhvyy, + e#(ky), 17)

onde, hv; € a energia do foton incidente, Av,, € a energia do fonon, ¥ (ko) e £€(k,) sdo as
energias dos elétrons presentes na banda de valéncia e conducdo e, fivg a energia do foton
espalhado. Considerando as equacdes de conservacdo de energia e conservacdao do momento

linear, representadas abaixo:
hv; = hvg + hvyy, (18)
ki = ks + Gpn, (19)
onde o sinal positivo representa 0 Raman Stokes e o sinal negativo 0 Raman anti-Stokes,

respectivamente. Os termos v, € gy, representam a frequéncia e o vetor de onda do fénon
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oOptico criado ou aniquilado. J& os termos Ei e ES representam o vetor de onda do foton incidente
e 0 vetor de onda do foton espalhado. Utilizando a teoria da perturbacdo de terceira ordem
dependente do tempo para relacionar a intensidade da luz espalhada em funcéo da luz incidente

[76], temos:

(20)

(FIHEES |b)(b|H,p|a)alHems |5’
(o) = ‘ZD (B~ Eq — (1) (E, — B, — iT})

sendo, HA2S e HE™S corresponde aos Hamiltonianos de absorgdo e emissdo na interagdo do
material com a radiagdo. O termo H,, descreve a interagdo elétron-fonon, I;. € o
amortecimento e este se relaciona com o tempo de vida do estado intermediério.

Subtraindo os autovalores das energias das Egs. (14) e (15), eliminando os termos iguais, mas
com sinais opostos e reescrevendo a equacgdo, obtém-se

Ei - Ea = hvi — As. (21)

A Eqg. (21) é a condicdo do Raman ressonante com intensidade de luz espalhada entre o foton
incidente e a energia de transicdo eletrdnica. Agora, substituindo os valores de E; e E; das Egs.
(14) e (16), eliminando os termos iguais com sinais opostos, tém-se

Ei — Ep = (Av; F hwpn) — [£€ (ko) — £ (ko)]. (22)
Sabe-se que hv; = hvg & hvyy, entdo

Ei - Eb = hVS — Aes. (23)

A Eq. (23) descreve a ressonancia entre o foton espalhado e a transigao eletronica. Ainda
na Eq. (23) é possivel identificar devido ao sinal (+) que o termo E; — E, pode ser tanto
positivo (+), quanto negativo (-) e ambos estéo relacionados aos espalhamentos Raman Stokes
e anti-Stokes [76]. Usando as Egs. (22) e (23) em (21):

Para a componente Raman Stokes:
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s o [Y) (fIH 1b)bIHepla)(al B 1) o
SR e (hv; — Ae — i) (hv; — hv,, — Ae — iT;)
Para a componente Raman anti-Stokes
HabS bW b|H HemS ;
Les(E;) o z (f I Hmy | Xbl epla)<a| D) . (25)
o (hv; — Ae — iT) (Av; + hvpp — Ag — iT;)

Através das Eqgs. (24) e (25), nota-se que a intensidade da componente Stokes é maior
gue a componente anti-Stokes. Assim, entrando em consenso com os dados experimentais dos

espectros Raman.
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CAPITULO 3
3. METODOLOGIA
Neste capitulo serdo abordados os métodos de preparacao e coleta de dados aplicados

as impressdes digitais latentes.

3.1 Preparacéo das Impressoes Digitais Latentes

As impressdes digitais foram obtidas a partir da deposi¢éo do dedo indicador sobre uma
lamina de vidro revestida com papel aluminio. Para analise foram selecionados 3 doadores
masculinos com idades entre 25 a 54 anos. As deposi¢des das marcas digitais ocorreram apos
cada doador lavar as mdos com sabéo liquido (neutro) e esfregar o dedo indicador sobre a testa
e em seguida pressionando-o sobre o substrato de vidro revestido de aluminio, mostrado na fig.
7. E importante mencionar que na ocasifo da coleta os rostos dos doadores estavam sem

residuos de produtos quimicos como: protetor solar, creme hidratante, etc.

Figura 7: Substrato de vidro revestido de aluminio utilizado para deposi¢cdo do dedo de cada
doador.

Para monitorar os efeitos do tempo de envelhecimento nas caracteristicas espectrais, trés
impressdes digitais foram coletadas de cada um dos dadores, perfazendo um total de 9 amostras.
Além do mais, a fim de evitar possiveis inomogeneidades dos componentes quimicos presentes

nas impressoes digitais, foram adquiridos 10 espectros Raman (pontos diferentes) em cada uma
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das 9 impressdes digitais, perfazendo um total de 90 espectros para cada dia de medida durante
90 dias. Por fim, uma média aritmética dos 30 espectros de cada doador foi obtida e analisada.
Vale ressaltar que todas amostras foram armazenadas em ambiente fechado e escuro por 90 dias

e examinadas em diferentes momentos.

3.2 Técnicas Experimentais

3.2.1 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman das impressfes digitais latentes foram obtidas por meio de um

espectrometro LabRam HR Evolution da marca Horiba, instalado no Laboratério de

Espectroscopia Optica do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia— UnB (Ver. Fig. 8).

Figura 8: Espectrometro Raman (LabRam Evolution) utilizado para coleta dos espectros em
impressdes digitais latentes.
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O Espectrdmetro Raman esta equipado com microscépio confocal, detector CCD
(Charge Coupled Device) e grade de difragcéo de 1800 linhas/mm. As medidas foram realizadas
com um laser sintonizado na linha 532 nm (linha verde) , poténcia 5 mW, focalizado na amostra
por meio de uma objetiva Olympus com ampliacdo de 50X. Os espectros foram coletados na

regifo de 600 a 1800 cm™,

3.3 Analise dos dados

Para andlise dos espectros, utilizou-se a ferramenta LabSpec ® 5 para fazer a linha de
base e a normalizagdo dos espectros. Posteriormente fez-se a média aritmética dos dez espectros
obtidos de cada uma das trés impressoes digitais de cada doador. Para isso foi usado o software
OriginPro ® 9.0, tendo como resultado final trés espectro médios para cada um dos trés
doadores. Para a analise dos dados, os nove espectros médios foram ajustados por funcgdes
Gaussiana+Lorentziana area, utilizando o software Peakfit v4. As barras de erro dos dados
experimentais foram determinadas a partir do desvio padréo calculado a partir dos ajustes dos

trés espectros médios de cada doador.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Fig. 9 mostra um espectro Raman tipico de uma impressao digital fresca (12 dia). O
espectro é composto principalmente pelos modos vibracionais associados aos carotenoides
(laranja) e lipidios (cinza). Bandas fracas associadas ao esqualeno (verde) e proteina (azul)

também séo observadas em 1382 e 1635 cm™, respectivamente [77].

%)
c I
: S
= o
0% O
3 >
T - 2
S 9 5 .
(2} (@) —~ — 8
= O O QL
B gdb S Q z
D £ YT NS T ~
o O - %) @)
% T I &
= < =
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
800 1000 1200 1400 1600 1800

Numero de Onda (cm™)

Figura 9: Espectro Raman caracteristico de uma impressdo digital fresca. As bandas
destacadas estéo relacionadas aos compostos quimicos encontrados em residuos de impressdes
digitais, constituidos por: lipidios (cor cinza), carotenoides (laranja), esqualeno (cor verde) e

proteina (cor azul).

Os carotenoides se acumulam na pele humana, com os niveis de carotenoides refletindo
a ingestdo alimentar e a biodisponibilidade de fontes alimentares. Os carotenoides mais comuns

na dieta ocidental sdo o-caroteno, [-caroteno, B-
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criptoxantina, licopeno , luteina e zeaxantina [44],[78]. Ap6s a absor¢do no intestino, 0s
carotenoides sdo transportados atraves da corrente sanguinea por lipoproteinas para varios
tecidos-alvo, incluindo a pele [79] e posteriormente s&o secretadas pelo suor [78].

Os espectros Raman dos carotenoides sdo compostos por trés bandas vibracionais
proeminentes em 1005, 1157, 1520 cm™. Os picos de mais alta intensidade em 1157 e 1520 cm-
! sdo atribuidos ao estiramento simétrico das ligagdes C-C e C=C da cadeia de polieno-
carotenoide, respectivamente. De acordo com Mike et al. [80], estas bandas s&o carateristicas
da isomerizacdo all-trans do carotenoide. Além do mais, de acordo com a teoria da Coordenada
de Conjugacéo Efetiva (ECC) as ligacdes C-C e C=C se movimentam em fase, ou seja todos
C=C esticam em fase e C-C encolhem em fase [81]. O pico em ~1005 cm™ ocorre devido aos
modos de balanco no plano do grupo metil (C-CHs). Por fim, os picos em 962 cm™ (balango
fora do plano y(CH)) e 1187 cm™ estdo associados aos modos de deformacédo (C-H) [82],[83]
Em complemento, os modos vibracionais associados aos lipidios sdo encontrados nas regides
de 870, 1050 - 1300, 1400 -1500, 1650-1700 e 1750 cm™ [84]. Os modos dos grupos metil e
metileno tais como a deformacdo, tor¢do e estiramento do CH, e a deformacdo simétrica da
ligacdo CH; sdo encontrados em: 870, 1300, 1435 e 1450 cm?, respectivamente. A deformagao
= (CH) no plano, adjacente a ligagdo (C = C).;s hdo conjugada pode ser encontrada em torno
de 1275 cm™. Por fim, as vibragGes de estiramento das ligagdes C=C (cis e trans) e C=0
(grupo éster carbonila) sdo encontradas em aproximadamente em 1655 , 1670 e 1740 cm™,

respectivamente [85], tais informacdes sdo mostradas com mais detalhe na tabela 1.
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Tabela 1: Atribuicbes dos modos vibracionais Raman (cm™) dos espectros Raman de

impressoes digitais latente.

Raman (cm™) Atribuigao Composicéo
824 Respiracao do anel Lipidio
873 -0 Lipidio
970 Bending (C — H) Lipidio
1005 v(C—-0) Carotenoide
1032 5(C-0) Lipidio
1072 (€ -0 Lipidio
1126 (C-0yg Lipidio
1157 v(C-0C) Carotenoide
1180 8(CH) Carotenoide
1275 = (C —H) Lipidio
1300 NCHy) Lipidio
1328 6(CH) esqualeno
1375 §(CH3),6(CH) Lipidio
1383 §(CH) esqualeno
1440 (CH2)tesoura Lipidio
1455 CH3 Lipidio
1520 v(C=0C) Carotenoide
1630 v(C=0) Proteina
1657 v (€ = C)s Lipidio
1670 vV (C = C)¢rans Lipidio
1740 v(C=0) Lipidio

A Fig. 10 mostra as médias (n = 30 para cada) dos espectros Raman das impressdes

digitais latentes frescas (dia zero) obtidas de trés diferentes doadores. Para melhor comparacéo,

os espectros foram normalizados segundo a intensidade das bandas em torno de 1450 cm™,

associadas as vibragdes de deformacéo dos grupos CH2 /CHs das cadeias de hidrocarboneto, foi

escolhida como padrdo de intensidade interna, pois esta banda ndo se mostrou sensivel aos

processos de envelhecimento das amostras, como a oxidagédo [86]. De forma geral os espectros

Raman dos trés doadores sdo muitos similares, diferindo principalmente nas intensidades
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relativas das bandas associadas aos carotenoides (950 — 1050 cm™, 1100 — 1200 cm™ e 1480 —

1560 cm™) e lipidios (1620 — 1700 cm'Y).
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Figura 10: Espectros Raman médios (n = 30) das impressdes digitais latentes frescas, obtidas
dos doadores 01, 02 e 03. Os quadros em laranja evidenciam as regifes associadas aos
carotenoides enquanto 0s quadros cinzas evidenciam as regides associadas aos lipidios.

A composicao relativa de uma impressao digital pode variar significativamente entre os
doadores. 1sso pode ser devido as diferencas tais como: género, idade, raca, dieta, metabolismo,
salde, medicacdo, uso de cosméticos, entre outras [9]. Por exemplo, Buchanan et al.,
demonstram que, em geral, as impressdes digitais obtidas de criangas continham niveis mais
elevados de acidos graxos livres relativamente volateis, enquanto que as impressdes obtidas de

adultos apresentaram concentracBes mais altas de ésteres de &cidos graxos de cadeia longa

menos Vvolateis [87]. Por outro lado, comparacGes entre as impressdes digitais de duas classes
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de doadores revelaram que o teor de aminodcidos foi diferente entre os doadores vegetarianos
e aqueles com dieta onivora [9]. Anélises por cromatografia gasosa combinada/espectroscopia
massa revelaram que o teor médio de alanina, glicina e serina foi maior para os doadores
vegetarianos, embora ndo significativamente (P > 0,1). Acidos pentadecandicos (Cis:
CisH3002), no entanto, diferiu significativamente entre os onivoros e vegetarianos, sendo
maiores em onivoros em comparacgao com os vegetarianos. Adicionalmente, foi verificado que
a ingestdo de carboidratos pode afetar a concentracdo total de aménia no suor [88]. Assim, é
razoavel supor que niveis anormais de outros grupos de alimentos também possam influenciar
as varias concentragdes de componentes secretados na impressado digital. Neste contexto, a fim
de analisar o efeito da alimentacdo na composi¢do quimica dos doadores utilizados neste
trabalho, o doador Doad02 foi submetido a uma dieta pobre em carotenoides, por um periodo
de 7 dias, retornando em seguida a sua dieta normal. Espectros Raman foram coletados (n =
30) no dia anterior ao inicio da dieta (dia d00), sete dias ap6s dieta pobre em carotenoides (d07)
e uma semana apos o término da dieta (d15). As médias dos espectros Raman deste

experimento s&o mostrados na Fig. 11.
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Figura 11: Espectros Raman medios (n = 10) das impressdes digitais latentes frescas,
coletadas do 02 e obtidas nos dia zero (antes do inicios da dieta), dia 07 (final da dieta) e dia
15 (sete dias apos final da dieta). Os quadros em laranja evidenciam as regides associadas

aos carotenoides.

Note da Fig. 11 que as intensidades relativas das bandas associadas aos carotenoides
variam significativamente antes e ap0s a dieta pobre em carotenoides. Verifica-se que no
primeiro dia (linha preta) as intensidades das bandas em torno 1157 (/{C-C)) e 1520 cm*
C=C) sdo méaximas. Apds sete dias em dieta, as intensidades destas bandas sdo fortemente
reduzidas, retornando parcialmente as intensidades originais sete dias ap6s encerrado a dieta.
Embora este resultado ndo seja conclusivo, ele sugere que uma dieta pobre em carotenoides tém
efeitos significativos nas intensidades dos picos a eles associados. Para um melhor
entendimento dos efeitos da alimentagcdo nos espectros Raman, estudos mais criteriosos se

fazem necessarios. Contudo, este estudo foge do escopo desta dissertagao.
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A Fig. 12 mostra a média (n = 30) dos espectros Raman das impressdes digitais do
doador Doad3 colhidos ao longo de 90 dias. Resultados semelhantes foram observados para 0s
demais doadores (ver Fig. Al e A2 no Apéndice A.). Note das Fig. 12 (e Figs. Al e A2) que
0s espectros Raman das impressdes digitais frescas e com 90 dias de idade mostram diferencas
significativas. As principais diferencas sdo encontradas nas regides de 800 — 1200 cm-1 e 1500
-1650 cm-1. Como relatado anteriormente, essas regides espectrais concentram 0s sinais
Raman de biomoléculas como carotenoides, lipidios, &cidos graxos e proteinas [89],[85], [90],
[91].

Os espectros Raman mostrados na Fig. 12, evidenciam claramente uma reducdo
progressiva nas intensidades dos picos em torno de 1005, 1157 e 1520 cm, caracteristicos dos
carotenoides. Este comportamento pode ser explicado levando-se em conta a degradacao dos
carotenoides ao longo do tempo.

Assim, a fim de investigar o processo de degradacdo dos carotenoides totais ao longo
do tempo, os espectros Raman médios das impress@es digitais dos trés doadores, variando no
tempo de 0 — 90 dias, foram ajustados com uma combinag&o de curvas lorentziana + gaussiana.
Um ajuste tipico de um espectro Raman é mostrado na Fig. 9. A partir dos ajustes, foram
extraidas as intensidades integradas e as energias vibracionais das bandas relativas a cada um

dos componentes quimicos presentes na impressao digital.
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Figura 12: Espectros Raman médios obtidas das impressdes digitais do doador 03 ao longo de
90 dias.
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Carotenoides

A Fig. 13 mostras a dependéncias das intensidades integradas dos modos vibracionais
v(€C —C)em ~ 1157 cm™ (a) e v(€C = €) em ~ 1520 cm™ (b) como fungdo do tempo de

envelhecimento das amostras, para os trés doadores.

v(C-C) : 1157 cm? (a)

@ Doad01
@ Doad02
@ Doad03

0.1;

v(C=C) : 1520 cm* (b)

Intensidade integrada Normalizada (1(t)/1(0))

Tempo (dias)

Figura 13: Comparacao das Intensidades integradas normalizadas dos picos mais intensos de
carotenoides, presentes nos espectros Raman de uma impressado digital latente dos doadores
01 (cor preto), 02(cor azul) e 03(cor vermelho), respectivamente. a) C-C em ~ 1157 cm™ e (b)
C=C ~1520cm™.
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Os comportamentos mostrados na Fig. 13 podem ser analisados considerando que as
intensidade integradas Raman parat = 0 dia é diretamente proporcional a concentracdo inicial
(C,) de carotenoides, os quais degradam com o tempo segundo a taxa dC/dt = —kC™ [92].
Nesta equacio a taxa a degradacdo dC/dt é proporcional n-ésima (n'") poténcia da
concentragdo de carotenoides, sendo n a ordem da reacdo e k (dias™!) a taxa de reacéo.
Verificou-se que a cinética da degradagdo dos carotendides segue a cinética de primeira ordem
(Avila e Silva 1999 ). Assim, pode-se encontrar que a concentracdo de carotenoides varia
segundo a equagéo [93].

C=Cyekt (26)

Assim, ajustando os dados mostrados na Fig. 13 com a Eq. 26 pode se encontrar que 0
valores de k sdo aproximadamente iguais a 0,083, 0,044 e 0,043 (dias)?, para os doadores
Doad01, Doad02 e Doad03, respectivamente. Estas taxas de reacdo levam a tempos de meia
vida (t12) da ordem de 8,3, 15,7 e 16,0 dias, respectivamente.

As diferencas encontradas para os valores de k provavelmente estdo associadas as
diferentes composicdes dos carotenoides presentes nas diferentes impressdes digitais. Por
exemplo, em um estudo com suco de laranja, foi demonstrado que a taxa de degradacéo, a 60°C,
da zeaxantina é 2,7 vezes maior que a do [-caroteno, que por sua vez ¢ 40% maior que a da
luteina [93].

Assim, a fim de verificar a possibilidade de que as composi¢Oes dos carotenoides,
presentes nas impressoes digitais dos trés doadores podem ser diferentes, foi realizado uma
comparacao entre as frequéncias dos modos vibracionais v(€C — C) e v(C = C) extraidos dos
espectros Raman médios obtidos de cada doador (ver Fig. 14). A Fig. 14 foi construida levando-
se em conta que a frequéncia do modo vibracional v(C = C) decresce com o aumento do
comprimento da cadeia trans-polieno dos carotenoides, e que existe uma correlagdo linear

positiva entre as frequéncias dos modos vibracionais v(C — C) e v(C = C) [94] [3]. Portanto,
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com base nos dados mostrados na Fig. 14 é possivel inferir que as composic6es dos carotenoides
presentes nas impressdes digitais sdo realmente diferentes, principalmente a do doador 01
quando comparada com os demais. Explicando assim a grande diferenca entre as taxas de

reacao dos doadores 02 e 03 em comparagdo com o doador 01.

1540
.E 15301 .~~~ ® B—caroteno
o luteina ,,;:criptoxantina
—~ " Se—=Doad01
O zeaxantina ¢~
Il 1520 cantaxantina,-;}. * Doad02
O " % licopeno
= Doad03
S 1510l % dihidroxilicopeno
o g
&
1500 - ' : . .
1150 1155 1160 1165

modo v(C-C) (cm™)

Figura 14. Numeros de onda dos modos vibracionais {C-C) versus »{C=C) para diferentes
carotenoides (circulos verdes), adaptada da referéncia [3]. Os circulos preto, vermelho e azul
referem-se aos doadores 01, 02 e 03, respectivamente.

Uma caracteristica distintiva da estrutura dos carotenoides é a presenca de um extenso
sistema de ligacBes duplas conjugadas, que constituem os cromoéforos de absorcdo de luz
responsaveis pela coloracdo amarela, laranja ou vermelha que esses micronutrientes conferem
a muitos alimentos. Contudo, é justamente devido a presenca de ligagdes duplas conjugadas,
que os carotenoides podem sofrer reagbes que culminam na sua degradacdo. Os principais
fatores que contribuem para as modifica¢Ges estruturais e degradacdo dos carotenoides séo:
exposicao ao oxigénio, exposicao a luz, calor, presenca de enzimas, metais, acidos e perdxidos

[95][92]. As duas principais alteracbes em carotenoides, decorrentes desses processos, Sao
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isomerizacdo e oxidacdo. Vale ressaltar que, geralmente a oxidacdo é precedida da
iIsomerizagdo, uma vez que carotenoides com isbmeros cis sdo termodinamicamente menos es-
taveis, com pontos de fusdo mais baixos do que suas contrapartes trans [96] [97]. De fato, a
baixa estabilidade dos carotenoides com isdbmeros cis esta relacionada a uma menor tendéncia
a cristalizacdo destes quando comparada com os all-trans [98]. A Fig. 15 mostra a estrutura do

[3-caroteno e seus quatro principais isOmeros cis.

13’ -cis-isomer

11’- cis-isomer 9'- cis-isomer

Figura 15: Representacao da estrutura do -caroteno e seus quatro principais isdmeros cis.

A transicdo da isomerizacdo all-trans para a cis pode ser promovida por acidos, luz e
calor. De fato, muitos autores relatam que o teor de isbmeros cis aumenta com a temperatura e
com o tempo de processamento [99]. Calculos de teoria de funcional de densidade (DFT),
realizados para o pB-caroteno, mostram que a transi¢cdo da isomerizacdo trans para a cis é
refletida principalmente nas mudangas na polarizabilidade que ocorrem nas vibracdes v(C — C)
e v(C = C) [100]. Neste trabalho, os autores mostraram que as razfes das intensidades

calculadas I,c—¢)/Iy(c=c) € de 0,73 para os isomeros s-cis e 0,58 para isomeros all-trans. Em
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complemento, Koyama et al., mencionaram em seus estudos sobre formas cis do -caroteno
que a intensidade dos modos Raman também pode ser afetada pela formacdo de
isbmeros cis . [101].

Adicionalmente, Subramanian et al., mostraram, ao estudarem o carotenoide
astaxantina, que a transicdo da isomerizagéo trans - para - cis provoca um deslocamento da
banda v(C = C) para numeros de onda mais altos como resultado de um impedimento da
conjugacdo eletrbnica na cadeia e, portanto, uma maior localizacdo dos elétrons © na
molécula [102]. Em complemento, eles também mostraram que a transi¢do da isomerizacao
trans para cis leva a uma relagéo linear entre a razéo I,c_c¢)/ I, c=c) € 0 deslocamento para
menores energias do pico associado as vibragbes v(C = C) [102]. Por fim, além das mudangas
nas intensidades relativas e nas energias vibracionais dos modos v(C — C) e v(C = C), 0s
autores verificaram que a transi¢do do isdbmero trans para o cis também leva ao surgimento de
uma nova banda com energia ligeiramente inferior a do modo v(C — C). O surgimento deste
novo modo vibracional foi explicado considerando que a curvatura cis na estrutura conjugada
central resulta na ruptura das vibracdes em fase das ligagbes C — C. Este efeito introduz uma
quebra no acoplamento de longo alcance do modo estendido com os modos locais, o que leva
a vibracdes em fase e fora de fase da cadeia de polieno com ligagcbes cis, provocando o
surgimento de um novo pico. [102].

Neste contexto, uma analise detalhada das bandas v(C — C) e v(C = C), foi realizada
em todas as amostras. Estes resultados sdo mostrados na Fig. 16. A Fig. 16 (a) mostra que as
razOes das intensidades I, c—cy/ I, (c=c), obtidas nos espectros Raman dos doadores 02 e 03,
estdo em torno de 0,55 (valor muito proximo do relatado na referéncia [100]) e sdo praticamente
constantes ao longo do tempo. Diferentemente, observa-se que a razao I,,¢c—c)/ Iy c=c) para o
doador 01 estd em torno de 0,6, no primeiro dia e aumenta para aproximadamente 1,0 apos 15

dias de envelhecimento. Este comportamento sugere que, diferentemente dos doadores 02 e 03,
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os carotenoides presentes na impressédo digital do doador 01 sofrem intensa isomerizacao j& nos
primeiros dias de envelhecimento. No que se refere aos efeitos do tempo de envelhecimento
(ver Fig. 15 (b), constata-se que as energias vibracionais dos modos v(C = C) se deslocam para
maiores comprimentos de onda, sugerindo transformacéo do isémero trans para o cis. O fato
de que a energias vibracionais dos modos v(C = C) do doador 01 serem maiores e deslocarem
mais rapidamente do que os outros doadores, sugere novamente que a mudanca na isomerizagao
nesta amostra é muito mais rapida e acentuada que nas demais amostras.

A Fig. 16 (c) mostra a dependéncia entre as energias vibracionais dos modos v(C = C)
e as razdes I,c—c)/ Iy (c=c)- Note que, enquanto as ragoes I,,c—c)/ I, (c=c) dos doadores 02 e 03
permanece constante, e em torno de 0,55, a mesma razao, para o doador 01, cresce linearmente
quando a energia vibracional varia de ~ 1525 para 1528 cm™. Novamente, este resultado sugere
que a isomerizacdo dos carotenoides presentes na impressdo digital do doador 01 ocorre muito
mais rapidamente e intensamente que as encontradas nos carotenoides presentes nas impressoes
digitais dos doadores 02 e 03. Este fato € reforcado nas intensidades relativas dos picos que
surgiram no lado de mais baixa energia da vibracdo v(C — C). Note da Fig. 16 (d) que no
primeiro dia (dia = 0) a intensidade da banda em ~ 1130 cm™ é préxima a zero para o doador
03 (linha azul), e se torna relevante apenas 60 dias ap0s a coleta (linha verde). Por outro lado,
a intensidade da mesma banda, obtida do espectro Raman da impressdo digital coletada do

doador 01, ja é visivel no primeiro dia e cresce intensamente no dia 05.
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Figura 16: Dependéncia da razdo entres as intensidades integradas I, c—¢)/ Ly c=c) (@) € das

energias vibracionais do modo v(C = C) (b) em fungdo do tempo de envelhecimento, obtidas
para os diferentes doadores. (c) Dependéncia das intensidades integradas I,,c—-c¢y/ Ly (c=cy) €M

funcéo das energias vibracionais do modo v(C = C), obtidas para os diferentes doadores. (d)
Espectros Raman nas regides espectrais de 1100 — 1200 cm™, obtidos no primeiro dia de coleta
e nos dias 05 e 60 para os doadores 01 e 03, respectivamente.

Embora a isomerizacdo tenha grande importancia na degradacdo dos carotenoides, a
oxidacdo (seja ela enzimatica ou ndo) é uma das reaces que mais contribuem para a degradacéo
dos mesmos [103]. Quando oxidados, os carotenoides sofrem degradacdo de suas moléculas,
podendo ocorrer clivagem da cadeia de pelieno, epoxidacdo da ligacdo dupla ou reacdes em
posicdes alilicas [104]. Mordi et al. [105], descreveram a oxidacdo do [3-caroteno como uma
reacdo em cadeia de radicais livres envolvendo radicais peroxila reativos, resultando em
produtos de clivagem do caroteno inicial. Existem muitos produtos finais da reagdo de
oxidacdo, dependendo da localizacdo do ataque oxidativo. Por exemplo Rodriguez e

Rodriguez-Amaya, usando cromatografia liquida (HPLC) detectaram subprodutos da clivagem

do B-caroteno como por exemplo epoxicaroteno, apocaroteno e hidroxicaroteno [106].
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Ferndndez et al., ao estudarem as mudancgas nos espectros Raman do -caroteno oxidado
por irradiacdo UV, observaram que apds exposicdo a radiacdo a banda v(C = C) sofre um
desvio para maiores numeros de comprimento de ondas. Observou também a presenca de duas
novas bandas, uma em 1245 cm™, atribuida a conformacéo cis da ligagdo C;s = C;s- € também
uma banda em 1138 cm™ atribuida a conformagéo cis da ligagdo C;3—C;, [107]. Um resultado
similar foi encontrado na referéncia [108] ao estudarem a fotodegradacéo do B-caroteno. Eles
verificaram o surgimento de um fraco pico em 1537 cm™, que de acordo com os autores é
provavelmente devido a formacdo de um produto de fotoisomeriza¢do contendo um ou mais
liogac6des (C = C) cis. Embora, de menor intensidade, eles também verificaram o surgimento
de picos em 1133, 1284 e 1569 cm™, todos acompanhados da reducéo da intensidade da banda
all-trans em 1520 cm™.

A fim de verificar o efeito da oxidagdo dos carotenoides presentes nas impressoes
digitais nos espectros Raman, foram realizadas amplia¢des nas regides em torno de 1150 e 1550
cm X, Como os modos vibracionais presentes na regiso em torno de 1280 cm estdo associados
principalmente a lipidios, ela sera analisada adiante no texto.

A Fig. 17 mostra ampliagGes, em torno das regides das 1150 e 1550 cm™, dos espectros
Raman das impressdes digitais frescas (dia 0) e envelhecidas em diferentes tempos, dos
doadores 01, 02 e 03. Para melhor comparacéo, os espectros Raman foram normalizados com
relagdo as intensidades relacionadas aos picos principais em 1157, 1520 cm™. Note que,
enquanto os espectros Raman obtido das impressdes digitais frescas dos doadores 02 e 03 ndo
apresentam evidéncias de bandas laterais em tornos dos modos vibracionais v(C — C) (~ 1157
cm?) e v(€C = C) (~ 1520 cm™?), o espectro Raman da impressdo digital do doador 01 ja
evidencia um pico em 1130 cm™ e um ombro em ~ 1550 cm™. Este comportamento sugere que
0 processo de oxidacdo dos carotenoides presentes na impressao digital do doador 01 j& se

iniciou no mesmo dia em que foi coletada. Observe ainda que somente 5 dias apds a coleta a
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intensidade destes picos mais que dobra de intensidade. Efeitos de oxidacdo semelhantes ao
observado na impressao digital do doador 01 foram somente detectados nos doadores 02 e 03,
50 e 78 dias apds a coleta, respectivamente. Este comportamento esta de acordo com a maior
taxa de degradacdo dos carotenoides presentes nas impressoes digitais do doador 01, quando

comparada com os doadores 02 e 03, como evidenciado na Fig. 13.
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Figura 17: Espectros Raman das impressdes digitais frescas (linhas pretas) e envelhecidos
(linhas azuis) dos doadores 01, 02 e 03 em torno das regides de 1100-1200 cm™ e 1480 — 1600
cm?,
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Lipidios

Além de investigar o efeito do tempo de envelhecimento no estado de oxidacdo dos
carotenoides presentes nas impressoes digitais, a espectroscopia Raman também pode ser usada
para estimar o estado de oxidag&o dos lipidios e, portanto, caracterizar a estabilidade temporal
dos lipidios, também presentes nas impressGes digitais. A oxidacdo de &cidos graxos
insaturados é a principal reacdo responsavel pela degradacdo de lipidios. Sob condi¢tes
brandas, o oxigénio molecular reage com as ligacGes duplas seguindo um mecanismo de
radicais livres, a chamada autoxidacao.

A autoxidacdo pode ser iniciada por espécies enddgenas, (H20., ROOH) e radicais
(05 , ROO », « OH, etc) ou por espécies exdgenas (*Oz, Os), radicais (NOx, SO3 ) e agentes
(radiacBes ionizantes, calor, etc.) [109]. Devido a presenca de ligacdes duplas os acidos graxos
insaturados sdo muito suscetiveis a peroxidacdo lipidica, o que causa um enfraquecimento da
energia da ligacdo C-H no carbono vizinho (hidrogénio alélico) [110]. A oxidacdo dos lipidios
se inicia com o ataque ao acido graxo insaturado por uma espécie com reatividade suficiente
para remover um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (= CH,-) levando ao inicio da
oxidacdo lipidica. Nesta fase, ocorre a formacdo de um radical livre centrado no carbono
metileno (—*CH—), que combina com 0O, (atmosférico) para produzir o radical peroxila
(ROO-) que ainda é mais reativo. Este radical peroxila inicia a nova sequéncia, removendo um
atomo de hidrogénio de outra molécula de &cido graxo instaura ndo oxidado produzindo um
hidroperdxido contribuindo assim para uma reacdo em cadeia (ROO« + RH — ROOH + Re) e
desta forma a reacdo de oxidacdo se propaga [111],[112]. Como resultado, quando os lipidios
sdo oxidados, as ligagdes duplas cis das cadeias hidrofobicas se reorganizam para formar

ligagBes duplas trans [113]. Devido a este fato, hd um decréscimo no grau de insaturagdo cis e
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um aumento no nivel de insaturacéo trans. Note que esse comportamento pode ser observado
na insercdo da Fig. 18 (b), onde em t = 0 a intensidade da banda v(C = C).;; (marcado em cinza
claro) supera a intensidade da banda v(C = C)t,qns (Marcado em cinza escuro), contudo em t
= 78 dias este comportamento € invertido. Por esta razdo, o comportamento mostrado na
insercdo da Fig. 18 (b) evidencia que o0 processo de oxidacao esta presente.

Inimeros estudos tém mostrado que a razéo entre as intensidades integradas da banda
em 1275 cm™ e 1300 cm™? ( lizrs/ls00), atribuidas as vibrages (= (C —H)) e ©CH,)),
respectivamente, estdo altamente correlacionadas as insaturagbes com isémeros cis
[113],[114],[115]. Assim, para investigar a estabilidade quimica dos lipidios ao longo do tempo
de envelhecimento as bandas associadas ao grau de instauracdo dos lipidios (modos
vibracionais atribuidos as liga¢fes duplas (C = C) (cis e trans) e as ligagdes (= (CH)),
adjacentes a uma ligacdo dupla na configuragdo cis, foram examinadas. Além do mais, por
indicar a ocorréncia de hidrélise, a banda v(C = 0) (grupo éster carbonila) também foi
analisada [116].

Observe na Fig. 18 (a) que a intensidade da banda em ~ 1300 cm™, atribuida a0 modo
de tor¢do CH,, se mantém praticamente constante ao longo dos 90 dias de envelhecimento. Por
outro lado, a banda ~ 1275 cm™, resultante da vibragio (= (CH)), decresce continuamente em
intensidade a medida que o tempo de envelhecimento aumenta. Este comportamento pode ser
melhor visualizado na A Fig. 18 (c), onde € mostrado a dependéncia temporal da razdo entre as
intensidades l1275/1300. As Figs. 18 (b) e (d) mostram a variagdo temporal das intensidades
integradas da banda v(C = €). E importante mencionar que na Fig. 18 (d) as intensidades

Iic=c)cis © I(c=c)trans fOram somadas.



66

Ndamero de Onda (cm™) tempo (dias)
1240 1280 132 0O 20 40 60 80 108 7
Doad03 | (©) '
N + 0.6 _
S 9939 i S
% @ Doad01 §¥+ %6 10.4
=] e Doad02 %
é 0 D(?adOS' | | 0.3
=
Bl e .
Siy oy o
LARXY %
| _
gt - O,_ @ Doad01 %?% % 15
- g = [ Doad02 (d)
g @ Doad03, , ,
= - ; 1.0
%:_, | 1608 Mmoo (C#;)o L4 DO&dOl_ 06 .
=z \ B9, @ Doad02 =
K= ‘u 3.9 ¢ ® Do0ad03 o
8 \‘ Py 1 _>
g O L& taer loa =
v(C=0) algelt T ég
) @ gl ] -

‘ . TR ki | . . . .
1600 1650 1700 1750 18000 20 40 60 80 100
Numero de Onda (cm™) tempo (dias)

Figura 18: Espectros Raman nas regides espectrais de 1230 — 1350 cm™ (a) e 1600 — 1800 cm’
! (b) associadas aos modos vibracionais as vibraces &(= (CH)) e (C =C)/(C = 0),
respectivamente, em diferentes tempos de envelhecimento. Dependéncia da razdo entres as
intensidades integradas l1275/1300 (C), Iv(c=cy/lschy)(d) € Iyc=0y/I5ch,), €M fungédo do tempo de
envelhecimento. A insercdo em (a) mostra os espectros Raman na regido de 1600 — 1750 cm-1
obtidosemt =0 e 78 dias. As bandas W(C = C).;s € (C = C)rans S0 evidenciadas com as
cores cinza claro e cinza escuro, respectivamente.

Note da Fig. 18 (d) que, para todos os doadores, I(c-¢y decresce levemente nos
primeiros 40 dias de envelhecimento e em seguida decresce abruptamente. E importante

mencionar que o decréscimo de Ic—¢y € devido a perda da insaturagdo. Curiosamente, as
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intensidades Iy voltam a crescer, em todas as amostras, apés ~ 80 dias de envelhecimento.
N&o é claro porque isso ocorre. Mas este comportamento pode estar associado a presenca de
acidos graxos polinsaturados, os quais na presenca de radicais livres permite a geracao de varios
subprodutos oxigenados, como a peroxila. A combinacéo da peroxila (ROO¢) com o atomo de
hidrogénio abstraido de uma segunda molécula forma hidroperéxido (ROOH) como produto
primario. A oxidacdo das multiplas ligagdes duplas leva a formacdo de isémeros de
monohidroperoxido, todos contendo dienos conjugados [110], resultando assim, no aumento do
sinal do modo v(C = C).

E possivel observar na Fig. 18 (c) que a raz&o l127s/l1300 decresce continuamente mesmo
quando as intensidades I,(—c/I5cn,) PErmanece praticamente constante (t = 0 até 40 dias). Este
comportamento mostra que as ligacGes (C = C) ndo sdo destruidas imediatamente, mas sdo
precedidas da isomerizagéo das ligacdes (C = C).is para (C = C)¢rans-

Por fim, embora apresentando grande dispersdo dos pontos devido a baixa intensidade
da banda v(C = 0), a intensidade integrada I,(c—¢) tambhém decresce continuamente com o
passar do tempo (Fig. 18 (e)). Este comportamento indica que os lipidios estdo sendo

hidrolisados devido ao processo de oxidacdo [117].
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CAPITULO 5

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi demonstrado a utilidade da espectroscopia Raman no estudo dos
processos de degradacdo dos componentes quimicos presentes em impressdes digitais latentes
em funcdo do tempo de envelhecimento. A alta especificidade molecular da espectroscopia
Raman permitiu obter informacBes sobre a natureza das mudancas quimicas que ocorrem
durante a degradacdo molecular. As mudancas observadas nos espectros Raman refletem com
alta sensibilidade as mudancas nas estruturas moleculares, que ocorrem nos componentes
quimicos presentes em impressfes digitais durante o processo de envelhecimento.
Especificamente, as alteracdes moleculares dos carotenoides e dos lipidios, durante o processo
de envelhecimento, foram claramente diferentes. Foi encontrado que a cinética de degradacéo
dos carotenoides é de primeira ordem, com diferentes taxas de reacGes a depender da
composicao dos carotenoides presentes nas impressdes digitais dos diferentes doadores. O sinal
Raman dos carotenoides de um dos doadores (doador 01) ndo foi mais detectado apds 10 dias
da deposicdo, enquanto que em um outro doador (doador 03) estes sinais somente
desapareceram ap0s 80 dias de envelhecimento. Este comportamento é apoiado pela
constatacdo de que o teor e composicdo dos carotenoides depende da frequéncia e da qualidade
da alimentacdo ingerida pelos doadores. Aléem do mais, foi verificado que as graduais mudancas
nos modos vibracionais v(C — C) e (C = C) e o surgimento de novos modos fornecem uma
descri¢do qualitativa dos processos oxidativos das moléculas de carotenoides. As evidéncias
espectrais mostram que, para o caso do doador 01, a transicao das ligagcbes C = C com isémero
trans para o cis, inicia-se imediatamente apds a deposicao da impressédo digital, enquanto que
para os demais doadores esta transi¢cdo foi iniciada muito mais tarde. Quanto aos lipidios,
verificou-se que o processo de degradacéo destes se inicia, ja no primeiro dia apds deposicao,

com a transicdo das ligacOes duplas cis das cadeias hidrofobicas em ligagcdes duplas trans.
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Contudo, constatou-se que o numero de ligacdes insaturadas decresce levemente nos primeiros
40 dias e entdo cai abruptamente. Por fim, os dados Raman indicaram que os lipidios estdo
sendo continuamente hidrolisados ao longo do tempo de envelhecimento.

A espectroscopia Raman demonstrou ser uma técnica promissora do ponto de vista da
datacdo das impressoes digitais. Contudo, devido a variabilidade do teor e da composicao dos
componentes quimicos presentes nas impressdes digitais, mais pesquisas sdo necessarias para
validar a robustez e as limitagOes da espectroscopia Raman na avaliagdo dos componentes
quimicos presentes nas impressdes digitais em condices de trabalho real e de casos ndo

controlados

Perspectivas de Trabalhos Futuros

- Estudar mais aprofundados o efeito da alimentacdo na composicéo quimica das impressdes
digitais

- Aprofundar estudos visando a utilizacdo das espectroscopias Raman e infravermelho na
diferenciacéo de género

- Aprofundar estudos visando a utilizagdo das espectroscopias Raman e infravermelho na
diferenciacdo de individuos com diferentes idades.

- Aprofundar estudos visando a utilizacdo das espectroscopias Raman e infravermelho na

deteccdo e identificacdo de substancias exogenas presentes na impressao digital.
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