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RESUMO 
 
Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de métodos para análise de 

informações de impressões digitais latentes (IDL), a partir de substâncias exógenas e 

endógenas, utilizando espectroscopia vibracional. Acerca dos métodos de análise de 

substâncias exógenas foi possível realizar a detecção qualitativa de cocaína (COC) das 

IDLs, utilizando Espalhamento Raman Intensificado por Superfície – SERS. Para isso, 

foram preparados e realizados testes com diferentes substratos SERS de nanopartículas 

de ouro. A estratégia adotada envolveu o gotejamento desses substratos SERS em lâminas 

de alumínio. Foi estudada a adsorção de R6G e COC em soluções aquosas de diferentes 

concentrações, e a metodologia foi aplicada na detecção de COC em impressões digitais. 

A COC utilizada para preparar as soluções de trabalho para os estudos SERS foi o sal de 

cloridrato correspondente. Ela foi analisada por RMN-H1 e a sua pureza foi determinada 

como 88,27%. O substrato selecionado a partir dos testes com R6G foi caracterizado. Os 

resultados de UV-Vis mostraram que a absorção máxima das ressonâncias de plasmon de 

superfície localizadas transversal (LSPRT) em 545 nm e longitudinal (LSPRL) em 599 nm 

para as AuNPs, confirmando a presença de AuNBs. Além disso, também por meio da 

análise de medidas de UV-Vis, foi observada estabilidade desses nanobateriais por um 

período de 28 dias. Os dados experimentais foram ajustados às isotermas de Langmuir, 

Frumkin e Freundlich, sendo a de Langmuir a que melhor se ajustou aos dados 

experimentais para COC e, de acordo com seu Gads de -84,12 kJ/mol, pôde-se constatar 

que a adsorção física e espontânea. Na impressão digital contaminada, foi possível 

detectar uma concentração da ordem de 10-4mol/L, o que corresponde a uma massa de 

273 ng. Além disso, buscou-se determinar o sexo de um indivíduo , a partir de substâncias 

endógenas das impressões digitais, por meio das espectroscopias Raman e Infravermelho 

com Transformada de Fourier – FTIR, com auxílio de ferramentas quimiométricas 

(Análise de Componentes Principais (PCA), Análises discriminantes por método dos 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA) e suporte de vetor de máquina (SVM-DA)). Para 

a espectroscopia Raman, as taxas de discriminação variaram entre 80 e 93%, 

considerando um período até 7 dias da data da coleta. Para as medidas Raman, o método 

supervisionado SVM-DA demonstrou ser mais eficiente. Para o FTIR, os resultados PLS-

DA mostraram uma taxa de discriminação superior a 80%. 
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ABSTRACT 

 

This work aimed to develop methods to acquire forensic information from latent 

fingermarks (LF), from exogenous and endogenous substances, using vibrational 

spectroscopy. Regarding the methods of analysis of exogenous substances, it was possible 

to perform the qualitative detection of cocaine (COC) from LFs, using Surface Enhanced 

Raman Scattering (SERS).  For this, SERS substrates of gold nanoparticles were prepared 

and performed tests. The strategy adopted involved dripping these SERS substrates onto 

aluminum blades.  The adsorption of R6G and COC in aqueous solutions of different 

concentrations was studied, and the methodology was applied in the detection of COC in 

fingerprints. The COC used to prepare the solutions used for SERS studies was the 

corresponding hydrochloride salt. It was analyzed by 1H-NMR and its purity was 

determined as 88.27%.  The substrate selected from the R6G tests was characterized. The 

UV-Vis results showed that the maximum absorption of cross-sectional surface plasmon 

resonances (LSPRT) took place at 545 nm and longitudinal (LSPRL) at 599 nm for AuNPs, 

confirming the presence of nanorods. In addition, nanorods stability was also observed 

through the analysis of UV-Vis measurements for a period of 28 days. The experimental 

data were adjusted to Langmuir, Frumkin and Freundlich isotherms, and Langmuir's 

model were best adjusted to the experimental data for COC and, according to Gads of -

84.12 kJ/mol, the physical and spontaneous adsorption was confirmed. In the 

contaminated fingerprint, a concentration of the order of 10-4 mol/L, which corresponds 

to a mass of 273 ng was detected.  In addition we sought to determine the sex of an 

individual, from endogenous substances of fingerprints, by means of Raman 

Spectroscopy and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), with the aid of 

chemometric tools (Principal Component Analysis (PCA), Discriminant analyses by 

partial least squares (PLS-DA) and machine vector support (SVM-DA)).  For Raman 

spectroscopy, discrimination rates varied between 80 and 93%, considering a period up 

to 7 days from the date of collection. For Raman measurements, the Supervised SVM-

DA method proved to be more efficient. For FTIR, the PLS-DA results showed a 

discrimination rate of more than 80%. 
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1. Introdução 

O início do controle internacional sobre narcóticos e substâncias psicotrópicas se 

deu em 1909, com a realização da Comissão de Ópio de Xangai, motivada pelo elevado 

consumo de ópio, na época. Estudo publicado pelo Escritório das Nações Unidas sobre 

Drogas e Crime - UNODC, em 2016, indicou que o combate ao uso indevido do ópio 

possibilitou que a produção dessa substância fosse reduzida em 70 % e o seu consumo 

em 13 vezes. Essa conclusão foi baseada na projeção do crescimento do consumo 

acompanhando o aumento populacional do planeta [1]. 

A identificação de drogas ilícitas tem se tornado um grande desafio para as forças 

de segurança. Dentre as razões para isso, destaca-se a variedade de novas substâncias que 

são produzidas a cada dia, o que fragiliza as metodologias tradicionais de testes 

preliminares, sujeitas a falsos positivos [2].  

A Tabela 1 demonstra as principais substâncias ilícitas apreendidas durante a 

rotina policial, os testes de rotina e os problemas apontados quanto à obtenção de 

resultados falsos positivos nestes testes preliminares. 
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Tabela 1.Testes colorimétricos para as principais drogas de abuso. Adaptado de [2]. 

Droga ou grupo 

de drogas 
Teste Resultado  Interferente(s) Falso(s) positivo(s) 

Cocaína Scott modificado Cor azul indica presença de cocaína 
Compostos metálicos, 

como sais de ferro 

Heroína, metadona, 

lidocaína 

Maconha e 

derivados 

Fast blue Cor avermelhada indica canabióides  Idade da amostra 
Patchouli e alguns óleos 

essenciais 

Duquenois Levine (DL) 
Violeta na camada inferior (clorofórmica) indica presença de 

canabióides 
Idade da amostra 

Patchouli e alguns óleos 

essenciais 

MDMA 
Simon Cor azul escuro intenso indica MDMA 

Substâncias usadas como 

adulterantes 
Certos medicamentos  

Marquis Cor negra ou púrpura indica MDMA ou MDA Não identificados Não identificados 

Afetaminas / 

Metanfetaminas 

Simon Cor azul escuro  Não identificados Não identificados 

Marquis 
Cor laranja que tende para marrom e indica a presença de 

Anfetamina ou metanfetamina 
Não identificados Não identificados 

Opio / Morfina / 

Codeína / Heroína 
Marquis 

Cor violeta a purpura avermelhada indica a presença de 

opiáceos  
Não identificados Não identificados 

LSD Ehrlich 
Cor violeta que aparece após alguns minutos indica a presença 

de LSD 
Não identificados Diidro-LSD 

Benzoazepínicos Zimmerman 
Cor púrpura avermelhada ou rosa indica a presença de 

benzodiazepínicos 
Não identificados Não identificados 

Barbitúricos Dille-Koppanyi 
Cor púrpura avermelhada ou rosa indica a presença de 

barbitúricos 
Não identificados Não identificados 

Cloreto de etila 

(lança perfume) 

Teste de chama Ao queimar produz uma chama verde Não identificados Alguns organoclorados  

Teste para cloretos 
Resíduo das chamas produz sólido branco floculento, indicativo 

para cloretos 
Não identificados Alguns organoclorados  
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Estudos apontam uma estabilização do consumo de drogas ilícitas tradicionais, 

como a maconha e a cocaína e um aumento do consumo de drogas sintéticas, que foram 

incluídas na lista de preocupações das autoridades públicas que lidam com o problema 

[1][3]. Uma vez que os métodos de rastreio e de controle dessas substâncias possuem 

limitações, dentro do sistema internacional de combate às drogas, há um aumento na 

dificuldade para as conclusões técnicas acerca da identificação dessas substâncias [4][5].   

Dentre as drogas ilícitas mais usadas no mundo, durante o ano de 2018, destacam-

se: a maconha, o ecstasy (MDMA), a cocaína, as anfetaminas, os cogumelos e o ácido 

lisérgico (LSD), conforme relatório apresentado pela companhia de pesquisa 

independente Global Drug Survey (GDS) [6]. 

Além da produção e consumo de drogas, outro problema preocupante é a relação 

existente entre a prática criminosa e o uso dessas substâncias, uma vez que, alguns 

usuários de drogas utilizam-se de delitos como roubo, furto e o tráfico de drogas, visando 

ganhos financeiros imediatos para sustentar o vício [7] .  

Como parte deste estudo foi selecionada, como representante das substâncias de 

maior consumo no mundo, a cocaína (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Estrutura da molécula de cocaína. Adaptada de [8]. 

 

A cocaína pertence ao grupo dos alcaloides, que são compostos orgânicos que 

contêm um nitrogênio ligado ao anel heterocíclico, que confere a estas substâncias um 

caráter básico. Este psicotrópico possui efeitos analgésicos. Seu consumo entre a 

população de 15 a 64 anos tem se concentrado nas Américas, Oceania e Europa, sendo a 

América do Sul considerada como principal ponto de distribuição para América do Norte, 

Europa Central e Ocidental [1].  

Assim, não obstante a identificação da substância, a ligação entre o delinquente, 

o delito e o uso ou manipulação de alguma droga pode ser relevante para uma 

investigação, seja para a compreensão inequívoca da motivação do crime, seja pela 
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correta dosimetria ou isenção da pena ao final do processo da persecução penal [9] [10] 

[11]. 

Os produtos da transformação da COC, que ocorre no organismo humano após o 

seu consumo e podem ser identificados no suor humano em pequenas quantidades, que 

possuem relação com a dose de consumo, uma vez que não se difundem tão bem quanto 

a COC. Dentre os metabólitos, destacam-se a ecgonina metilester, a benzoilecgnina e 

cocaetileno. Esta última gerada se há consumo simultâneo de bebida alcoólica [12].  

O principal mecanismo de aparecimento da droga no suor se dá através da difusão 

passiva do sangue e sua eliminação é prioritariamente pela urina, sendo portanto o suor 

considerado uma via secundaria de excreção, com proporção de menos de 10% dos 

produtos da biotransformação [12].  

Na urina, consumos de 50 mg de cocaína, resultam em cerca de 300 ng/mL de 

benzoilecgnina, já no suor os estudos apontam a dificuldade no estabelecimento de uma 

relação dose-concentração, devido a grande variabilidade intra e inter-indivíduos [12]. 

 

1.1. Vestígios Papiloscópicos 

Um dos principais métodos de identificação de um indivíduo é baseado na análise 

das impressões digitais, que são os desenhos formados nas polpas digitais pelas papilas 

dérmicas. Esses desenhos possuem configuração aleatória, ou seja, são únicos para cada 

indivíduo, de acordo com as condições encontradas no processo de desenvolvimento 

embrionário [13]. Assim, as impressões digitais são eficazes para a individualização de 

alguém e tem sido usadas na área forense para essa finalidade, há mais de 100 anos, 

quando foi possível estabelecer a autoria de um crime de assassinato, pela primeira vez, 

utilizando os desenhos digitais, por Juan Vucetich, na Argentina, em 1892 [14][15].  

O vestígio papiloscópico é composto por uma mistura de secreções (suor e sebo – 

substâncias endógenas) com substâncias advindas do meio externo (substâncias 

exógenas). Os lipídeos encontrados com frequência nas impressões digitais são oriundos 

das glândulas sebáceas, espalhadas ao longo do corpo, com exceção das palmas das mãos 

e dos pés. O suor é expelido pelas glândulas apócrinas e écrinas e realiza importante 

função de resfriamento do corpo. As glândulas écrinas são as únicas encontradas no tecido 

tegumentar das impressões digitais. Substâncias inorgânicas e orgânicas (como 

metabólitos de drogas) estão contidos em concentrações variadas no suor conforme 

apresentado na Tabela 2 [16] [17].  
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Tabela 2. Substâncias orgânicas e inorgânicas encontradas na mistura de secreções que 

formam o vestígio papiloscópico latente. Adaptado de [16]. 

Fonte 
Constitutintes 

inorgânicos 
Constituintes Orgânicos 

Glândulas Écrinas 

Cloretos 

Íons metálicos (Na+, 

K+, Ca2+) 

Sulfatos 

Fosfatos 

Amônia 

Água (>98%) 

Aminoácidos 

Proteínas 

Ureia 

Ácido Úrico 

Ácido Lático 

Açúcares 

Creatina 

Colina 

Glândulas Apócrinas 
Ferro 

Água (>98%) 

Proteínas 

Carboidratos 

Glândulas Sebáceas  

Glicerídeos (30-40%) 

Ácidos Graxos Livres (15-25%) 

Ésteres (20-25%) 

Óleos (10-12%) 

Ésteres de esteróis (2-3%) 

Esteróis (1-3%) 

 

Assim, alguns trabalhos relacionados a este campo de atuação forense avançaram 

no sentido de coletar, das impressões digitais latentes (IDLs), informações químicas ou 

biológicas, como resíduos de drogas, explosivos, material genético ou outro tipo de 

substância conexa com a prática criminosa, o que pode orientar substancialmente a 

condução de uma investigação, estabelecendo outros elos de ligação entre o criminoso e 

o crime, que podem ser muito importantes para uma investigação policial [18][19].  

Desta forma, a utilização de métodos instrumentais de análise surge como uma 

abordagem com grande potencial para aplicação na identificação de resíduos de 

substâncias em IDL ou outros objetos encontrados em cenas de crime, uma vez que essas 

técnicas apresentam elevada sensibilidade e, em geral, requerem uma pequena quantidade 

de amostra, preservando, em algumas situações, sua integridade. 
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1.2. Obtenção de evidências associadas às IDLs 

Nas últimas décadas alguns métodos foram desenvolvidos com o objetivo de 

coletar evidências associadas às impressões digitais, como sexo, idade e substâncias 

manipuladas ou consumidas. A Interpol, em artigo recente, faz uma revisão dos artigos 

relacionados a impressões digitais, publicados no período de 2016 a 2019 [20]. 

Equipe do Quântico do FBI, utilizou a Microespectroscopia de Infravermelho  

(µ- IR) para compreender a composição química das impressões digitais de adultos e de 

crianças, motivados pela necessidade de esclarecer casos de rapto. Métodos 

cromatográficos foram usados por outros grupos para estudar a composição química das 

secreções cutâneas de crianças e adultos, mas implicam na destruição da amostra. Por 

outro lado a  µ- IR analisa componentes químicos específicos em resíduos de IDLs, sem 

qualquer preparação adicional após a coleta, é não destrutível e possibilita a formação de 

imagens químicas. Nestes estudos, mesmo com uma pequena quantidade de material nas 

impressões digitais, foi possível analisar o material écrino e sebácio e realizar um estudo 

em função do tempo e temperatura. Foi observada diferença na proporção relativa de 

compostos nas cristas de IDLs entre adultos e crianças. O principal componente 

encontrado nas IDLs das crianças foi um sal ácido, confirmado por cromatografia gasosa 

acoplada a um espectrômetro de massa - CG-MS como sal de sódio do ácido lático. 

Embora os estudos das diferenças em função do sexo e da origem étnica não fossem o 

foco deste estudo, observou-se que o sexo e a etnia desempenham papel na quantidade de 

resíduos depositados.  Os autores afirmam ser um método promissor para a distinguir 

impressões digitais de adultos e de crianças [21] [22].  

Chen e colaboradores utilizaram imagens espectroscópicas no infravermelho e 

ferramentas estatísticas para distinguir IDLs sobrepostas de digitais contaminadas com o 

explosivo hexahidro-1, 3, 5-trinitro-1, 3, 5-triazina (RDX). A análise foi realizada através 

da reconstrução de imagens químicas baseadas no modo vibracional de deformação do 

NO2. Métodos de decomposição de valores singulares (SVD), Rotação de Minimização 

de Entropia de Alvo de Banda BTEM e/ou análise de componentes principais (PCA) 

foram as ferramentas quimiométricas utilizadas. O limite de detecção foi 0,1 ng / pixel. 

Mesmo após a lavagem das mãos foi possível observar resíduos do explosivo [23].  

Figueroa e colaboradores utilizaram o espalhamento Raman estimulado para 

determinar KNO3 e ácido benzoico em cristas papilares. Estes autores também fizeram 

uso das bandas vibracionais de lipídeos e proteínas (em 2850 e 2930 cm-1, 

respectivamente) como referência para a realização do imageamento químico da 
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impressão digital revelada com pó comum em diferentes superfícies, como lâminas de 

vidro e de aço. Neste trabalho os autores utilizaram as substâncias em pó para contaminar 

as impressões digitais [24].  

Ng e colaboradores desenvolveram um estudo no qual uma IDL foi contaminada 

com poucos miligramas de aspirina, cafeína e dizaepam e foi utilizada a espectroscopia 

Raman para obter o imageamento químico, utilizando como referência os lipídeos e 

proteínas (banda em 2930 cm-1) e algumas bandas vibracionais de referência de cada uma 

destas substâncias. Foi possível diferenciar as substâncias exógenas nas cristas papilares 

a partir do uso do algoritmo Spectral Angle Mapper (SAM) como método automático de 

comparação direta de imagens espectrais por meio de pré-processamentos específicos 

[25]. 

Um método combinando cromatografia líquida e espectrometria de massa (CL-

MS) para determinação de metanfetamina e seu principal metabólito em IDL foi 

desenvolvido por Zhang e colaboradores. O limite de detecção foi de 1,5 ng e o limite de 

quantificação de 5,0 ng por cotonete utilizado para coleta. Os valores médios de 

recuperação foram superiores a 70,1%. Também foram detalhados os fatores de 

influência para a detecção da droga em IDLs, como tipos de substratos, métodos de 

desenvolvimento e métodos de extração. Os resultados mostraram a obtenção de boas 

relações de recuperação em superfícies de madeira pintada e substratos lisos. Os 

resultados também indicaram que o método mencionado poderia ser aplicado na análise 

de evidências coletadas em vestígios forenses [19]. 

Apesar da técnica descrita acima demonstrar potencial de aplicação na 

identificação de drogas e seus metabólitos em IDL, a evidência probatória é destruída. 

Entretanto, a prática forense recomenda que as evidências sejam preservadas o tanto 

quanto possível. Portanto, métodos de análise não destrutivos, que podem ser aplicados 

diretamente ao vestígio, preservando sua integridade, são os mais adequados. A adoção 

de uma abordagem não destrutiva significa permitir que outros tipos de exames sejam 

realizados sobre um mesmo vestígio. Neste sentido, a espectroscopia Raman, por ser uma 

técnica não destrutiva, despontou com uma ferramenta poderosa para a ciência forense 

[26].  

Uma metodologia qualitativa para a detecção de drogas de abuso em impressões 

digitais foi desenvolvida por Day e colaboradores. Foram utilizadas 5 (cinco) drogas: 

fosfato de codeína, hidrocloridrato de cocaína, sulfato de anfetamina, barbital e 

nitrazepam, além de 5 (cinco) substâncias não controladas cujas aparências são similares 
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às das drogas escolhidas: cafeína, aspirina, paracetamol, amido e talco. Após um processo 

de dopagem dos dedos com uma quantidade não especificada de pó de cada substância 

depositado em uma lâmina de aço, as impressões digitais ricas em suor e oleosas 

(processos diferentes de preparação) foram depositadas também em lâminas de aço e 

avaliadas por microespectroscopia Raman (µ- Raman), utilizando um laser com emissão 

em 632,8 nm. Como resultado obtido, todos os analitos foram detectados nas impressões 

ricas em suor e oleosas [27].  

West e Went (2008) identificaram ecstasy, cocaína, ketamina e anfetamina em 

impressões digitais por meio da µ- Raman. Eles estudaram 70 impressões digitais dopadas 

com estes entorpecentes, obtidas pressionando os dedos polegares em lâminas de vidro 

preparadas com cada uma das substâncias (3 a 8 µg da droga). Em seguida, os dedos 

polegar e indicador foram esfregados e a impressão digital foi coletada em uma lâmina 

de vidro limpa. A impressão digital foi revelada e removida com fita adesiva e obtido o 

espectro Raman. Cabe destacar que, neste trabalho, os sinais Raman obtidos foram de 

microcristais das drogas com dimensões de 10 a 40 µm, perfeitamente visíveis pelo 

microscópio ao se usar uma objetiva de 50× [28]. 

Apesar de ser uma técnica considerada não destrutiva, a seção de choque para o 

espalhamento Raman é significativamente menor do que a da espectroscopia de absorção 

no IV, limitando sua aplicação na detecção de analitos em baixas concentrações. Com o 

surgimento do espalhamento Raman intensificado por superfícies (conhecido como efeito 

SERS – surface-enhanced Raman scattering), a aplicação da espectroscopia Raman como 

ferramenta analítica ganhou novo impulso, chegando ao ponto de se conseguir 

sensibilidade para detecção de uma única molécula (SMD) [29].  

A imensa maioria dos trabalhos sobre o efeito SERS envolve moléculas 

adsorvidas em superfícies nanoestruturadas de metais como Ag, Au e Cu [26][29]. 

Partículas desses metais com dimensões nanométricas apresentam plasmons de superfície 

que podem ser excitados por radiação eletromagnética na região do visível ao 

infravermelho próximo e que dão origem a intensificações da ordem de 105 a 1012 para 

sinal Raman de moléculas adsorvidas nesses metais [29]. Essas características do efeito 

SERS têm despertado o interesse dos pesquisadores da área forense. 

Utilizando um equipamento Raman portátil, Yang e colaboradores estudaram uma 

metodologia de otimização do efeito SERS empregando nanopartículas de ouro (AuNPs) 

com propriedades magnéticas para detectar traços de droga em saliva e em impressões 

digitais. A substância objeto de estudo foi a cotinina, principal metabolito da nicotina.  
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Foi utilizado laser de He-Ne como fonte de excitação (632,8 nm). As AuNPs adquiriram 

propriedades magnéticas na presença de inositol hexakisfosfato. O método demonstrou 

um LOD de 8,8 ppb para a cotinina em saliva e 1,0×10-7 mol/L (1,76 mol/mL) em 

impressão digital [30]. 

Gong e colaboradores desenvolveram método que envolve a utilização de swabs 

recobertos com nanopartículas de prata para a detecção de traços de explosivos (2,4 -

DNT) recolhidos de impressões digitais. A técnica pode ser empregada na triagem de 

passageiros em aeroportos. O LOD in vitro foi de 5 ng/cm2 (± 1,2 ng /cm2), 2 ordens de 

magnitude mais sensíveis do que o relatado na literatura por espectroscopia Raman. Foi 

utilizado laser de He-Ne como fonte de excitação (632,8 nm) O limite de detecção na 

impressão digital não foi informado [31].  

Leonard e colaboradores utilizaram espectroscopia Raman e SERS para 

identificação de fentanil e carfentanil. Foram utilizadas nanopartículas de prata para 

intensificação do sinal. O fator de identificação obtido foi de 1,6 × 105. Os autores 

compararam os espectro teórico obtido pela teoria de densidade funcional (DFT) com os 

obtidos experimentalmente [32].  

Em estudo recente, o autor desta tese e colaboradores, utilizaram o efeito SERS 

para detectar metanfetamina em impressões digitais, antes e depois da revelação com pó 

preto. A metodologia foi baseada no uso de um substrato SERS ativo, formado por um 

filme de nanopartículas de prata dispersas em gel de agarose, depositado em lâmina de 

alumínio. Após registro da impressão digital contaminada com a droga, foi possível 

detectar metanfetamina em quantidades abaixo de 200 µg, antes e depois da revelação da 

digital. Os espectros SERS em diferentes locais da impressão mostraram sinais 

relativamente significativos da metanfetamina adsorvida, apesar de ocorrer uma 

atenuação do sinal da metanfetamina após revelação da impressão digital. A metodologia 

desenvolvida é promissora para ser aplicada na detecção de outras drogas ou outras 

substâncias de interesse forense [33]. 

A identificação do gênero a partir de resíduos de impressões digitais foi proposta 

por Huynh e colaboradores. Os autores destacam a possibilidade do uso de compostos 

endógenos da impressão digital para a determinação de diversos atributos pessoais. 

Destacam ainda que a maior parte dos métodos foca na presença ou na ausência de algum 

composto químico. Uma vez que a impressão digital contém componentes análogos aos 

fluidos corporais, também podem ser utilizadas para a obtenção das informações retiradas 

deste tipo de vestígio. Neste estudo foi proposta uma metodologia baseada na afinidade 
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entre uma enzima e seu ligante que proporcione uma coloração visível a olho nu, ou 

espectroscopicamente quantificável por métodos de absorção associados a ferramentas 

estatísticas. As análises Receiver Operating Characteristic (ROC) foram realizadas 

utilizando 50 impressões digitais simuladas com a obtenção de 99% de probabilidade da 

determinação do sexo correto. Foi estabelecido um protocolo para coleta de amostras reais 

de voluntários caucasianos, homens e mulheres. As IDLs foram depositadas em um filme 

de polietileno e acidificadas. Para a separação do grupo amina dos componentes lipídicos 

foi feito o aquecimento do substrato, sendo, portanto, necessário um pré-tratamento da 

amostra que inutiliza o vestígio [34].  

Em outro artigo, Brunelle e colaboradores utilizam a ninidrina para a 

determinação colorimétrica do gênero por meio de impressões digitais. O estudo é 

baseado no conceito de que é possível diferenciar o gênero utilizando as concentrações 

dos aminoácidos presentes nas impressões digitais, uma vez que as mulheres apresentam 

quase o dobro destas substâncias, comparado à concentração observada nas impressões 

digitais dos homens. Foram criados, randomicamente, padrões de aminoácidos, sendo 25 

representando mulheres e 25 para homens. O ensaio químico emprega a ninidrina, 

composto tradicionalmente utilizado para revelação de IDLs. A ninidrina reage com o 

aminoácido formando um composto de cor púrpura denominado de púrpura de 

Ruhemann. Os resultados obtidos a partir dos modelos estatísticos Receiver Operating 

Characteristic / Area under the curve (ROC / AUC) demostraram que é possível a 

determinação do gênero correto em 94% das impressões digitais simuladas. Nas 

impressões digitais autênticas foi observado 91% de acurácia na identificação do gênero. 

Contudo, o método requer uma etapa de revelação da impressão digital com a ninidrina. 

[35]. 

Carvalho e colaboradores utilizam a densidade de linhas distal e proximal das 

impressões digitais de brasileiros para a determinação do sexo de 200 voluntários, 

considerando uma área de 25mm2 para a contagem de linhas. Segundo o autor, os 

resultados para a área distal se destacam na distinção do sexo. O estudo indica que uma 

impressão digital com 14 linhas/25mm2 tem cerca de 92% de probabilidade de pertencer 

a um homem e, se possuir mais de 20 linhas/25mm2 tem 100% de probabilidade do 

indivíduo ser mulher. Observou-se um limiar de separação dos sexos entre 16 a 17 linhas, 

com cerca de 60% de classificação correta  [36]. 
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1.3. A espectroscopia vibracional e outras possíveis aplicações forenses 

Apesar do DNA e da impressão digital serem evidências que podem fornecer a 

identificação de uma pessoa, para tanto, é necessário recorrer a informações de referência 

contidas em bancos de dados. Assim, na impossibilidade de uma identificação, podem ser 

extremamente relevantes para a investigação outras informações que sejam obtidas a 

partir das evidências, tais como características fenotípicas do indivíduo, como a cor dos 

olhos, raça ou gênero, que ajudariam a restringir a busca por suspeitos ou vítimas. 

Tradicionalmente, o DNA e técnicas cromossômicas foram relatadas para a classificação 

do gênero [37][38]. 

Alguns estudos apontam para a utilização de espectroscopia Raman na obtenção 

de informações sobre o gênero do indivíduo, a partir de vestígios forenses como pedaços 

de unha, saliva e sangue [37][38][39]. 

Neste sentido, foi proposta por Widjaja e colaboradores a utilização desta técnica 

para detectar diferenças na estrutura molecular de unhas de homens e de mulheres. Essas 

diferenças são extremamente discretas e para serem encontradas foram necessárias a 

combinação do algoritmo PCA e Máquina de Vetor de Suporte (SVM). Os autores 

destacam este método como uma alternativa rápida de classificação de gênero em análises 

forenses. A região espectral de aquisição concentrou-se na faixa entre 400 e 1800 cm-1.  

Foram usadas 80 amostras fornecidas por 40 doadores, sendo metade homens e a outra 

metade mulheres. A idade dos doadores variou entre 24 e 50 anos. Um protocolo 

preliminar, antes das unhas serem cortadas, de aplicação de acetona foi realizado visando 

retirar contaminantes. Os espectros Raman foram excitados com uma fonte de radiação 

em 785 nm. O estudo mostrou que a associação da espectroscopia Raman com calibração 

multivariada pode ser extremamente promissora para o desenvolvimento de métodos de 

classificação de gêneros. O método proposto é relativamente rápido e simples e 

demonstrou acurácia maior do que 90% [37]. 

Muro e colaboradores citam diversos estudos com a extração de DNA para 

determinar o sexo a partir de sangue, suor e saliva. O autor afirma que, embora os 

resultados desses estudos sejam promissores, seus métodos requerem o consumo de 

amostra e, em análises forenses, a destruição de amostras deve ser evitada sempre que 

possível. Assim, os autores propõem uma nova metodologia baseada em espectroscopia 

Raman para a determinação de gênero a partir de amostras de saliva de uma população 

de 60 doadores selecionada baseada no sexo, raça e idade. Homens e mulheres foram 

equitativamente representados, bem como os indivíduos caucasianos, negros e 
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hispânicos. A faixa de idade variou entre 19 e 73 anos. Foi utilizada radiação de excitação 

em 785 nm. Os espectros foram coletados na faixa entre 400 a 1700 cm-1. A análise dos 

dados foi feita utilizando, aleatoriamente, 20% dos doadores para validação e 80% para 

calibração. Nos espectros obtidos não foi possível observar diferenças entre os hormônios 

sexo-dependentes como estrogênio, progesterona, testosterona e deidroepiandrosterona, 

que, conhecidamente, variam em concentração. Os autores afirmam que, provavelmente, 

isso se deve à pequena contribuição para o espectro Raman da saliva, que é dominado por 

aminoácidos e hormônios peptídeos. Assim, foi obtido um modelo para diferenciação do 

sexo a partir do espectro Raman de amostras de saliva, baseado em máquina de vetor de 

suporte por análise discriminante (SVM-DA). Os resultados demonstraram que o sexo de 

45 dos 48 doadores usados na calibração foi identificado corretamente (94%). Na 

validação externa, foi determinado corretamente 11 dos 12 doadores (92%) [38].  

Outro estudo aborda a determinação de gênero pela espectroscopia Raman a partir 

de gotas de sangue. Sikirzhytskaya e colaboradores desenvolveram um trabalho que 

compara a utilização de SVM e redes neurais artificiais (ANN) associados aos dados 

espectroscópicos para essa determinação. Foram utilizadas gotas de sangue de 60 

doadores, 30 homens e 30 mulheres. A fonte de radiação utilizada neste trabalho foi a de 

785 nm e região espectral de 300 a 3200 cm-1. A região utilizada para as análises centrava-

se em 625 a 1730 cm-1. Ao utilizarem algoritmos genéricos (GA) associados à 

classificação ANN foi obtido 98% de acurácia na diferenciação de gênero no grupo de 

calibração e 60% no grupo de teste, o que demonstrou o grande potencial da técnica para 

fins forenses [39]. 

Recentemente Sharma e colaboradores utilizaram espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier com reflectância total atenuada (FTIR-ATR), 

juntamente com métodos de PCA e mínimos quadrados parciais por análise discriminante 

(PLS-DA) para classificar e prever o sexo de indivíduos a partir de amostras de unhas. A 

taxa de classificação foi de 100% e 90% para mulheres e homens, respectivamente [40].  

Outro estudo realizado por Bel’skaya e colaboradores demonstrou que é possível 

estabelecer diferenças estatisticamente significativas entre os grupos masculino e 

feminino, ao analisar as bandas de absorção de proteínas e lipídios em amostras de saliva 

por espectrometria de infravermelho (IR). Os autores demonstraram que a absorbância 

das bandas atribuídas a proteínas e ácidos nucléicos é maior para os homens, enquanto a 

absorbância das bandas atribuídas aos lipídios é maior para as mulheres [41]. 
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2. Justificativa 

2.1.  Determinação de substâncias ilícitas em impressões digitais. 

No âmbito internacional, existem três convenções vigentes promovidas pelas 

Organizações das Nações Unidas (ONU), que balizam as legislações dos países 

signatários, incluindo o Brasil, acerca do combate às substâncias ilícitas, quais sejam [42]: 

i. Convenção Única sobre Entorpecentes, 1961 (emendada em 1972); 

ii. Convenção sobre Substâncias Psicotrópicas, 1971; e 

iii. Convenção Contra o Tráfico Ilícito de Entorpecentes e Substâncias 

Psicotrópicas, 1988. 

A Lei nº 11.343, de 23 de agosto de 2006, que institui o Sistema Nacional de 

Políticas Públicas sobre Drogas traz em seu Art. 48, relativo ao procedimento penal, os 

exames de corpo de delito, como competência da polícia judiciária, quando a conduta 

criminosa se enquadrar às práticas descritas nos Arts. 33 a 37. [43] 

Nos Estados Unidos, o Escritório de Ciência e Tecnologia do Instituto Nacional 

de Justiça, órgão pertencente ao Departamento de Justiça daquele país, criou o Programa 

de Padrões e Testes de Cumprimento da Lei e Correções, visando auxiliar as agências 

pertencentes ao sistema de justiça norte americanas, no que se refere à padronização de 

procedimentos e resultados acerca da investigação criminal. Assim, foi elaborado o 

documento nº 0604.01, que estabelece os protocolos de utilização de reagentes de teste 

de cor para a identificação preliminar de drogas de abuso (kits de identificação). Neste 

documento são encontradas informações sobre a positivação, falsos positivos, limites de 

detecção e a relação de substâncias que promovem resultados com cores próximas ou 

iguais, após a aplicação dos testes [44]. 

Contudo, tornou-se necessário o aprimoramento das metodologias existentes para 

processar as amostras mais rapidamente e com maior precisão, em virtude do crescimento 

da diversidade de substâncias ilícitas produzidas e utilizadas. 

Nesse sentido e, observado o caráter internacional do tráfico de drogas, existe 

ainda a necessidade da troca de informações entre autoridades em nível regional, nacional 

e internacional. Assim, o UNODC elaborou um programa de harmonização 

recomendando os métodos mais apropriados a serem usados em testes de identificação de 

drogas para laboratórios nacionais, e ainda, um Exercício Colaborativo Internacional – 

ICE, onde amostras são fornecidas para análise e, após a obtenção dos resultados, estes 

podem ser comparados [45].  Os manuais elaborados a partir deste programa apresentam 

uma certa flexibilização. Logo, as metodologias selecionadas podem sofrer adaptações a 
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depender do tipo de droga, da disponibilidade de instrumentação e materiais adequados 

e, até mesmo a obediência à legislação local. Apesar da possibilidade de adaptação das 

metodologias propostas, as boas práticas de laboratórios (BPL) preconizam que o 

reconhecimento de substâncias ilícitas deve ser realizado mediante testes preliminares e, 

posteriormente, exames confirmatórios, ou seja, após a indicação de uma determinada 

substância ilícita, faz-se necessário a confirmação do resultado por meio de métodos 

analíticos mais acurados.  

O Grupo de Trabalho Científico para Análise de Drogas Apreendidas- 

SWGDRUG é um organismo que trabalha para aprimorar a qualidade de testes de drogas, 

estabelecendo padrões mínimos aceitos internacionalmente e separa as metodologias 

conforme sua capacidade de determinação como mostrado  na Tabela 3 [46].  

 

Tabela 3.Distribuição de testes definitivos em categorias. Adaptada de [46]. 
Categoria A Categoria B Categoria C 

Infravermelho Eletroforese Capilar Testes de cor e precipitação  

Espectrometria de Massa Cromatografia Gasosa Espectroscopia de 

Fluorescência 

Ressonância Magnética 

Nuclear 

Espectrometria de Mobilidade 

de Íons 

Imunoensaios 

Espectroscopia Raman Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência 

Propriedades Físicas e Físico 

Químicas 

Difratometria de Raio X Microcristalização Espectroscopia Ultravioleta 

Visível 

 Marcadores Farmacológicos  

 Cromatografia de Camada 

Delgada 

 

 Exame botânico morfológico 

(apenas para Cannabis) 

 

 

 

Desta forma, um teste realizado por qualquer método da categoria A deve ser 

confirmado por meio de teste por outro método em qualquer categoria (A, B ou C). Para 

testes realizados por métodos das categorias B ou C, devem ser feitos 3 (três) testes, sendo 

dois deles por métodos contidos na categoria B [2]. 

Entretanto, como os entorpecentes são misturas de substâncias químicas, na fase 

de testes preliminares, a identidade de uma determinada droga pode não ser confirmada, 

ou ainda, uma substância que não seja ilícita pode ser apontada como tal. 

Uma alternativa para suprir essa deficiência dos testes preliminares pode ser o 

investimento em estudos de técnicas analíticas, com foco nas metodologias que permitem 

portabilização, visando a identificação de drogas ou de alguma outra substância de 
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interesse em uma investigação in loco [47][48][49][50]. Incentivos nesse sentido têm sido 

dado para o desenvolvimento de práticas forenses da polícia norte americana, desde 1999, 

quando o Departamento de Justiça norte americano, baseado em casos sem respostas pela 

polícia, instituiu a política de desenvolvimento de novas metodologias forenses, visando 

o aprimoramento das investigações [51]. Seguindo essa mesma linha, o Ministério da 

Justiça e Segurança Pública em parceria com o Ministério da Educação do Brasil 

lançaram, no dia 8 de janeiro de 2020, o Programa Nacional de Cooperação Acadêmica 

(Procad) em Segurança Pública e Ciências Forenses onde serão investidos R$ 10,1 

milhões para estudos de mestrado, doutorado e pós-doutorado na área [52].  

Um exemplo de como incentivos em pesquisas acadêmicas podem contribuir nas 

inovações forenses é um equipamento portátil, que funciona sob fundamentos de 

fluorescência, idealizado pelo Professor Doutor David Russell, da Escola de Química da 

Universidade East Anglia, no Reino Unido, vinculado a empresa Inteligent 

Fingerprinting Ltd., que produz esse equipamento capaz de identificar 8 tipos de drogas 

(anfetaminas, benzodiazepinas, maconha, cocaína, metanfetaminas, opiácios, metadona e 

cetamina) a concentrações muito baixas em impressões digitais [53]. O Departamento de 

Trânsito da cidade de Brasília-DF tem realizado testes com esse aparelho em impressões 

digitais de condutores submetidos à averiguação [54].  

Apesar dos avanços já observados, no que se refere à identificação de substâncias 

ilícitas e seus metabólitos em impressões digitais, o desenvolvimento de novas 

metodologias que permitam uma análise com maior acurácia e precisão, assim como sua 

determinação quantitativa e a possibilidade de recuperação de impressões digitais por 

imageamento químico continuam sendo um desafio [55]. 

Os recentes avanços obtidos por meio do emprego da espectroscopia Raman têm 

impactado várias áreas científicas. Sua versatilidade pode ser observada diante do seu 

emprego na indústria farmacêutica, auxiliando na descoberta de medicamentos, na 

nanomedicina, nas aplicações teranósticas em câncer, na mineralogia, e, de forma geral, 

nas áreas de biologia, medicina e ciência dos materiais [55].  

Segundo a Academia Nacional de Ciências, é preciso fazer uso de técnicas não 

destrutivas e imparciais, eficientes e confiáveis nas ciências forenses [56]. 

A espectroscopia Raman é uma técnica já bem conhecida no campo da 

criminalística. Nos tribunais norte-americanos ela goza de muito respeito e 

admissibilidade, sendo aceita como meio probatório em processos judiciais, uma vez que 

atende ao padrão de Daubert, ou seja, possui padrão pré-estabelecido, elevado número de 
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publicações, taxas de erros bem estabelecidas e ampla aceitação pela comunidade 

científica [55].  

Ocorre ainda que, essa técnica pode ser aprimorada e se tornar ainda mais sensível 

com a aplicação de nanomateriais para o SERS. Dentre as áreas onde o SERS atua, podem 

ser destacadas a detecção e estudos envolvendo DNA, RNA, etc [55]. 

Outra característica relevante do efeito SERS, observada em estudos de 

aminoácidos contidos em resíduos de impressões digitais sobrepostas em substratos de 

prata, é a sua capacidade de supressão da Fluorescência [57]. 

Assim, este estudo se justifica por propor uma nova metodologia não destrutiva e 

reprodutível de análise de cocaína, baseada na preparação de substratos SERS ativos de 

AuNPs. Cabe destacar que a maior parte dos trabalhos aqui citados, remove a droga da 

IDL antes da análise, com o uso de fitas ou cotonetes ou ainda utilizam grandes 

quantidades de droga para contaminar a impressão digital. Por outro lado, o método 

proposto neste estudo busca a detecção da droga, em baixíssimas concentrações na 

própria IDL, o que permite maior preservação da evidência, que pode ser utilizada em 

contraprovas.  

  

2.2. Classificação de sexo por meio das impressões digitais. 

As impressões digitais são vestígios importantes para o estabelecimento de autoria 

de um crime há mais de 100 anos. Contudo, nem sempre é possível realizar a revelação e 

análise da mesma pois, muitas vezes, ela não possui condições técnicas de confronto 

(número suficiente de minúcias para comparação com impressões digitais padrão) [58].  

Conforme observado na sessão 1.3 deste trabalho, é possível, por meio da 

identificação de outras características de um indivíduo, reduzir o rol de suspeitos. E essas 

informações podem ser úteis numa investigação policial. Neste sentido, justifica-se a 

proposta de uma metodologia não destrutiva apresentada neste trabalho que utiliza a 

espectroscopia vibracional combinada com métodos quimiométricos (PCA, SVM-DA e 

PLS-DA) para a determinação de gênero a partir da análise de substâncias endógenas de 

IDLs.  

  



17 
 

3. Objetivos 

3.1. Objetivos Gerais 

Desenvolver métodos para detecção qualitativa de cocaína em resíduos de IDLs, 

utilizando Espalhamento Raman Intensificado por Superfície – SERS. Além disso, busca-

se classificar o sexo de um indivíduo, a partir de substâncias endógenas das impressões 

digitais, por meio das espectroscopias Raman e Infravermelho com Transformada de 

Fourier – FTIR, com auxílio de ferramentas quimiométricas (PCA, PLS-DA e SVM-DA). 

 

3.2. Objetivos Específicos 

Considerando o primeiro objetivo geral, métodos para detecção de cocaína das 

impressões digitais por SERS, tem-se como objetivos específicos: 

a) Preparar diferentes substratos SERS ativos baseados em nanopartículas de 

ouro; 

b) Selecionar os substratos SERS ativos para serem utilizados na 

identificação de cocaína em impressões digitais, a partir de testes com 

Rodamina 6G (R6G); 

c) Caracterizar os substratos selecionados por técnicas como microscopia 

eletrônica de Transmissão (MET) e de Varredura (MEV), Espectroscopia 

de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS), Espectroscopia de Absorção no 

Ultravioleta e visível (UV-Vis) e Espectroscopia Raman; 

d) Obter os espectros SERS das amostras de R6G e cocaína em diferentes 

concentrações;   

e) Investigar o efeito da adsorção no substrato SERS selecionado, da R6G e 

da cocaína, por meio de isotermas de adsorção; 

f) Obter espectros SERS de impressões digitais de voluntários depositadas 

nos substratos SERS ativos após contaminação do dedo polegar com 

amostra de concentração conhecida de cocaína; e 

g) Verificar a eficácia na detecção de cocaína em impressões digitais. 

 

Por fim, para cumprir o segundo objetivo geral da tese, determinar o sexo de um 

indivíduo a partir de substâncias endógenas das impressões digitais e espectroscopias 

FTIR e Raman, tem-se como objetivos específicos: 
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h) Investigar as substâncias endógenas das impressões digitais para a 

determinação do gênero de um indivíduo por meio das espectroscopias 

Raman e FTIR, em função do tempo de coleta e diferentes condições de 

armazenamento; 

i) Preparar e implementar os modelos quimiométricos (PLS-DA e SVM-DA) 

para a separação dos grupos feminino e masculino; e 

j) Verificar se as condições de tempo e luminosidade afetam a decomposição 

das substâncias endógenas das impressões digitais, bem como na 

determinação do gênero do indivíduo pelas espectroscopias Raman e FT-

IR. 
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4. Fundamentação Teórica 

4.1. Métodos de Caracterização 

4.1.1. Espectroscopia de Absorção Molecular no Ultravioleta/Visível - UV-Vis 

A técnica de UV-Vis é uma das mais difundidas e importantes técnicas de 

caracterização utilizadas, baseada nos fenômenos de absorbância ou transmitância que 

ocorrem durante o caminho ótico da radiação eletromagnética e interpretados por meio 

da lei de Beer-Lambert [59].  

A radiação é compreendida na faixa de comprimento de onda entre 200 e 390 nm 

para o Ultravioleta e entre 390 a 780 nm para a faixa do visível, conforme demonstrado 

na Figura 2. O UV-Vis possui diversas aplicações como: determinação qualitativa e 

quantitativa de compostos orgânicos e inorgânicos, compreensão sobre a estrutura 

eletrônica de íons complexos, determinação de parâmetros termodinâmicos, estudos 

cinéticos, entre outras [60].  

 

Figura 2 Representação esquemática do espectro na região do visível. Retirado de [59]. 

A estrutura do composto investigado e os tipos de simetrias dos orbitais 

moleculares do estado fundamental e excitado ( σ,  σ*, n, π, π*) que absorvem a radiação 

eletromagnética são características consideradas para a realização das medidas de UV-

Vis [59].  

Orbitais σ e σ* (σ*←σ) participantes de transições eletrônicas, de uma forma 

geral, são altamente energéticos e envolvem ligações σ, capazes de absorver radiação 

abaixo de 150 nm. Consideram-se também os elétrons ocupantes de orbitais não ligantes 

(n), que podem originar transições do tipo σ*←n e π*←n. As transições σ*←n, em geral, 
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absorvem na faixa de 150 a 200 nm. Já as transições do tipo π*←n e π*←π, presentes em 

compostos orgânicos com insaturações e/ou heteroátomos, são observadas na faixa de 

200 a 700 nm. Cabe mencionar que a descrição de transições eletrônicas como transições 

entre orbitais é uma maneira simplificada, utilizada para fins didáticos, pois a transição 

ocorre entre estados eletrônicos [59]. A Figura 3 representa as transições eletrônicas 

envolvidas no UV-Vis. 

 

 

Figura 3 Representação esquemática das transições eletrônicas envolvidas na UV-Vis. Adaptada de [59]. 

 

4.1.2.  Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

MET é, atualmente, uma das técnicas que mais se destaca quando se quer obter 

informações acerca do tamanho, morfologia e dispersão de materiais particulados, pois 

permite uma magnificação cerca de 1000 vezes maior do que a de um microscópio de luz 

convencional [61] [62]. 

Seu funcionamento se baseia na aceleração de um feixe de elétrons produzidos 

pelo aquecimento de um filamento de tungstênio, acelerados do topo para a base por uma 

diferença de potencial de 100 a 300 keV entre o catodo e o anodo, ou seja, do topo para 

a base do instrumento. O feixe de elétrons é direcionado para atravessar a amostra por 

meio de Lentes eletromagnéticas. Assim, são formadas dois tipos de imagem:  a de campo 

claro, formada a partir da seleção do feixe de elétrons incidentes e a de campo escuro, 

que tem sua formação baseada no feixe de elétrons espalhados [62] [63]. 

A disposição dos constituintes de um microscópio eletrônico de transmissão pode 

ser observada por meio do esquema representativo do instrumento na Figura 4. Assim, de 

uma maneira geral, um MET é constituído por: 
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- Sistema de lentes condensadoras, que reduz a seção transversal do feixe elétrons 

e iluminar a área de interesse; 

- Corrente da lente objetiva, responsável por controlar o foco e a ampliação inicial; 

- Corrente da lente projetiva que proporciona amplificações de 1000 a 

250.000 ×; 

- Sistema de vácuo, constituído por bomba difusora e rotativa, que geram uma 

pressão menor que 10-4 torr; 

-Sistema de registro de imagens constituído por filmes negativos ou CCD (charge-

coupled device). 

 

 

Figura 4 Representação esquemática dos principais constituintes de um microscópio eletrônico de 

transmissão. Adaptada de [62]. 
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4.1.3.  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

O MEV é usado, de forma versátil, para analisar características estruturais de 

materiais sólidos na escala micrométrica e fornece, a partir de uma amostra sólida, 

informações acerca de sua morfologia e identidade de seus elementos químicos [64]. 

Enquanto na microscopia convencional utiliza-se luz visível ou ultravioleta como 

radiação incidente na amostra para observá-la pelo fenômeno da difração da luz, o que 

limita a técnica a um aumento máximo de 2000 vezes , a Microscopia Eletrônica de 

Varredura faz uso de um feixe de elétrons para a mesma finalidade, podendo ser 

focalizados por campos eletrostáticos ou eletromagnéticos, promovendo a formação de 

imagens com aumentos de 300.000 vezes ou mais e resolução da ordem de 2 a 5 

nanômetros nos MEVs modernos [64].  

O primeiro trabalho que tratou dos conceitos do MEV foi realizado por Knoll, em 

1935. Então, em 1938, Von Ardenne construiu o primeiro microscópio eletrônico de 

varredura. Mais tarde, em 1865, foi apresentado o primeiro instrumento comercial. 

Atualmente, esses instrumentos são produzidos em série,  apresentando uma estrutura 

digital capaz de armazenar imagens temporariamente e transferir dados via rede, sendo 

usados por um vasto campo da ciência como na inspeção e controle de qualidade de 

fármacos, semicondutores, peças de precisão, nanomateriais etc [64] [65]. 

O funcionamento de um microscópio eletrônico de varredura (MEV) consiste 

basicamente na utilização de um feixe de elétrons de pequeno diâmetro para extrair 

informações da superfície da amostra, ponto a ponto, varrendo em linhas sucessivas e 

transmitindo o sinal do detector a uma tela catódica com sua varredura sincronizada 

perfeitamente com a do feixe incidente [64]. 

É comum o uso de filamento de tungstênio aquecido como fonte de elétrons destes 

instrumentos. Eles operam numa faixa de tensões de aceleração entre 1 e 50 kV. Assim, 

devido a alta tensão criada entre o filamento e o ânodo, o feixe é acelerado e, em seguida, 

focalizado sobre a amostra por uma série de três lentes eletromagnéticas. A interação 

entre o feixe e a amostra produz elétrons e fótons, coletados por detectores e convertidas 

em um sinal de vídeo. 

A formação de imagens de aparências tridimensionais é uma característica desta 

técnica que merece destaque, devido as elevadas profundidades de campo e de foco 

oferecidas pelo equipamento, e depende da energia com que as partículas atingem o 

detector [64]. 

Por meio da Figura 5, é possível observar a estrutura de um MEV. 
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Figura 5 Representação esquemática dos componentes do Microscópio Eletrônico de Varredura. 

Adaptado de [62]. 

 

4.1.4.  Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) 

A EDS é uma técnica não destrutiva de caracterização, que se baseia na emissão 

de raios X por uma amostra, quando bombardeada por um feixe de elétrons. Geralmente, 

as medidas de EDS são realizadas em associação com o emprego das técnicas de 

microscopia eletrônica (MEV e MET) [66][67]. 

Dados quantitativos e qualitativos podem ser obtidos como resultado do emprego 

da técnica. Assim, quando um feixe de elétrons produzido por emissão termiônica e 

colimado por lentes eletromagnéticas da coluna do microscópio, incide na amostra, os 

elétrons de suas camadas internas são ejetados. Esses espaços são preenchidos por 

elétrons de camadas externas. Quando ocorre esse decaimento, raios-x característicos à 
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amostra são emitidos. Assim, pode ser realizada uma correlação entre a radiação X 

emitida pela amostra e o número atômico do elemento em estudo [66][67]. 

A análise de EDS pode ser usada para investigar nanopartículas metálicas realizando a 

comprovação da presença do metal na amostra [66].  

 

4.1.5.  Espalhamento Raman 

O efeito Raman ocorre quando uma radiação monocromática sofre espalhamento 

inelástico ao incidir sobre uma molécula. No processo de interação da radiação 

eletromagnética com a molécula, o campo elétrico da radiação excitante induz um 

momento de dipolo na molécula. Esse momento de dipolo induzido é responsável pelo 

espalhamento Raman [68].  

A teoria deste efeito foi proposta em 1923, pelo físico austríaco Adolf Smekal, 

mas o fenômeno só foi observado experimentalmente em 1928, pelo também físico 

indiano Chandrasekhara Venkata Raman, agraciado com um Nobel, em 1931, por este 

estudo.  

C.V. Raman, em 1928, verificou diferentes comprimentos de onda da radiação 

espalhada, em relação à radiação do comprimento de onda da radiação incidente, para 

estruturas moleculares distintas [59]. Foram realizados testes com aproximadamente 60 

amostras líquidas que, ao serem submetidas à radiação monocromática, a luz espalhada 

apresentava coloração distinta da luz incidente (Figura 6) [69]. 

 

Figura 6 Representação esquemática do experimento realizado por Raman, no início do século XX, onde 

foi possível a observar a coloração distinta entre a luz incidente no líquido e a luz espalhada. Retirado 

de [69].  
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O Brasil apresentou contribuições significativas para o desenvolvimento desta 

técnica, com destaque para a equipe de Stammreich e colaboradores, que em 1950, depois 

de várias tentativas, estabeleceram as fontes de luz monocromáticas nas regiões de 587,6, 

667,8 e 706,5 nm, permitindo estudos de substâncias coloridas e fotossensíveis. Outra 

contribuição brasileira muito importante para o desenvolvimento da espectroscopia 

Raman foi dada pelo físico Brasileiro Sérgio Porto, em parceria com Herwing Kogelnick, 

os primeiros a utilizarem laser contínuo He-Ne (632,8) na espectroscopia Raman [68] 

[70] [71] [72] [73].  

A aplicação de lasers como fonte de excitação, tornou mais frequente o uso da 

espectroscopia Raman, uma vez que a intensidade da fonte de laser é ca. 1000 vezes maior 

do que a intensidade do sinal Raman. Os equipamentos Raman atuais fazem uso de fontes 

de lasers de radiação monocromática com comprimentos de onda compreendidos, no 

espectro eletromagnético, entre as faixas do UV e infravermelho. 

Na espectroscopia Raman, quando a radiação eletromagnética interage com uma 

molécula, pode ocorrer a excitação da molécula de um nível vibracional do estado 

eletrônico fundamental para um estado denominado virtual, que, por sua vez, decai 

rapidamente para outro nível vibracional do estado eletrônico fundamental. Esse processo 

descreve a radiação espalhada.  

A soma das energias eletrônica, vibracional e rotacional (estado gasoso, apenas) 

respectivamente citadas de acordo com o grau de intensidade de cada uma, resultam na 

energia total da molécula. 

O espalhamento inelástico de luz observado no efeito Raman é um fenômeno no 

qual a energia do fóton incidente é diferente da energia do fóton espalhado, sendo que, 

essa energia espalhada pode ser maior (efeito Raman Anti-Stokes) ou menor (efeito 

Raman Stokes) do que a energia da radiação incidente. Quando a radiação espalhada 

possui a mesma frequência da radiação incidente, recebe o nome de espalhamento 

Rayleigh, conforme demonstrado na Figura 7 [68]. 
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Figura 7 Representação do fenômeno de espalhamento de luz com os três tipos de radiações resultantes 

possíveis: espalhamento rayleight espalhamento Stokes e espalhamento Anti-Stokes. Adaptado do de 

[74] 

 

No espalhamento Stokes, há um decaimento do estado virtual para o estado 

vibracionalmente excitado após a interação do fóton incidente com a molécula, que se 

encontra no estado fundamental. Assim, o fóton espalhado terá energia menor (he) que 

a energia do fóton incidente (h0). Essa diferença de energia corresponde à energia 

vibracional (𝑒𝑣 = ℎ0 − ℎ𝑒). No espalhamento Anti- Stokes, a molécula encontra-se em 

um estado vibracionalmente excitado, neste caso, após a interação há o decaimento do 

estado virtual para o estado vibracional fundamental, sendo a energia do fóton espalhado 

(he) maior que a energia do fóton incidente (h0). A diferença de energia entre os dois 

estados será igual à energia vibracional, (𝑒𝑣 = ℎ𝑒 − ℎ0) (Figura 8). 
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Figura 8 Esquemas dos mecanismos de espalhamento. Adaptada de [68]. 

 

Para efeitos práticos, na espectroscopia Raman, considera-se o efeito Stokes, 

devido a maior população de moléculas no estado fundamental, em temperatura ambiente, 

que segue a distribuição da Lei de Boltzmann [75].  

A intensidade do efeito Raman está relacionada ao momento de dipolo induzido, 

na molécula pelo campo elétrico da radiação incidente. Essa propriedade das cargas se 

rearranjarem pela ação do campo é conhecida como a polarizabilidade da molécula. 

Existe uma relação entre o momento de dipolo induzido (𝑃⃗ ) com a polarizabilidade (𝛼) e 

o campo elétrico da radiação 𝐸⃗ , conforme equação abaixo: 

 

𝑃⃗ = 𝛼𝐸⃗       (Equação 1) 

 

Uma vez que a atividade Raman depende do momento de dipolo induzido, que é 

proporcional à polarizabilidade, o momento de transição pode ser representado pela 

seguinte equação:  

 

(∝𝑖𝑗)𝑚𝑛
= ∫Ψ𝑚 𝛼𝑖𝑗Ψ𝑛𝑑𝜏    (i,j= x, y ou z) (Equação 2) 

 

onde αij são os componentes do tensor de polarizabilidade, que pode ser 

decomposto na matriz: 
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∝= |

∝𝑥𝑥 ∝𝑥𝑦 ∝𝑥𝑧

∝𝑦𝑥 ∝𝑦𝑦 ∝𝑦𝑧

∝𝑧𝑥 ∝𝑧𝑦 ∝𝑧𝑧

| (Equação 3) 

 

Aplicando a série de Taylor, nos componentes de polarizabilidade tem-se que: 

 

(∝𝑖𝑗) = (∝𝑖𝑗)0
+ ∑ (

𝜕∝𝑖𝑗

𝜕𝑄𝐾
) 0 𝑘 𝑄𝐾    (Equação 4) 

 

O tensor de polarizabilidade da molécula representado pelo primeiro termo da 

Equação 5 é o responsável pelo espalhamento Rayleigh. Enquanto o efeito Raman é 

representado pelo segundo termo. Qk representa a coordenada normal para o modo 

vibracional k.  As regras de seleção para o espalhamento Raman são obtidas substituindo 

na Equação 3, o segundo termo da Equação 5. Assim, observa-se que a polarizabilidade 

deve variar durante a vibração  (
𝜕∝

𝜕𝑄
) 0 ≠ 0 e que Δv, no oscilador harmônico deve ser +1 

ou -1 ou qualquer número inteiro, no anarmônico [75]. 

 

4.1.6.  Efeito Raman Ressonante 

O efeito Raman ressonante ocorre quando a energia da radiação excitante se 

encontra na região da banda de absorção de alta probabilidade de uma molécula. As 

intensificações de sinal Raman, nesses casos, podem chegar a 106 vezes em relação ao 

sinal Raman fora da ressonância. Isto se deve a formação um estado de energia 

intermediário, provocado pelo fóton incidente, que é próximo de estados vibracionais e 

rotacionais do nível eletrônico excitado e que provoca, portanto, o acoplamento entre 

estes estados e o intermediário, resultando na intensificação do sinal e no aparecimento 

de bandas harmônicas, conforme pode ser observado na Figura 9.  

Assim, quanto maior a proximidade entre a frequência da radiação incidente com 

a frequência de absorção, mais provável será a ocorrência do efeito Raman Ressonante 

[75][76]. 
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Figura 9 Representação esquemática dos espalhamentos Raman, Rayleigh e Raman ressonante, 

mostrando que para este último a perturbação pelo fóton incidente envolve o estado eletrônico excitado. 

Retirado de [77] 

 

4.1.7 Surface Enhancement Raman Scattering - SERS 

O SERS é uma poderosa técnica de espectroscopia molecular para detecção de 

moléculas [78] [79]. A dispersão inelástica da luz, quando a molécula é excitada por 

fontes em regiões distantes das ressonâncias eletrônicas moleculares é um fator limitador 

para aplicações que exijam maior sensibilidade. Nas décadas de 1960 e 1970, a utilização 

de novas fontes de lasers de ondas contínuas impulsionaram estudos com o objetivo de 

detectar moléculas em baixas concentrações. Neste contexto, em 1974, Fleishmann e 

colaboradores relataram, pela primeira vez, uma intensificação anormal da dispersão 

Raman ao realizarem estudos espectroeletroquímicos com piridina adsorvida em eletrodo 

de prata [78] [80]. Outros estudos confirmaram o fenômeno da amplificação do sinal 

Raman, como o trabalho realizado, em 1977, por Jeanmarie e Van Duyne com outras 

aminas adsorvidas em uma superfície de prata, onde também foi relatado que as 

intensidades observadas no espalhamento da piridina adsorvida em superfície de prata 

eram de 5 a 6 ordens de magnitude maiores do que o previsto. Os autores descartaram o 

efeito Raman ressonante como o responsável pelo aumento da intensidade do sinal Raman 

nas moléculas adsorvidas em superfície de prata [78] [81]. Desde então, diversos estudos 

teóricos e experimentais concentraram-se numa forma de explicar o novo fenômeno [78]. 

Existem dois modelos teóricos para explicar o efeito SERS, com farto material 

bibliográfico que endossa os mecanismos propostos: o mecanismo eletromagnético (EM) 

e o mecanismo molecular ou químico (QM) [78] [82] [83].    

Um mecanismo químico de transferência de carga foi utilizado por Otto e 

colaboradores para explicar pela primeira vez o efeito SERS [84]. Foi observado a 
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supressão do sinal SERS do etileno adsorvido em matriz de argônio e prata, sob ultra alto 

vácuo, quando o substrato foi exposto a pequenas quantidades de O2. Em outro estudo, 

Rubim e colaboradores demonstraram que o gás oxigênio suprimiu parte do efeito SERS 

de piridina adsorvida em eletrodos de prata e cobre [82].  

Este mecanismo químico pode ser explicado pela reorganização dos níveis e 

estados energéticos ocupados e ociosos dos orbitais moleculares, durante a aproximação 

do adsorbato e do substrato, formando complexos de transferência de carga, conforme 

observado na Figura 11 [83].  Quando há a interação do sistema com a radiação incidente, 

é possível a formação do par elétron-lacuna na superfície do substrato. A partir da 

reorganização dos estados energéticos, há o alargamento das regiões de alta densidade e 

uma consequente diminuição da quantidade de energia necessária para elétrons do 

adsorbato ocuparem lacunas da banda de valência da superfície do substrato, assim como 

os orbitais receptores do adsorbato serem ocupados com maior probabilidade por elétrons 

do local de densidade de estado no nível de Fermi da partícula [85]. O par elétron-lacuna 

emite radiação e excita vibracionalmente a molécula adsorvida, ao ser recombinado. Ou 

seja, o metal forma uma ligação química com a molécula adsorvida, dando origem ao 

complexo de transferência de carga nos clusters dos átomos da superfície metálica, em 

uma região de contorno de grão que recebe a denominação de sítios de rugosidade de 

escala atômica (ASR) [46]. 

Um exemplo desse modelo químico pode ser observado na Figura 10, que 

representa a interação entre a piridina e clusters de nanopartículas de prata (AgNPs) 

agregados sobre um eletrodo de Ag. Uma ligação  é formada entre a molécula (par de 

elétrons livres do nitrogênio) e o metal (estados receptores). Outra região de alta 

densidade de estados é formada e consequentemente uma retro-doação  ocorre. Quando 

esses elétrons se reorganizam e retornam para os seus respectivos orbitais, um fóton é 

emitido e a molécula adsorvida adquire energia vibracional. Pode-se pensar em várias 

regiões de alta densidade de carga sendo formadas e como consequência, a ocorrência de 

outras transições de transferência de carga. Essas interações acabam por ampliar a seção 

de choque para o espalhamento Raman [46] [60]. 
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Figura 10. Representação esquemática do modelo do complexo de transferência de carga formado pela 

interação entre a Piridina (Py) e clusters de nanopartículas de prata (Ag). a) complexo de clusters de 

prata e piridina dispersos em gás inerte; b) complexo cluster de prata e piridina em eletrodo de prata. EF, 

LDS, , representam respectivamente o nível de Fermi da prata, a densidade local de estados, doadores 

e receptores de cargas. Retirada de [86] 
 

No mecanismo eletromagnético, as discussões sobre o efeito de plasma de 

superfície tiveram início com a proposta de Moskovits, citado por Aroca [78], que 

afirmava uma anomalia no aumento da intensidade do sinal, que seria devido a uma 

excitação pré-ressonante ou ressonante, dos elétrons mais externos do adsorbato  e as 

colisões na superfície do substrato [78]. Assim, neste modelo, quando o sistema a 

radiação incide em um sistema de adsorbato-substrato de nanopartículas, o campo 

eletromagnético da superfície do substrato é intensificado por ressonância, pois as 

nanopartículas metálicas apresentam a característica de oscilar sua nuvem eletrônica 

(Figura 11), o que dá origem ao efeito plasmônico ou efeito de ressonância de plasmons 

de superfície localizado (LSPR). A oscilação em fase do campo elétrico local da 

superfície da nanopartícula com a frequência da radiação incidente, gera a  ressonância 

[83]. 
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Figura 11. Representação esquemática da oscilação da nuvem eletrônica (plasmon de superfície) de 

nanopartículas ao serem submetidas a um campo eletromagnético. Adaptada de [87]. 

 

No efeito SERS, a intensificação total do sinal é resultante das contribuições dos 

mecanismos químico e eletromagnético, nos quais a contribuição do primeiro está numa 

ordem de magnitude 10 a 102 e a contribuição do mecanismo eletromagnético é cerca de 

106 a 108.  Fatores de intensificação da ordem de 1010 podem ser encontrados quando 

somada a contribuição Raman ressonante. Fatores maiores de intensificação são 

encontrados na literatura. Desta forma, o fator de intensificação Raman pode chegar à 

ordem 1015, sendo possível detectar substâncias em níveis de concentração tão baixos 

quanto de uma única molécula (SMD - Single Molecule Detection) tornando a 

espectroscopia Raman equiparada à espectroscopia de fluorescência e desempenhando 

papel significativo em diversas áreas do conhecimento [88]. 

O efeito SERS é encontrado com maior intensidade na prata (maior fator de 

intensificação), ouro e cobre, mas também pode ser observado em outros metais, como 

platina e paládio. [38] [68] [69] [70] [68]. 

Grésillon e colaboradores foram os primeiros a citar a intensificação do campo 

elétrico em locais específicos, que chamaram de “hot spots”. O efeito foi observado em 

aglomerados de AuNPs, utilizando substrato de vidro, como consequência da excitação 

de LSPRs. Os autores utilizaram microscopia óptica de varredura de campo próximo [89]. 

Assim, em substratos SERS ativos, pode ocorrer a formação de dímeros (Figura 

12), trímeros ou aglomerados maiores das nanopartículas, sendo observado no 

espaçamento entre elas um significativo aumento do campo eletromagnético em 

comparação aos fatores de ressonância, em especial a LSPR, a ressonância de 

transferência de carga que envolve o sistema complexo metal-molécula e o efeito Raman 

ressonante da molécula adsorvida [90]. 
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Figura 12. Representação esquemática da formação de dímeros com analito adsorvido e da região com 

maior intensidade do sinal Raman (cor vermelha da escala). Adaptado de [91] 

 

 

4.1.8  Espectroscopia de absorção no Infravermelho 

O infravermelho compreende a região do espectro eletromagnético com números 

de onda no intervalo de 12.800 a 10 cm-1, e por ser uma região extensa é dividido em 

infravermelho próximo (12.800 a 4.000 cm-1), infravermelho médio (4.000 a 200 cm-1) e 

infravermelho distante (200 a 10 cm-1) [59].  

As transições vibracionais fundamentais, que envolvem o estado fundamental e o 

primeiro estado vibracional excitado, encontram-se na região do infravermelho médio. 

As bandas correspondentes às harmônicas ou modos de combinação de frequências 

fundamentais são observadas na região do infravermelho próximo. As transições no 

infravermelho próximo e médio estão representadas na Figura 13, onde v = 0 representa 

o estado vibracional fundamental e v = 1, 2 e 3 representam os primeiro, segundo e 

terceiro estados vibracionais excitados. Normalmente se referem as ligações C-H, N-H e 

O-H. 

Quando a energia da radiação tem o mesmo valor da diferença de energia entre 

dois estados vibracionais, que ocorre a absorção no infravermelho, que pode ser entendido 

como a ressonância entre a diferença de níveis de energia da molécula e a radiação 

eletromagnética. 
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Figura 13. Representação esquemática do mecanismo de absorção no Infravermelho. Adaptado de [59]. 

 

Para um modo vibracional ser ativo no infravermelho é necessário que haja 

variação no momento dipolar durante essa vibração. 

No modelo clássico, considerando moléculas diatômicas a única coordenada 

normal do sistema coincide com a coordenada interna da ligação, q. Ao expandir o 

momento de dipolo em uma série de Taylor da coordenada q para cada um dos 

componentes x , y e 
z  obtemos a equação a seguir [68]. 

 

...
0

0 +







+= q

dq

d
  (Equação 5) 

 

0  é o vetor do momento de dipolo permanente e a derivada é considerada na 

posição de equilíbrio.  

Para pequenas vibrações, é possível que os termos mais altos sejam desprezados. 

Para haver absorção no infravermelho, a condição de variação no momento de dipolo com 

a vibração faz com que o termo 
0










dq

d
seja diferente de zero para pelo menos uma das 

componentes x , y e 
z do momento de dipolo [68]. 

Na mecânica quântica, a transição entre dois estados, pode ser caracterizada pelas 

funções de onda m (estado inicial) e n  (estado final) e ser descrita pelo momento de 

transição de dipolo mn : 

 

 dnmmn =   (Equação 6) 

 

Transições

harmônicas

Transição fundamental

V = 3

V = 2

V = 1

V = 0
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Ou ainda pelas componentes: 

 

( )  dnxmmnx =   (Equação 7) 

 

( )  dnymmny =   (Equação 8) 

 

( )  dnzmmnz =   (Equação 9) 

 

O momento de transição pode então ser entendido como a medida do dipolo que 

é associado com o movimento dos elétrons durante a transição entre os dois estados 

vibracionais envolvidos. Os valores das integrais que definem a intensidade no 

infravermelho são proporcionais à probabilidade de transição 
2

mn . Assim, para que uma 

transição vibracional seja permitida é necessário que pelo menos uma das integrais seja 

diferente de zero [68]. 

Rearranjando os termos das equações (6) e (7), a série de Taylor pode ser 

representada como: 

 




 dq
dq

d
d nmnmmn 








+= 

0

0  (Equação 10) 

 

onde a parte integral do segundo membro da equação é igual a zero, pela ortogonalidade 

das funções de onda. Assim, para que o segundo termo seja diferente de zero é necessário 

que as seguintes condições sejam satisfeitas:  

i) 
0










dq

d   0 ou seja, deve haver variação do momento de durante a vibração; 

ii) 0  dq nm , o produto nmq  deve ser uma função par.  Como q é função 

ímpar, é necessário que o produto nm  seja função ímpar, ou seja, as funções devem ter 

diferentes paridades. A regra de seleção para o oscilador harmônico é v =  1 (+ 

corresponde a absorção; – corresponde à emissão e v ao número quântico vibracional). 

Considerando o modelo simples do oscilador harmônico e a regra de seleção v 

=  1, os espectros de absorção no IR só apresentariam absorções dos modos 
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fundamentais. As transições harmônicas podem ser então explicadas ao ser considerada 

a anarmonicidade elétrica, que leva em conta termos adicionais, que podem ser 

observados na equação 12: 

 

...
!2

1 2

2

2

0

0 +







+








+= q

dq

d
q

dq

d 
  (Equação 11) 

 

O termo quadrático é responsável pelo aparecimento da primeira harmônica, o 

termo cúbico para o aparecimento da segunda harmônica e os termos superiores da série 

de Taylor para as harmônicas de ordem superior, sendo então possíveis transições com 

v =  1,  2,  3... [68]. 

Na década de 1960, os equipamentos começaram a contar com a transformada de 

Fourier, que converte a saída do detector em um espectro passível de interpretação obtido 

a partir de um interferograma.  Para a geração do interferograma, o FTIR utiliza-se de um 

interferômetro de Michelson , no qual a radiação passa por um divisor de feixes conhecido 

como beam splitter. Um dos feixes segue para um espelho fixo enquanto o outro segue 

para um espelho móvel. Após serem refletidos são recombinados no beam splitter de 

forma construtiva ou destrutiva, a depender da diferença do caminho óptico [59] [92].  

Assim, através da mudança do caminho óptico entre os dois feixes um sinal é 

gerado, que é interpretado por cálculos matemáticos da transformada de Fourier, nos 

quais a distância do caminho óptico pode ser convertida para o valor da frequência de 

radiação conforme observado na Figura 14, que traz uma representação esquemática do 

interferômetro de Michelson, que gera o interferograma é uma função no domínio do 

tempo. A transformada de Fourier converte a função no domínio do tempo para uma 

função no domínio da frequência, ou seja, o espectro [59] [92]. 
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Figura 14. Representação esquemática do interferômetro de Michelson de um FTIR, onde S é a fonte, A 

é abertura, F1 o espelho parabólico focal, BS o beam splitter , M1 o espelho fixo, M2 o espelho móvel, 

P o local da amostra, F2 espelho parabólico focal, D o detector e FFT o algoritmo de transformada de 

Fourier, x a distância do caminho óptico e L = xmáximo = dDMCO / 2 . DMCO = diferença máxima de caminho 

óptico. Adaptada de [92]. 

 

A luz refletida depende das imperfeições da superfície, do tipo da amostra, do 

índice de refração e do ângulo de incidência. Neste estudo foi utilizada a técnica de 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, no modo de reflexão 

especular que baseia-se no fato de que, a intensidade da luz refletida é medida em um 

comprimento de onda específico, ou seja, esse fenômeno é observado quando o meio 

refletor é uma superfície lisa e polida, onde o ângulo de reflexão é igual ao ângulo de 

incidência da radiação. Em casos de vários absorventes presentes em uma superfície, a 

intensidade relativa da reflexão é menor para os comprimentos de onda absorvidos [59]. 
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4.2. Isotermas de adsorção 

 No processo de adsorção, quando duas substâncias (sólido-gás ou sólido-líquido) 

entram em contato, as concentrações iniciais das fases líquida e gasosa serão diferentes 

das concentrações finais (Ce), quando o sistema atingir o equilíbrio. Isso ocorre devido à 

transferência de massa do gás ou do líquido para a superfície do sólido, sendo esse 

processo obediente a uma condição limite (q). Ao sólido, dá-se o nome de adsorvente ou 

substrato, enquanto aos solutos (soluções gasosa e aquosa) são chamados de adsorbato. 

O fenômeno da adsorção é baseado em 3 (três) mecanismos: estérico, de equilíbrio e 

cinético. O primeiro relaciona a absorção seletiva do adsorbato com a morfologia do 

adsorvente. No equilíbrio, a adsorção física é um processo reversível e não existe 

interação química entre o adsorbato e o substrato, enquanto na adsorção química a 

afinidade de natureza química entre o adsorbato e o adsorvente deve ser considerada para 

que ocorra a adsorção. Por fim, o mecanismo cinético pode ser entendido como a taxa de 

transferência do adsorbato na fase fluídica para o adsorvente, em relação ao tempo. Há 

ainda uma dependência entre o mecanismo cinético e o tipo de sítio de adsorção.  

A identificação de traços de substâncias e a separação das mesmas em soluções 

aquosas e gasosas têm sido objeto de estudo por meio do fenômeno da adsorção, haja 

vista a inviabilidade de se separar e identificar substâncias em concentrações tão baixas 

em solução por outros métodos físico-químicos [93]. 

As forças de quimissorção e fisissorção atuam de forma conjunta ou individual, 

determinando a intensidade da interação entre o adsorbato e o adsorvente. Com caráter 

específico, a força de quimissorção torna a interação entre o adsorbato e o adsorvente 

mais forte por envolver compartilhamento ou troca de elétrons. Nesse caso, a adsorção se 

torna mais forte e a interação ocorre em sítios localizados de interação com as 

moléculas/íons do soluto. A força de fisissorção é mais fraca, pois a interação que ocorre 

entre o adsorbato e o adsorvente são forças de Van der Walls. Nas interações por 

fisissorção, não há especificidade e estas ocorrem em toda a superfície do adsorvente [93]. 

Fatores como o pH, a polaridade da molécula, a temperatura, a área superficial do 

adsorvente e as naturezas do solvente, da interação molécula/íon e da morfologia do 

adsorvente devem ser considerados, pois influenciam o processo de adsorção. O pH, por 

exemplo, atua na distribuição de espécies do adsorbato sobre a superfície do adsorvente 

ao variar a carga de superfície dos adsorbatos. A adsortividade está diretamente 

relacionada à polaridade da molécula, uma vez que moléculas polares têm forte afinidade 
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por partículas metálicas. A variação de temperatura influencia na difusão das moléculas 

na monocamada do adsorvente. Uma forma de constatar isso é fazendo uso de métodos 

matemáticos de estudo de sistemas de adsorção, chamados de isotermas. Assim, é 

possível observar diferentes resultados nos modelos construídos para sistemas de 

adsorção com os mesmos dados. Além disso, os tipos de interação entre adsorvente e 

adsorbato dependem da área de superfície do adsorvente que, por sua vez, está 

diretamente relacionada ao tamanho das nanopartículas [93]. 

Uma isoterma de adsorção é um diagrama que permite estudar e compreender os 

processos de equilíbrio envolvidos em um sistema, a uma determinada temperatura. Com 

relação aos conceitos de adsorção já abordados, a partir dos dados experimentais q e C, 

pode ser construído um modelo matemático para investigar um sistema e obter a 

informação acerca de sua máxima capacidade de adsorção [93] [94].  

Assim, a partir de soluções com concentrações iniciais conhecidas (C0) e da adição 

de um volume (V) de cada uma delas à superfície do adsorvente, ocorre uma transferência 

do adsorbato para o adsorvente e um novo equilíbrio é estabelecido, cuja concentração 

final pode ser representada por Ce e determinada por métodos analíticos. A capacidade de 

adsorção é representada por q e pode ser obtida matematicamente [93]. 

Considerando que a quantidade de adsorbato removido da solução seja igual à 

quantidade de adsorbato adsorvido pelo adsorvente, pode-se obter a seguinte equação: 

 

𝑞 =  
(𝐶0−𝐶𝑒)𝑉

𝑚
   (Equação 12) 

 

As unidades de q, C(0,e), V e m são dadas em mg/g, mg/L, mL e mg, 

respectivamente. 

A Figura 15 representa um gráfico de uma isoterma de adsorção elaborado a partir 

de valores estabelecidos para as variáveis citadas acima.  
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Figura 15. Representação gráfica de uma isoterma de adsorção. Retirada de [93]. 

 

Algumas conclusões importantes podem ser tiradas ao se observar as tendências 

das curvas de adsorção, conforme exposto na Figura 16. 

 

 

Figura 16. Tendências das isotermas de adsorção. Retirada de [93]. 

 

O favorecimento ou não de um processo de adsorção tem relação direta com a 

massa de adsorbato adsorvida, a massa da unidade do adsorbato e a concentração do 

adsorbato na fase líquida/gás, conforme estrutura da Tabela 4. 
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Tabela 4. Representação da relação da quantidade de massa de adsorbato retida por 

unidade de massa do adsorvente e tendências das isotermas (adaptado de [95]). 
Tendências das 

isotermas. 

Massa de adsorbato retida 

por unidade de massa do 

adsorvente. 

Parâmetro de equilíbrio 

- R 

Extremamente 

favorável / favorável 

Alta para uma baixa 

concentração de equilíbrio 

do adsorbato na fase líquida 

0<R < 1 

Linear 

Proporcional a 

concentração de equilíbrio 

do adsorbato na fase líquida. 

R =1 

Desfavorável 

Baixa e independe da 

concentração de equilíbrio 

do adsorbato na fase líquida 

R > 1 

 

O parâmetro de equilíbrio adimensional é calculado por meio da equação: 

 

𝑅𝐿 = 
1

1+(𝐾 𝑥 𝐶0)
  (Equação 13) 

 

K refere-se à constante de adsorção e Co é a concentração inicial do adsorbato 

(mg/L). 

Dentre as várias propostas de isotermas para estudar sistemas de adsorção, neste 

trabalho foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich, que serão 

apresentadas a seguir [93][94][95][96]. 

 

4.2.1  Isoterma de Langmuir 

A isoterma de Langmuir é um modelo proposto para estudar sistemas contendo 

soluções aquosas e possui em sua conjectura um número definido de sítios com energia 

equivalente e somente uma molécula é adsorvida em cada sítio. Além disso, não há 

interação entre as moléculas adsorvidas pressupondo uma monocamada ideal.   

Quando o sistema atinge o equilíbrio, o modelo de isoterma de Langmuir prevê 

que as velocidades de adsorção e de dessorção do adsorbato, para sítios superficiais, 

devem ser consideradas iguais [93]. 

Logo, a taxa de adsorção é dada por: 

 

𝐾𝑎 = 𝑘1𝐶𝑒(1 −  θ)  (Equação 14) 
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Onde 𝐾1 representa a constante de adsorção e θ o grau de cobertura do adsorbato. 

A taxa de dessorção é dada por: 

 

𝐾𝑑 = 𝑘2θ  (Equação 15) 

 

Onde 𝐾2 representa a constante de dessorção. 

Quando as taxas no equilíbrio são igualadas, a seguinte equação pode ser obtida:  

 

𝑘1𝐶𝑒(1 −  θ) = 𝑘2θ  (Equação 16) 

 

Adota-se: 

𝐾𝑎𝑑𝑠 =
𝑘1

𝑘2
  (Equação 17) 

 

Reajustando os termos da equação, a equação de Langmuir pode ser expressa da 

seguinte forma: 

θ =
𝐾

𝑎𝑑𝑠𝐶𝑒

1+𝐾
𝑎𝑑𝑠𝐶𝑒

  (Equação 18) 

 

De outra forma, pode-se optar também por trabalhar em termos de quantidade q, 

ou seja, a quantidade de soluto adsorvido por massa de adsorvente, ao invés de θ. 

 

𝑞𝑒𝑞 = 𝑞𝑚𝑎𝑥

𝐾
𝑎𝑑𝑠𝐶𝑒

1+𝐾
𝑎𝑑𝑠𝐶𝑒

 (Equação 19) 

 

A constante de adsorção pode ser encontrada fazendo uso da Equação (19) 

linearizada: 

 

𝐶𝑒

θ
= 𝐶𝑒 + 

1

𝐾𝑎𝑑𝑠

  (Equação 20) 

 

Neste trabalho foram utilizadas as equações 19 e 21 para investigar a ocorrência 

ou não da adsorção das substâncias estudadas nos substratos SERS-ativos. A relação 
𝐼

𝐼0
 

foi utilizada para determinar os valores de recobrimento superficial, dado por θ. I 
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representa a intensidade SERS da substância investigada em uma determinada 

concentração, enquanto I0 representa a intensidade SERS da substância investigada na 

condição de superfície saturada, ou seja, monocamada formada. 

 

4.2.2 Isoterma de Frumkin 

No modelo de Frumkin, as moléculas adsorvidas podem interagir entre si 

formando uma monocamada considerada não ideal. Diferentemente do estabelecido para 

isotermas de Langmuir, onde os sítios de adsorção possuem energia equivalente, no 

modelo de Frumkin, a energia livre de adsorção é considerada uma função linear da 

cobertura. Assim, a isoterma de Frunkin é representada pela equação [93][94]: 

 

𝜃 =
𝐾𝑎𝑑𝑠 𝐶𝑒

2𝑔𝜃

1+𝐾𝑎𝑑𝑠𝐶𝑒
2𝑔𝜃  (Equação 21) 

 

 𝐾𝑎𝑑𝑠= constante de equilíbrio de adsorção; 

 C = concentração da solução; 

 g = parâmetro de interação entre as espécies adsorvidas. 

  

A interação é repulsiva quando g < 0 e atrativa quando g > 0. O sistema se 

comporta conforme o modelo de Langmuir quando g = 0. 

 

4.2.3 Isoterma de Freundlich 

Esse modelo correlaciona, numa equação empírica, a entalpia de adsorção e a 

concentração do adsorbato. Assim, ao longo do processo de adoção, ocorre uma 

diminuição da energia de adsorção [93] [97]. A equação da isoterma de Freundlich é 

apresentada da seguinte forma: 

 

𝑞 = 𝐾𝐶𝑒𝑞
1/𝑛

  (Equação 22) 

 

 K = constante de proporcionalidade 

 n = valor empírico 

 O valor de n informa se o processo de adsorção é favorável (1 < n < 10). 
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Outra forma de se investigar um sistema adsorvente/adsorbato é linearizando a 

equação da isoterma de Freundlich, uma vez que esse modelo não se aplica a sistemas 

onde a variação da quantidade de material adsorvido em relação a concentração de 

adsorbato deixa de ocorrer. A forma linearizada da equação da isoterma de Freundlich é 

apresentada a seguir: 

 

𝑙𝑛𝑞𝑒 = 𝑙𝑛𝐾 + 
1

𝑛
+ 𝑙𝑛𝐶𝑒𝑞 (Equação 23) 

 

Para este trabalho, será assumida uma relação de proporcionalidade entre a 

intensidade SERS (𝐼𝑆𝐸𝑅𝑆) e a quantidade de material na superfície do adsorvente. Assim, 

𝐼𝑆𝐸𝑅𝑆  =  𝑘𝑞𝑒 e a forma linearizada da equação da isoterma de Freundlich é apresentada 

da seguinte forma: 

 

𝑙𝑛𝐼𝑆𝐸𝑅𝑆  = ln 𝑘  + 
1

𝑛
 𝑙𝑛𝐶  (Equação 24) 
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4.3. Quimiometria 

A quimiometria surgiu diante da necessidade da organização, análise e obtenção 

de informações de uma grande quantidade de dados provenientes de análises químicas e 

instrumentais modernas. A definição de quimiometria adotada neste trabalho é a definição 

original estabelecida pela Sociedade de Quimiometria: “A quimiometria é a aplicação de 

ferramentas matemáticas e estatísticas à química”. Com a aplicação destas ferramentas é 

possível planejar e otimizar procedimentos experimentais assim como extrair o máximo 

de informações químicas relevantes através da análise dos dados. Por meio dessas 

informações se obtém um melhor conhecimento dos sistemas químicos, favorecendo o 

desenvolvimento de novos métodos de análise, materiais, instrumentos, etc. [98].  

Nas últimas décadas, o uso de métodos espectroscópicos associados com 

ferramentas quimiométricas ganhou destaque em análises quantitativas.  Neste trabalho, 

os seguintes modelos de calibração e discriminação serão adotados: PCA, PLS-DA e 

SVM-DA [98] [99]. 

A seguir serão apresentas de forma resumida os princípios dos modelos de 

calibração e discriminação que serão abordados nesse trabalho, iniciando pela ferramenta 

qumiomética de PCA, que pode ser considerada a base para os demais métodos 

multivariados de calibração e discriminação. 

 

4.3.1 Análise de Componentes Principais (PCA) 

PCA é um modelo que tem como objetivo realizar a decomposição de uma matriz 

de dados com o intuito de reduzir sua dimensionalidade, sem afetar a relação entre as 

amostras. Dessa forma, as informações mais relevantes dos dados são representadas em 

um número menor de variáveis, facilitando a observação das relações entre objetos e 

identificar as variáveis que mais contribuem para essa informação. Além de facilitar a 

interpretação dos dados, a PCA ainda torna possível a detecção de outliers (ou seja, 

amostras que não podem ser consideradas parte de uma distribuição que caracteriza o 

restante dos dados, por apresentarem alguma característica distinta (interferente, estarem 

em uma condição diferente, etc.)) e de servir de base estrutural para modelos de 

classificação e calibração [98]. 

Assim, a PCA pode ser definida como um processo de decomposição matricial 

que permite criar um conjunto de autovetores de forma a representar o máximo de 

variância dos dados no menor número de variáveis. As amostras são organizadas em uma 

matriz de dados X (n,m) que contém as amostras representadas nas n linhas e as variáveis 
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nas m colunas. O cálculo das componentes principais  geralmente é realizado com as 

colunas/variáveis de X centradas na média, resultando em uma matriz de escores T(n,A), 

uma matriz de pesos PT (A,m) e os resíduos do modelo, E (n,m), conforme equação a 

seguir: 

𝐗 = 𝐓𝐏𝐓 + 𝐄       (Equação 25) 

 

Sendo que n = número de espectros;  

m = número de comprimentos de onda selecionados; e  

A = número de componentes principais. 

 

4.3.2  Discriminação por Mínimos Quadrados Parcial (PLS-DA) 

Os modelos PLS-DA utilizam amostras com classes conhecidas na fase de 

treinamento, na qual o vetor y para cada modelo é composto por valores numéricos 

binários (1 e 0) e atribuídos a cada uma das classes a serem discriminadas. As equações 

principais envolvidas na decomposição dos dados são apresentadas abaixo [100]: 

 

𝐗 = ∑ 𝒕𝒂

𝑨

𝒂=𝟏

 𝒑𝒂  
𝑻 + 𝐄 (Equação 26) 

𝐲 =  ∑ 𝒕𝒂

𝑨

𝒂=𝟏

 𝒒𝒂  
𝑻 + 𝐟 (Equação 27) 

 

Sendo que ta = vetor de escores; 

pa e qa = pesos referentes à primeira variável latente; 

E = matriz de erros de X; e  

f= matriz de erros de y. 

 
Diversos pré-processamentos e métodos de seleção de variáveis podem ser 

utilizados para maximizar o modelo. O menor valor de erro de classificação da validação 

cruzada (CVCE- Cross Validation Classification Error) é utilizado como referência para 

a escolha do número de variáveis latentes A, do método de pré-processamento e da 

seleção de variáveis da matriz X. O CVCE não exclui amostras que apresentam elevados 

erros na estimativa do valor classe y, se estiverem corretamente classificadas, mas esses 

erros podem ser uma indicação de que a amostra possui características diferentes das 

outras amostras do grupo de treinamento ou ainda erro nos dados instrumentais (outlier), 
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que podem ser excluídos do conjunto de treinamento. Outro critério que pode ser adotado 

é a exclusão de amostras que apresentam valores dos parâmetros estatísticos de  Hotelling 

T2 e resíduo espectral Q acima dos limites de 99,9%. Os parâmetros de Hotelling T2 e 

resíduos Q podem ainda ser aplicados para as amostras do conjunto de validação [98] 

[100]. 

 Já o valor da raiz quadrada do erro médio quadrático de validação cruzada 

(RMSECV, Root Mean Square Error of Cross Validation), permite a otimização do 

modelo PLS-DA a partir da minimização dos erros de estimativa dos valores de classe, 

pois tende a proporcionar uma maior separação dos valores estimados para a classe 

discriminada (y = 1) em relação às outras classes (y = 0) [100]. 

Depois da otimização do modelo, calcula-se o limite de discriminação baseado na 

dispersão dos valores estimados de y para o grupo de treinamento para minimizar a 

ocorrência dos erros positivos falsos e negativos de acordo com o teorema de Bayes, que 

considera  a discriminação das amostras em duas classes, uma com as amostras da espécie 

atribuída o valor de classe y=1 e a outra com as demais amostras com valor de classe y=0 

(Ex.: classe sexo feminino (y= 1) e masculino (y= 0)). A partir dos valores estimados para 

grupo de treinamento são estimadas as probabilidades a priori (P(A) e P(B)) e as funções 

de densidade de probabilidade (p(ŷi|A) e p(ŷi|B)) de cada classe. O limite de 

discriminação é determinado pelo valor de classe onde as probabilidades de uma amostra 

ser atribuída à classe A e B são iguais: 𝑃(𝑦̂𝑖|𝐴)=𝑃(𝑦̂𝑖|𝐵), conforme equação a seguir  

  

𝑝(𝑌|𝐴). 𝑃(𝐴) = 𝑃(𝑌|𝐵). 𝑃(𝐵) (Equação 28) 

 

Onde se tem:  

 

𝑝(𝑌|𝐴) =  
1

𝑠𝐴√2𝜋
𝑒

−1

2
(
𝑦−ȳ𝐴
𝑠𝐴

 )2 
 (Equação 29) 

 

𝑝(𝑌|𝐵) =  
1

𝑠𝐵√2𝜋
𝑒

−1

2
(
𝑦−ȳ𝐵
𝑠𝐵

 )2 
 (Equação 30) 

 

𝑃(𝐴) =  
𝐼𝐴

𝐼𝐴+𝐼𝐵
  (Equação 31) 

 

𝑃(𝐵) =  
𝐼𝐵

𝐼𝐴+𝐼𝐵
  (Equação 32) 
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Sendo que p(𝑦̂𝑖|A) = função de densidade de probabilidade para a classe A; 

p(𝑦̂𝑖|B) = função de densidade de probabilidade para a classe B; 

sA = desvio padrão da estimativa obtida no conjunto de treinamento para a classe A; 

sB = desvio padrão da estimativa obtida no conjunto de treinamento para a classes B; 

respectivamente;  

𝑦̅𝐴 = média das estimativas de y obtidas no conjunto treinamento para a classe A 

𝑦̅𝐵 = média das estimativas de y obtidas no conjunto treinamento para a classes B;  

𝑃(𝐴) = probabilidade a priori obtida no conjunto treinamento para a classe A; 

𝑃(𝐵) = probabilidade a priori obtida no conjunto treinamento para a classe B; 

IA = número de amostras do conjunto de treinamento para a classe A; 

IB = número de amostras do conjunto de treinamento para a classe B;  

Considerando as probabilidades de ocorrência das classes A e B iguais (P(A) = 

P(B)), obtém-se a solução simplificada [100]: 

 

(𝑆𝐵
2 − 𝑆𝐴

2)𝑦2 + (2𝑆𝐴
2ȳ

𝐵
− 2𝑆𝐵

2ȳ
𝐴
)𝑦 + 𝑆𝐵

2ȳ
𝐴
2 − 𝑆𝐴

2ȳ
𝐵
2 − 2𝑆𝐴

2𝑆𝐵
2 ln[

𝑆𝐵

𝑆𝐴
] =  0  (Equação 33) 

 

Uma vez que a equação é de segundo grau e que a única variável é y, ao substituir 

os valores experimentais e resolvendo a equação, o limite de discriminação será uma das 

raízes da equação [100]. 

 Para avaliar as os modelos de discriminação são utilizados figuras de mérito, onde 

o percentual de amostras que apresentaram erros falso positivos é conhecido como taxa 

de falsos positivos (TFP), conforme equação [100]. 

 

𝑇𝐹𝑃 = 
𝐹𝑃

𝐹𝑃+𝑉𝑁
 𝑥 100  (Equação 34) 

 

Onde se tem FP= número absoluto de falsos positivos 

VN= número absoluto de verdadeiros negativos  

A taxa de taxa de falsos negativos (TFN) se refere ao percentual de amostras com 

erros falso negativos, conforme equação:  

 

𝑇𝐹𝑁 =  
𝐹𝑁

𝐹𝑁+𝑉𝑃
 𝑥 100  (Equação 35) 
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Onde se tem FN= número absoluto de falsos negativos 

VP= número absoluto de verdadeiros positivos  

 

O percentual de amostras que pertencem às outras classes (y=0) é conhecido como 

especificidade (SPEC), conforme equação:  

 

𝑆𝑃𝐸𝐶 =  
𝑉𝑁

𝑉𝑁+𝐹𝑃
 𝑥 100 (Equação 36) 

 

Onde se tem VN= número absoluto de verdadeiros negativos 

FP= número absoluto de falsos positivos 

Tem-se ainda a sensibilidade (SEN) que representa o percentual de amostras 

pertencentes à classe discriminada que foram identificados como sendo dessa classe, cuja 

equação pode ser encontrada a seguir:  

 

𝑆𝐸𝑁 = 
𝑉𝑃

𝑉𝑃+𝐹𝑁
 𝑥 100  (Equação 37) 

 

Onde se tem VP= número absoluto de verdadeiros positivos 

FN= número absoluto de falsos negativos 

 

A taxa de eficiência (TEF) dos modelos de discriminação pode ser obtida 

conforme a equação:  

 

𝑇𝐸𝐹 =  √
𝑉𝑃. 𝑉𝑁

(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁) ∗ (𝑉𝑁 + 𝐹𝑃)
 

 

(Equação 38) 

 

4.3.3 Máquinas de vetores de suporte (SVM) 

SVM são baseadas na teoria de aprendizado estatístico e têm ganhado destaque 

em diversos tipos de aplicação nos últimos anos. Seus resultados comparam-se com os 

obtidos pelos algoritmos das redes neurais artificiais tradicionais, tendo a vantagem de 

convergirem para um mínimo global e apresentarem resultados superiores em alguns 

casos [101]. 

Foram introduzidas por Vapnik, em 1992, e possuem, como principais 

características, uma boa capacidade de generalização, ou seja, a capacidade de previsão 
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correta da classe de novos dados do mesmo domínio em que utilizado no aprendizado. E 

ainda, apresenta robustez em grandes dimensões e convexidade do problema de 

otimização formulado em seu treinamento, que leva a existir um único mínimo global ou 

limite da função [101][102].  

De modo geral, é utilizada a indução como técnica de aprendizagem de máquina, 

na qual são obtidas conclusões genéricas partindo de um conjunto particular de exemplos. 

Existem dois tipos principais de aprendizagem indutivas: o supervisionado e não 

supervisionado. Neste trabalho será explorado o aprendizado supervisionado, ou seja, o 

processo de classificação considera classes que são previamente definidas. Para que seja 

possível a determinação dos parâmetros característicos de cada classe, uma etapa de 

treinamento deve ser executada antes da aplicação do algoritmo de classificação. 

 Assim, um conjunto de exemplos denominado (xi, yi), onde xi representa um 

exemplo e yi uma classe ou rótulo. Então, um modelo ou hipótese é produzido para 

realizar a classificação dos novos dados. Anteriormente a isso, a classificação a partir de 

uma amostra de dados recebe o nome de treinamento, ou seja, o classificador é uma 

função f que recebe um dado x fornecendo uma predição y [101], conforme observado na 

Figura 17. 

 

Figura 17. Indução de classificador em aprendizado supervisionado. Retirado de [101]. 

 

O processo que determina a qual classe uma determinada amostra pertence pode 

ser realizada por meio de funções conhecidas como superfícies de decisões, que dividem 

os espaços de características em regiões. Os algoritmos de classificação podem ser 

separados em dois grupos: lineares e não lineares. Os lineares têm como característica 

que a sua superfície de decisão é uma reta ou um hiperplano quando seu vetor de 

características possui mais de duas classes. Para os dados cujas características não são 

linearmente separáveis a superfície de decisão é não linear [101]. 
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Assim, o SVM tem como princípio básico a construção de um hiperplano como 

superfície de decisão com margem de separação entre as classes maximizadas. Essa 

margem pode ser definida como a distância entre os pontos dos dados de ambas as classes 

mais próximas ao hiperplano. Ou seja, no SVM, uma medida instrumental referente a 

uma amostra é representada por um vetor n-dimensional, no plano n-dimensional Rn, onde 

se pretende separar tais pontos por um plano dimensional (n-1) ou também chamado de 

classificador linear. Existem diferentes tipos de hiperplanos para classificar dados e o 

mais adequado deles é aquele que representa a melhor separação ou margem, entre as 

duas classes (quanto maior a margem, menor o erro de generalização do classificador). 

Os padrões de treinamento, conhecidos como vetores de suporte, carregam as 

informações relevantes para os problemas de classificação [103]. A representação do 

algoritmo SVM pode ser vista na Figura 18.  

 

f 

Figura 18. Representação do algoritmo SVM que encontra o hiperplano que maximiza a maior distância 

mínima entre os vetores de apoio. Retirada de [104]. 
 

O SVM utiliza funções de Kernel para a classificação de dados não linearmente 

separáveis, que tem como ideia a utilização destas funções predefinidas em um novo 

espaço de dimensão superior, onde um separador linear seria capaz de discriminar entre 

as diferentes classes, conforme Equação 40 [101]. 

 

𝐾 (𝑥𝑖, 𝑥𝑗) =  Φ(𝑥𝑖). Φ(𝑥𝑗)  (Equação 39) 
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Essa equação tem como vantagem a representação de espaços abstratos por meio 

de cálculos simples. Ainda neste contexto, de forma resumida, quando as condições do 

teorema de Mercer é satisfeito por Kernel são criadas matrizes positivas semi-definidas 

K, podendo ser expandido como uma série de produtos de funções normais, em que cada 

elemento Kij é definido por Kij = K(xi , xj ), para todo i, j = 1, . . . , n [101][105]. 

Na análise discriminante (DA), um grupo de amostras pode ser classificado 

segundo a possibilidade do mesmo se encaixar em uma das classes possíveis. Assim, a 

análise por SVM-DA sugere o grau de semelhança entre o conjunto de amostras e as 

classes indicadas no processo de treinamento, para realizar a separação das amostras na 

etapa de validação. 

Em problemas lineares, o PLS-DA pode fornecer modelos muito eficientes e 

robustos. No entanto, na presença de um problema não linear, o SVM-DA tem mostrado 

melhores resultados superiores em várias aplicações. Resumidamente, para problemas de 

discriminação, seu método também fornece uma separação binária entre duas classes, 

resolvendo um problema de programação quadrática, usando um espaço de características 

induzido pela função kernel, levando a modelos globais que muitas vezes de solução 

única. A escolha da função do kernel dependerá de cada caso. No entanto, a função do 

kernel mais utilizada é a função de base radial (RBF). Mais detalhes dos algoritmos PLS-

DA e SVM-DA podem ser obtidos em referências específicas [106][107][108][109] 

[110][111][112][113]. 

 

4.4. Síntese de Nanopartículas Metálicas 

4.4.1  Síntese Fotoquímica de Nanopartículas de Ouro 

Dentre as metodologias mais utilizadas na formação de nanopartículas metálicas, 

o uso de rotas fotoquímicas tem ganhado destaque, em especial pelos métodos 

convencionais apresentarem algumas desvantagens como a toxicidade de agentes 

redutores, elevado custo e formação de resíduos [114]. A Figura 19, apresenta um 

esquema da síntese fotoquímica de nanopartículas.  
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Figura 19.  Representação esquemática da síntese fotoquímica de nanopartículas. 

 

No campo da química coloidal, o uso da luz aparece como uma ferramenta 

poderosa para o controle do tamanho, formato e composição de nanopartículas. Trazendo 

ainda como vantagens a redução de custos, a maior homogeneidade do agente redutor e 

controle da redução do íon metálico pelas variações no comprimento de onda ou do tempo 

de exposição à radiação [114] .  

A fraca fotoestabilidade de complexos de metais de transição sob luz UV induz 

uma dissociação gradual dos íons metálicos do complexo para produzir aglomerados 

metálicos estáveis ou coloides. A irradiação do AuCl4
- induz a fotólise do complexo para  

produzir Au0, conforme demostrado na Figura 20 [114]. 

 

 

Figura 20. Representação da fotólise do ácido tetracloriarico por radiação UV  que leva à formação de 

núcleos metálicos e ao crescimento adicional das partículas. Retirado de [114]. 
 

4.4.2  Poli(etileno imina) (PEI) 

Polímeros são utilizados para estabilizar sistemas coloidais e, além disso, 

imprimem outras vantagens como a proteção da superfície de nanopartículas metálicas 

contra o meio atmosférico e outros agentes desestabilizadores; promovem atração ou 

repulsão com moléculas específicas e permite a transmissão da luz na dispersão coloidal. 

PEI é um dos polímeros empregados para essa finalidade. São encontrados dois 

tipos de arranjo para esse material: linear e ramificado. Neste trabalho foi utilizada a 

forma ramificada e de baixo peso molecular, representado pela Figura 21 [115]. 
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Figura 21. Estrutura do PEI. Retirado de [115]. 

 

PEI é flexível e muito hidrofílica, sendo sua estrutura constituída de 25% de 

aminas primárias (pKa – 4,5), 50% de iminas secundárias (pKa = 6,7) e 25% de iminas 

terciárias (pKa = 11,6). Em ambientes cujo pH = 7 o PEI se comporta como um 

polieletrólito, enquanto que, para ambientes com pH < 5, a molécula se apresenta 

protonada. Dentre as aplicações desse polímero na sua forma ramificada, destacam-se a 

formulação de espessantes, agentes floculantes e adesivos [115]. 

 

4.4.3  Oxido de Grafeno 

A descoberta do grafeno rendeu o prêmio Nobel de Física de 2010 aos 

pesquisadores da Universidade de Manchester envolvidos neste estudo, e é considerada 

uma das maiores realizações cientificas do século XXI. Sua estrutura é representada por 

uma camada monoatômica de carbonos com hibridização sp2, o que permite a cada um 

desses átomos possuir um elétron delocalizado no orbital pz. Desta forma, esse material 

possui propriedades particulares como condutividade elétrica (que não é alta, mas é 

bipolar, ou seja, conduz elétrons e lacunas), térmica, transparência óptica, resistência 

mecânica, flexibilidade e elevada área superficial [116]. 

Sua estrutura modificada na forma de óxido de grafeno (GO) tem despertado 

grande interesse por apresentar algumas vantagens em relação a sua forma pura, como 

solubilidade em solventes comuns (ex: água), o que facilita processos de funcionalização 

e de deposição de filmes a custos reduzidos. E ainda, os grupos introduzidos na oxidação  

por meio de interações das ligações π incorporando grupos funcionais como carbonilas 

(C=O) carboxilas (COOH), epóxidos (C-O-C) e hidroxilas (C-OH) promovem a repulsão 
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eletrostática entres as folhas de GO o que implica numa baixa aglomeração das folhas e 

aprimoram a estabilidade dos colóides [116] [117]. 

A estrutura do GO depende da rota sintética e do grau de oxidação sofrido pelo 

material. Com relação a rota sintética, existe uma variedade de formas de se obter o óxido 

de grafeno. A rota de síntese mais conhecida é a proposta por Hummers e Offeman que 

consiste na oxidação dos flocos de grafite utilizando permanganato de potássio e ácido 

sulfúrico concentrado. O produto da reação entre o permanganato de potássio e o ácido 

sulfúrico, que consiste uma etapa primária, é a formação da espécie ativa heptóxido de 

dimanganês (Mn2O7), conforme apresentado nas equações das reações 41 e 42 

[116][117].  

𝐾𝑀𝑛𝑂4 + 3 𝐻2𝑆𝑂4 → 𝐾+ + 𝑀𝑛𝑂3
+ + 𝐻3𝑂+ + 3 𝐻𝑆𝑂4

−   (Equação 40) 

𝑀𝑛𝑂3
+ + 𝑀𝑛𝑂4

− → 𝑀𝑛2𝑂7       (Equação 41) 

O heptóxido de dimanganês exerce a função de agente oxidante das folhas de 

grafite e, por meio de uma oxidação seletiva, que atacam as duplas ligações aromáticas, 

promovem alterações na estrutura do grafite e no mecanismo de oxidação. A propriedade 

de oxidação seletiva do Mn2O7 foi demonstrada por Tromel e Russ. O material oxidado 

é submetido ao processo de sonificação para possibilitar a esfoliação mecânica, separando 

fisicamente as folhas de óxido de grafite e dando origem ao óxido de grafeno [116][117]. 

As estruturas propostas para o GO são amorfas e não apresentam estequiometria 

bem definida. Além disso, o material possui propriedade hidrofílica sendo solúvel em 

solventes polares. Isso pode ser explicado pela distribuição dos grupos oxigenados ao 

longo da folha. O modelo mais usual de representação do GO na literatura foi proposto 

por Lerf e Klinowski e pode ser observado na Figura 22 [118]. 
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Figura 22. Representação da estrutura de GO proposta por Lerf e Knowski. Na imagem acima, em duas 

dimensões, observa-se a presença de grupos de carboxila nas extremidades da estrutura, enquanto que, 

na imagem inferior, em três dimensões, é observada a presença de grupos oxigenados ao longo da 

estrutura [118].  

 

4.4.4  Nanobastões de Ouro (AuNBs) 

As propriedades óticas de uma NP metálica estão relacionadas ao seu tamanho, 

forma e interação inter-partículas, possibilitando sua aplicação em diferentes regiões 

espectrais. Os AuNBs podem ser obtidos por uma variedade de rotas sintéticas de fácil 

execução. Ressalta-se então, que as propriedades plasmônicas dos NBs são diferentes das 

apresentadas por nanopartículas esféricas, com destaque à LSPR, que são modos 

eletromagnéticos associados as oscilações da nuvem eletrônica da região adjacente à 

superfície da nanopartícula. Na excitação ressonante, ocorre uma concentração do campo 

elétrico nessa região [119]. Nos AuNBs, esse fenômeno intensifica o campo elétrico em 

seu entorno. Desta forma, quando excitadas por uma radiação ressonante, três fenômenos 

são observados  [119]:  
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1- Pares elétron-buraco são gerados 

2- Termonização e emissão de fótons 

3- Espalhamento da luz incidente 

 Esses processos foto-físicos podem ser observados na Figura 23 que compara os 

espectros de absorção UV-Vis de nanopartículas esféricas e bastões de Au. Nessa faixa 

de radiação ocorre uma excitação do modo de ressonância do plasmon longitudinal 

promovendo absorção e espalhamento da luz. A absorção ocorre por meio da oscilação 

da nuvem eletrônica na direção longitudinal e transversal. A depender de como a radiação 

incide na nanopartícula, em função do seu comprimento/largura, pode ocorrer uma 

variação da quantidade de radiação absorvida, que por sua vez, confere a esse tipo de 

nanomaterial diferentes propriedades ópticas. O comprimento de onda do plasmon 

longitudinal dos AuNBs é muito sensível ao meio dielétrico, possibilitando utilizá-los 

como sondas em biosensores [120].  

O forte campo elétrico gerado ao redor dos AuNBs na condição de ressonância, 

lhes conferem um comportamento condizente ao de “nanoantenas”, amplificando o 

campo eletromagnético ao redor da superfície. Esse comportamento contribui fortemente 

para o efeito SERS.  Alguns estudos têm abordado esse comportamento aplicado ao 

SERS, especialmente por conta desta intensificação que é provocada pela curvatura do 

material [121]. No estudo realizado por Zuloaga e colaboradores foi observado que as 

curvas de absorção ópticas exibem diferentes regiões plasmônicas  dependendo da 

direção longitudinal ou transversal, sendo mais intensa nas extremidades, onde a 

curvatura é maior [122]. Outro estudo demonstra um efeito SERS com maior intensidade 

observado em AuNBs quando comparado com AuNPs esféricas. De acordo com os 

autores desse trabalho, esse fenômeno é ocasionado pela excitação parcial da banda de 

plasmon de superfície do eixo longitudinal e também pela contribuição do efeito químico 

devido as fortes ligações do adsorbato na face {110} [123]. 
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Figura 23– Espectros de absorção UV-Vis-NIR de suspensões de AuNPs e AuNRs com as bandas de 

absorção relacionadas ao plasmon de superfície transversal e ao plasmon de superfície longitudinal. 

Retirado de [124]. 

 

O espectro de absorção é alterado de acordo com as diferentes morfologias das 

nanopartículas. Enquanto no espectro de nanopartículas esféricas se observa apenas um 

pico de absorção (AuNPs ca. 520nm), que por serem simétricas o elétron se restringe uma 

direção preferencial de movimento, os AuNBs, apresentam duas bandas de absorção,  um 

atribuído à oscilação coletiva dos elétrons nas extremidades dos nanobastões e outra 

banda mais intensa, devido à ressonância de plasmon ao longo do comprimento dos 

nanobastões [121] [125].  

A transição referente ao plasmon de superfície transversal (LSPRT) ocorre no 

mesmo comprimento de onda que em partículas esféricas, enquanto a transição 

longitudinal (LSPRL)  sofre um deslocamento para a região do infravermelho próximo, 

que escala com a razão de aspecto (AR) (razão entre o comprimento e o diâmetro da 

nanopartícula) das AuNBs, conforme observado na Figura 24 [126].  
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Figura 24. Variação do comprimento de onda de absorção de acordo com a AR dos AuNBs. Retirado de 

[126]. 

 

De modo geral, quanto à sua estrutura cristalográfica, os AuNBs, apresentam uma 

superfície fechada pelos planos {100}, {110} e {001}, como pode ser observado na 

Figura 25. [127] .  

 

 

 
 
 

 
 
 
 

 

Figura 25. Imagem TEM de um AuNB orientado ao longo da direção [001], exibindo os planos 

cristalinos {100}, {111} e {110} do bastão (a) (retirado de [127]) e uma representação esquemática da 

do crescimento de um AuNB na direção axial [001] (b). 

 

 

Essa estrutura é formada quando os íos Au3+ são reduzidos preferencialmente nas 

faces {001} na fase de nucleação e as faces {110} são adsorvidas por moléculas de 

CTAB, estabilizando-as e promovendo um crescimento na direção axial [001].  

(a) (b) 
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Diversos mecanismos foram propostos para síntese de AuNBs. Estudos apontam 

que a presença do sal de prata é fundamental para a formação dos nanobastões, 

especialmente, em processos fotoquímicos. Conforme pode ser observado na Figura 26, 

a redução de sais de ouro e de prata na presença de CTAB produz as nanopartículas 

metálicas de ouro e de prata, respectivamente.  Ahmed e colaboradores propuseram que 

as nanopartículas de prata interagem com a estrutura micelar do CTAB, formando um 

molde para o crescimento dos AuNBs [120]. No estudo de Abdelrasoul e colaboradores 

foi utilizado ainda a acetona e o ácido ascórbico com a finalidade de promover a redução 

do íon de ouro para Au+1 e a formação de um complexo com o metal, respectivamente. 

Por fim, ao inserir a radiação UV, o íon Au+1 é reduzido para Au0 [114] [128]. 

 

 

Figura 26. Representação esquemática da formação de AuNBs. Adaptado de [120]. 

 

5. Materiais e Métodos 

5.1. Comitê de ética 

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa Humana da Faculdade 

de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (FS/UnB), sob o número 

42304220.0.0000.0030 de acordo com a resolução 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde (CNS). 

Nucleação 
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5.2. Materiais e Reagentes utilizados 

- Acetona P.A. (Sigma Aldrich); 

- Ácido ascórbico (C6H8O6 99,0% - VETEC); 

- Ácido clorídrico (HCl 36% - VETEC ); 

- Ácido nítrico ( HNO3 65% - Hexis). 

- Ácido sulfúrico concentrado (H2SO4 96% v/v – Vetec); 

- Ácido tetracloroáurico(III) tri-hidratado (HAuCl₄.3 H₂O 99% - Sigma Aldrich); 

- Água ultrapura (tipo I); 

- Brometo de hexadeciltrimetilamônio (CTAB- Merck ); 

- Cicloexano P.A. (Sigma Aldrich);  

- Cocaína na forma cloridrato (Amostra apreendida cedida pela PF, com teor de pureza 

calculado pela central analítica da UnB de 88,27%); 

- Eletrodo NiTSPc (Sigma Aldrich); 

- Flakes de grafeno (>100 mesh - Sigma Aldrich); 

- Hidróxido de amônio (NH4OH 30% v/v – Vetec); 

- Isopropoxido de titânio (IV) (Ti[OCH(CH₃)₂]₄ 97%- Sigma Aldrich); 

- Lâminas de alumínio de dimensão 25x25mm; 

- Lâminas de vidro para microscópio; 

- Nitrato de prata (AgNO3 – FMaia); 

- Nitrato de sódio (NaNO3 99,0% - VETEC); 

- Papel alumínio; 

- Permanganato de potássio (KMnO4 99,0% - VETEC); 

- Peróxido de hidrogênio (H2O2 35% v/v – Dinâmica); 

- Pó preto revelador de impressões digitais (SIRCHIE); 

- Hidrocloreto de poli(dialil dimetilamônio) (PDAC, Mw 450 000 g/mol – Sigma 

Aldrich); 

- Poli(estireno sulfonato de sódio) ( PSS , MM 70.000 g/mol - Sigma Aldrich); 

- Poli(etilenoimina) ramificada (PEI, Mn 60.000 g mol-1); 

- Rodamina 6G  (C28H31N2O3Cl – Sigma/Aldrich) 

 

 

 



62 
 

5.3. Procedimento de limpeza  

Antes do uso, todas as vidrarias foram limpas de forma cuidadosa com soluções 

piranha. Primeiro foi utilizada solução alcalina (70% v/v NH4OH / 30% v/v H2O2), por 

20 min. Depois, solução ácida (70% v/v H2SO4 concentrado / 30% v/v de H2O2) também 

por 20 min, em seguida enxagues com água destilada, seguido de água ultrapura Milli-Q. 

Para a limpeza das lâminas de alumínio, o tempo de imersão na solução ácida foi reduzido 

para 10 minutos para evitar a formação de óxido de alumínio, o que prejudicaria a 

utilização destas lâminas, além da reação ser exotérmica. 

 

5.4. Substratos SERS ativos 

5.4.1. Síntese fotoquímica de nanopartículas de ouro estabilizadas com PEI 

(AuNPs/PEI) 

Para a realização da síntese, conforme metodologia publicada previamente [132], 

20 mL de uma mistura reacional com razão molar [PEI/Au] = 10:1 foi preparada em um 

béquer de 25 mL e depois exposta à radiação UV (254 nm, 16 W, Osram) fornecida por 

uma câmara de reação construída em laboratório, conforme fotografia apresentada na 

Figura 27 [129]. 

 

 

Figura 27. Imagem da câmara de reação com fonte de radiação UV com comprimento de 

onda em 254 nm e 16W. 

 

O mecanismo de reação é proposto por Teixeira e colaboradores [129]. Os grupos 

doadores de e-, (aminas) no PEI, participam do processo de nucleação das espécies 

excitadas pela absorção dos fótons da luz UV do ácido cloroáurico [Au+3Cl-4 ]. Os fótons 

incidentes reduzem as espécies de ouro, de Au+3 para Au+2, que é instável que, por sua 
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vez, reduz para Au+. Uma vez que o meio contém elétrons livres, a espécie Au+ adquire 

um elétron reduzindo a Au0 . Na reação PEI – HAuCl4, o PEI se comporta como uma base 

de Lewis.    

  

𝐻𝐴𝑢𝐶𝑙 + 𝑃𝐸𝐼 → 𝑃𝐸𝐼 − 𝐻+ : 𝐴𝑢𝐶𝑙4
−  (Equação 42) 

 

𝐴𝑢+3𝐶𝑙4     
−

ℎν
→ [ 𝐴𝑢+3𝐶𝑙4     

− ] +   (Equação 43) 
 

𝐴𝑢+𝑚
ℎν
→ 𝐴𝑢0 (𝑚 = 3, 2, 1)       (Equação 44) 

                  PEI 
 

𝑛𝐴𝑢0  → (𝐴𝑢0)𝑛                                           (Equação 45) 

 

5.4.2. Síntese fotoquímica de nanopartículas de ouro estabilizadas com óxido de 

grafeno funcionalizado com poli(etileno imina) - (AuNPs/GO-PEI) 

Esta síntese foi adaptada da metodologia publicada por Teixeira e colaboradores, 

para AuNPs/PEI [129]. A síntese das AuNPs utilizou como agente estabilizador o 

nanocompósito formado por óxido de grafeno funcionalizado com poli(etileno imina) 

(GO-PEI 0,045 g/L), fornecido pelo Laboratório de Pesquisa em Polímeros e 

Nanomateriais do Instituto de Química, da Universidade de Brasília. Para a realização da 

síntese, 5 mL de solução aquosa de GO-PEI foram adicionados em um béquer. 

Adicionou-se 0,5 mL de HAuCl4.3H2O (3 g/L) e o volume foi completado para 20 mL 

com água ultra pura. A mistura foi submetida ao sonicador por cerca de 3 minutos e 

exposta à radiação UV (254 nm, 16 W) por 30 minutos, na mesma câmara representada 

na Figura 28.  

 

5.4.3. Síntese fotoquímica de nanobastões de ouro estabilizados com brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (AuNBs) 

Esta síntese foi realizada baseada em metodologia publicada por Abdelrasoul e 

colaboradores [128]. Em um béquer de 25 mL foram adicionados 7,2 mL de solução de 

CTAB (2,4 × 10-4 g/L); 2,0 mL de HAuCl4 (3 g/L); 178 µL de AgNO3, (2 g/L); 195 µL 

de acetona;  135 µL de ciclohexano e 80 µL de ácido ascórbico (0,1 g/L). Após adição do 

de ácido ascórbico, a cor da solução mudou de laranja escuro para incolor, indicando a 

redução Au3+ →Au1+. A mistura reacional foi irradiada por 1h na câmara apresentada na 

Figura 28. Após a síntese, o produto obtido foi purificado após ciclos sucessivos de 

lavagem com água ultrapura e centrifugação a 10000 rpm por 20 min. Os produtos obtidos 
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foram ressuspensos em água ultrapura e denominados NB1, NB2 e NB3, de acordo com 

o número de ciclos de purificação. O NB3 foi submetido a uma centrifugação adicional a 

5000 rpm por 20 minutos sendo, em seguida, descartado o corpo de fundo, no intuito de 

deixar a amostra mais homogênea, e foi completado com água ultrapura até o volume de 

3 mL. O produto deste último procedimento foi denominado NB4. 

 

5.4.4. Preparação das amostras para SERS 

A atividade SERS de um substrato pode ser avaliada por diversas substâncias, 

sendo a R6G uma das mais utilizadas [130]. Assim, essa substância foi selecionada para 

confirmar a eficácia dos substratos desenvolvidos neste trabalho. Para isso, foram 

preparadas soluções de R6G a concentrações de 1×10-6 a 3×10-12 mol/L. 

` Para os testes com a R6G, uma gota de solução do corante (15 µL) de cada 

concentração foi depositada em lâminas de alumínio de 25 × 25 mm. Após a secagem da 

R6G (24 horas), foi gotejado 15 µL do substrato SERS sobre cada gota de R6G seca. Em 

seguida, aguardou-se 24h para secagem. Nos testes com os substratos SERS AuNP/PEI e 

AuNPs/GO-PEI para a R6G, foram gotejadas de 1 a 5 gotas do substrato nas lâminas, 

sendo obedecido um intervalo de 24h entre cada gota depositada. 

Para os testes com COC, foram preparadas soluções aquosas com concentrações 

variando entre 5×10-2M a 1×10-9 mol/L. As amostras para os testes SERS foram 

preparadas da seguinte forma: 15 µL da solução da droga foi misturada a 15 µL do 

substrato SERS (AuNBs) em um eppendorf de 2,5 mL. Em seguida 30 µL da mistura foi 

gotejada sobre uma lâmina de alumínio. Então, aguardou-se 24h para secagem. 

 

5.4.5. Coleta das impressões digitais e contaminação com COC 

Foram adquiridas impressões digitais de 1 homem e de 1 mulher. Os doadores 

seguiram com a lavagem das mãos com sabonete líquido neutro (o mesmo sabão para os 

dois doadores), como procedimento prévio à coleta.  Em seguida, esperou-se 10 minutos 

para a secagem das mãos a temperatura ambiente, sem que tocassem em nada. Os 

indivíduos então, foram orientados a pressionar o dedo polegar direito sobre a testa 

visando simular a oleosidade natural dos dedos. Então, cada voluntário pressionou o dedo 

polegar direito sobre 30 µL de uma solução de COC depositada em uma lâmina de vidro. 

Para o experimento, foram utilizadas 30 µL de soluções em diferentes concentrações de 

COC (5×10-2 a 6×10-4 mol/L). Esperou-se 10 minutos para que o dedo contaminado 

secasse a temperatura ambiente e sem tocar em nada.  Por fim, pressionou-se o dedo 
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contaminado em uma lâmina de alumínio de tamanho 25 × 25mm e foram realizadas as 

medidas SERS utilizando as AuNBs como substrato SERS ativo. 

Para fins de comparação, foram realizadas medidas das impressões digitais sem a 

droga, após as fases de lavagem das mãos, secagem e a pressão do dedo sobre testa, e 

também utilizando o substrato SERS ativo AuNBs nessas impressões sem contaminação. 

 

5.4.6. Instrumentação 

As medidas SERS foram obtidas em um sistema Raman InVia (Renishaw), com 

um detector CCD e uma rede de difração de 1200 linhas/mm. Um microscópio Leica com 

objetiva de 50× foi utilizado para focalizar o feixe da radiação laser na amostra e coletar 

a radiação espalhada. A resolução espectral nominal foi 6 cm-1. O laser de excitação 

utilizado foi o de HeNe (Renishaw) com emissão em 632,8 nm. Os números de onda 

foram calibrados utilizando uma pastilha de Si. Foram utilizadas as potências de laser 

correspondentes a 10% (para medidas das matrizes aquosas nas lâminas) do laser 

(potência nominal de 30 mW), de acordo com a objetiva utilizada (50×) e 10% (para 

medidas das impressões digitais aplicadas nas lâminas) do laser com um tempo de 

integração de 3 s, 

As medidas Raman das amostras (substratos SERS-ativos) foram realizadas na 

faixa espectral de 100 a 1800 cm-1 utilizando o procedimento de mapeamento superficial 

de modo a se registrar um total de 100 espectros por medida utilizando a função mapping 

do equipamento. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas. Os 100 espectros 

foram adquiridos em intervalos de 2 μm, resultando em uma área varrida de 20 × 20 μm 

para a objetiva de 50×.  

Os espectros na região do UV-Vis (200 a 800 nm) foram adquiridos em um 

espectrofotômetro UV-Vis 2450 (Shimadzu), utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm 

de caminho óptico.  

As micrografias foram adquiridas utilizando um microscópio eletrônico de 

transmissão (MET), JEM-2100 (Jeol),  operando em 200 kV e as medidas de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e de (EDS) foram realizadas em um MEV JSM – 6610, 

equipado com EDS, no laboratório multiusuário de microscopia de alta resolução da 

Universidade Federal de Goiás. 

Os equipamentos de espectroscopia Raman, FTIR e UV/Vis encontram-se 

alocados nos Laboratórios de Materiais e Combustíveis do Instituto de Química e 

Laboratório de Espectroscopia Óptica do Instituto de Física da Universidade de Brasília. 
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5.5. Determinação do sexo  

5.5.1. Coleta das impressões digitais e aquisição de dados para classificação do sexo 

Foram adquiridas impressões digitais de 21 homens e 21 mulheres. Os doadores 

foram selecionados de modo a considerar variação no gênero, idade e cor da pele (25-65 

anos, 34 de cor de pele branca e 8 de pele negra). O detalhamento do perfil dos voluntários 

pode ser encontrado na Tabela 5. As coletas foram realizadas em dias diferentes. Para 

cada amostra foi considerado como D0 a data da coleta, D7 o prazo de sete dias após a 

coleta e D30, 30 dias após a coleta. 

Para estudar a influência da luz nas amostras foram coletadas duas impressões 

digitais de cada voluntário, totalizando 84 amostras, sendo que um grupo foi armazenado 

a luz ambiente e o outro no escuro.  
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Tabela 5. Perfil dos voluntários  
Voluntario Gênero Idade Cor da pele 

1 Feminino 29 Branca 

2 Feminino 34 Branca 

3 Feminino 47 Branca 

4 Feminino 43 Branca 

5 Feminino 42 Branca 

6 Feminino 64 Branca 

7 Feminino 32 Branca 

8 Feminino 53 Branca 

9 Feminino 40 Branca 

10 Feminino 42 Branca 

11 Feminino 40 Branca 

12 Feminino 59 Branca 

13 Feminino 32 Branca 

14 Feminino 29 Branca 

15 Feminino 46 Negra 

16 Feminino 41 Branca 

17 Feminino 33 Branca 

18 Feminino 45 Negra 

19 Feminino 42 Branca 

20 Feminino 39 Negra 

21 Feminino 65 Negra 

22 Masculino 49 Branca 

23 Masculino 53 Branca 

24 Masculino 35 Branca 

25 Masculino 28 Branca 

26 Masculino 25 Branca 

27 Masculino 43 Branca 

28 Masculino 41 Branca 

29 Masculino 39 Branca 

30 Masculino 65 Branca 

31 Masculino 44 Branca 

32 Masculino 41 Branca 

33 Masculino 58 Branca 

34 Masculino 31 Branca 

35 Masculino 45 Branca 

36 Masculino 56 Branca 

37 Masculino 42 Branca 

38 Masculino 39 Branca 

39 Masculino 48 Branca 

40 Masculino 43 Branca 

41 Masculino 44 Branca 

42 Masculino 29 Branca 

 

Foi solicitado aos doadores que não usassem cosméticos 24 horas antes da coleta. 

Cada indivíduo lavou as mãos com sabão neutro, deixando-as secar por 10 minutos para 

realizar a coleta da impressão digital. O mesmo sabão foi usado para todos os doadores. 

As impressões digitais foram coletadas por um papiloscopista da Polícia Federal em uma 

lâmina de vidro de 25 x 25 mm, revestida com papel alumínio. Não foi realizado pré-

tratamento das amostras.  
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Após as medições de D0, as amostras foram divididas em dois grupos, sendo cada 

um submetido a duas condições diferentes: escuro (E) e claro (C). Os espectros Raman e 

FTIR foram obtidos no dia da coleta (D0), após 7 (D7) e 30 (D30) dias.  

 

5.5.2. Obtenção dos Espectros Raman 

A análise de microspectroscopia Raman de amostras de impressões digitais 

masculinas e femininas foi realizada utilizando-se um Labram HR Evolution (HORIBA 

Scientific, Palaiseau, França) equipado com uma grade de 1800 linhas/mm e detector 

CCD. As medições foram realizadas com uma fonte de excitação a laser de 532 nm 

(10mW) focada nas amostras por um microscópio OLYMPUS com um objetiva de 50x. 

A resolução espectral nominal foi 1 cm-1. 

Três espectros Raman foram obtidos em três pontos diferentes (gota ou material 

oleoso) de cada uma das amostras. Assim, foram realizadas 126 medidas de homens e 

126 de mulheres. Em cada ponto obteve-se três acumulações, com 20 segundos cada. 

Utilizou-se a faixa de 800-1800 cm-1 para aquisição dos espectros. Um filtro local foi 

usado para remover picos de intensidade decorrentes de eventos de raios cósmicos 

(LabSpec® -Horiba Jovin Yvon). Para tratamento dos dados foi utilizado um computador 

pessoal com processador Intel inside core i7de 8GHz. 

Considerando a variação entre as regiões na impressão digital e o número de 

doadores, a fim de aumentar a representatividade do conjunto de dados cada espectro da 

amostra, foi considerado para as análises e para o resultado do modelo de discriminação 

a maioria das réplicas da amostra.  

 

5.5.3. Obtenção dos Espectros FTIR 

As medidas de FTIR foram realizadas no equipamento Bruker Vertex 70 usando 

o método de reflectância, com ângulo de 40º, sendo medidos três espectros em cada 

amostra em pontos distintos, com 64 segundos e 64 varreduras, na região espectral de 400 

à 4000 cm-1. Assim, foram obtidas 126 medidas de homens e 126 de mulheres. A 

resolução espectral nominal foi 4 cm-1 

 

5.5.4. Análises quimiométricas 

As análises quimiómétricas: PCA, PLS-DA e  SVM-DA foram realizadas usando 

as funções correspondentes do PLS-toolbox (versão8.81,  Eigenvector, Wenatchee, WA) 

e MATLAB R2020b (The Mathworks Inc., Natick, MA) [37].  
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5.5.4.1.  Obtenção dos modelos quimiométricos - Raman 

 Inicialmente, todos os espectros do mesmo gênero de D0 foram analisados 

utilizando-se a PCA para detectar e excluir medidas discrepantes (outliers) com base nos 

resíduos de Hotelling T2 e Q, sendo considerados os escores das três primeiras 

componentes principais, com o intervalo de confiança de 99%. Após esta etapa, os 

espectros remanescentes de ambos os sexos foram  reunidos em uma mesma matriz e 

separados em grupo de treinamento e de teste, pelo  algoritmo Kennard-Stone, disponível 

no pacote PLS-Toolbox, no qual foram selecionados 34% dos voluntários para conjunto 

de testes e 66% para o  conjunto de treinamento. O grupo de treinamento de D0, composto 

por 138 espectros, foi utilizado para obtenção dos modelos PLS-DA e SVM-DA . Outros 

64 espectros de D0, pertencentes a amostras diferentes das selecionadas para treinamento, 

foram utilizadas para o teste. Todos os espectros medidos em D7 e D30 (escuro (D) e 

claro (L)) foram utilizados para conjunto de dados de validação (126 e 117, 

respectivamente).   

A composição dos conjuntos de teste é mostrada na Tabela 10, onde TS0 

corresponde ao grupo de teste dos espectros medidos no D0; TS7L ao grupo de teste dos 

espectros medidos no D7L; TS7D ao grupo de teste dos espectros medidos no D7D; 

TS30L ao grupo de teste dos espectros medidos no D30L e TS30D ao grupo de teste dos 

espectros medidos no D30D. 

 

Tabela 6. Número de homens e mulheres por dia nos grupos de teste D0, D7 e D30. 
Grupo de teste Número de espectros de cada gênero nos grupos 

de teste  

TS0 32 femininos e 32 masculinos do D0 

TS7L 63 femininos e 63 masculinos do D7 Luz 

TS7D 63 femininos e 63 masculinos do D7 Escuro 

TS30L 57 femininos e 60 masculinos do D30 Luz 

TS30D 57 femininos e 60 masculinos do D30 Escuro 

 

O pré-processamento é um passo particularmente importante na análise 

multivariada. Assim, o pré-processamento dos espectros foi realizado antes da construção 

dos modelos. Foram avaliados diversos métodos de pré-processamento, como derivadas, 

suavização, normalização e centragem na média para remover variações sistemáticas 

indesejáveis nos dados e encontrar modelos de discriminação com melhor desempenho.  

A escolha do melhor pré-processamento foi feita com base no RMSECV. O pré-

processamento selecionado foi: Absolute Value, Baseline (Automatic Weighted Least 

Squares, order = 5), Normalize (1-Norm, Area = 1), Smoothing (order: 0, window: 15 pt, 
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tails: polyinterp) e Mean Center. O pré-processamento baseline foi usado para remover 

o fundo  de fluorescência dos espectros que, por sua vez foram normalizados pela área 

para minimizar as diferenças de escala decorrentes de efeitos de espalhamento. O pré-

processamento smoothing foi usado para reduzir o ruído [131]. O pré-processamento do 

Mean Center foi usado para mover a origem do sistema de coordenadas para coincidir 

com o ponto médio. 

O desempenho dos modelos PLS-DA e SVM-DA foi avaliado em termos das 

figuras de mérito sensibilidade, especificidade, taxa de erros falso negativo, falso positivo 

e taxa de eficiência [110] [132]. 

Foram obtidos modelos de calibração dos espectros Raman médios, a partir de 

cada grupo amostral conforme descrito a seguir. Foram considerados as amostras obtidas 

dos 42 voluntários, nas diferentes condições de tempo (D0, D7 e D30) e de 

armazenamento (claro e escuro), totalizando 252 medidas. 

Para a melhor comparação dos resultados, foram utilizados os mesmos pre-

processamentos e regiões espectrais dos modelo PLS-DA e SVM-DA avaliados na seção 

7.1.1. 

Neste caso a exclusão dos outliers foi realizada no modelo PLS-DA, a partir do 

modo de validação cruzada, obtido considerando todos as médias dos espectros. Assim, 

com a exclusão dos outliers, o conjunto de treinamento utilizado para a construção de 

modelos foi composto por 162 espectros e o grupo de teste por 62 espectros (total: 224). 

Cabe ressaltar que as amostras do mesmo indivíduo ou compunham o grupo de teste ou 

de treinamento. 

 

5.5.4.2.  Obtenção dos modelos quimiométricos - FTIR 

Devido a problemas observados em alguns espectros causados pela aquisição 

espectral, um total de 246 amostras foram utilizadas das 252 amostras padrão. 

As médias dos espectros para ambos os sexos, considerando D0, D7 e D30, foram 

incluídos na mesma matriz e, por meio da modelagem de PCA, foi realizada a 

identificação e exclusão dos outliers, com base nos resíduos de T2 Hoteling e Q, 

utilizando validação cruzada e considerando o intervalo de confiança de 99%.  

O conjunto de treinamento utilizado para a construção do modelo após a exclusão 

dos outliers foi composto por 157 espectros femininos e masculinos, enquanto 62 

espectros foram usados para o conjunto de testes. O algoritmo Kennard-Stone foi 

utilizado na seleção dos espectros, sendo 2/3 das amostras para o conjunto de treinamento, 
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enquanto o restante (1/3) foi usado para o conjunto de teste, conforme as configurações 

padrão do PLS-Toolbox e estudos anteriores [133]. 

O pré-processamento espectral foi realizado antes da discriminação por PLS-DA. 

Foram avaliados diversos métodos de pré-processamento, como derivação, suavização, 

normalização e centralização na média, buscando obter o melhor desempenho com a 

ferramenta otimizador de modelos, disponível na Caixa de Ferramentas PLS 16. A 

escolha do método de pré-processamento foi feita com base no RMSECV.  
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6. Resultados e discussão  

6.1. Detecção de substâncias exógenas em impressões digitais 

6.1.1. Caracterização da cocaína  

O espectro Raman da amostra de cristais de cloridrato de COC apresentado na 

Figura 28 foi obtido com uma fonte de excitação em 785 nm e também utilizando a função 

de modo extendido do equipamento. Dentre as bandas características da COC, destaca-se 

a banda mais intensa próxima a 1004 cm-1. 

 

Figura 28. Espectro Raman da amostra de cristais de cloridrato de COC obtido com uma fonte de 

excitação em 785 nm e também utilizando a função de modo extendido do equipamento. 

 

A Tabela 6 apresenta as atribuições dos possíveis modos vibracionais para a 

molécula de COC, conforme indicado na Figura 28 [134].  
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Tabela 7. Principais atribuições vibracionais para a molécula de COC [134]. 

 ̅/cm-1 Atribuição vibracional tentativa 

848,874,898 C-C  (estiramento do anel tropano) 

1004 Modo de respiração do anel aromático (estiramento simétrico) 

1026 Anel aromático (estiramento assimétrico) 

1462 CH3 (deformação assimétrica) 

1601 C=C  (estiramento do anel aromático) 

1716 C=O   (estiramento simétrico da carbonila) 

 

O espectro de absorção no UV-Vis de uma solução de 1,0×10-7 M de COC é 

apresentado na Figura 29, com máximo de absorção em 274 nm, consoante com o estudo 

de Muhtadi e Al-Badr, que atribui o máximo de absorção da COC na região entre 233 a 

274 nm [135]. 

 

Figura 29. Espectro de absorção no UVvis para amostra de COC 1×10-7 M.  
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6.1.2. Caracterização dos substratos SERS ativos 

6.1.2.1. AuNPs/PEI 

6.1.2.1.1. Espectroscopia Raman 

Foram realizados testes com o substrato SERS de AuNPs/PEI com solução de 

R6G (1×10-6 mol/L). Os espectros Raman obtidos são mostrados na Figura 30. Conforme 

pode ser observado, há uma intensificação dos sinais Raman da molécula de R6G, em 

especial das bandas em 612 (referente à deformação do anel do xanteno), 1361 e 1510 

cm-1 (essas duas últimas envolvem os modos de estiramento do anel do xanteno) [136]. 

 

 

Figura 30. Espectros SERS da R6G 1×10-6 mol/L pura e em diferentes condições no substrato 

AuNPs/PEI. 
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6.1.2.2. AuNPs/GO-PEI 

6.1.2.2.1. UV-VIS 

O espectro de absorção no UV-Vis das AuNPs/GO-PEI pode ser observado na 

Figura 29. O pico de máximo de absorção encontra-se em 538,5 nm. Na literatura a 

absorção do plasmon superficial (LSPR) das AuNPs possui seu máximo em cerca de 520 

nm, a depender do diâmetro das NPs. Observa-se na Figura 31, um deslocamento 

batocrômico, provavelmente pelo aumento do tamanho[137].  

 

 

Figura 31. Espectro UV/Vis do AuNPs/GO-PEI, com máximo de absorção em 538,5 nm correspondente 

à banda LSPR da fase Au. 
 

6.1.2.2.2. Espectroscopia SERS e Raman 

Foram realizados testes com o substrato SERS de AuNPs/GO-PEI com solução 

de R6G (1×10-6 mol/L). Os espectros Raman foram obtidos e são mostrados na Figura 32.  

Neste caso, além da intensificação do sinal, observa-se no espectro da amostra 

com uma gota, a supressão da fluorescência da R6G, quando comparada com o espectro 

da R6G pura. O GO contribui para a imobilização das AuNPs e como estabilizante. Sua 

estrutura conjugada suprime a fluorescência de muitas espécies químicas, e contribui para 

a intensificação do sinal SERS. Isso tem sido relacionado ao sistema π conjugado, que 

torna o GO um bom  aceptor de elétrons e o permite formar estruturas supramoleculares 

não emissivas e muito estáveis com essas moléculas conjugadas, aumentando a adsorção 

de analitos conjugados e com isso possibilita uma contribuição mais forte do efeito 

químico para o SERS [138].  
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Entretanto, foi observado que, a partir da segunda gota do substrato SERS 

depositada na amostra, as bandas G (1602 cm-1) e D (1334 cm-1) do GO se sobrepõem às 

bandas da R6G. Conforme a literatura, para o óxido de grafeno, a intensidade da banda G 

é maior que a da banda D. Aqui observou-se uma inversão nas intensidades das bandas G 

e D que pode ser explicado pela formação de ligações covalentes entre o PEI e o GO, 

favorecendo a substituição de grupos funcionais oxigenados na folha grafítica, 

promovendo carbonos sp3 numa rede predominantemente de carbonos sp2 [139]. 

 

Figura 32. Espectros SERS da R6G 1x10-6 mol/L pura e em diferentes condições no substrato 

AuNPs/GO-PEI. Foi utilizada uma objetiva de 50x. 
 

 O mesmo procedimento foi utilizado para testar o substrato AuNPs/GO-PEI com 

COC 1×10-2 mol/L. Conforme pode ser observado na Figura 33, não foi observado sinal 
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Figura 33. Espectros SERS da COC 1×10-2 mol/L pura e em diferentes condições no substrato 

AuNPs/GO-PEI. Foi utilizada uma objetiva de 50x. 
 

6.1.2.3. AuNBs 

Os nanobastões foram sintetizados mediante adaptações a metodologia de 

Abdelrasoul e colaboradores[128] buscando maior rendimento da reação. Esse ajuste 

realizado na proporção dos reagentes pode ter sido um fator preponderante na morfologia 

do material obtido e que será demonstrado nos itens subsequentes. Além disso, a 
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12,1 mW/cm2, fluência 21,8 J/cm2, com um tempo de reação de 1h e distância da luz de 
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iniciado o processo de nucleação. Na etapa seguinte, o crescimento dos núcleos formados 
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anisotrópico ocorre pela absorção preferencial de íons de prata em faces de ouro 

específicas, dificultando o crescimento nessas faces. 

 

6.1.2.3.1.  Influência das Lavagens  

Para verificar a influência das lavagens sobre o efeito SERS, ou seja, da presença 

de CTAB e outros materiais que não reagiram, foram obtidos espectros SERS da R6G 5 

× 10-8 mol/L com os substratos NB1, NB2, NB3 e NB4. Fotografias das suspensões dos 

substratos são apresentados na Figura 34.  

 

 

Figura 34. Representação fotográfica dos substratos SERS NB1, NB2, NB3 e NB4. 
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Os espectros SERS obtidos podem ser observados na Figura 35. 

 

 

Figura 35. Espectros SERS da R6G 5 × 10-8 mol/L adsorvida nos substratos SERS NB1, NB2, NB3 e 

NB4. 
 

O CTAB, por ser uma molécula de tamanho considerável, acaba por promover um 

maior distanciamento entre as AuNBs. Como pode ser visto na Figura 36, após as 

lavagens, com a retirada parcial do surfactante, o sinal SERS se intensifica, conforme 

observado nos substratos NB3 e NB4. Isso pode ser explicado pela maior aproximação 

entre os AuNBs e, consequentemente, maior ocorrência de hot spots, que favorecem o 

efeito SERS [140]. 
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6.1.2.3.2. UV-Vis 

Nos espectros UV-Vis do substrato NB3, apresentados na Figura 37, foram 

observadas duas bandas de absorção: uma em 545 nm e outra em 599 nm, correspondentes 

às LSPRT e LSPRL, respectivamente. Conforme demonstrado no item 4.2.1.3, a distância 

entre as duas bandas de absorção plasmônicas varia de acordo com sua AR [125]. A 

Figura 36 apresenta ainda os espectros de absorção da amostra durante um período de 28 

dias, com o objetivo de acompanhar a estabilidade do substrato. Como pode ser 

observado, não houve variações significativas, o que permite inferir sua estabilidade neste 

período. 

 

 

Figura 36. Espectro de absorção experimental UV-Vis de uma amostra de NB3. A banda em 545 nm 

corresponde a LSPRT, enquanto a centrada em 599 nm está relacionada a LSPRL dos NBs presentes na 

amostra. 
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primeiras 24 horas, que se manteve estável segundo observado nas medidas realizadas até 

o vigésimo oitavo dia (D28). 

 

 

Figura 37. Espectro de absorção experimental UV-Vis de uma amostra de NB4. A banda em 526 nm 

corresponde a LSPRT, enquanto a centrada em 617/581nm está relacionada a LSPRL.  

 

6.1.2.3.3. MET 

As micrografias por MET dos nanomateriais podem ser visualizadas na Figura 38 

e foram obtidas para verificar a morfologia e determinar o tamanho médio dos NBs. 

 

  

Figura 38: Micrografias MET obtidas para os substratos NB3(a) e NB4(b). 
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As imagens demostram a presença de aglomerados e polidispersão dos 

nanobastões formados. Na Figura 38 (a), ainda que sejam observados aglomerados, um 

fator que pode influenciar é o modo de preparo da amostra para a análise de MET, que 

tem consequências na forma com que as partículas se arranjam durante a secagem. Em 

(b), embora predominem os AuNBs, outros formatos podem ser observados e isso pode 

estar relacionado, em parte, com o processo de lavagem, em especial com a etapa de 

centrifugação. 

As Figuras 39 (a) e (b) apresentam o histograma de distribuição da amostra NB4, 

do tamanho dos AuNBs por comprimento e largura. O comprimento médio obtido foi de 

74,3 ± 13,6 nm (Figura 39(a)) e a largura média de 40,9 ± 14,5 nm (Figura 39(b)), com 

razão de aspecto (AR – comprimento dividido pela largura) de 1,81. No estudo de 

referência foram obtidos comprimento médio entre  44 ± 5 nm e 35 ± 5 nm, dependendo 

das condições de síntese e largura média de  14 ± 3 nm a 10 ± 2 nm [128].  Cabe ressaltar 

que não foi calculado o tamanho da amostra NB3, devido ao seu maior polimorfismo. 

Conforme pode ser observado na Figura 37 (UV-Vis), a proximidade das bandas 

em 526 e 617 nm já indicava um baixo valor de AR, o que foi confirmado pelo resultado 

obtido a partir do MET. 

 

  

Figura 39: Histogramas de distribuição do tamanho dos AuNBs pelo comprimento (a) e largura (b).  

 

No estudo utilizado como referência para esta síntese, a autora afirma que a 

diminuição do comprimento dos NBs produzidos pode ser atribuída à dissolução dos NBs 

já produzidos, o que é muito provável de acontecer em altas potências de irradiação, 

especialmente quando todo o precursor já é consumido durante a síntese fotoquímica. A 

autora afirma que os átomos de ouro da superfície dos AuNBs são removidos em favor 

da formação de nanopartículas esféricas que são termodinamicamente mais estáveis e 

que, provavelmente, esse processo, comece pelas pontas que são menos protegidas, o que 
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favorece o seu encurtamento [128]. Uma vez que foi utilizada uma maior radiação, o AR 

obtido pode ser explicado por este fato. 

 

6.1.2.3.4. Caracterização morfológica das nanopartículas 

A micrografia do substrato SERS ativo do NB4 pode ser observada na Figura 40. 

É possível observar uma superfície heterogênea com destaque para os aglomerados 

formados. 

 

  

Figura 40. Micrografia do substrato SERS ativo de NB3(a) e NB4(b) por microscopia 

eletrônica de varredura. 
 

Foi realizada uma análise de mapeamento do ouro por EDS, na amostra NB4, 

apresentada na Figura 41.  Foi possível constatar a presença de ouro sobre a superfície 

estudada. Além do ouro, foi observado o elemento cobre, que tem como fonte o porta 

amostra.  

 

 

Figura 41. Espectro EDS do substrato NB4. 
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6.1.2.3.5. Espectroscopia Raman e SERS da R6G 

Considerando que os espectros de NB3 e NB4 apresentaram intensificações 

próximas, o fato de que o rendimento de NB4 foi menor, além de demandar uma etapa a 

mais de lavagem, optou-se pela utilização do substrato NB3 para obtenção dos espectros 

SERS, utilizados nos estudos de adsorção com a R6G e com cocaína.  

Foram obtidos espectros SERS de soluções de R6G com concentrações variando 

de 1 × 10-8 a 3 × 10-12 mol/L, com o substrato SERS de NB3. 

 

 

Figura 42. Espectros SERS da R6G com substrato NB3 em diferentes concentrações (1×10-8 a 3×10-12 

mol/L). 

 

As principais bandas da R6G foram observadas em 612, 1361 e 1510 cm-1, sendo 

a primeira relacionada a deformação do anel xanteno e as demais relativas a modos de 

estiramento do anel [136]. 

A variação proporcional da intensidade da banda em 612 cm-1, em função da 

concentração, pode ser observada por meio dos espectros SERS da R6G mostrados na 

Figura 42. 
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6.1.2.3.6. Estudo da adsorção da R6G no substrato SERS NB3 

Foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich para a 

investigar a interação entre a molécula de R6G e o substrato SERS ativo NB3. Assim, foi 

verificada a variação da intensidade SERS da molécula de R6G adsorvida em função de 

sua concentração, onde foi possível observar que a partir de uma determinada 

concentração (alta) a intensidade tende a não variar e, avaliados os melhores ajustes. 

 

6.1.2.3.6.1 Isotermas de Langmuir  

Os resultados apresentados na Figura 43(a) demonstram a variação do 

recobrimento superficial () em função da concentração de R6G adsorvida em NB3 e, em 

(b), é apresentada a representação linear da isoterma de Langmuir para a R6G adsorvida 

nesse substrato, utilizando como referência a intensidade SERS em 612 cm-1. 

 

 

 

Figura 43. Isotermas de Langmuir para adsorção de R6G sobre o substrato NB3: (a) forma assintótica, 

(b) forma linear. 
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O qmax (mmol/g) pode ser obtido a partir do modelo de Langmuir. De acordo com 

gráfico da Figura 44(a), a capacidade máxima de adsorção calculada, considerando uma 

monocamada, é de 1,12 ± 0,12 mmol/g. 

Em processos absortivos, a determinação dos parâmetros termodinâmicos pode 

auxiliar na interpretação dos fenômenos físico-químicos inerentes ao sistema. A exemplo 

disso, valores negativos de ΔG° indicam que o processo de adsorção pelos 

nanoadsorventes é de natureza espontânea. Quanto mais negativo for o valor de ΔG°, 

mais favorável será o processo de adsorção [141]. 

Assim, no que se refere ao ajuste feito para a forma linear da isoterma de Langmuir 

(Figura 46(b)), o coeficiente angular obtido foi de 0,98, gerando uma Kads = 23,81 ± 0,02  

e G°ads de -77,25 kJ/mol (G°ads = -RT ln Kads).  

Os valores de G°ads obtidos indicam que a R6G adsorve no substrato NB3 por 

meio de uma adsorção física e que a adsorção é de natureza espontânea. 

 

6.1.2.3.6.2 Isotermas de Frumkin 

A Figura 44 representa a variação do recobrimento superficial () em função da 

concentração de R6G adsorvida em NB3 com o ajuste da isoterma de Frumkin, utilizando 

como referência a intensidade SERS em 612 cm-1. 

 

Figura 44. Isoterma de Frumkin para R6G adsorvida em NB3.  
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Os ajustes pela isoterma de Frumkin trouxeram valores de g > 0, conforme Tabela 

8, tornado possível concluir como atrativa o tipo de interação entre as moléculas de R6G 

e o substrato NB3. 

 

6.1.2.3.6.3 Isotermas de Freundlich 

Por se basear em parâmetros empíricos, os valores de K obtidos para as isotermas 

de Freundlich não são relevantes para a discussão. Assim, para os sistemas serão 

considerados apenas os valores de n como forma de avaliar o favorecimento ou não do 

processo de adsorção [84] [89].  

Os ajustes realizados pela isoterma de Freundlich (Figura 45) para o sistema 

demonstraram um valor de n = 3,70 ± 0,24, permitindo concluir o favorecimento da 

adsorção da molécula de R6G pelo sistema NB3. 

 

Figura 45. Representação linear da isoterma de Freundlich para a R6G adsorvida em NB3. 

 

A Tabela 8 apresenta os parâmetros consolidados do sistema estudado, obtidos 

por meio de diferentes modelos de isotermas de adsorção. 
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Tabela 8. Constantes de adsorção e demais parâmetros das isotermas para o sistema 

R6G/NB3. 

Isoterma Equação Kads/mol-1L Outros parâmetros R2 Chi2 Gads/kJ.mol-1 

Langmuir(1) 𝜃 =
𝐾𝑎𝑑𝑠

1 + 𝐾𝑎𝑑𝑠

 (8,05 ± 3,3) x 104  0,909 0,011  

Langmuir (2) 
𝐶

𝜃
= 0,93𝐶 +

1

𝐾𝑎𝑑𝑠

 (2.34 ± 0,02) x 105  0,978  -77,25 

Frumkin 𝜃 =
𝐾𝑎𝑑𝑠exp (2𝑔𝜃)

1 + 𝐾𝑎𝑑𝑠exp (2𝑔𝜃)
 (5,1 ± 0,01) x 103 g =0,15 ± 0,02 0,981 0,002  

Freundlich 𝑙𝑛𝐼𝑆𝐸𝑅𝑆 = 𝑙𝑛𝐾 +
1

𝑛
𝑙𝑜𝑔𝐶 (2.35 ± 0,03) x 104 n = 3,7 0,976   

* O valor de K na equação de Freundlich não guarda relação com a constante de adsorção. 

 

Considerando os valores de Kads encontrados, observa-se que a interação entre a 

R6G e os NB3 não é tão forte, quando comparada com a adsorção de R6G sobre AgNPs, 

onde se observou um valor de Kads da ordem de 106, para um sistema que seguiu um 

modelo de adsorção de Langmuir [142].  
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6.1.2.3.7. Espectroscopia Raman e SERS da Cocaína 

Foram obtidos espectros SERS de soluções de COC com concentrações variando 

de 5 × 10-2 a 1 × 10-9 mol/L, com o substrato SERS de AuNBs, conforme metodologia 

descrita para a obtenção dos espectros SERS e Raman da R6G. Os espectros SERS 

obtidos, bem como o espectro Raman da COC em pó podem ser observados na Figura 

46. 

 

 

Figura 46. Espectros SERS da COC em pó e com substrato NB3 em diferentes concentrações (5×10-2 a 

1×10-9 mol/L). 

 

A variação proporcional da intensidade da banda em 1004 cm-1, usada como 

referência, em função da concentração pode ser observada por meio dos espectros SERS 

da COC em diferentes concentrações. O espectro Raman da COC em pó foi utilizado 

como parâmetro para as atribuições vibracionais para as amostras em solução, e podem 

ser consultadas na Tabela 6. 
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6.1.2.3.8. Estudo da adsorção da cocaína no substrato SERS NB3 

Foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich para a 

investigar a interação entre a molécula de COC e o substrato SERS-ativo NB3. Assim, 

foi verificada a variação da intensidade SERS da molécula de COC adsorvida em função 

de sua concentração, foi possível observar que a partir de uma determinada concentração 

(alta) a intensidade tende a não variar e, avaliados os melhores ajustes. 

 

6.1.2.3.8.1 Isotermas de Langmuir  

Os resultados apresentados na Figura 47(a) demonstram a variação do 

recobrimento superficial () em função da concentração de COC adsorvida em NB3 e, 

em (b), a representação linear da isoterma de Langmuir para a COC adsorvida nesse 

substrato, utilizando como referência a intensidade SERS em 1004 cm-1. 

 

 

Figura 47. Isotermas de Langmuir para adsorção da COC em NB3: (a) representação assintótica, (b) 

representação linear. 
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De acordo com gráfico da Figura 48(a), a capacidade máxima de adsorção 

calculada, considerando uma monocamada, é de 0,72 ± 0,09 mmol/g. 

No que se refere ao ajuste feito para a forma linear da isoterma de Langmuir 

(Figura 46(b)), o coeficiente angular obtido foi de 0,997, gerando uma Kads = (31,56 ± 

0,02) M e Gads de -84,12 kJ/mol (Gads = -RT ln Kads).  

Os valores de Gads obtidos indicam que a COC adsorve no substrato NB3 por 

meio de uma adsorção física e que a adsorção é de natureza espontânea, sendo que, de 

acordo com os resultados obtidos para a R6G neste trabalho, constata-se uma adsorção 

ligeiramente mais intensa para a COC. 

6.1.2.3.8.2 Isotermas de Frumkin 

A Figura 48 representa a variação do recobrimento superficial () em função da 

concentração de COC adsorvida em NB3 com o ajuste da isoterma de Frumkin, utilizando 

como referência a intensidade SERS em 1004 cm-1. 

 

Figura 48. Recobrimento superficial () em função da concentração de COC adsorvida em NB3.  

 

Os ajustes pela isoterma de Frumkin trouxeram valores de g > 0, conforme Tabela 

49, tornado possível concluir como atrativa o tipo de interação entre as moléculas de 

COC. 
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6.1.2.3.8.3 Isotermas de Freundlich  

Assim como feito nas discussões da isoterma de Freundlich para a R6G, serão 

considerados os valores de n como forma de avaliar o favorecimento ou não do processo 

de adsorção da COC [84] [89].  

Os ajustes realizados pela isoterma de Freundlich (Figura 49) para o sistema 

demonstraram um valor de n = 1,42 ± 0,03, permitindo inferir que a adsorção da molécula 

de COC pelo sistema NB3 é favorável. 

 

Figura 49. Ajustes realizados pela isoterma de Freundlich para a adsorção da molécula de COC pelo 

sistema NB3. 

 

A Tabela 10 apresenta os parâmetros consolidados do sistema estudado. 

Tabela 9. Constantes de adsorção e demais parâmetros das isotermas para o sistema 

COC/NB3. 

Isoterma Equação Kads/mol-1L 
Outros 

parâmetros 
R2 Chi2 Gads/kJ.mol-1 

Langmuir(1) 𝜃 =
𝐾𝑎𝑑𝑠

1 + 𝐾𝑎𝑑𝑠

 (2,31 ± 1,4) x 106  0,716 0,051  

Langmuir (2) 
𝐶

𝜃
= 0,93𝐶 +

1

𝐾𝑎𝑑𝑠

 (3,17± 0,02) x 105  0,997  -84,12 

Frumkin 𝜃 =
𝐾𝑎𝑑𝑠exp (2𝑔𝜃)

1 + 𝐾𝑎𝑑𝑠exp (2𝑔𝜃)
 (4,1 ± 0,01) x 103 g =0,08 ± 0,005 0,959 0,002  

Freundlich 𝑙𝑛𝐼𝑆𝐸𝑅𝑆 = 𝑙𝑛𝐾 +
1

𝑛
𝑙𝑜𝑔𝐶 (2,7 ± 0,02) x 105 n = 1,42 0,962   

* O valor de K na equação de Freundlich não guarda relação com a constante de adsorção. 
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6.1.2.3.9. Medidas SERS das IDLs contaminadas com COC 

A Figura 50 mostra uma IDL masculina dopada com uma solução de COC 5,0 

×10-2 mol/L e depositada sobre a superfície de uma lâmina de alumínio de dimensão 25 

× 25mm.  

 

Figura 50. Imagem de impressão digital dopada com solução de MA 5,0×10-2 mol/L depositada sobre 

uma lâmina de Alumínio de 25 × 25 mm. 

 

Os espectros SERS obtidos para as amostras masculina e femininas são 

apresentados na Figura 51. 
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Figura 51. Espectros Raman, medido em 633 nm, da IDL masculina medido sem contaminação; 

contaminada com COC 1×10-2mol/L;  e com o substrato NB3 aplicado (a);  Espectros SERS, medido 

em 633 nm, da IDL masculina contaminada com COC 5×10-2mol/L, COC 8×10-3mol/L e COC 6×10-

4mol/L e com o substrato NB3 aplicado; (b); Espectros Raman, medido em 633 nm, da IDL feminina 

sem contaminação; contaminada com COC 1x10-2mol/L;  e com o substrato NB3 aplicado (c); Espectros 

SERS, medido em 633 nm, da IDL feminina contaminada com COC 5×10-2mol/L, COC 8×10-3mol/L e 

COC 6×10-4mol/L e com o substrato NB3 aplicado (d). 

 

Para as medidas realizadas com o laser em 633 nm, os espectros Raman da IDL, 

IDL COC e IDL NB3 apresentados nas Figuras 51(a) e (c) não apresentaram nenhuma 

banda relacionada a amostra de COC, apenas bandas relacionadas as próprias lâminas e 

à impressão digital. Já em (b) e (d), que se referem às amostra de IDL contaminada com 

COC em diferentes concentrações, é possível observar bandas características da droga em 

1004 cm-1  (Modo de respiração do anel aromático- estiramento simétrico), 1026 cm-1 

(estiramento assimétrico do anel aromático), 1462 cm-1 (deformação assimétrica CH3) , 

1601 cm-1 (estirmaneto C=C) e 1706 cm-1 (estiramento simétrico C=O) [134]. Observa-

se ainda a diminuição da intensidade SERS em 1004 cm-1, com a diminuição da 

concentração. Comportamento similar foi observado para as demais medidas para as 
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amostras dos voluntários, em 785 nm, sendo que as medidas se encontram nas Figuras 

52(a)-(d). É possível portanto observar, que o método foi capaz de detectar drogas em 

impressão digital, até uma concentração da ordem de 10-4 M. Cabe ressaltar que as 

medidas obtidas em 785 nm apresentaram menos fluorescência, o que se deve ao fato de 

que esta radiação é menos energética, não favorecendo processos eletrônicos. A massa 

que pode ser verificada, considerando os 15 µL de solução utilizados, foi de 273 ng.  

  

  

Figura 52. Espectros Raman, medido em 785 nm, da IDL masculina medido sem contaminação; 

contaminada com COC 1×10-2mol/L;  e com o substrato NB3 aplicado (a);  Espectros SERS, medido 

em 785 nm, da IDL masculina contaminada com COC 5×10-2mol/L, COC 8×10-3mol/L e COC 6×10-

4mol/L e com o substrato NB3 aplicado(b); Espectros Raman, medido em 785 nm, da IDL feminina sem 

contaminação; contaminada com COC 1×10-2mol/L;  e com o substrato NB3 aplicado (c); Espectros 

SERS, medido em 785 nm, da IDL feminina contaminada com COC 5×10-2mol/L, COC 8×10-3mol/L e 

COC 6×10-4mol/L e com o substrato NB3 aplicado (d). 

 

Dentre as metodologias estudadas para fins comparativos, essa foi a que mais se 

aproximou dos ideais inspiradores para a realização do presente trabalho, por ser um 

método simples e direto. De fato, os dados apresentados são promissores e indicam que a 

abordagem proposta pode ser melhorada e empregada na solução de um problema real 
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enfrentado pela polícia nas regiões de fronteira e imigração; onde viajantes nacionais e 

internacionais tentam atravessar com drogas. 
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7. Determinação do sexo a partir das impressões digitais utilizando 

espectroscopia vibracional e modelos quimiométricos  

7.1. Modelos quimiométricos baseados em Microespectroscopia Raman 

7.1.1. Avaliação da influência do tempo e armazenamento nos modelos 

quimiométricos 

. Uma micrografia óptica da região oleosa de uma impressão digital (gota) de uma 

doadora é apresentada na Figura 53 e regiões semelhantes foram usadas para as medidas 

dos compostos químicos mostrados no espectro de Raman. 

 

 

 

Figura 53. Micrografia ótica de uma gota de óleo de impressão digital depositado em lâmina de vidro 

revestida de alumínio medida com sistema de microscópio Raman com ampliação de50x. 

 

Foram obtidos 252 espectros Raman das amostras coletadas em D0 (126 espectros 

do sexo masculino e 126 de amostras femininas). A Figura 54 apresenta o espectro Raman 

obtido de cada amostra, nas mesmas condições e sem nenhum tipo de pré-processamento. 

É possível observar um fundo de fluorescência significativa, ruído e variação nas 

intensidades de pico entre diferentes grupos de gênero. 
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 Figura 54. Espectros Raman obtidos de cada amostra de impressão digitail, nas mesmas condições e 

sem nenhum tipo de pre-processamento do grupo feminino (a) e do grupo masculino (b). 

 

O pré-processamento utilizando absolute value, baseline e normalize foi o que 

apresentou a melhor comparação espectral entre os grupos masculino e feminino, como 

demonstrado na Figura  55 (a) e (b). A linha pontilhada (Figura 55 (a)) refere-se a faixa 

espectral onde foi possível observar diferenças mais evidentes entre os picos dos 

espectros médios femininos e masculinos, quando comparados e que foram, 

consequentemente, utilizados no modelo de calibração. O vetor de projeções de maior 

importância (VIP) do modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto de dados D0 de 

treinamento é apresentado na Figura 55(c). 

 

Figura 55. (a) Comparação das médias dos espectro Raman feminino (vermelho) e o masculino (verde), 

com destaque  para a região com maior variação das intensidades Raman entre o grupo feminino e o 

masculino; (b) Ampliação da região com maior variação de intensidades; (c) Vetor de projeções de maior 

importância (VIP) do modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto de dados D0 de treinamento. 

 

(b) 
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Os espectros raman da gota da impressão digital mostram características de 

bandas de lipídios, carotenoides e proteínas. As cadeias de hidrocarbonetos de lipídios 

são encontradas em 1301, 1439, 1655, 1665 e 1734 cm-1, que são atribuídas aos modos 

de tesoura e torção CH2, modos de estiramento C=C e modos de estiramento do éster 

C=O, respectivamente. O pico estreito observado em 1382 cm-1 é devido ao modo  (C-

C) do esqualeno. A vibração  (C=C) observada na região de 1525 cm-1, os modos  (C-

C) a 1155 cm-1 e os modos  (C-CH3) em torno de 1006 cm-1 são atribuídos geralmente 

à presença de carotenoide [143] [144]. Além disso, bandas fracas associadas às proteínas 

também são observadas em 1210 cm-1 (tirosina) e 1558 cm-1 (triptofano). Outras bandas 

vibracionais contribuintes são atribuídas a amida I (1600 – 1900 cm-1) e amida III (1230 

– 1300 cm-1) [37]. 

 Um resumo dos números de ondas e suas atribuições é fornecido na Tabela 11. 

Interpretações mais detalhadas dos componentes químicos no espectro Raman de  

impressões digitais foram previamente discutidas [143]. 

 

Tabela 10. Atribuições vibracionais das bandas Raman observadas nas impressões 

digitais.  
Número de onda (cm-1) Atribuição tentativa         

1004 ν(C-C)  

1064 ν(C-C),  

1077 ν(C-C)  

1125 ν(C-C), ν(C-N) 

1155 ν(C-C) 

1265 cis δ(-CH ) 

1301  δτ(CH2)  

1380 δ(CH3), δ(CH), ν(C-C) 

1439 δ(CH2/CH3) 

1522 ν(C=C)  

1607 Trp, Tyr, Phe 

1655 ν(C=C) IVE VIBRATIONS IN LONG-CHAIN FATTY 

1665 ν(C=C) 

1745 ν(C=O) Fosfolipídeos [K. Czamara] 

Adaptado de [143]. 

Abreviações: ν-estiramento; δ-deformação angular, Trp-Triptofano, Tyr-

Tirosina, Phe-fenilalanina. 
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Os espectros médios das amostras masculinas e femininas armazenadas em 

condições escuras ou claras (para D0, D7 e D30) são mostrados na  Figura  56(a)-(d) e, 

indicam a presença de características no espectro Raman específicas para um determinado 

sexo. Estas características são observadas principalmente nos números de ondas em  

1522, 1607, 1655 e 1665  cm-1, que são associados a  carotenoides, aminoácidos 

aromáticos (Trp, Tyr, Phe), ácidos graxos insaturados, como ácidos palmitoléico e 

oleóicos  e esqualeno, respectivamente [143] [145] [146]. As bandas em 1655 e 1665 cm-

1 podem ser atribuídas a conformação cis e trans de ácidos graxos insaturados [147] [148].  

As diferenças de intensidade relativa observadas para essas bandas são resultantes 

dos processos químicos, biológicos  ou  físicos que ocorrem ao longo do tempo na 

composição inicial das impressões digitais envolvendo grande número de fenômenos 

como degradação, secagem, oxidação ou polimerização. Como se pode observar, as 

intensidades relativas se alteram ao longo do tempo,  especialmente nas bandas atribuídas 

aos carotenóides (1155, 1522 cm-1 ), esqualeno (1665 cm-1 – processos de oxidação em 

condições de acondicionamento na luz) e ácidos graxos insaturados  (1655 cm-1). Por 

outro lado, as bandas atribuídas às proteínas apresentaram um comportamento mais 

estável.  Em geral, as taxas de decomposição observadas para as amostras armazenadas 

sob condições de luz são maiores do que as amostras armazenadas no escuro. A 

degradação dessas bandas também foi relatada por Andersson  e colaboradores [143]. 

Para avaliar a influência da decomposição da impressão digital ao longo do tempo, os 

modelos multivariados PLS-DA e SVM-DA foram obtidos em diferentes regiões 

espectrais: 1591-1768  cm-1 (modelo  1) e 1494-1768 cm-1 (modelo 2). É importante 

ressaltar que o modelo 2 inclui o sinal Raman em 1522 cm-1, que diminui de intensidade 

com o tempo de exposição à luz, indicando que a substância que dá origem a esse sinal 

se decompõe com o tempo, ou pela ação da luz ou pelo oxigênio do ar. 
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Figura 56 Espectros Raman de impressões digitais armazenadas em ausência de luz e presença de luz. 

(a) e (c) para mulheres e (b) e (d) para homens. D0, D7 e D30 correspondem a amostras  recém coletadas, 

após 7 dias e após 30 dias, respectivamente. 

 

O PCA foi utilizada como a primeira etapa da análise quimiométrica e aplicado 

como estratégia exploratória dos dados e para identificar outliers mais evidentes. 

Conforme detalhado anteriormente, o modelo PCA foi desenvolvido com 126 espectros 

Raman das impressões digitais de cada gênero, do dia da coleta (D0) e usando o espectro 

completo. O pré-processamento utilizado no PCA foi a correção multiplicativa de sinal 

(Extended Multiplicative Signal Correction- EMSC) e os espectros foram centrados na 

média. Após a análise dos outliers foram excluídos 27 espectros femininos e 24 espectros 

masculinos, que correspondem a aproximadamente 4 amostras para cada sexo. A projeção 

do PCA da matriz de dados contendo as amostras remanescentes de ambos os sexos 

(Figura 57), no primeiro escore dos três componentes, permite a observação da 

distribuição das amostras e a análise qualitativa de seu agrupamento. É possível observar 

uma forte sobreposição entre os dados femininos e masculinos. 

 

. 
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Figura 57. PCA de espectros femininos (vermelhos) e masculinos (verdes) obtido com três componentes 

principais. Cada ponto representa um espectro raman individual. 

 

Após a exclusão dos outliers, o conjunto de treinamento D0 utilizado para a 

construção de modelos foi composto por 67 espectros do grupo feminino e 71 do grupo 

masculino (total:138). 

Foram avaliados cerca de 418 modelos baseados em PLS-DA e SVM-DA, obtidos 

pela combinação de diferentes pré-processamentos.  

Para os métodos com melhores resultados, os pré-processamentos utilizados 

foram: absolute value, baseline (Automatic Weighted Least Squares, order=5), normalize 

(1-Norm, Área = 1), smoothing (order: 0, window: 15 pt, tails: polyinterp)  e mean center. 

Os resultados das estatísticas de T2 e Q para identificação dos valores de classe 

estimados e limite de discriminação com o modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto 

de treinamento D0, para todos os conjuntos de teste, são mostrados na Figura 58 (a). 

Conforme pode ser observado, alguns espectros apresentaram valores de resíduos T2 e Q 

maiores do que seus limites de confiança de 99%. No entanto, considerando o tempo de 

coleta da impressão dos conjuntos de teste de D7 e D30, o número de outliers foi 

consideravelmente baixo, indicando que a mudança nas bandas de carotenoides e ácidos 

graxos insaturados tiveram pouca influência nesses parâmetros.  
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Figura 58. (a)  Hotelling T2 × Resíduos Q (b) valores de classe estimados para o grupo de treinamento 

D0  e para todos os grupos de teste do modelo 2 de PLS-DA (região de 1494-1768 cm-1). (---) limite de 

confiança 99%, (♦) grupo de treinamento feminino, (■)grupo de treinamento masculino, (▲) grupo de 

teste feminino (▼) grupo de teste masculino.  

 

A distribuição dos valores de classe obtidos com o modelo PLS-DA é apresentada 

na Figura 58 (b). A dispersão desses valores foi considerável, confirmando a análise por 

PCA de que a separação por gênero é um problema complexo. No entanto, o desempenho 

do modelo pode ser melhor avaliado por suas figuras de mérito apresentadas na Tabela 

12. Conforme pode ser observado, os resultados da taxa de eficiência (EFR) dos grupos 

de treinamento e teste não apresentam diferença significativa, indicando que não ocorreu 

overfitting. A EFR combina a contribuição dos parâmetros sensibilidade, especificidade 

e as taxas falsas positivas e negativas, sendo o melhor parâmetro para julgar o 

desempenho global do método.  

Apesar da dispersão significativa dos valores estimados da classe, foram obtidos 

bons valores de EFR para os conjuntos de testes. O EFR no conjunto de testes, 

considerando o modelo 1, foi de 91,3% para D0, 67,3% para D7 luz, 76,8% para D07 

escuro, 63,2% para D30 luz e 79,3% para D30 escuro. Para o modelo 2 foi de 91,3% para 

D0, 74,8% para D7 luz, 71,9% para D07 escuro, 69,2% para D30 luz e 65,9% para D30 

escuro. Como já era esperado, as melhores EFRs foram obtidas para o conjunto de testes 
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D0, que contém as amostras na mesma condição do conjunto de treinamento. Merece 

destaque que as amostras armazenadas sob condições de luz tendem a apresentar  EFRs 

mais baixas. Curiosamente, no PLS-DA, mesmo com a inclusão da banda de absorção 

1522 cm-1 no modelo 2, a diferença entre os modelos 1 e 2 não foi tão evidente nos 

conjuntos de teste D0, D7 e D30.  

Observou-se então que o efeito da mudança no espectro Raman ao longo do tempo 

apresentou pequena influência tanto para a identificação de outliers quanto para EFRs, 

que indica maior peso das bandas 1607, 1655 e 1665 cm-1 nos escores VIP (Figura 56 

(b)). Além disso, o sexo feminino apresentou maior número de erros (falso negativo, 

considerando a notação utilizada para a construção de modelos). Até o momento, os dados 

não permitem uma explicação conclusiva para a maior variação das amostras femininas, 

mas possíveis fatores que podem influenciar os resultados femininos podem incluir a 

variação hormonal mensal e o uso regular de cosméticos. 
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Tabela 11. Resultados obtidos pelos dois melhores modelos PLS-DA na separação das 

amostras femininas (y=1, positivo) das amostras masculinas (y=0, negativo) para o grupo 

de treino e grupos de teste. O número de variáveis latentes é indicado entre parênteses.  
PLS-DA modelo 1 (6) 

Região (cm -1)  TR TS0 TS7L TS7D TS30L TS30D 

1591-1767 FN 1 1 11 8 11 7 

FP 0 0 1 1 1 1 

TP 10 5 10 13 8 14 

TN 11 7 20 20 19 17 

I 4 0 0 0 0 0 

SEN/TPR 90,9 83,3 47,6 61,9 42,1 66,7 

SPEC/TN

R 

100,0 100,0 95,2 95,2 95,0 94,4 

FNR 9,1 16,7 52,4 38,1 57,9 33,3 

FPR 0,0 0,0 4,8 4,8 5,0 5,6 

EFR 95,3 91,3 67,3 76,8 63,2 79,3 

PLS-DA modelo 2 (3) 

Região (cm -1)  TR TS0 TS7L TS7D TS30L TS30D 

1494-1768 FN 5 1 8 9 5 8 

FP 1 0 2 2 7 5 

TP 7 5 13 12 14 11 

TN 10 7 19 19 13 15 

I 1 0 0 0 0 0 

SEN/TPR 58,3 83,3 61,9 57,1 73,7 57,9 

SPEC/TNR 90,9 100,0 90,5 90,5 65,0 75,0 

FNR 41,7 16,7 38,1 42,9 26,3 42,1 

FPR 9,1 0,0 9,5 9,5 35,0 25,0 

 EFR 72,8 91,3 74,8 71,9 69,2 65,9 

Abreviações: FN – Falso negativo; FP-Falso Positivo; TP-Verdadeiro Positivo; TN – Verdadeiro Negativo; 

I-Indefinido; SEN/TPR-Sensibilidade/Taxa de verdadeiro positivo; SPEC/TNR-Especificidade/Taxa de 

verdadeiro negativo; FNR-Taxa de falso negativo; FPR-Taxa de falso positivo; EFR-Taxa de Eficiência. 

 

O mesmo  conjunto de treinamento foi utilizado para construir o modelo SVM-

DAs e os resultados são apresentados na Tabela 13. Após a otimização, ambos os modelos  

1 e 2  classificaram 100% dos espectros de treinamento no gênero correto e após a 

aplicação do grupo de teste, resultaram em uma EFR de 92,6%, onde apenas um erro foi 

observado para uma amostra masculina. Os outros conjuntos de teste aplicados ao modelo 

1 apresentaram EFR: 80,4% para D7 luz, 80,8% para D07 escuro, 58,0% para D30 luz e 

74,3% para D30 escuro e para o modelo 2 foi de 92,6% para D0, 72,8% para D7 luz, 

78,2% para D07  escuro, 64,1% para D30 luz e 71,1% para D30 escuro. Os resultados 

mostram uma clara tendência de diminuição das EFRs de TS0 para TS7 e TS30.  

Além disso, a diminuição entre os conjuntos de teste do escuro para a luz e a 

diferença entre os modelos 1 e 2 são mais claras em relação aos modelos PLS-DA, sendo 

os melhores resultados obtidos na condição escura e modelo 1. No entanto, apesar do EFR 
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mais baixo, o modelo SVM-DA 1 também apresentou alta eficiência no TS7D e TS7L, 

uma vez que foram obtidos 80% de eficiência. Os EFRs elevados obtidos com SVM-DA 

podem ser atribuídos à capacidade de modelar não linearidades associadas à 

complexidade do problema de gênero e à decomposição de impressões digitais descrita 

anteriormente.  

 

Tabela 12. Resultados obtidos pelos modelos SVM-DA para a separação das amostras 

femininas (positivo) e amostras masculinas (negativo) no grupo de treino e em todos os 

grupos de teste.  
SVM-DA modelo 1 

Região (cm -1)  TR TS0 TS7L TS7D TS30L TS30D 

1591-1767 FN 0 0 6 5 3 5 

FP 0 1 2 3 12 5 

TP 12 6 15 16 16 14 

TN 13 6 19 18 8 15 

I 0 0 0 0 0 0 

SEN/TPR 100,0 100,0 71,4 76,2 84,2 73,7 

SPEC/TN

R 

100,0 85,7 90,5 85,7 40,0 75,0 

FNR 0,0 0,0 28,6 23,8 15,8 26,3 

FPR 0,0 14,3 9,5 14,3 60,0 25,0 

EFR 100,0 92,6 80,4 80,8 58,0 74,3 

SVM-DA modelo 2 

Região (cm -1)  TR TS0 TS7L TS7D TS30L TS30D 

1494-1768 FN 0   8 6 6 7 

FP 0 1 3 3 8 4 

TP 12 5 13 15 13 12 

TN 13 6 18 18 12 16 

I 0 1 0 0 0 0 

SEN/TPR 100,0 100,0 61,9 71,4 68,4 63,2 

SPEC/TN

R 

100,0 85,7 85,7 85,7 60,0 80,0 

FNR 0,0 0,0 38,1 28,6 31,6 36,8 

FPR 0,0 14,3 14,3 14,3 40,0 20,0 

EFR 100,0 92,6 72,8 78,2 64,1 71,1 

Abreviações: FN – Falso negativo; FP-Falso Positivo; TP-Verdadeiro Positivo; I-Indefinido; SEN/TPR-

Sensibilidade/Taxa de verdadeiro positivo; SPEC/TNR-Especificidade/Taxa de verdadeiro negativo; FNR-

Taxa de falso negativo; FPR-Taxa de falso positivo; EFR-Taxa de Eficiência. 

  



107 
 

7.2. Modelo Raman com as médias das amostras 

O desempenho do modelo pode ser avaliado por suas figuras de mérito 

apresentadas na Tabela 14.  

 

Tabela 13. Figuras de mérito para o modelo Raman PLS-DA. 

PLS-DA Raman (16) 
 

TR VAL 

FN 1 10 

FP 4 2 

TP 80 20 

TN 77 31 
   

SEN/TPR 98,8 66,7 

SPEC/TNR 95,1 93,9 

FNR 1,2 33,3 

FPR 4,9 6,1 

EFR 96,9 79,1 

 

Após a otimização do modelo, 96,9% das amostras de treinamento foram 

classificadas no gênero correto e após a aplicação do grupo de teste, foi obtida uma EFR 

de 79,1%, demonstrando, desta forma, resultados compatíveis aos observados no grupo 

de treinamento na analise dos espectros individuais apresentados da Tabela 14, quando o 

grupo de treinamento foi composto somente com espectros medidos em D0. A partir dos 

resultados observados, é possível inferir que a inclusão no grupo de treinamento das 

médias dos espectros de D0, D7 e D30, nas condições de armazenamento no claro e no 

escuro, aprimora a representatividade das amostras e a acertividade dos modelos, uma 

vez que a degradação observada nos espetros são consideradas. O gênero feminino 

também apresentou maior número de erros (falso negativo) e, assim como na análise de 

resultados no item 7.1.1,  não foi possível avaliar, de forma conclusiva, o motivo da maior 

variação observada nas amostras femininas.  

As mesmas condições usadas para a construção do modelos quimiométricos de 

PLS-DA testadas para SVM-DA. No entanto os resultados obtidos foram inferiores a 50% 

de classificações corretas e, por este motivo, optou-se por não serem explorados. 

 

7.3. Modelos quimiométricos baseados em FTIR 

Os espectros de FTIR utilizados para o treinamento do modelo, após a correção e 

normalização da linha de base, são apresentados na Figura 59(a). Mesmo após o pré-
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processamento, esses espectros revelam variação significativa de ruído e intensidade no 

início (500 a 400 cm-1) e no final da região do IR médio (4000 a 3500 cm-1). No entanto, 

algumas diferenças nas intensidades de pico entre os dois grupos (feminino e masculino) 

podem ser observadas de 3000 a 2800 cm-1 e 1790 a 1150 cm-1, que são mais visíveis nos 

espectros médios apresentados na Figura 59(b) e uma ampliação da região entre 1790 a 

1150 cm-1 pode ser observada na Figura 59(c). 

 

 

 

 

Figura 59. Espectros de FTIR pré-processados de amostras de IDL usadas no conjunto de treinamento 

(a); espectro médio de marcas de IDL das classes feminina (vermelha) e masculina (azul) (b); recorte 

dos espectros médios feminino e masculino de 1150 a 1800 cm−1, onde a principal diferença espectral 

entre eles (1711 e 1743 cm−1) é destacada (c). 
 

Os espectros de FTIR da IDL apresentados na Figura 59 (b) mostram 

características de bandas de lipídios, carotenóides e proteínas. As regiões espectrais 

1000–1850 cm-1 e 2700–3600 cm-1 foram identificadas como as que mais possuem 

informação e corresponderam às vibrações moleculares do material écrino e sebáceo 

(Tabela 15). As cadeias de hidrocarbonetos são encontradas em 3000 cm-1, atribuídas ao 

modo de estiramento C-H. Em 1739 cm-1 há uma banda de absorção correspondente a um 
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modo de estiramento de carbonila e o ombro em 1711 cm-1 é atribuído à presença de um 

segundo estiramento de carbonila; associados à presença de triglicerídeos e/ou 

fosfolipídios e ácidos graxos, respectivamente. Além disso, bandas associadas às 

proteínas (amida secundária) também são observadas em 1645, 1536 e 1229 cm-1 [149] 

[150]. 

 

Tabela 14. Principais bandas vibracionais obtidas de uma partícula no depósito de 

impressão digital [21], [150], [151] . 

cm-1 Atribuição vibracional 

2915 CH3 estiramento simétrico (cadeias longas de C alifático)  

2847 CH2 estiramento simétrico (cadeias longas de C alifático) 

1739 C=O estiramento (ésteres saturados) 

1711 C=O estiramento (ácidos graxos) 

1645 C=O estiramento (amida secundária) 

1536 N–H deformação angular no plano e C–N estiramento (amida secundária) 

1451 CH3 deformação angular assimétrica e CH2 simétrica (cadeia de C alifático) 

1375 CH3 deformação angular simétrica (cadeia de C alifático) 

1229 C–N estiramento (amida secundária) 

1152 C–C–O estiramento (éster saturado) 

1108 O–C–C estiramento (éster saturado) 

 

Os espectros médios indicam a presença de pequenas características espectrais de 

FTIR específicas para a classificação do sexo, que são observadas, principalmente, nos 

números de onda em 1739 cm-1 e 1711 cm-1. As diferenças de intensidades relativas 

observadas para essas bandas podem resultar de processos químicos, biológicos ou físicos 

que ocorrem ao longo do tempo na composição inicial das impressões digitais envolvendo 

um grande número de fenômenos como degradação, secagem, oxidação ou 

polimerização. Alguns estudos apresentaram diferenças na composição química das 

impressões digitais masculinas e femininas, especialmente em ácidos graxos [34] [152]. 

Em alguns casos criminais, a IDL não é coletada no mesmo dia em que ocorre o 

crime e, por esse motivo, as amostras utilizadas para construir os modelos foram coletadas 

de 42 doadores e os espectros foram obtidos no mesmo dia, sete e trinta dias depois. A 

região entre 1150 e 1790 cm-1 foi selecionada devido à grande variação nas características 

espectrais do FTIR. Após a avaliação do pré-processamento utilizando a ferramenta de 

otimização de modelos, os métodos de pré-processamento selecionados para o 
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desenvolvimento do modelo foram Baseline (Automatic Weighted Least Squares, 

order=5), Normalize (1-Norm, Area = 1) e Mean Center. 

Um modelo foi calculado para o conjunto de treinamento e os escores VIP foram 

usados para seleção das regiões (Figura 61). Os escores VIP mostram que as regiões de 

3000 a 2800 cm-1 e 1790 a 1150 cm-1 podem ser as mais adequadas para a estimativa do 

sexo. Modelos independentes foram avaliados, onde a região de 1790 a 1150 cm-1, 

destacada na Figura 60, apresentou os melhores resultados. 

 

 

Figura 60. Escores de projeção de importância vetorial (VIP) para o modelo PLS-DA desenvolvido com 14 

variáveis latentes e os espectros FTIR completos. A área delimitada corresponde à região do espectro 

utilizada para o modelo PLS-DA. 
 

Os resultados do conjunto de treinamento e teste para a discriminacao da classe 

para o modelo PLS-DA com 14 variáveis latentes, são mostrados na Figura 62. Alguns 

espectros ainda apresentam valores dos resíduos Hotelling T2 e Q maiores do que seus 

limites de confiança de 99% (Figura 61(a)). No entanto, como apenas uma etapa de 

exclusão foi realizada durante o desenvolvimento e validação do modelo, essas amostras 

não foram removidas dos conjuntos de dados. A decisão de apenas uma etapa de exclusão 

de outliers foi tomada devido ao número restrito de amostras disponíveis para este estudo. 

Acredita-se que as amostras discrepantes presentes na Figura 61(b) podem ser um reflexo 

do pequeno número de amostras usadas para modelar as diferenças entre a exposição à 

luz e a aquisição em dias diferentes. 
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Figura 61. FTIR Hotelling T2 × Resíduos Q (a); valores de classe para conjunto de treinamento D0 e 

todos os conjuntos de teste com o modelo PLS-DA desenvolvido com a região de 1494-1768 cm-1 . (---

) 99% de limite de confiança, (◊) grupo de treinamento feminino (TR feminino), (□) grupo de treinamento 

masculino (TR masculino), (♦)grupo de teste feminino (VAL feminino), (■) grupo de teste masculino 

(VAL masculino) (b). 

 

A distribuição dos valores de classe obtidos com o modelo PLS-DA é apresentada 

na Figura 61(b). A dispersão desses valores foi considerável, mostrando que a 

determinação do sexo é um problema difícil. No entanto, o desempenho do modelo foi 

melhor avaliado por suas figuras de mérito apresentadas na Tabela 16.  

 

Tabela 15. Figuras de mérito para o modelo FTIR PLS-DA. 

PLS-DA FTIR (5) 

  TR VAL 

FN 3 7 

FP 3 4 

TP 60 32 

TN 91 19 

      

SEN/TPR 95.2 82.1 

SPEC/TNR 96.8 82.6 

FNR 4.8 17.9 

FPR 3.2 17.4 

EFR 96.0 82.3 

Abreviaturas: FN – Falso Negativo;  FP-Falso Positivo;  TP-verdadeiro Positivo;  I-Indefinido;  SEN/TPR- 

Sensibilidade/Taxa Verdadeira Positiva;  ESPECIFICAÇÃO/ESPECIFICAÇÃO SPEC/TNR/Taxa Negativa 

Verdadeira;  FNR-Falsa Taxa Negativa;  FPR- Falsa taxa positiva;   Taxa de Eficiência EFR.  O número de variáveis 

latentes em cada modelo PLS-DA é indicado entre parênteses. 

 

Os valores de sensibilidade (SEN) e especificidade (SPEC) mostraram que o 

modelo apresentou aproximadamente a mesma taxa de discriminação para amostras 

femininas e masculinas, em que aproximadamente 95% e 82% foram obtidos para os 

conjuntos de treinamento e teste, respectivamente.  



112 
 

Apesar da significativa dispersão dos valores estimados das classes, foram obtidos 

bons índices de EFR que, no conjunto de teste, foi de 82,3%. Os dados não permitem uma 

explicação conclusiva para a maior variação na estimativa dos valores de classe para as 

amostras femininas, mas possíveis fatores que podem influenciar os resultados femininos 

podem incluir a variação hormonal mensal e o uso regular de cosméticos . 

É importante destacar que este estudo teve como um dos seus objetivos avaliar o 

uso de IDLs para determinação do sexo do doador, uma vez que se trata de uma 

informação de importância forense, que pode ser utilizada como uma ferramenta para 

reduzir o universo de busca por suspeitos. 
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8. Conclusões 

Primeiramente, é importante destacar que com a pandemia de COVID-19, não foi 

possível seguir o planejamento original do trabalho, uma vez que o acesso aos 

laboratórios foi restrito em por um período significativo da realização desse trabalho. 

As impressões digitais são vestígios de grande importância para a ciência forense, 

por contribuem para identificação da autoria de um crime. No entanto, as condições 

técnicas nem sempre são boas o suficiente para permitir a comparação com padrões de 

impressões digitais em um banco de dados sujeito a pesquisa no Sistema Automatizado 

de Identificação Biométrica (ABIS). Nessas situações, muitas vezes essas evidências são 

descartadas ou então analisadas por outros métodos como o DNA. Foi demonstrado nesta 

Tese, que a espectroscopia vibracional pode ser uma ferramenta poderosa para se extrair 

outras informações forenses valiosas desse vestígio.  

Este trabalho buscou uma abordagem forense ao aplicar diversos substratos SERS 

ativos de nanomateriais de ouro para determinação de cocaína em impressões digitais. Os 

dados experimentais foram ajustados às isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich, 

sendo a de Langmuir a que melhor se ajustou aos dados experimentais para COC e, de 

acordo com seu Gads de -84,12 kJ/mol, pôde-se constatar que a adsorção física e 

espontânea. Os resultados demonstraram ser possível detectar traços de COC, a partir de 

uma solução de concentracão de 6×10-4 mol/L, o que corresponde a 273 ng dispersa na 

área da impressão digital medida.  

 Embora existam apenas diferenças muito sutis entre as impressões digitais 

masculinas e femininas, o uso de espectroscopia Raman combinada com métodos de 

análise supervisionados  (PLS-DA ou SVM-DA) podem ser ferramentas valiosas para 

estimar o sexo do indivíduo humano. A degradação da impressão digital em função do 

tempo e da fotossensibilidade revelaram-se fatores importantes para a determinação do 

sexo. No entanto, considerando um período de até sete dias a partir da coleta da impressão 

digital, foram obtidos índices de discriminação de acertos variando de aproximadamente 

80 a 93%, mostrando que os métodos propostos podem estimar a identificação do sexo 

com alta probabilidade de acerto. Os modelos SVM-DA apresentaram os maiores EFRs 

para espectroscopia Raman, o que sugere a presença de não linearidades no sistema. 

Embora o número de amostras utilizadas no conjunto de treinamento possa ser 

considerado relativamente pequeno, o método proposto demonstrou a possibilidade de 

determinação do sexo utilizando as informações químicas fornecidas pelos espectros 

Raman obtidos em impressões digitais. 
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Foi demonstrado ainda neste trabalho que o uso da espectroscopia FTIR 

combinado com o PLS-DA pode também ser utilizada para classificar o sexo de um 

indivíduo. Considerando um período de até 30 dias, a partir da coleta da impressão digital, 

foram obtidos índices de discriminação superiores a 80%, mostrando que o método 

proposto pode fornecer identificação do sexo com alta probabilidade de acerto. 

Além disso, é possível pensar em outros desafios relacionados à discriminação de 

classes com base na análise de impressões digitais latentes, como etnia e faixas etárias, 

que ainda podem ser explorados com estas técnicas, resultando em novas metodologias 

para aplicações forenses. 
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