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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de métodos para analise de
informacdes de impressdes digitais latentes (IDL), a partir de substancias exdgenas e
enddgenas, utilizando espectroscopia vibracional. Acerca dos métodos de analise de
substancias exogenas foi possivel realizar a deteccdo qualitativa de cocaina (COC) das
IDLs, utilizando Espalhamento Raman Intensificado por Superficie — SERS. Para isso,
foram preparados e realizados testes com diferentes substratos SERS de nanoparticulas
de ouro. A estratégia adotada envolveu o gotejamento desses substratos SERS em laminas
de aluminio. Foi estudada a adsorcdo de R6G e COC em solucgdes aquosas de diferentes
concentracgdes, e a metodologia foi aplicada na detec¢do de COC em impressoes digitais.
A COC utilizada para preparar as solucdes de trabalho para os estudos SERS foi o sal de
cloridrato correspondente. Ela foi analisada por RMN-H! 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 absorcdo méaxima das ressonancias de plasmon de
superficie localizadas transversal (LSPRT) em 545 nm e longitudinal (LSPRL) em 599 nm
para as AuNPs, confirmando a presenca de AuNBs. Além disso, também por meio da
analise de medidas de UV-Vis, foi observada estabilidade desses nanobateriais por um
periodo de 28 dias. Os dados experimentais foram ajustados as 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 AGags de -84,12 kJ/mol, pdde-se constatar
que a adsorcdo fisica e espontanea. Na impressao digital contaminada, foi possivel
detectar uma concentragdo da ordem de 10“mol/L, o que corresponde a uma massa de
273 ng. Além disso, buscou-se determinar o sexo de um individuo , a partir de substancias
enddgenas das impressdes digitais, por meio das espectroscopias Raman e Infravermelho
com Transformada de Fourier — FTIR, com auxilio de ferramentas quimiométricas
(Analise de Componentes Principais (PCA), Analises discriminantes por método dos
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e suporte de vetor de maquina (SVM-DA)). Para
a espectroscopia Raman, as taxas de discriminacdo variaram entre 80 e 93%,
considerando um periodo até 7 dias da data da coleta. Para as medidas Raman, 0 método
supervisionado SVM-DA demonstrou ser mais eficiente. Para o FTIR, os resultados PLS-

DA mostraram uma taxa de discriminacéo superior a 80%.



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 'H-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 (LSPRr) 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 AGags Of -
84.12 kJ/mol, the physical and spontaneous adsorption was confirmed. In the
contaminated fingerprint, a concentration of the order of 10* 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. Introducéo

O inicio do controle internacional sobre narcoticos e substancias psicotropicas se
deu em 1909, com a realizacio da Comissio de Opio de Xangai, motivada pelo elevado
consumo de 0pio, na época. Estudo publicado pelo Escritério das Nac¢des Unidas sobre
Drogas e Crime - UNODC, em 2016, indicou que o combate ao uso indevido do épio
possibilitou que a producdo dessa substancia fosse reduzida em 70 % e 0 seu consumo
em 13 vezes. Essa conclusdo foi baseada na projecdo do crescimento do consumo
acompanhando o aumento populacional do planeta [1].

A identificacdo de drogas ilicitas tem se tornado um grande desafio para as forgas
de seguranca. Dentre as razdes para isso, destaca-se a variedade de novas substancias que
sdo produzidas a cada dia, o que fragiliza as metodologias tradicionais de testes
preliminares, sujeitas a falsos positivos [2].

A Tabela 1 demonstra as principais substancias ilicitas apreendidas durante a
rotina policial, os testes de rotina e os problemas apontados quanto a obtencdo de
resultados falsos positivos nestes testes preliminares.



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)
Cocaina Scott modificado Cor azul indica presenca de cocaina Composto; metalicos, Her0|r_1a, mgtadona,
como sais de ferro lidocaina
Fast blue Cor avermelhada indica canabidides Idade da amostra Patchouli e al_gu_ns Oleos
Maconha e essenciais
derivados Duquenois Levine (DL) V|olet_a’ na camada inferior (cloroférmica) indica presenca de Idade da amostra Patchouli e al_gu_ns oOleos
canabidides essenciais
Simon Cor azul escuro intenso indica MDMA Substancias usadas como Certos medicamentos
adulterantes
MDMA
Marquis Cor negra ou purpura indica MDMA ou MDA N&o identificados N&o identificados
. Simon Cor azul escuro Né&o identificados N&o identificados
Afetaminas /
Metanfetaminas Marquis Cor Iaran_ja que tende para marrom e indica a presenca de N0 identificados N0 identificados
Anfetamina ou metanfetamina
Oplq / Morflna}/ Marquis Co_rIV|oIeta a purpura avermelhada indica a presenca de N0 identificados NZo identificados
Codeina / Heroina opiaceos
LSD Enhrlich g::_\élgleta que aparece apo6s alguns minutos indica a presenca N0 identificados Diidro-LSD
Benzoazepinicos ~ Zimmerman Cor purpura g\{ermelhada ou rosa indica a presenca de N&o identificados N&o identificados
benzodiazepinicos
Barbituricos Dille-Koppanyi Cor purpura avermelhada ou rosa indica a presenca de Né&o identificados Nao identificados

Cloreto de etila
(langa perfume)

Teste de chama

Teste para cloretos

barbitaricos
Ao queimar produz uma chama verde

Residuo das chamas produz sélido branco floculento, indicativo
para cloretos

Nao identificados

Nao identificados

Alguns organoclorados

Alguns organoclorados




Estudos apontam uma estabilizacdo do consumo de drogas ilicitas tradicionais,
como a maconha e a cocaina e um aumento do consumo de drogas sintéticas, que foram
incluidas na lista de preocupacdes das autoridades publicas que lidam com o problema
[1][3]. Uma vez que os métodos de rastreio e de controle dessas substancias possuem
limitacGes, dentro do sistema internacional de combate as drogas, ha um aumento na
dificuldade para as conclusdes técnicas acerca da identificacdo dessas substancias [4][5].

Dentre as drogas ilicitas mais usadas no mundo, durante o ano de 2018, destacam-
se: a maconha, o ecstasy (MDMA), a cocaina, as anfetaminas, os cogumelos e o acido
lisérgico (LSD), conforme relatorio apresentado pela companhia de pesquisa
independente Global Drug Survey (GDS) [6].

Além da producédo e consumo de drogas, outro problema preocupante € a relacéo
existente entre a pratica criminosa e 0 uso dessas substancias, uma vez que, alguns
usuarios de drogas utilizam-se de delitos como roubo, furto e o trafico de drogas, visando
ganhos financeiros imediatos para sustentar o vicio [7] .

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

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

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

A cocaina pertence ao grupo dos alcaloides, que sdo compostos organicos que
contém um nitrogénio ligado ao anel heterociclico, que confere a estas substancias um
carater basico. Este psicotrépico possui efeitos analgésicos. Seu consumo entre a
populacédo de 15 a 64 anos tem se concentrado nas Américas, Oceania e Europa, sendo a
América do Sul considerada como principal ponto de distribuicdo para América do Norte,
Europa Central e Ocidental [1].

Assim, ndo obstante a identificacdo da substancia, a ligacdo entre o delinquente,
0 delito e 0o uso ou manipulacdo de alguma droga pode ser relevante para uma

investigacdo, seja para a compreensdo inequivoca da motivagdo do crime, seja pela



correta dosimetria ou isencao da pena ao final do processo da persecucédo penal [9] [10]
[11].

Os produtos da transformagéo da COC, que ocorre no organismo humano apos o
seu consumo e podem ser identificados no suor humano em pequenas quantidades, que
possuem relacdo com a dose de consumo, uma vez que nao se difundem tdo bem quanto
a COC. Dentre os metabolitos, destacam-se a ecgonina metilester, a benzoilecgnina e
cocaetileno. Esta Gltima gerada se ha consumo simultaneo de bebida alcodlica [12].

O principal mecanismo de aparecimento da droga no suor se da através da difusdo
passiva do sangue e sua eliminacao é prioritariamente pela urina, sendo portanto o suor
considerado uma via secundaria de excre¢do, com propor¢do de menos de 10% dos
produtos da biotransformacéo [12].

Na urina, consumos de 50 mg de cocaina, resultam em cerca de 300 ng/mL de
benzoilecgnina, ja no suor os estudos apontam a dificuldade no estabelecimento de uma

relacdo dose-concentracao, devido a grande variabilidade intra e inter-individuos [12].

1.1.  Vestigios Papiloscopicos

Um dos principais métodos de identificacdo de um individuo é baseado na anélise
das impressdes digitais, que sdo os desenhos formados nas polpas digitais pelas papilas
dérmicas. Esses desenhos possuem configuracdo aleatdria, ou seja, sdo Unicos para cada
individuo, de acordo com as condi¢cdes encontradas no processo de desenvolvimento
embrionario [13]. Assim, as impressdes digitais sdo eficazes para a individualizacdo de
alguém e tem sido usadas na area forense para essa finalidade, hd mais de 100 anos,
quando foi possivel 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 vestigio papiloscdpico é composto por uma mistura de secre¢des (suor e sebo —
substancias enddgenas) com substancias advindas do meio externo (substancias
exogenas). Os lipideos encontrados com frequéncia nas impressoes digitais s&o oriundos
das glandulas sebéceas, espalhadas ao longo do corpo, com excecdo das palmas das méos
e dos pés. O suor € expelido pelas glandulas apdcrinas e écrinas e realiza importante
funcéo de resfriamento do corpo. As glandulas écrinas s&o as Unicas encontradas no tecido
tegumentar das impressGes digitais. Substancias inorganicas e organicas (como
metabolitos de drogas) estdo contidos em concentraces variadas no suor conforme
apresentado na Tabela 2 [16] [17].



Tabela 2. Substancias organicas e inorganicas encontradas na mistura de secrecdes que
formam o vestigio papiloscopico latente. Adaptado de [16].
Constitutintes

Fonte ) . Constituintes Orgénicos
inorganicos
Aminoécidos
Cloretos .
. - Proteinas
lons metalicos (Na*, .
Ureia
K*, Ca*") e
. .. Acido Urico
Glandulas Ecrinas Sulfatos o .
Acido Lético
Fosfatos ]
. Agcucares
Amonia )
3 Creatina
Agua (>98%) )
Colina
. o Ferro Proteinas
Glandulas Apdécrinas . .
Agua (>98%) Carboidratos

Glicerideos (30-40%)
Acidos Graxos Livres (15-25%)
Esteres (20-25%)

Oleos (10-12%)

Esteres de esterois (2-3%)
Esterdis (1-3%)

Glandulas Sebaceas

Assim, alguns trabalhos relacionados a este campo de atuacdo forense avancaram
no sentido de coletar, das impressdes digitais latentes (IDLs), informacdes quimicas ou
bioldgicas, como residuos de drogas, explosivos, material genético ou outro tipo de
substancia conexa com a pratica criminosa, 0 que pode orientar substancialmente a
conducéo de uma investigacao, estabelecendo outros elos de ligacdo entre o criminoso e
0 crime, que podem ser muito importantes para uma investigacao policial [18][19].

Desta forma, a utilizagdo de métodos instrumentais de analise surge como uma
abordagem com grande potencial para aplicacdo na identificacdo de residuos de
substancias 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 situacées, sua integridade.



1.2.  Obtencédo de evidéncias associadas as IDLs

Nas ultimas décadas alguns métodos foram desenvolvidos com o objetivo de
coletar evidéncias associadas as impressfes digitais, como sexo, idade e substancias
manipuladas ou consumidas. A Interpol, em artigo recente, faz uma revisdo dos artigos
relacionados a impressdes digitais, publicados no periodo de 2016 a 2019 [20].

Equipe do Quantico do FBI, utilizou a Microespectroscopia de Infravermelho
(1- IR) para compreender a composicao quimica das impressdes digitais de adultos e de
criancas, motivados pela necessidade de esclarecer casos de rapto. Métodos
cromatograficos foram usados por outros grupos para estudar a composic¢ao quimica das
secrecOes cutaneas de criangas e adultos, mas implicam na destruicdo da amostra. Por
outro lado a p- IR analisa componentes quimicos especificos em residuos de IDLs, sem
qualquer preparacdo adicional apos a coleta, € ndo destrutivel e possibilita a formacgéo de
imagens quimicas. Nestes estudos, mesmo com uma pequena quantidade de material nas
impressdes digitais, foi possivel analisar o material écrino e sebécio e realizar um estudo
em funcdo do tempo e temperatura. Foi observada diferenca na proporcao relativa de
compostos nas cristas de IDLs entre adultos e criancas. O principal componente
encontrado nas IDLs das criancas foi um sal acido, confirmado por cromatografia gasosa
acoplada a um espectrémetro de massa - CG-MS como sal de s6dio do acido latico.
Embora os estudos das diferencas em funcdo do sexo e da origem étnica ndo fossem o
foco deste estudo, observou-se que o sexo e a ethia desempenham papel na quantidade de
residuos depositados. Os autores afirmam ser um método promissor para a distinguir
impressoes digitais de adultos e de criancas [21] [22].

Chen e colaboradores utilizaram imagens espectroscopicas no infravermelho e
ferramentas estatisticas para distinguir IDLs sobrepostas de digitais contaminadas com o
explosivo hexahidro-1, 3, 5-trinitro-1, 3, 5-triazina (RDX). A anélise foi realizada através
da reconstrucdo de imagens quimicas baseadas no modo vibracional de deformacéo do
NO2. Métodos de decomposicao de valores singulares (SVD), Rotagdo de Minimizagéo
de Entropia de Alvo de Banda BTEM e/ou analise de componentes principais (PCA)
foram as ferramentas quimiométricas utilizadas. O limite de deteccédo foi 0,1 ng / pixel.
Mesmo apos a lavagem das maos foi possivel observar residuos do explosivo [23].

Figueroa e colaboradores utilizaram o espalhamento Raman estimulado para
determinar KNO3z e acido benzoico em cristas papilares. Estes autores tambem fizeram
uso das bandas vibracionais de lipideos e proteinas (em 2850 e 2930 cm¥,

respectivamente) como referéncia para a realizacdo do imageamento quimico da
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impressdo digital revelada com p6 comum em diferentes superficies, como laminas de
vidro e de aco. Neste trabalho os autores utilizaram as substancias em p6 para contaminar
as impressoes digitais [24].

Ng e colaboradores desenvolveram um estudo no qual uma IDL foi contaminada
com poucos miligramas de aspirina, cafeina e dizaepam e foi utilizada a espectroscopia
Raman para obter o imageamento quimico, utilizando como referéncia os lipideos e
proteinas (banda em 2930 cm™) e algumas bandas vibracionais de referéncia de cada uma
destas substancias. Foi possivel diferenciar as substancias exdgenas nas cristas papilares
a partir do uso do algoritmo Spectral Angle Mapper (SAM) como método automatico de
comparacao direta de imagens espectrais por meio de pré-processamentos especificos
[25].

Um método combinando cromatografia liquida e espectrometria de massa (CL-
MS) para determinacdo de metanfetamina e seu principal metabolito em IDL foi
desenvolvido por Zhang e colaboradores. O limite de deteccéo foi de 1,5 ng e o limite de
quantificacdo de 5,0 ng por cotonete utilizado para coleta. Os valores médios de
recuperacdo foram superiores a 70,1%. Também foram detalhados os fatores de
influéncia para a deteccdo da droga em IDLs, como tipos de substratos, métodos de
desenvolvimento e métodos de extracdo. Os resultados mostraram a obtencdo de boas
relacbes de recuperagdo em superficies de madeira pintada e substratos lisos. Os
resultados também indicaram que o método mencionado poderia ser aplicado na analise
de evidéncias coletadas em vestigios forenses [19].

Apesar da técnica descrita acima demonstrar potencial de aplicacdo na
identificacdo de drogas e seus metabdlitos em IDL, a evidéncia probatoria é destruida.
Entretanto, a pratica forense recomenda que as evidéncias sejam preservadas o tanto
quanto possivel. Portanto, métodos de analise ndo destrutivos, que podem ser aplicados
diretamente ao vestigio, preservando sua integridade, sdo os mais adequados. A adocéao
de uma abordagem n&o destrutiva significa permitir que outros tipos de exames sejam
realizados sobre um mesmo vestigio. Neste sentido, a espectroscopia Raman, por ser uma
técnica ndo destrutiva, despontou com uma ferramenta poderosa para a ciéncia forense
[26].

Uma metodologia qualitativa para a deteccdo de drogas de abuso em impressoes
digitais foi desenvolvida por Day e colaboradores. Foram utilizadas 5 (cinco) drogas:
fosfato de codeina, hidrocloridrato de cocaina, sulfato de anfetamina, barbital e

nitrazepam, além de 5 (cinco) substancias ndo controladas cujas aparéncias sdo similares
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as das drogas escolhidas: cafeina, aspirina, paracetamol, amido e talco. Apos um processo
de dopagem dos dedos com uma quantidade ndo especificada de pé de cada substancia
depositado em uma lamina de aco, as impressdes digitais ricas em suor e oleosas
(processos diferentes de preparacdo) foram depositadas também em laminas de aco e
avaliadas por microespectroscopia Raman (p- Raman), utilizando um laser com emisséo
em 632,8 nm. Como resultado obtido, todos os analitos foram detectados nas impressoes
ricas em suor e oleosas [27].

West e Went (2008) identificaram ecstasy, cocaina, ketamina e anfetamina em
impressoes digitais por meio da u- Raman. Eles estudaram 70 impressdes digitais dopadas
com estes entorpecentes, obtidas pressionando os dedos polegares em laminas de vidro
preparadas com cada uma das substancias (3 a 8 pug da droga). Em seguida, os dedos
polegar e indicador foram esfregados e a impressao digital foi coletada em uma lamina
de vidro limpa. A impressdo 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 dimensdes de 10 a 40 um, perfeitamente visiveis pelo
microscopio ao se usar uma objetiva de 50x [28].

Apesar de ser uma técnica considerada nao destrutiva, a secdo de choque para o
espalhamento Raman é significativamente menor do que a da espectroscopia de absorgéo
no 1V, limitando sua aplicacdo na deteccdo de analitos em baixas concentragfes. Com o
surgimento do espalhamento Raman intensificado por superficies (conhecido como efeito
SERS - surface-enhanced Raman scattering), a aplicacdo da espectroscopia Raman como
ferramenta analitica ganhou novo impulso, chegando ao ponto de se conseguir
sensibilidade para detec¢do de uma Unica molécula (SMD) [29].

A imensa maioria dos trabalhos sobre o efeito SERS envolve moléculas
adsorvidas em superficies nanoestruturadas de metais como Ag, Au e Cu [26][29].
Particulas desses metais com dimensfes nanométricas apresentam plasmons de superficie
que podem ser excitados por radiacdo eletromagnética na regido do visivel ao
infravermelho préximo e que do origem a intensificagdes da ordem de 10° a 10*2 para
sinal Raman de moléculas adsorvidas nesses metais [29]. Essas caracteristicas do efeito
SERS tém despertado o interesse dos pesquisadores da area forense.

Utilizando um equipamento Raman portatil, Yang e colaboradores estudaram uma
metodologia de otimizacéo do efeito SERS empregando nanoparticulas de ouro (AuNPS)
com propriedades magnéticas para detectar tracos de droga em saliva e em impressdes

digitais. A substancia objeto de estudo foi a cotinina, principal metabolito da nicotina.
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Foi utilizado laser de He-Ne como fonte de excitagdo (632,8 nm). As AuNPs adquiriram
propriedades magnéticas na presenca de inositol hexakisfosfato. O método demonstrou
um LOD de 8,8 ppb para a cotinina em saliva e 1,0x10”7 mol/L (1,76 mol/mL) em
impresséo digital [30].

Gong e colaboradores desenvolveram método que envolve a utilizacdo de swabs
recobertos com nanoparticulas de prata para a deteccdo de tracos de explosivos (2,4 -
DNT) recolhidos de impress6es digitais. A técnica pode ser empregada na triagem de
passageiros em aeroportos. O LOD in vitro foi de 5 ng/cm? (= 1,2 ng /cm?), 2 ordens de
magnitude mais sensiveis do que o relatado na literatura por espectroscopia Raman. Foi
utilizado laser de He-Ne como fonte de excitagcdo (632,8 nm) O limite de deteccdo na
impresséo digital ndo foi informado [31].

Leonard e colaboradores utilizaram espectroscopia Raman e SERS para
identificacdo de fentanil e carfentanil. Foram utilizadas nanoparticulas de prata para
intensificacdo do sinal. O fator de identificacdo obtido foi de 1,6 x 10°. Os autores
compararam os espectro tedrico 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 impressdes digitais, antes e depois da revelacdo com pé
preto. A metodologia foi baseada no uso de um substrato SERS ativo, formado por um
filme de nanoparticulas de prata dispersas em gel de agarose, depositado em lamina de
aluminio. Apds registro da impressao digital contaminada com a droga, foi possivel
detectar metanfetamina em quantidades abaixo de 200 pg, antes e depois da revelacdo da
digital. Os espectros SERS em diferentes locais da impressdo mostraram sinais
relativamente significativos da metanfetamina adsorvida, apesar de ocorrer uma
atenuacdo do sinal da metanfetamina apds revelacdo da impressdo digital. A metodologia
desenvolvida é promissora para ser aplicada na deteccdo de outras drogas ou outras
substancias de interesse forense [33].

A identificacdo do género a partir de residuos de impressdes digitais foi proposta
por Huynh e colaboradores. Os autores destacam a possibilidade do uso de compostos
enddgenos da impressdo digital para a determinacdo de diversos atributos pessoais.
Destacam ainda que a maior parte dos métodos foca na presenca ou na auséncia de algum
composto quimico. Uma vez que a impressao digital contém componentes analogos aos
fluidos corporais, também podem ser utilizadas para a obtencao das informacdes retiradas

deste tipo de vestigio. Neste estudo foi proposta uma metodologia baseada na afinidade
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entre uma enzima e seu ligante que proporcione uma coloracdo visivel a olho nu, ou
espectroscopicamente quantificavel por métodos de absorcdo associados a ferramentas
estatisticas. As andlises Receiver Operating Characteristic (ROC) foram realizadas
utilizando 50 impressdes digitais simuladas com a obtencao de 99% de probabilidade da
determinacéo do sexo correto. Foi estabelecido um protocolo para coleta de amostras reais
de voluntérios caucasianos, homens e mulheres. As IDLs foram depositadas em um filme
de polietileno e acidificadas. Para a separacdo do grupo amina dos componentes lipidicos
foi feito o aquecimento do substrato, sendo, portanto, necessario um pré-tratamento da
amostra que inutiliza o vestigio [34].

Em outro artigo, Brunelle e colaboradores utilizam a ninidrina para a
determinacdo colorimétrica do género por meio de impressdes digitais. O estudo é
baseado no conceito de que é possivel diferenciar o género utilizando as concentracfes
dos aminoacidos presentes nas impressdes digitais, uma vez que as mulheres apresentam
quase o dobro destas substancias, comparado a concentra¢do observada nas impressées
digitais dos homens. Foram criados, randomicamente, padrdes de amino&cidos, sendo 25
representando mulheres e 25 para homens. O ensaio quimico emprega a ninidrina,
composto tradicionalmente utilizado para revelacdo de IDLs. A ninidrina reage com 0
aminoacido formando um composto de cor purpura denominado de purpura de
Ruhemann. Os resultados obtidos a partir dos modelos estatisticos Receiver Operating
Characteristic / Area under the curve (ROC / AUC) demostraram que é possivel a
determinacdo do género correto em 94% das impressdes digitais simuladas. Nas
impressdes digitais auténticas foi observado 91% de acurécia na identificagdo do género.
Contudo, o método requer uma etapa de revelacdo da impressao digital com a ninidrina.
[35].

Carvalho e colaboradores utilizam a densidade de linhas distal e proximal das
impressdes digitais de brasileiros para a determinagdo do sexo de 200 voluntérios,
considerando uma area de 25mm? para a contagem de linhas. Segundo o autor, 0s
resultados para a &rea distal se destacam na distingdo do sexo. O estudo indica que uma
impresséo digital com 14 linhas/25mm? tem cerca de 92% de probabilidade de pertencer
a um homem e, se possuir mais de 20 linhas/25mm? tem 100% de probabilidade do
individuo ser mulher. Observou-se um limiar de separacdo dos sexos entre 16 a 17 linhas,

com cerca de 60% de classificagdo correta [36].
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1.3.  Aespectroscopia vibracional e outras possiveis aplicacfes forenses

Apesar do DNA e da impresséo digital serem evidéncias que podem fornecer a
identificacdo de uma pessoa, para tanto, é necessario recorrer a informacdes de referéncia
contidas em bancos de dados. Assim, na impossibilidade de uma identificacdo, podem ser
extremamente relevantes para a investigacdo outras informacfes que sejam obtidas a
partir das evidéncias, tais como caracteristicas fenotipicas do individuo, como a cor dos
olhos, raca ou género, que ajudariam a restringir a busca por suspeitos ou vitimas.
Tradicionalmente, o DNA e técnicas cromossdmicas foram relatadas para a classificagdo
do género [37][38].

Alguns estudos apontam para a utilizacdo de espectroscopia Raman na obtencéo
de informac6es sobre o género do individuo, a partir de vestigios forenses como pedagos
de unha, saliva e sangue [37][38][39].

Neste sentido, foi proposta por Widjaja e colaboradores a utilizacdo desta técnica
para detectar diferengas na estrutura molecular de unhas de homens e de mulheres. Essas
diferencas sdo extremamente discretas e para serem encontradas foram necessarias a
combinacdo do algoritmo PCA e Maquina de Vetor de Suporte (SVM). Os autores
destacam este método como uma alternativa rapida de classificacdo de género em analises
forenses. A regido espectral de aquisicdo concentrou-se na faixa entre 400 e 1800 cm™.
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 aplicacdo de acetona foi realizado visando
retirar contaminantes. Os espectros Raman foram excitados com uma fonte de radiacdo
em 785 nm. O estudo mostrou que a associa¢do da espectroscopia Raman com calibragéo
multivariada pode ser extremamente promissora para o desenvolvimento de métodos de
classificacdo de géneros. O método proposto € relativamente rapido e simples e
demonstrou acurécia maior do que 90% [37].

Muro e colaboradores citam diversos estudos com a extracdo de DNA para
determinar o sexo a partir de sangue, suor e saliva. O autor afirma que, embora 0s
resultados desses estudos sejam promissores, seus métodos requerem o consumo de
amostra e, em andlises forenses, a destruicdo de amostras deve ser evitada sempre que
possivel. Assim, os autores propdem uma nova metodologia baseada em espectroscopia
Raman para a determinacdo de género a partir de amostras de saliva de uma populacao
de 60 doadores selecionada baseada no sexo, raca e idade. Homens e mulheres foram

equitativamente representados, bem como os individuos caucasianos, negros e
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hispanicos. A faixa de idade variou entre 19 e 73 anos. Foi utilizada radiacao de excitacao
em 785 nm. Os espectros foram coletados na faixa entre 400 a 1700 cm™. A andlise dos
dados foi feita utilizando, aleatoriamente, 20% dos doadores para validagéo e 80% para
calibracdo. Nos espectros obtidos nédo foi possivel observar diferencas entre os horménios
sexo-dependentes como estrogénio, progesterona, testosterona e deidroepiandrosterona,
que, conhecidamente, variam em concentracdo. Os autores afirmam que, provavelmente,
IS0 se deve a pequena contribuicdo para o espectro Raman da saliva, que é dominado por
aminoéacidos e hormonios peptideos. Assim, foi obtido um modelo para diferenciacéo do
sexo a partir do espectro Raman de amostras de saliva, baseado em maquina de vetor de
suporte por analise discriminante (SVM-DA). Os resultados demonstraram que o sexo de
45 dos 48 doadores usados na calibragdo foi identificado corretamente (94%). Na
validacdo externa, foi determinado corretamente 11 dos 12 doadores (92%) [38].

Outro estudo aborda a determinacdo de género pela espectroscopia Raman a partir
de gotas de sangue. Sikirzhytskaya e colaboradores desenvolveram um trabalho que
compara a utilizagdo de SVM e redes neurais artificiais (ANN) associados aos dados
espectroscopicos para essa determinacdo. Foram utilizadas gotas de sangue de 60
doadores, 30 homens e 30 mulheres. A fonte de radiacéo utilizada neste trabalho foi a de
785 nm e regido espectral de 300 a 3200 cm. A regido utilizada para as anélises centrava-
se em 625 a 1730 cm™. Ao utilizarem algoritmos genéricos (GA) associados a
classificacdo ANN foi obtido 98% de acurécia na diferenciacdo de género no grupo de
calibracdo e 60% no grupo de teste, 0 que demonstrou o grande potencial da técnica para
fins forenses [39].

Recentemente Sharma e colaboradores utilizaram espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR),
juntamente com métodos de PCA e minimos quadrados parciais por analise discriminante
(PLS-DA) para classificar e prever o sexo de individuos a partir de amostras de unhas. A
taxa de classificagéo foi de 100% e 90% para mulheres e homens, respectivamente [40].

Outro estudo realizado por Bel’skaya e colaboradores demonstrou que é possivel
estabelecer diferencas estatisticamente significativas entre os grupos masculino e
feminino, ao analisar as bandas de absorcdo de proteinas e lipidios em amostras de saliva
por espectrometria de infravermelho (IR). Os autores demonstraram que a absorbancia
das bandas atribuidas a proteinas e acidos nucléicos € maior para os homens, enquanto a

absorbancia das bandas atribuidas aos lipidios é maior para as mulheres [41].
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2. Justificativa
2.1.  Determinacao de substancias ilicitas em impressdes digitais.

No ambito internacional, existem trés convencdes vigentes promovidas pelas
OrganizacGes das Nacbes Unidas (ONU), que balizam as legislacbes dos paises
signatarios, incluindo o Brasil, acerca do combate as substancias ilicitas, quais sejam [42]:

I Convencao Unica sobre Entorpecentes, 1961 (emendada em 1972);

ii. Convengdo sobre Substancias Psicotropicas, 1971; e

iii. Convencdo Contra o Trafico llicito de Entorpecentes e Substancias
Psicotropicas, 1988.

A Lei n°® 11.343, de 23 de agosto de 2006, que institui o Sistema Nacional de
Politicas Publicas sobre Drogas traz em seu Art. 48, relativo ao procedimento penal, os
exames de corpo de delito, como competéncia da policia judiciaria, quando a conduta
criminosa se enquadrar as praticas descritas nos Arts. 33 a 37. [43]

Nos Estados Unidos, o Escritério de Ciéncia e Tecnologia do Instituto Nacional
de Justica, 6rgdo pertencente ao Departamento de Justica daquele pais, criou o Programa
de Padrdes e Testes de Cumprimento da Lei e CorrecOes, visando auxiliar as agéncias
pertencentes ao sistema de justica norte americanas, no que se refere a padronizacdo de
procedimentos e resultados acerca da investigacdo criminal. Assim, foi elaborado o
documento n° 0604.01, que estabelece os protocolos de utilizagcdo de reagentes de teste
de cor para a identificacdo preliminar de drogas de abuso (Kits de identificacdo). Neste
documento sdo encontradas informacdes sobre a positivacdo, falsos positivos, limites de
deteccdo e a relacdo de substancias que promovem resultados com cores proximas ou
iguais, ap0s a aplicacdo dos testes [44].

Contudo, tornou-se necessario o aprimoramento das metodologias existentes para
processar as amostras mais rapidamente e com maior precisdo, em virtude do crescimento
da diversidade de substancias ilicitas produzidas e utilizadas.

Nesse sentido e, observado o carater internacional do trafico de drogas, existe
ainda a necessidade da troca de informacGes entre autoridades em nivel regional, nacional
e internacional. Assim, o UNODC elaborou um programa de harmonizagéo
recomendando os métodos mais apropriados a serem usados em testes de identificacéo de
drogas para laboratorios nacionais, e ainda, um Exercicio Colaborativo Internacional —
ICE, onde amostras sdo fornecidas para analise e, ap0s a obtengédo dos resultados, estes
podem ser comparados [45]. Os manuais elaborados a partir deste programa apresentam

uma certa flexibilizag&o. Logo, as metodologias selecionadas podem sofrer adaptacdes a
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depender do tipo de droga, da disponibilidade de instrumentacdo e materiais adequados
e, até mesmo a obediéncia a legislagdo local. Apesar da possibilidade de adaptagdo das
metodologias propostas, as boas praticas de laboratorios (BPL) preconizam que o
reconhecimento de substancias ilicitas deve ser realizado mediante testes preliminares e,
posteriormente, exames confirmatorios, ou seja, apos a indicacdo de uma determinada
substancia ilicita, faz-se necessario a confirmacdo do resultado por meio de métodos
analiticos mais acurados.

O Grupo de Trabalho Cientifico para Analise de Drogas Apreendidas-
SWGDRUG é um organismo que trabalha para aprimorar a qualidade de testes de drogas,
estabelecendo padrdes minimos aceitos internacionalmente e separa as metodologias

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

Tabela 3.Distribuicdo de testes definitivos em categorias. Adaptada de [46].

Categoria A Categoria B Categoria C
Infravermelho Eletroforese Capilar Testes de cor e precipitacdo
Espectrometria de Massa Cromatografia Gasosa Espectroscopia de

Fluorescéncia
Ressonéncia Magnética Espectrometria de Mobilidade  Imunoensaios
Nuclear de fons
Espectroscopia Raman Cromatografia Liquida de Alta  Propriedades Fisicas e Fisico
Eficiéncia Quimicas
Difratometria de Raio X Microcristalizacéo Espectroscopia Ultravioleta
Visivel

Marcadores Farmacolégicos
Cromatografia de Camada
Delgada

Exame botanico morfol4gico
(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 (trés) testes, sendo
dois deles por métodos contidos na categoria B [2].

Entretanto, como 0s entorpecentes sdo misturas de substancias quimicas, na fase
de testes preliminares, a identidade de uma determinada droga pode néo ser confirmada,
ou ainda, uma substancia que néo seja ilicita pode ser apontada como tal.

Uma alternativa para suprir essa deficiéncia dos testes preliminares pode ser o
investimento em estudos de técnicas analiticas, com foco nas metodologias que permitem

portabilizagdo, visando a identificagdo de drogas ou de alguma outra substancia de
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interesse em uma investigacao in loco [47][48][49][50]. Incentivos nesse sentido tém sido
dado para o desenvolvimento de praticas forenses da policia norte americana, desde 1999,
quando o Departamento de Justi¢a norte americano, baseado em casos sem respostas pela
policia, instituiu a politica de desenvolvimento de novas metodologias forenses, visando
0 aprimoramento das investigacdes [51]. Seguindo essa mesma linha, o Ministério da
Justica e Seguranca Publica em parceria com o Ministério da Educacdo do Brasil
lancaram, no dia 8 de janeiro de 2020, o Programa Nacional de Cooperacdo Académica
(Procad) em Seguranca Publica e Ciéncias Forenses onde serdo investidos R$ 10,1
milhGes para estudos de mestrado, doutorado e pos-doutorado na area [52].

Um exemplo de como incentivos em pesquisas académicas podem contribuir nas
inovacBes forenses é um equipamento portatil, que funciona sob fundamentos de
fluorescéncia, idealizado pelo Professor Doutor David Russell, da Escola de Quimica 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, cocaina, metanfetaminas, opiacios, metadona e
cetamina) a concentracdes muito baixas em impressdes digitais [53]. O Departamento de
Transito da cidade de Brasilia-DF tem realizado testes com esse aparelho em impressdes
digitais de condutores submetidos a averiguacéao [54].

Apesar dos avancos ja observados, no que se refere a identificagdo de substancias
ilicitas e seus metabodlitos em impressGes digitais, o desenvolvimento de novas
metodologias que permitam uma analise com maior acuracia e precisdo, assim como sua
determinacdo quantitativa e a possibilidade de recuperacdo de impressdes digitais por
imageamento quimico continuam sendo um desafio [55].

Os recentes avancos obtidos por meio do emprego da espectroscopia Raman tém
impactado vérias areas cientificas. Sua versatilidade pode ser observada diante do seu
emprego na indastria farmacéutica, auxiliando na descoberta de medicamentos, na
nanomedicina, nas aplicacdes teranosticas em cancer, na mineralogia, e, de forma geral,
nas areas de biologia, medicina e ciéncia dos materiais [55].

Segundo a Academia Nacional de Ciéncias, € preciso fazer uso de técnicas nédo
destrutivas e imparciais, eficientes e confiaveis nas ciéncias forenses [56].

A espectroscopia Raman é uma técnica j& bem conhecida no campo da
criminalistica. Nos tribunais norte-americanos ela goza de muito respeito e
admissibilidade, sendo aceita como meio probatdrio em processos judiciais, uma vez que

atende ao padrdo de Daubert, ou seja, possui padréo pré-estabelecido, elevado nimero de
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publicacOes, taxas de erros bem estabelecidas e ampla aceitacdo pela comunidade
cientifica [55].

Ocorre ainda que, essa técnica pode ser aprimorada e se tornar ainda mais sensivel
com a aplicacdo de nanomateriais para 0 SERS. Dentre as areas onde o SERS atua, podem
ser destacadas a deteccdo e estudos envolvendo DNA, RNA, etc [55].

Outra caracteristica relevante do efeito SERS, observada em estudos de
aminoacidos contidos em residuos de impressdes digitais sobrepostas em substratos de
prata, é a sua capacidade de supressdo da Fluorescéncia [57].

Assim, este estudo se justifica por propor uma nova metodologia nédo destrutiva e
reprodutivel de analise de cocaina, baseada na preparacdo de substratos SERS ativos de
AUNPs. Cabe destacar que a maior parte dos trabalhos aqui citados, remove a droga da
IDL antes da andlise, com o uso de fitas ou cotonetes ou ainda utilizam grandes
quantidades de droga para contaminar a impressao digital. Por outro lado, o método
proposto neste estudo busca a deteccdo da droga, em baixissimas concentracGes na
propria IDL, o que permite maior preservacdo da evidéncia, que pode ser utilizada em

contraprovas.

2.2. Classificacéo de sexo por meio das impressoes digitais.

As impressoes digitais sao vestigios importantes para o estabelecimento de autoria
de um crime ha mais de 100 anos. Contudo, nem sempre € possivel realizar a revelacao e
analise da mesma pois, muitas vezes, ela ndo possui condicBes técnicas de confronto
(numero suficiente de minucias para comparacdo com impressdes digitais padrdo) [58].

Conforme observado na sessdo 1.3 deste trabalho, é possivel, por meio da
identificacdo de outras caracteristicas de um individuo, reduzir o rol de suspeitos. E essas
informacBes podem ser Gteis numa investigacdo policial. Neste sentido, justifica-se a
proposta de uma metodologia ndo destrutiva apresentada neste trabalho que utiliza a
espectroscopia vibracional combinada com métodos quimiomeétricos (PCA, SVM-DA e
PLS-DA) para a determinacao de género a partir da anélise de substancias endégenas de
IDLs.
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3. Objetivos
3.1.  Objetivos Gerais

Desenvolver métodos para deteccdo qualitativa de cocaina em residuos de IDLs,

utilizando Espalhamento Raman Intensificado por Superficie — SERS. Além disso, busca-

se classificar o sexo de um individuo, a partir de substancias enddgenas das impressoes

digitais, por meio das espectroscopias Raman e Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR, com auxilio de ferramentas quimiométricas (PCA, PLS-DA e SVM-DA).

3.2.  Objetivos Especificos

Considerando o primeiro objetivo geral, métodos para deteccdo de cocaina das

impress@es digitais por SERS, tem-se como objetivos especificos:

a)

b)

d)

9)

Preparar diferentes substratos SERS ativos baseados em nanoparticulas de
ouro;

Selecionar o0s substratos SERS ativos para serem utilizados na
identificacdo de cocaina em impressdes digitais, a partir de testes com
Rodamina 6G (R6G);

Caracterizar os substratos selecionados por técnicas como microscopia
eletronica de Transmissdo (MET) e de Varredura (MEV), Espectroscopia
de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS), Espectroscopia de Absor¢éo no
Ultravioleta e visivel (UV-Vis) e Espectroscopia Raman;

Obter os espectros SERS das amostras de R6G e cocaina em diferentes
concentracoes;

Investigar o efeito da adsorgéo no substrato SERS selecionado, da R6G e
da cocaina, por meio de isotermas de adsorc¢ao;

Obter espectros SERS de impressdes digitais de voluntarios depositadas
nos substratos SERS ativos apds contaminacdo do dedo polegar com
amostra de concentracdo conhecida de cocaina; e

Verificar a eficacia na deteccéo de cocaina em impressdes digitais.

Por fim, para cumprir 0 segundo objetivo geral da tese, determinar o sexo de um

individuo a partir de substancias endogenas das impressoes digitais e espectroscopias

FTIR e Raman, tem-se como objetivos especificos:
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h)

)

Investigar as substancias enddgenas das impressdes digitais para a
determinacdo do género de um individuo por meio das espectroscopias
Raman e FTIR, em funcdo do tempo de coleta e diferentes condi¢cfes de
armazenamento;

Preparar e implementar os modelos quimiométricos (PLS-DA e SVM-DA)
para a separagdo dos grupos feminino e masculino; e

Verificar se as condicGes de tempo e luminosidade afetam a decomposic¢ao
das substancias endogenas das impressdes digitais, bem como na
determinacdo do género do individuo pelas espectroscopias Raman e FT-
IR.
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4. Fundamentacéo Tedrica
4.1. Métodos de Caracterizagao
4.1.1. Espectroscopia de Absorc¢do Molecular no Ultravioleta/Visivel - UV-Vis

A técnica de UV-Vis é uma das mais difundidas e importantes técnicas de
caracterizacdo utilizadas, baseada nos fenbmenos de absorbancia ou transmitancia que
ocorrem durante o caminho Otico da radiacdo eletromagnética e interpretados por meio
da lei de Beer-Lambert [59].

A radiacdo 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 visivel, conforme demonstrado
na Figura 2. O UV-Vis possui diversas aplicagdes como: determinacdo qualitativa e
quantitativa de compostos organicos e inorganicos, compreensao sobre a estrutura
eletronica de ions complexos, determinacdo de parametros termodinamicos, estudos

cinéticos, entre outras [60].
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Figura 2 Representacdo esquematica do espectro na regido do visivel. Retirado de [59].

A estrutura do composto investigado e os tipos de simetrias dos orbitais
moleculares do estado fundamental e excitado (o, o', n, 7, ©°) que absorvem a radiagio
eletromagnética séo caracteristicas consideradas para a realizacdo das medidas de UV-
Vis [59].

Orbitais 6 e 6~ (c*«0c) participantes de transicBes eletronicas, de uma forma
geral, sdo altamente energéticos e envolvem ligacGes o, capazes de absorver radiagao
abaixo de 150 nm. Consideram-se também os elétrons ocupantes de orbitais ndo ligantes

(n), que podem originar transicdes do tipo ¢ «—n e 7 «—n. As transicdes ¢ «—n, em geral,
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absorvem na faixa de 150 a 200 nm. Ja as transi¢es do tipo " <—n e © <, presentes em
compostos organicos com insaturacfes e/ou heterodtomos, sdo observadas na faixa de
200 a 700 nm. Cabe mencionar que a descrigédo de transi¢des eletronicas como transi¢oes
entre orbitais € uma maneira simplificada, utilizada para fins didaticos, pois a transi¢cdo
ocorre entre estados eletrénicos [59]. A Figura 3 representa as transicdes eletrénicas

envolvidas no UV-Vis.

T

O

Figura 3 Representacdo esquematica das transices eletrdnicas envolvidas na UV-Vis. Adaptada de [59].

4.1.2. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

MET ¢, atualmente, uma das técnicas que mais se destaca quando se quer obter
informacdes acerca do tamanho, morfologia e disperséo de materiais particulados, pois
permite uma magnificacdo cerca de 1000 vezes maior do que a de um microscopio de luz
convencional [61] [62].

Seu funcionamento se baseia na aceleracdo de um feixe de elétrons produzidos
pelo aquecimento de um filamento de tungsténio, acelerados do topo para a base por uma
diferenca 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 € direcionado para atravessar a amostra por
meio de Lentes eletromagnéticas. Assim, sdo formadas dois tipos de imagem: a de campo
claro, formada a partir da selecdo do feixe de elétrons incidentes e a de campo escuro,
que tem sua formag&o baseada no feixe de elétrons espalhados [62] [63].

A disposicao dos constituintes de um microscopio eletrénico de transmissao pode
ser observada por meio do esquema representativo do instrumento na Figura 4. Assim, de

uma maneira geral, um MET é constituido por:
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- Sistema de lentes condensadoras, que reduz a secao transversal do feixe elétrons
e iluminar a area de interesse;

- Corrente da lente objetiva, responsavel por controlar o foco e a ampliacao inicial;
- Corrente da lente projetiva que proporciona amplificacGes de 1000 a

250.000 x;

- Sistema de vacuo, constituido por bomba difusora e rotativa, que geram uma
pressdo menor que 10-4 torr;

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

coupled device).

Fonte de elétrons 4@

!
[

Anodo — -
\
Igggtt:leeilsadoras et
tcondensador
Bobinas
: = I;i i ; Detector Raios-X
Lent bjeti
entes objetivas o—Amostra

[
Abertura da objetiva
{Abertura da area selecionada

Ly
Lentes projetoras —. I.' ?'
IS5 Detectores
-

Tela de visualizagédo _. ’

Camara CCD h

EELS detector

Prisma

magnético Camera CCD

Figura 4 Representacdo esquematica dos principais constituintes de um microscépio eletrénico de
transmissdo. Adaptada de [62].
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4.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O MEV é usado, de forma versétil, para analisar caracteristicas estruturais de
materiais sélidos na escala micrométrica e fornece, a partir de uma amostra solida,
informacdes acerca de sua morfologia e identidade de seus elementos quimicos [64].

Enquanto na microscopia convencional utiliza-se luz visivel ou ultravioleta como
radiacdo incidente na amostra para observa-la pelo fenémeno da difracdo da luz, o que
limita a técnica a um aumento méximo de 2000 vezes , a Microscopia Eletrénica de
Varredura faz uso de um feixe de elétrons para a mesma finalidade, podendo ser
focalizados por campos eletrostaticos ou eletromagnéticos, promovendo a formacéo de
imagens com aumentos de 300.000 vezes ou mais e resolucdo da ordem de 2 a 5
nandmetros nos MEVs modernos [64].

O primeiro trabalho que tratou dos conceitos do MEV foi realizado por Knoll, em
1935. Entdo, em 1938, Von Ardenne construiu o primeiro microscopio eletronico de
varredura. Mais tarde, em 1865, foi apresentado o primeiro instrumento comercial.
Atualmente, esses instrumentos sdo produzidos em série, apresentando uma estrutura
digital capaz de armazenar imagens temporariamente e transferir dados via rede, sendo
usados por um vasto campo da ciéncia como na inspecdo e controle de qualidade de
farmacos, semicondutores, pegas de precisdo, nanomateriais etc [64] [65].

O funcionamento de um microscopio eletrénico de varredura (MEV) consiste
basicamente na utilizacdo de um feixe de elétrons de pequeno didmetro para extrair
informacdes da superficie da amostra, ponto a ponto, varrendo em linhas sucessivas e
transmitindo o sinal do detector a uma tela catédica com sua varredura sincronizada
perfeitamente com a do feixe incidente [64].

E comum o uso de filamento de tungsténio aquecido como fonte de elétrons destes
instrumentos. Eles operam numa faixa de tens6es de aceleracdo entre 1 e 50 kV. Assim,
devido a alta tensdo criada entre o filamento e 0 &nodo, o feixe é acelerado e, em seguida,
focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes eletromagnéticas. A interacéo
entre o feixe e a amostra produz elétrons e fotons, coletados por detectores e convertidas
em um sinal de video.

A formacéo de imagens de aparéncias tridimensionais € uma caracteristica desta
técnica que merece destaque, devido as elevadas profundidades de campo e de foco
oferecidas pelo equipamento, e depende da energia com que as particulas atingem o
detector [64].

Por meio da Figura 5, é possivel observar a estrutura de um MEV.
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Figura 5 Representacdo esquematica dos componentes do Microscdpio Eletrénico de Varredura.
Adaptado de [62].

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

A EDS é uma técnica ndo destrutiva de caracterizacao, que se baseia na emissao
de raios X por uma amostra, quando bombardeada por um feixe de elétrons. Geralmente,
as medidas de EDS sdo realizadas em associacdo com o emprego das técnicas de
microscopia eletronica (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 emissdo termibnica e
colimado por lentes eletromagnéticas da coluna do microscopio, incide na amostra, 0s
elétrons de suas camadas internas sdo ejetados. Esses espagos sdo preenchidos por

elétrons de camadas externas. Quando ocorre esse decaimento, raios-x caracteristicos a
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amostra sdo emitidos. Assim, pode ser realizada uma correlacdo entre a radiacdo X
emitida pela amostra e o nimero atémico do elemento em estudo [66][67].
A anélise de EDS pode ser usada para investigar nanoparticulas metalicas realizando a

comprovacao da presenca do metal na amostra [66].

4.1.5. Espalhamento Raman

O efeito Raman ocorre quando uma radiacdo monocromatica sofre espalhamento
inelastico ao incidir sobre uma molécula. No processo de interacdo da radiacdo
eletromagnética com a molécula, o campo elétrico da radiacdo excitante induz um
momento de dipolo na molécula. Esse momento de dipolo induzido € responsavel pelo
espalhamento Raman [68].

A teoria deste efeito foi proposta em 1923, pelo fisico austriaco Adolf Smekal,
mas o fenbmeno sO foi observado experimentalmente em 1928, pelo também fisico
indiano Chandrasekhara Venkata Raman, agraciado com um Nobel, em 1931, por este
estudo.

C.V. Raman, em 1928, verificou diferentes comprimentos de onda da radiacéo
espalhada, em relacdo a radiacdo do comprimento de onda da radiacdo incidente, para
estruturas moleculares distintas [59]. Foram realizados testes com aproximadamente 60
amostras liquidas que, ao serem submetidas a radiacdo monocromatica, a luz espalhada

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

Liquido
L(L:)Zr:r?cz;)l Violeta espalhador
A
[ *‘\\ /,/—\\
| ) = L )
| _’// /
4 y
Radiagao Radiagao
Filtro Rayleigh espalhada
violeta

Violeta Verde
Filtro ——
verde

Verde

Observador
Figura 6 Representacdo esquematica do experimento realizado por Raman, no inicio do século XX, onde

foi possivel a observar a coloragéo distinta entre a luz incidente no liquido e a luz espalhada. Retirado
de [69].
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O Brasil apresentou contribuicfes significativas para o desenvolvimento desta
técnica, com destaque para a equipe de Stammreich e colaboradores, que em 1950, depois
de varias tentativas, estabeleceram as fontes de luz monocromaticas nas regides de 587,6,
667,8 e 706,5 nm, permitindo estudos de substancias coloridas e fotossensiveis. Outra
contribuicdo brasileira muito importante para o desenvolvimento da espectroscopia
Raman foi dada pelo fisico Brasileiro Sérgio Porto, em parceria com Herwing Kogelnick,
o0s primeiros a utilizarem laser continuo He-Ne (632,8) na espectroscopia Raman [68]
[70] [71] [72] [73].

A aplicacdo de lasers como fonte de excitacdo, 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 radiacdo monocromatica com comprimentos de onda compreendidos, no
espectro eletromagnético, entre as faixas do UV e infravermelho.

Na espectroscopia Raman, quando a radiacdo eletromagnética interage com uma
molécula, pode ocorrer a excitacdo da molécula de um nivel vibracional do estado
eletronico fundamental para um estado denominado virtual, que, por sua vez, decai
rapidamente para outro nivel vibracional do estado eletrdnico fundamental. Esse processo
descreve a radiagéo espalhada.

A soma das energias eletrdnica, 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 inelastico de luz observado no efeito Raman é um fenémeno no
qual a energia do foton incidente é diferente da energia do foton espalhado, sendo que,
essa energia espalhada pode ser maior (efeito Raman Anti-Stokes) ou menor (efeito
Raman Stokes) do que a energia da radiacdo incidente. Quando a radiacdo espalhada
possui a mesma frequéncia da radiacdo incidente, recebe o nome de espalhamento

Rayleigh, conforme demonstrado na Figura 7 [68].
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Figura 7 Representacdo do fendmeno de espalhamento de luz com os trés tipos de radiac@es resultantes
possiveis: espalhamento rayleight espalhamento Stokes e espalhamento Anti-Stokes. Adaptado do de
[74]

No espalhamento Stokes, hd um decaimento do estado virtual para o estado
vibracionalmente excitado apds a interacdo do foton incidente com a molécula, que se
encontra no estado fundamental. Assim, o foton espalhado terd energia menor (hve) que
a energia do féton incidente (hvo). Essa diferenca de energia corresponde a energia
vibracional (e, = hvy, — hv,). No espalhamento Anti- Stokes, a molécula encontra-se em
um estado vibracionalmente excitado, neste caso, ap0s a interacdo ha o decaimento do
estado virtual para o estado vibracional fundamental, sendo a energia do foton espalhado
(hve) maior que a energia do foton incidente (hvo). A diferenca de energia entre os dois

estados sera igual a energia vibracional, (e, = hv, — hv,) (Figura 8).
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Figura 8 Esquemas dos mecanismos de espalhamento. Adaptada de [68].

Para efeitos praticos, na espectroscopia Raman, considera-se o efeito Stokes,
devido a maior populacao de moléculas no estado fundamental, em temperatura ambiente,
que segue a distribuicdo da Lei de Boltzmann [75].

A intensidade do efeito Raman esté relacionada ao momento de dipolo induzido,
na molécula pelo campo elétrico da radiacdo incidente. Essa propriedade das cargas se
rearranjarem pela acdo do campo € conhecida como a polarizabilidade da molécula.

Existe uma relagdo entre 0 momento de dipolo induzido (ﬁ) com a polarizabilidade () e

0 campo elétrico da radiacédo E, conforme equacao abaixo:
P = aF (Equacéo 1)

Uma vez que a atividade Raman depende do momento de dipolo induzido, que €
proporcional a polarizabilidade, 0 momento de transicdo pode ser representado pela

seguinte equagdo:
(i), = [ Wma;¥ndr  (ij=X,y ouz) (Equagdo 2)

onde ajj s&0 0s componentes do tensor de polarizabilidade, que pode ser

decomposto na matriz:
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Kyx  Kyy Kyz
x=|Kyx Xyy Xyz| (Equacdo 3)
Kzx Kzy Kyy

Aplicando a série de Taylor, nos componentes de polarizabilidade tem-se que:
o .
(ocij) = (oxij), + Ze (@) o Ok (Equacao 4)

O tensor de polarizabilidade da molécula representado pelo primeiro termo da
Equacdo 5 é o responsavel 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 selecdo para o espalhamento Raman sdo obtidas substituindo

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

. . ~ dx . A s
deve variar durante a vibracéo (%) o # 0eque Av, no oscilador harménico deve ser +1

ou -1 ou qualquer numero inteiro, no anarmdnico [75].

4.1.6. Efeito Raman Ressonante

O efeito Raman ressonante ocorre quando a energia da radiacdo excitante se
encontra na regido da banda de absorcdo de alta probabilidade de uma molécula. As
intensificacOes de sinal Raman, nesses casos, podem chegar a 10° vezes em relagio ao
sinal Raman fora da ressonéncia. Isto se deve a formagdo um estado de energia
intermediario, provocado pelo foton incidente, que é proximo de estados vibracionais e
rotacionais do nivel eletrénico excitado e que provoca, portanto, o acoplamento entre
estes estados e o intermedidrio, resultando na intensificagdo do sinal e no aparecimento
de bandas harmdnicas, conforme pode ser observado na Figura 9.

Assim, quanto maior a proximidade entre a frequéncia da radiacdo incidente com
a frequéncia de absorcdo, mais provavel sera a ocorréncia do efeito Raman Ressonante
[75][76].
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Figura 9 Representacdo esquematica dos espalhamentos Raman, Rayleigh e Raman ressonante,
mostrando que para este Gltimo a perturbacéo pelo foton incidente envolve o estado eletrdnico excitado.
Retirado de [77]

4.1.7 Surface Enhancement Raman Scattering - SERS

O SERS ¢ uma poderosa tecnica de espectroscopia molecular para deteccdo de
moléculas [78] [79]. A dispersdo inelastica da luz, quando a molécula é excitada por
fontes em regides distantes das ressonancias eletrénicas moleculares € um fator limitador
para aplicagdes que exijam maior sensibilidade. Nas décadas de 1960 e 1970, a utilizacao
de novas fontes de lasers de ondas continuas impulsionaram estudos com o objetivo de
detectar moléculas em baixas concentracfes. Neste contexto, em 1974, Fleishmann e
colaboradores relataram, pela primeira vez, uma intensificacdo anormal da dispersédo
Raman ao realizarem estudos espectroeletroquimicos com piridina adsorvida em eletrodo
de prata [78] [80]. Outros estudos confirmaram o fenbmeno da amplificacdo do sinal
Raman, como o trabalho realizado, em 1977, por Jeanmarie e Van Duyne com outras
aminas adsorvidas em uma superficie de prata, onde também foi relatado que as
intensidades observadas no espalhamento da piridina adsorvida em superficie de prata
eram de 5 a 6 ordens de magnitude maiores do que o previsto. Os autores descartaram o
efeito Raman ressonante como o responsavel pelo aumento da intensidade do sinal Raman
nas moléculas adsorvidas em superficie de prata [78] [81]. Desde entdo, diversos estudos
teoricos e experimentais concentraram-se numa forma de explicar o novo fendmeno [78].

Existem dois modelos tedricos para explicar o efeito SERS, com farto material
bibliografico que endossa 0s mecanismos propostos: 0 mecanismo eletromagnético (EM)
e 0 mecanismo molecular ou quimico (QM) [78] [82] [83].

Um mecanismo quimico de transferéncia de carga foi utilizado por Otto e

colaboradores para explicar pela primeira vez o efeito SERS [84]. Foi observado a

29



supressdo do sinal SERS do etileno adsorvido em matriz de argonio e prata, sob ultra alto
vacuo, quando o substrato foi exposto a pequenas quantidades de O.. Em outro estudo,
Rubim e colaboradores demonstraram que o gas oxigénio suprimiu parte do efeito SERS
de piridina adsorvida em eletrodos de prata e cobre [82].

Este mecanismo quimico pode ser explicado pela reorganizacdo dos niveis e
estados energéticos ocupados e ociosos dos orbitais moleculares, durante a aproximagéo
do adsorbato e do substrato, formando complexos de transferéncia de carga, conforme
observado na Figura 11 [83]. Quando ha a interacéo do sistema com a radiagéo incidente,
é possivel a formacdo do par elétron-lacuna na superficie do substrato. A partir da
reorganizacdo dos estados energéticos, ha o alargamento das regides de alta densidade e
uma consequente diminuicdo da quantidade de energia necessaria para elétrons do
adsorbato ocuparem lacunas da banda de valéncia da superficie do substrato, assim como
0s orbitais receptores do adsorbato serem ocupados com maior probabilidade por elétrons
do local de densidade de estado no nivel de Fermi da particula [85]. O par elétron-lacuna
emite radiacdo e excita vibracionalmente a molécula adsorvida, ao ser recombinado. Ou
seja, 0 metal forma uma liga¢do quimica com a molécula adsorvida, dando origem ao
complexo de transferéncia de carga nos clusters dos atomos da superficie metalica, em
uma regido de contorno de grdo que recebe a denominacao de sitios de rugosidade de
escala atdmica (ASR) [46].

Um exemplo desse modelo quimico pode ser observado na Figura 10, que
representa a interacdo entre a piridina e clusters de nanoparticulas de prata (AgNPs)
agregados sobre um eletrodo de Ag. Uma ligacdo o é formada entre a molécula (par de
elétrons livres do nitrogénio) e o metal (estados receptores). Outra regido de alta
densidade de estados é formada e consequentemente uma retro-doagdo © ocorre. Quando
esses elétrons se reorganizam e retornam para 0s seus respectivos orbitais, um foton é
emitido e a molécula adsorvida adquire energia vibracional. Pode-se pensar em Varias
regibes de alta densidade de carga sendo formadas e como consequéncia, a ocorréncia de
outras transicOes de transferéncia de carga. Essas interagdes acabam por ampliar a se¢éo

de choque para o espalhamento Raman [46] [60].
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Figura 10. Representacéo esquematica do modelo do complexo de transferéncia de carga formado pela
interacdo entre a Piridina (Py) e clusters de nanoparticulas de prata (Ag). a) complexo de clusters de
prata e piridina dispersos em gés inerte; b) complexo cluster de prata e piridina em eletrodo de prata. Ef,
LDS, p, representam respectivamente o nivel de Fermi da prata, a densidade local de estados, doadores
e receptores de cargas. Retirada de [86]

No mecanismo eletromagnético, as discussdes sobre o efeito de plasma de
superficie tiveram inicio com a proposta de Moskovits, citado por Aroca [78], que
afirmava uma anomalia no aumento da intensidade do sinal, que seria devido a uma
excitacdo pré-ressonante ou ressonante, dos elétrons mais externos do adsorbato e as
colisGes na superficie do substrato [78]. Assim, neste modelo, quando o sistema a
radiacdo incide em um sistema de adsorbato-substrato de nanoparticulas, o campo
eletromagnético da superficie do substrato é intensificado por ressonancia, pois as
nanoparticulas metalicas apresentam a caracteristica de oscilar sua nuvem eletrénica
(Figura 11), o que da origem ao efeito plasmdnico ou efeito de ressonancia de plasmons
de superficie localizado (LSPR). A oscilacdo em fase do campo elétrico local da
superficie da nanoparticula com a frequéncia da radiacdo incidente, gera a ressonancia
[83].
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Figura 11. Representacdo esquematica da oscilagdo da nuvem eletronica (plasmon de superficie) de
nanoparticulas ao serem submetidas a um campo eletromagnético. Adaptada de [87].

No efeito SERS, a intensificacdo total do sinal é resultante das contribui¢cdes dos
mecanismos quimico e eletromagnético, nos quais a contribuicdo do primeiro esta numa
ordem de magnitude 10 a 102 e a contribuicio do mecanismo eletromagnético é cerca de
10% a 108 Fatores de intensificacio da ordem de 10° podem ser encontrados quando
somada a contribuicdo Raman ressonante. Fatores maiores de intensificacdo sdo
encontrados na literatura. Desta forma, o fator de intensificacdo Raman pode chegar a
ordem 10'°, sendo possivel detectar substancias em niveis de concentracéo tdo baixos
quanto de uma Unica molécula (SMD - Single Molecule Detection) tornando a
espectroscopia Raman equiparada a espectroscopia de fluorescéncia e desempenhando
papel significativo em diversas areas do conhecimento [88].

O efeito SERS é encontrado com maior intensidade na prata (maior fator de
intensificacdo), ouro e cobre, mas também pode ser observado em outros metais, como
platina e paladio. [38] [68] [69] [70] [68].

Grésillon e colaboradores foram os primeiros a citar a intensificacdo do campo
elétrico em locais especificos, que chamaram de “hot spots”. O efeito foi observado em
aglomerados de AuNPs, utilizando substrato de vidro, como consequéncia da excitagdo
de LSPRs. Os autores utilizaram microscopia optica de varredura de campo préximo [89].

Assim, em substratos SERS ativos, pode ocorrer a formacédo de dimeros (Figura
12), trimeros ou aglomerados maiores das nanoparticulas, sendo observado no
espacamento entre elas um significativo aumento do campo eletromagnético em
comparagdo aos fatores de ressondncia, em especial a LSPR, a ressonancia de
transferéncia de carga que envolve o sistema complexo metal-molécula e o efeito Raman

ressonante da molécula adsorvida [90].
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Figura 12. Representacdo esquemaética da formagdo de dimeros com analito adsorvido e da regido com
maior intensidade do sinal Raman (cor vermelha da escala). Adaptado de [91]

4.1.8 Espectroscopia de absorcédo no Infravermelho

O infravermelho compreende a regido do espectro eletromagnético com nimeros
de onda no intervalo de 12.800 a 10 cm™, e por ser uma regido extensa ¢ dividido em
infravermelho préximo (12.800 a 4.000 cm™Y), infravermelho médio (4.000 a 200 cm™) e
infravermelho distante (200 a 10 cm™) [59].

As transicOes vibracionais fundamentais, que envolvem o estado fundamental e o
primeiro estado vibracional excitado, encontram-se na regido do infravermelho médio.
As bandas correspondentes as harmonicas ou modos de combinacdo de frequéncias
fundamentais sdo observadas na regido do infravermelho préoximo. As transi¢cdes no
infravermelho préximo e médio estdo representadas na Figura 13, onde v = 0 representa
0 estado vibracional fundamental e v = 1, 2 e 3 representam 0s primeiro, segundo e
terceiro estados vibracionais excitados. Normalmente se referem as ligagdes C-H, N-H e
O-H.

Quando a energia da radiagdo tem o mesmo valor da diferenca de energia entre
dois estados vibracionais, que ocorre a absorcao no infravermelho, que pode ser entendido
como a ressonancia entre a diferenga de niveis de energia da molécula e a radiacéo

eletromagnética.
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Transi¢Bes
harmonicas

Transicao fundamental

Figura 13. Representagdo esquematica do mecanismo de absorcéo no Infravermelho. Adaptado de [59].

Para um modo vibracional ser ativo no infravermelho é necessario que haja
variagcdo no momento dipolar durante essa vibragao.

No modelo classico, considerando moléculas diatbmicas a Unica coordenada
normal do sistema coincide com a coordenada interna da ligacdo, q. Ao expandir o

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

componentes 4, 4 e u, obtemos a equagdo a seguir [68].

M= +(d—ﬂj g-+... (Equacéo 5)
dq ,

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

posicdo de equilibrio.
Para pequenas vibracOes, € possivel que o0s termos mais altos sejam desprezados.

Para haver absorcéo no infravermelho, a condi¢édo de variagdo no momento de dipolo com

a vibracdo faz com que o termo (3—”} seja diferente de zero para pelo menos uma das
a0

componentes £y, /i, € ,, do momento de dipolo [68].
Na mecanica quantica, a transicdo entre dois estados, pode ser caracterizada pelas

funcdes de onda ‘¥, (estado inicial) e ¥, (estado final) e ser descrita pelo momento de

transicdo de dipolo Ky, :
o = | ¥ui¥dr (Equaco 6)
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Ou ainda pelas componentes:
(£ )on = [ Wt W, d 7 (Equagio 7)
() = I ¥, u,¥,dz (Equacdo 8)

(1,).. = I‘Pm 1, 'P. dz (Equagdo 9)

O momento de transi¢do pode entdo ser entendido como a medida do dipolo que
¢ associado com o movimento dos elétrons durante a transicdo entre os dois estados

vibracionais envolvidos. Os valores das integrais que definem a intensidade no
. ~ . - N - -~ 2 .
infravermelho séo proporcionais a probabilidade de transicéo |ymn| . Assim, para que uma

transicdo vibracional seja permitida é necessario que pelo menos uma das integrais seja
diferente de zero [68].
Rearranjando os termos das equacgdes (6) e (7), a série de Taylor pode ser

representada como:

d
Mo = Ho I ‘Pm‘PndH(d—g] f‘PmQ‘I’ndT (Equagao 10)
0

onde a parte integral do segundo membro da equacao € igual a zero, pela ortogonalidade
das funcGes de onda. Assim, para que o segundo termo seja diferente de zero é necessario

que as seguintes condicBes sejam satisfeitas:

) (3—”} # 0 ou seja, deve haver variagdo do momento de durante a vibragéo;
a0

i) Jz//mq w,dz =0, 0produto ¥,q¥, deve ser uma funcéo par. Como g é fungéo

impar, é necessario que o produto ¥,V seja funcdo impar, ou seja, as fungdes devem ter
diferentes paridades. A regra de selecdo para o oscilador harménico é Av = + 1 (+
corresponde a absorc¢do; — corresponde a emissao e v ao nimero quantico vibracional).
Considerando o modelo simples do oscilador harmdnico e a regra de selecdo Av
= + 1, os espectros de absor¢cdo no IR sO apresentariam absor¢Ges dos modos
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fundamentais. As transicfes harmonicas podem ser entdo explicadas ao ser considerada
a anarmonicidade elétrica, que leva em conta termos adicionais, que podem ser

observados na equagéo 12:

2
U= 1 +[d—';l] q +1[?jq/;Jq2 +... (Equagéo 11)
0

O termo quadratico é responsavel pelo aparecimento da primeira harménica, o
termo cubico para o aparecimento da segunda harmonica e 0s termos superiores da série
de Taylor para as harmonicas de ordem superior, sendo entdo possiveis transi¢bes com
Av=+1+2 +3..[68].

Na década de 1960, os equipamentos comegaram a contar com a transformada de
Fourier, que converte a saida do detector em um espectro passivel de interpretacdo obtido
a partir de um interferograma. Para a geracdo do interferograma, o FTIR utiliza-se de um
interferdbmetro de Michelson , no qual a radiac&o 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 movel. Apos serem refletidos sdo recombinados no beam splitter de
forma construtiva ou destrutiva, a depender da diferenca do caminho éptico [59] [92].

Assim, através da mudanca do caminho Optico entre os dois feixes um sinal é
gerado, que € interpretado por calculos matematicos da transformada de Fourier, nos
quais a distancia do caminho o6ptico pode ser convertida para o valor da frequéncia de
radiacdo conforme observado na Figura 14, que traz uma representacdao esquematica do
interferdmetro de Michelson, que gera o interferograma é uma funcdo no dominio do
tempo. A transformada de Fourier converte a funcdo no dominio do tempo para uma

funcdo no dominio da frequéncia, ou seja, 0 espectro [59] [92].
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Figura 14. Representacdo esquematica do interferdmetro de Michelson de um FTIR, onde S é a fonte, A
é abertura, F1 o espelho parabdlico focal, BS o beam splitter , M1 o espelho fixo, M2 o espelho mével,
P o local da amostra, F2 espelho parabélico focal, D o detector e FFT o algoritmo de transformada de
Fourier, x a distancia do caminho 6ptico e L = Xmaximo = domcos2. DMCO = diferenga maxima de caminho
Optico. Adaptada de [92].

A luz refletida depende das imperfeicdes da superficie, do tipo da amostra, do
indice de refracdo e do angulo de incidéncia. Neste estudo foi utilizada a técnica de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, no modo de reflex&o
especular que baseia-se no fato de que, a intensidade da luz refletida é medida em um
comprimento de onda especifico, ou seja, esse fenbmeno é observado quando o meio
refletor € uma superficie lisa e polida, onde o angulo de reflexdo é igual ao angulo de
incidéncia da radiacdo. Em casos de varios absorventes presentes em uma superficie, a
intensidade relativa da reflexdo é menor para os comprimentos de onda absorvidos [59].
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4.2.  lIsotermas de adsorc¢ao

No processo de adsorc¢do, quando duas substancias (solido-gas ou solido-liquido)
entram em contato, as concentracdes iniciais das fases liquida e gasosa serdo diferentes
das concentragdes finais (Ce), quando o sistema atingir o equilibrio. Isso ocorre devido a
transferéncia de massa do gas ou do liquido para a superficie do solido, sendo esse
processo obediente a uma condicao limite (q). Ao sélido, da-se 0 nome de adsorvente ou
substrato, enquanto aos solutos (solucGes gasosa e aquosa) sdo chamados de adsorbato.
O fendmeno da adsorcdo é baseado em 3 (trés) mecanismos: estérico, de equilibrio e
cinético. O primeiro relaciona a absorcdo seletiva do adsorbato com a morfologia do
adsorvente. No equilibrio, a adsorcdo fisica € um processo reversivel e ndo existe
interacdo quimica entre o adsorbato e o substrato, enquanto na adsorcdo quimica a
afinidade de natureza quimica entre o adsorbato e o0 adsorvente deve ser considerada para
que ocorra a adsorc¢do. Por fim, 0 mecanismo cinético pode ser entendido como a taxa de
transferéncia do adsorbato na fase fluidica para o adsorvente, em relacdo ao tempo. Ha
ainda uma dependéncia entre 0 mecanismo cinético e o tipo de sitio de adsorcao.

A identificacdo de tragcos de substancias e a separagdo das mesmas em solucdes
aquosas e gasosas tém sido objeto de estudo por meio do fenémeno da adsorcdo, haja
vista a inviabilidade de se separar e identificar substancias em concentracGes tdo baixas
em solucdo por outros métodos fisico-quimicos [93].

As forgas de quimissorcgéo e fisissor¢do atuam de forma conjunta ou individual,
determinando a intensidade da interacdo entre o adsorbato e o adsorvente. Com carater
especifico, a forca de quimissorcdo torna a interacdo entre o adsorbato e o adsorvente
mais forte por envolver compartilhamento ou troca de elétrons. Nesse caso, a adsor¢ao se
torna mais forte e a interacdo ocorre em sitios localizados de interacdo com as
moléculas/ions do soluto. A forca de fisissorcéo é mais fraca, pois a interacdo que ocorre
entre o0 adsorbato e o adsorvente sdo forcas de Van der Walls. Nas interacbes por
fisissorcdo, ndo ha especificidade e estas ocorrem em toda a superficie do adsorvente [93].

Fatores como o pH, a polaridade da molécula, a temperatura, a area superficial do
adsorvente e as naturezas do solvente, da interacdo molécula/ion e da morfologia do
adsorvente devem ser considerados, pois influenciam o processo de adsor¢éo. O pH, por
exemplo, atua na distribuicdo de espécies do adsorbato sobre a superficie do adsorvente
ao variar a carga de superficie dos adsorbatos. A adsortividade estd diretamente

relacionada a polaridade da molécula, uma vez que moléculas polares tém forte afinidade
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por particulas metélicas. A variagdo de temperatura influencia na difusdo das moléculas
na monocamada do adsorvente. Uma forma de constatar isso é fazendo uso de métodos
matematicos de estudo de sistemas de adsor¢cdo, chamados de isotermas. Assim, é
possivel observar diferentes resultados nos modelos construidos para sistemas de
adsorcdo com os mesmos dados. Alem disso, os tipos de interacdo entre adsorvente e
adsorbato dependem da area de superficie do adsorvente que, por sua vez, esta
diretamente relacionada ao tamanho das nanoparticulas [93].

Uma isoterma de adsorcao é um diagrama que permite estudar e compreender 0s
processos de equilibrio envolvidos em um sistema, a uma determinada temperatura. Com
relacdo aos conceitos de adsorcéao ja abordados, a partir dos dados experimentais q e C,
pode ser construido um modelo matematico para investigar um sistema e obter a
informacdo acerca de sua maxima capacidade de adsorcdo [93] [94].

Assim, a partir de solu¢des com concentraces iniciais conhecidas (Co) e da adicdo
de um volume (V) de cada uma delas a superficie do adsorvente, ocorre uma transferéncia
do adsorbato para o adsorvente e um novo equilibrio é estabelecido, cuja concentracao
final pode ser representada por C. e determinada por métodos analiticos. A capacidade de
adsorcéo € representada por g e pode ser obtida matematicamente [93].

Considerando que a quantidade de adsorbato removido da solugdo seja igual a
quantidade de adsorbato adsorvido pelo adsorvente, pode-se obter a seguinte equacéo:

(CO_Ce)V ~
= ———— (Equacéo 12
— (Equacéo 12)
As unidades de ¢, Cpe, V € m sdo dadas em mg/g, mg/L, mL e mg,
respectivamente.
A Figura 15 representa um grafico de uma isoterma de adsorcao elaborado a partir

de valores estabelecidos para as variaveis citadas acima.
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Figura 15. Representa¢do gréfica de uma isoterma de adsor¢éo. Retirada de [93].

Algumas conclusdes importantes podem ser tiradas ao se observar as tendéncias
das curvas de adsorcdo, conforme exposto na Figura 16.

Favorawel

Extremamente
_| favoravel

Q.

Desfavoravel

Figura 16. Tendéncias das isotermas de adsor¢do. Retirada de [93].
O favorecimento ou ndo de um processo de adsorcdo tem relacdo direta com a

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

adsorbato na fase liquida/gas, conforme estrutura da Tabela 4.
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Tabela 4. Representacdo da relacdo da quantidade de massa de adsorbato retida por
unidade de massa do adsorvente e tendéncias das isotermas (adaptado de [95]).

Tendéncias das Massa de adsorbato retida ~ Parametro de equilibrio
isotermas. por unidade de massa do -R
adsorvente.

Alta para uma baixa
concentragdo de equilibrio 0<R<1
do adsorbato na fase liquida

Extremamente
favoravel / favoravel

Proporcional a
Linear concentracdo de equilibrio R=1
do adsorbato na fase liquida.

Baixa e independe da
Desfavoravel concentracdo de equilibrio R>1
do adsorbato na fase liquida

O parametro de equilibrio adimensional é calculado por meio da equacao:

1 ~
R, = T (Equacéo 13)

K refere-se a constante de adsor¢do e Co é a concentracdo inicial do adsorbato
(mg/L).

Dentre as varias propostas de isotermas para estudar sistemas de adsor¢éo, neste
trabalho foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich, que seréo
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
solucBes aquosas e possui em sua conjectura um numero definido de sitios com energia
equivalente e somente uma molécula é adsorvida em cada sitio. Além disso, ndo ha
interacdo entre as moléculas adsorvidas pressupondo uma monocamada ideal.

Quando o sistema atinge o equilibrio, 0 modelo de isoterma de Langmuir prevé
que as velocidades de adsorcdo e de dessorcdo do adsorbato, para sitios superficiais,
devem ser consideradas iguais [93].

Logo, a taxa de adsorcdo é dada por:

K, = k,C.(1 — 6) (Equacao 14)
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Onde K, representa a constante de adsor¢éo e 6 o grau de cobertura do adsorbato.

A taxa de dessorc¢éo ¢é dada por:
K; = k,0 (Equacgéo 15)

Onde K, representa a constante de dessorcéo.

Quando as taxas no equilibrio sdo igualadas, a seguinte equacao pode ser obtida:

k.C,(1— 8) = k,0 (Equacgéo 16)

Adota-se:

K,as = :—; (Equacéo 17)

Reajustando os termos da equacao, a equacdo de Langmuir pode ser expressa da

seguinte forma:

_ _KaasCe

= Tix (Equacéo 18)

adsCe

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 0.

KadsCe

deq = Qmax 11K (Equagdo 19)

adsCe

A constante de adsorcdo pode ser encontrada fazendo uso da Equacdo (19)

linearizada:

Ce 1
0 € + K ads

(Equacéo 20)

Neste trabalho foram utilizadas as equacgdes 19 e 21 para investigar a ocorréncia

ou ndo da adsorcéo das substancias estudadas nos substratos SERS-ativos. A relagédo Ii
0

foi utilizada para determinar os valores de recobrimento superficial, dado por 6. |
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representa a intensidade SERS da substancia investigada em uma determinada
concentracdo, enquanto lo representa a intensidade SERS da substéncia investigada na

condicdo de superficie 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 ndo ideal. Diferentemente do estabelecido para
isotermas de Langmuir, onde os sitios de adsorcdo possuem energia equivalente, no
modelo de Frumkin, a energia livre de adsorcdo é considerada uma funcdo linear da

cobertura. Assim, a isoterma de Frunkin é representada pela equacéo [93][94]:

290
Kads Ce g
1+K g gsCe29°

(Equacéo 21)
K,4s= constante de equilibrio de adsorg&o;
C = concentracdo da solugéo;

g = parametro de interacao entre as espécies adsorvidas.

A interacdo 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 equacdo empirica, a entalpia de adsorcéo e a
concentracdo do adsorbato. Assim, ao longo do processo de adogdo, ocorre uma
diminuicdo da energia de adsorcdo [93] [97]. A equacdo da isoterma de Freundlich €

apresentada da seguinte forma:

q= KCelén (Equacéo 22)
K = constante de proporcionalidade

n = valor empirico

O valor de n informa se o processo de adsorcdo e favoravel (1 <n < 10).
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Outra forma de se investigar um sistema adsorvente/adsorbato é linearizando a
equacédo da isoterma de Freundlich, uma vez que esse modelo néo se aplica a sistemas
onde a variagdo da quantidade de material adsorvido em relacdo a concentragéo de
adsorbato deixa de ocorrer. A forma linearizada da equacéo da isoterma de Freundlich é

apresentada a seguir:
Ing, = InK + -+ InC,, (Equagio 23)
Para este trabalho, sera assumida uma relacdo de proporcionalidade entre a
intensidade SERS (Iszgs) € a quantidade de material na superficie do adsorvente. Assim,
Isgrs = kq, e a forma linearizada da equacgdo da isoterma de Freundlich é apresentada

da seguinte forma:

Inlsgrs =Ink + — InC (Equagio 24)
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4.3. Quimiometria

A quimiometria surgiu diante da necessidade da organizacdo, anélise e obtencéo
de informagGes de uma grande quantidade de dados provenientes de analises quimicas e
instrumentais modernas. A definicdo de quimiometria adotada neste trabalho € a definicao
original estabelecida pela Sociedade de Quimiometria: “A quimiometria ¢é a aplicagdo de
ferramentas matematicas e estatisticas a quimica”. Com a aplicagdo destas ferramentas é
possivel planejar e otimizar procedimentos experimentais assim como extrair 0 maximo
de informacgdes quimicas relevantes através da analise dos dados. Por meio dessas
informacdes se obtém um melhor conhecimento dos sistemas quimicos, favorecendo o
desenvolvimento de novos métodos de analise, materiais, instrumentos, etc. [98].

Nas Ultimas décadas, o uso de métodos espectroscopicos associados com
ferramentas quimiométricas ganhou destaque em analises quantitativas. Neste trabalho,
0s seguintes modelos de calibracdo e discriminacdo serdo adotados: PCA, PLS-DA e
SVM-DA [98] [99].

A seguir serdo apresentas de forma resumida os principios dos modelos de
calibracdo e discriminacdo que serdo abordados nesse trabalho, iniciando pela ferramenta
gumiomética de PCA, que pode ser considerada a base para os demais métodos

multivariados de calibracgdo e discriminagéo.

4.3.1 Anélise de Componentes Principais (PCA)

PCA é um modelo que tem como objetivo realizar a decomposi¢cdo de uma matriz
de dados com o intuito de reduzir sua dimensionalidade, sem afetar a relacdo entre as
amostras. Dessa forma, as informag6es mais relevantes dos dados séo representadas em
um namero menor de variaveis, facilitando a observacdo das relagcdes entre objetos e
identificar as variaveis que mais contribuem para essa informacdo. Além de facilitar a
interpretacdo dos dados, a PCA ainda torna possivel a deteccdo de outliers (ou seja,
amostras que ndo podem ser consideradas parte de uma distribuicdo que caracteriza o
restante dos dados, por apresentarem alguma caracteristica distinta (interferente, estarem
em uma condicdo diferente, etc.)) e de servir de base estrutural para modelos de
classificacéo e calibracédo [98].

Assim, a PCA pode ser definida como um processo de decomposi¢do matricial
que permite criar um conjunto de autovetores de forma a representar 0 maximo de
variancia dos dados no menor nimero de variaveis. As amostras sao organizadas em uma

matriz de dados X (n,m) que contém as amostras representadas nas n linhas e as variaveis
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nas m colunas. O calculo das componentes principais geralmente é realizado com as
colunas/variaveis de X centradas na média, resultando em uma matriz de escores T(n,A),
uma matriz de pesos PT (A,m) e os residuos do modelo, E (n,m), conforme equacéo a
sequir:

X=TPT +E (Equagcdo 25)

Sendo que n = numero de espectros;
m = nimero de comprimentos de onda selecionados; e

A = namero de componentes principais.

4.3.2 Discriminacéo por Minimos 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
binarios (1 e 0) e atribuidos a cada uma das classes a serem discriminadas. As equacdes

principais envolvidas na decomposicéo dos dados sdo apresentadas abaixo [100]:

A
X = z to py +E (Equag&o 26)
a=1
A
y = Z t, qf +f (Equacéo 27)
a=1

Sendo que ta = vetor de escores;

Pa € (a= pesos referentes a primeira variavel latente;
E = matriz de erros de X; e

f= matriz de erros de y.

Diversos pré-processamentos e métodos de selecdo de varidveis podem ser
utilizados para maximizar o modelo. O menor valor de erro de classificagdo da validagéo
cruzada (CVCE- Cross Validation Classification Error) € utilizado como referéncia para
a escolha do nimero de varidveis latentes A, do método de pré-processamento e da
selecdo de variaveis da matriz X. O CVCE ndo exclui amostras que apresentam elevados
erros na estimativa do valor classe y, se estiverem corretamente classificadas, mas esses
erros podem ser uma indicacdo de que a amostra possui caracteristicas diferentes das

outras amostras do grupo de treinamento ou ainda erro nos dados instrumentais (outlier),
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que podem ser excluidos do conjunto de treinamento. Outro critério que pode ser adotado
é a exclusdo de amostras que apresentam valores dos parametros estatisticos de Hotelling
T2 e residuo espectral Q acima dos limites de 99,9%. Os pardmetros de Hotelling T2 e
residuos Q podem ainda ser aplicados para as amostras do conjunto de validacao [98]
[100].

J& o valor da raiz quadrada do erro médio quadratico de validagdo cruzada
(RMSECV, Root Mean Square Error of Cross Validation), permite a otimizacdo do
modelo PLS-DA a partir da minimizacao dos erros de estimativa dos valores de classe,
pois tende a proporcionar uma maior separacdo dos valores estimados para a classe
discriminada (y = 1) em relacéo as outras classes (y = 0) [100].

Depois da otimizagdo do modelo, calcula-se o limite de discriminacgéo baseado na
dispersdo dos valores estimados de y para 0 grupo de treinamento para minimizar a
ocorréncia dos erros positivos falsos e negativos de acordo com o teorema de Bayes, que
considera a discriminacdo das amostras em duas classes, uma com as amostras da espécie
atribuida 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 sdo estimadas as probabilidades a priori (P(A) e P(B)) e as funcdes
de densidade de probabilidade (p(yiJA) e p(yiB)) de cada classe. O limite de
discriminacdo é determinado pelo valor de classe onde as probabilidades de uma amostra

ser atribuida a classe A e B sdo iguais: P(yi|A)=P(yi|B), conforme equacao a seguir

p(Y|A).P(A) = P(Y|B).P(B) (Equacéo 28)

Onde se tem:

p(Y|A) = = 2" 54 (Equacéo 29)
1 —_1(y—}73 )2 N

p(Y|B) = A (Equacao 30)

P(A) = - (Equagéo 31)

P(B) = zAIsz (Equagio 32)
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Sendo que p(yi|A) = funcdo de densidade de probabilidade para a classe A;
p(¥i|B) = fungdo de densidade de probabilidade para a classe B;
sa = desvio padréo da estimativa obtida no conjunto de treinamento para a classe A,
sg = desvio padrédo da estimativa obtida no conjunto de treinamento para a classes B;
respectivamente;
ya = média das estimativas de y obtidas no conjunto treinamento para a classe A
ys = 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 = nimero de amostras do conjunto de treinamento para a classe A,
Iz = nimero de amostras do conjunto de treinamento para a classe B;
Considerando as probabilidades de ocorréncia das classes A e B iguais (P(A) =

P(B)), obtém-se a solucio simplificada [100]:
(SE— SDy* + (28%y, — 2S%y,)y + Sy% — Say% — 2555 2] = 0 (Equagdo 33)
Sa

Uma vez que a equacdo é de segundo grau e que a Unica varidvel é y, ao substituir
os valores experimentais e resolvendo a equacao, o limite de discriminacdo sera uma das
raizes da equacéo [100].

Para avaliar as os modelos de discriminacéo sao utilizados figuras de mérito, onde
o0 percentual de amostras que apresentaram erros falso positivos é conhecido como taxa

de falsos positivos (TFP), conforme equagéo [100].

FP
FP+VN

TFP =

x 100 (Equacéo 34)

Onde se tem FP=numero absoluto de falsos positivos
VN= numero absoluto de verdadeiros negativos
A taxa de taxa de falsos negativos (TFN) se refere ao percentual de amostras com

erros falso negativos, conforme equacao:

FN
FN+VP

TFN = x 100 (Equacéo 35)
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Onde se tem FN= nimero absoluto de falsos negativos

VP= ntmero absoluto de verdadeiros positivos

O percentual de amostras que pertencem as outras classes (y=0) é conhecido como

especificidade (SPEC), conforme equacao:

VN
VN+FP

SPEC =

x 100 (Equacao 36)

Onde se tem VN= numero absoluto de verdadeiros negativos
FP= namero absoluto de falsos positivos

Tem-se ainda a sensibilidade (SEN) que representa o percentual de amostras
pertencentes a classe discriminada que foram identificados como sendo dessa classe, cuja

equacéo pode ser encontrada a seguir:

VP
VP+FN

SEN = x 100 (Equacao 37)

Onde se tem VP= numero absoluto de verdadeiros positivos

FN= namero absoluto de falsos negativos

A taxa de eficiéncia (TEF) dos modelos de discriminacdo pode ser obtida

conforme a equagéo:

FEF — VP.VN
~ |(VP +FN) * (VN + FP) (Equacéo 38)

4.3.3 Maquinas de vetores de suporte (SVM)

SVM sdo baseadas na teoria de aprendizado estatistico e tém ganhado destaque
em diversos tipos de aplicacdo nos ultimos anos. Seus resultados comparam-se com 0S
obtidos pelos algoritmos das redes neurais artificiais tradicionais, tendo a vantagem de
convergirem para um minimo global e apresentarem resultados superiores em alguns
casos [101].

Foram introduzidas por Vapnik, em 1992, e possuem, como principais
caracteristicas, uma boa capacidade de generalizagéo, ou seja, a capacidade de previsdo
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correta da classe de novos dados do mesmo dominio em que utilizado no aprendizado. E
ainda, apresenta robustez em grandes dimensbes e convexidade do problema de
otimizacdo formulado em seu treinamento, que leva a existir um Gnico minimo global ou
limite da funcdo [101][102].

De modo geral, é utilizada a inducdo como técnica de aprendizagem de maquina,
na qual sdo obtidas conclusdes genéricas partindo de um conjunto particular de exemplos.
Existem dois tipos principais de aprendizagem indutivas: o supervisionado e ndo
supervisionado. Neste trabalho sera explorado o aprendizado supervisionado, ou seja, 0
processo de classificacdo considera classes que sdo previamente definidas. Para que seja
possivel a determinacdo dos parametros caracteristicos de cada classe, uma etapa de
treinamento deve ser executada antes da aplicagéo do algoritmo de classificagéo.

Assim, um conjunto de exemplos denominado (xi, yi), onde Xi representa um
exemplo e y; uma classe ou rotulo. Entdo, um modelo ou hipdtese é produzido para
realizar a classificagdo dos novos dados. Anteriormente a isso, a classificacdo a partir de
uma amostra de dados recebe o nome de treinamento, ou seja, o classificador é uma
funcéo f que recebe um dado x fornecendo uma predicdo y [101], conforme observado na

Figura 17.

atributos classe
X |*n *12 - Xm |[N classificador
X; | %2t X2 w  dam | N2
) ()
dados A ¢ 2 : :

Técnica de AM

X Xn1 Xn2 xnm In

Figura 17. Inducéo 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 fungdes conhecidas como superficies de decisdes, que dividem
0s espacos de caracteristicas em regides. Os algoritmos de classificacdo podem ser
separados em dois grupos: lineares e ndo lineares. Os lineares tém como caracteristica
que a sua superficie de decisdo é uma reta ou um hiperplano quando seu vetor de
caracteristicas possui mais de duas classes. Para os dados cujas caracteristicas ndo sdo

linearmente separaveis a superficie de decisdo é ndo linear [101].
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Assim, o0 SVM tem como principio basico a constru¢do de um hiperplano como
superficie de decisdo com margem de separacdo entre as classes maximizadas. Essa
margem pode ser definida como a distancia entre os pontos dos dados de ambas as classes
mais proximas ao hiperplano. Ou seja, no SVM, uma medida instrumental referente a
uma amostra é representada por um vetor n-dimensional, no plano n-dimensional R", 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 separa¢do ou margem, entre as
duas classes (quanto maior a margem, menor o erro de generalizacdo do classificador).
Os padroes de treinamento, conhecidos como vetores de suporte, carregam as
informacdes relevantes para os problemas de classificagdo [103]. A representacdo do

algoritmo SVM pode ser vista na Figura 18.
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Figura 18. Representacdo do algoritmo SVVM que encontra o hiperplano que maximiza a maior distancia
minima entre os vetores de apoio. Retirada de [104].

O SVM utiliza funcdes de Kernel para a classificacdo de dados ndo linearmente
separaveis, que tem como ideia a utilizacdo destas fungdes predefinidas em um novo
espaco de dimenséo superior, onde um separador linear seria capaz de discriminar entre

as diferentes classes, conforme Equagéo 40 [101].

K (x;,x1) = ®(x). P(x)) (Equacéo 39)
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Essa equagdo tem como vantagem a representacdo de espagos abstratos por meio
de célculos simples. Ainda neste contexto, de forma resumida, quando as condi¢6es do
teorema de Mercer é satisfeito por Kernel sdo criadas matrizes positivas semi-definidas
K, podendo ser expandido como uma serie de produtos de fun¢des normais, em que cada
elemento Kj; é definido por Kij= K(xi, xj ), paratodo i, j=1,..., n[101][105].

Na andlise discriminante (DA), um grupo de amostras pode ser classificado
segundo a possibilidade do mesmo se encaixar em uma das classes possiveis. Assim, a
analise por SVM-DA sugere o grau de semelhanca entre 0 conjunto de amostras e as
classes indicadas no processo de treinamento, para realizar a separacdo das amostras na
etapa de validagao.

Em problemas lineares, o PLS-DA pode fornecer modelos muito eficientes e
robustos. No entanto, na presenca de um problema ndo linear, 0 SVM-DA tem mostrado
melhores resultados superiores em varias aplicacfes. Resumidamente, para problemas de
discriminacgdo, seu método também fornece uma separacdo binéria entre duas classes,
resolvendo um problema de programacdo quadratica, usando um espaco de caracteristicas
induzido pela funcdo kernel, levando a modelos globais que muitas vezes de solucao
unica. A escolha da funcdo do kernel dependera de cada caso. No entanto, a funcéo do
kernel mais utilizada é a funcdo de base radial (RBF). Mais detalhes dos algoritmos PLS-
DA e SVM-DA podem ser obtidos em referéncias especificas [106][107][108][109]
[110][111][222][113].

4.4,  Sintese de Nanoparticulas Metélicas
4.4.1 Sintese Fotoquimica de Nanoparticulas de Ouro

Dentre as metodologias mais utilizadas na formacéo de nanoparticulas metéalicas,
0 uso de rotas fotoquimicas tem ganhado destaque, em especial pelos métodos
convencionais apresentarem algumas desvantagens como a toxicidade de agentes
redutores, elevado custo e formacdo de residuos [114]. A Figura 19, apresenta um

esquema da sintese fotoquimica de nanoparticulas.
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Figura 19. Representacéo esquemética da sintese fotoquimica de nanoparticulas.

No campo da quimica coloidal, o uso da luz aparece como uma ferramenta
poderosa para o controle do tamanho, formato e composicao de nanoparticulas. Trazendo
ainda como vantagens a reducao de custos, a maior homogeneidade do agente redutor e
controle da reducéo do ion metélico pelas variacbes no comprimento de onda ou do tempo
de exposicdo a radiacdo [114] .

A fraca fotoestabilidade de complexos de metais de transi¢do sob luz UV induz
uma dissociacdo gradual dos ions metalicos do complexo para produzir aglomerados
metélicos estaveis ou coloides. A irradiacdo do AuCls™ induz a fotolise do complexo para

produzir Au®, conforme demostrado na Figura 20 [114].

AuCly Ve AuCIy + CF
2AuClz" — AuCls + AuCly
AuCly Vo AW +CI+CF

nAu® — O

Figura 20. Representacdo da fotolise do &cido tetracloriarico por radiacdo UV que leva a formacéo de
nucleos metalicos e ao crescimento adicional das particulas. Retirado de [114].

4.4.2 Poli(etileno imina) (PEI)

Polimeros sdo utilizados para estabilizar sistemas coloidais e, além disso,
imprimem outras vantagens como a protecdo da superficie de nanoparticulas metalicas
contra 0 meio atmosférico e outros agentes desestabilizadores; promovem atracdo ou
repulsdo com moléculas especificas e permite a transmissao da luz na disperséo coloidal.

PEI € um dos polimeros empregados para essa finalidade. S&o 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 flexivel e muito hidrofilica, sendo sua estrutura constituida de 25% de
aminas primarias (pKa — 4,5), 50% de iminas secundérias (pKa = 6,7) e 25% de iminas
terciarias (pKa = 11,6). Em ambientes cujo pH = 7 o PEI se comporta como um
polieletrolito, enquanto que, para ambientes com pH < 5, a molécula se apresenta
protonada. Dentre as aplicacBes desse polimero na sua forma ramificada, destacam-se a
formulacédo de espessantes, agentes floculantes e adesivos [115].

4.4.3 Oxido de Grafeno

A descoberta do grafeno rendeu o prémio Nobel de Fisica de 2010 aos
pesquisadores da Universidade de Manchester envolvidos neste estudo, e é considerada
uma das maiores realiza¢des cientificas do século XXI. Sua estrutura é representada por
uma camada monoatdmica de carbonos com hibridizacdo sp? o que permite a cada um
desses atomos possuir um elétron delocalizado no orbital p,. Desta forma, esse material
possui propriedades particulares como condutividade elétrica (que ndo € alta, mas é
bipolar, ou seja, conduz elétrons e lacunas), térmica, transparéncia Optica, resisténcia
mecanica, flexibilidade e elevada area superficial [116].

Sua estrutura modificada na forma de éxido de grafeno (GO) tem despertado
grande interesse por apresentar algumas vantagens em relacéo a sua forma pura, como
solubilidade em solventes comuns (ex: agua), o que facilita processos de funcionalizagédo
e de deposicao de filmes a custos reduzidos. E ainda, os grupos introduzidos na oxidagéo
por meio de interagdes das ligagdes m incorporando grupos funcionais como carbonilas
(C=0) carboxilas (COOH), epoxidos (C-O-C) e hidroxilas (C-OH) promovem a repulsao
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eletrostatica entres as folhas de GO o que implica numa baixa aglomeracdo das folhas e
aprimoram a estabilidade dos col6ides [116] [117].

A estrutura do GO depende da rota sintética e do grau de oxidacéo sofrido pelo
material. Com relacdo a rota sintética, existe uma variedade de formas de se obter 0 6xido
de grafeno. A rota de sintese mais conhecida € a proposta por Hummers e Offeman que
consiste na oxidacdo dos flocos de grafite utilizando permanganato de potéssio e &cido
sulfarico concentrado. O produto da reacdo entre o permanganato de potéssio e o acido
sulfurico, que consiste uma etapa primaria, é a formacdo da espécie ativa heptdxido de
dimanganés (Mn0O7), conforme apresentado nas equagbes das reagdes 41 e 42
[116][117].

KMnOs + 3 H2SO4 — K + MnO3* + H30"+ 3 HSO4~ (Equagéo 40)
MnO3z*+ Mn0Os — Mny07 (Equacao 41)

O heptdxido de dimanganés exerce a funcdo de agente oxidante das folhas de
grafite e, por meio de uma oxidacgdo seletiva, que atacam as duplas ligagdes aromaticas,
promovem alterac6es na estrutura do grafite e no mecanismo de oxidacgédo. A propriedade
de oxidacdo seletiva do Mn»0O- foi demonstrada por Tromel e Russ. O material oxidado
é submetido ao processo de sonificacdo para possibilitar a esfoliagdo mecanica, separando
fisicamente as folhas de éxido de grafite e dando origem ao 6xido de grafeno [116][117].

As estruturas propostas para 0 GO sdo amorfas e nao apresentam estequiometria
bem definida. Além disso, o material possui propriedade hidrofilica sendo solivel em
solventes polares. Isso pode ser explicado pela distribuicdo dos grupos oxigenados ao
longo da folha. O modelo mais usual de representacdo do GO na literatura foi proposto

por Lerf e Klinowski e pode ser observado na Figura 22 [118].
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Figura 22. Representa¢do da estrutura de GO proposta por Lerf e Knowski. Na imagem acima, em duas
dimensdes, observa-se a presenca de grupos de carboxila nas extremidades da estrutura, enquanto que,
na imagem inferior, em trés dimensdes, é observada a presen¢a de grupos oxigenados ao longo da
estrutura [118].

4.4.4 Nanobastdes de Ouro (AuNBs)

As propriedades éticas de uma NP metalica estdo relacionadas ao seu tamanho,
forma e interacdo inter-particulas, possibilitando sua aplicacdo em diferentes regides
espectrais. Os AuUNBs podem ser obtidos por uma variedade de rotas sintéticas de facil
execucdo. Ressalta-se entdo, que as propriedades plasmonicas dos NBs sdo diferentes das
apresentadas por nanoparticulas esféricas, com destaque a LSPR, que sdo modos
eletromagnéticos associados as oscilacdes da nuvem eletronica da regido adjacente a
superficie da nanoparticula. Na excitacdo ressonante, ocorre uma concentracdo do campo
elétrico nessa regido [119]. Nos AuNBs, esse fendmeno intensifica o campo elétrico em
seu entorno. Desta forma, quando excitadas por uma radiagéo ressonante, trés fenémenos

séo observados [119]:
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1- Pares elétron-buraco séo gerados

2- Termonizacdo e emissdo de fotons

3- Espalhamento da luz incidente

Esses processos foto-fisicos podem ser observados na Figura 23 que compara 0s
espectros de absorcdo UV-Vis de nanoparticulas esféricas e bastdes de Au. Nessa faixa
de radiagdo ocorre uma excitagdo do modo de ressonancia do plasmon longitudinal
promovendo absorcdo e espalhamento da luz. A absorc¢éo ocorre por meio da oscilagao
da nuvem eletrdnica na direcdo longitudinal e transversal. A depender de como a radiagéo
incide na nanoparticula, em funcdo do seu comprimento/largura, pode ocorrer uma
variacdo da quantidade de radiacdo absorvida, que por sua vez, confere a esse tipo de
nanomaterial diferentes propriedades dpticas. O comprimento de onda do plasmon
longitudinal dos AuNBs é muito sensivel ao meio dielétrico, possibilitando utiliza-los
como sondas em biosensores [120].
O forte campo elétrico gerado ao redor dos AuNBs na condicdo de ressonancia,

lhes conferem um comportamento condizente ao de “nanoantenas”, amplificando o
campo eletromagnético ao redor da superficie. Esse comportamento contribui fortemente
para o efeito SERS. Alguns estudos tém abordado esse comportamento aplicado ao
SERS, especialmente por conta desta intensificacdo que é provocada pela curvatura do
material [121]. No estudo realizado por Zuloaga e colaboradores foi observado que as
curvas de absorcdo Opticas exibem diferentes regides plasmonicas dependendo da
direcdo 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 o0s
autores desse trabalho, esse fenbmeno € ocasionado pela excitacdo parcial da banda de
plasmon de superficie do eixo longitudinal e também pela contribuicéo do efeito quimico

devido as fortes ligagdes do adsorbato na face {110} [123].
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Figura 23— Espectros de absor¢do UV-Vis-NIR de suspensdes de AuNPs e AuNRs com as bandas de
absorcéo relacionadas ao plasmon de superficie transversal e ao plasmon de superficie longitudinal.
Retirado de [124].

O espectro de absorcdo ¢ alterado de acordo com as diferentes morfologias das
nanoparticulas. Enquanto no espectro de nanoparticulas esféricas se observa apenas um
pico de absorcao (AuNPs ca. 520nm), que por serem simétricas o elétron se restringe uma
direcéo preferencial de movimento, os AuUNBS, apresentam duas bandas de absorgdo, um
atribuido a oscilacdo coletiva dos elétrons nas extremidades dos nanobastdes e outra
banda mais intensa, devido a ressonancia de plasmon ao longo do comprimento dos
nanobastdes [121] [125].

A transicdo referente ao plasmon de superficie transversal (LSPRt) ocorre no
mesmo comprimento de onda que em particulas esféricas, enquanto a transicdo
longitudinal (LSPRL) sofre um deslocamento para a regido do infravermelho proximo,
que escala com a razdo de aspecto (AR) (razdo entre 0 comprimento e o didmetro da

nanoparticula) das AuNBs, conforme observado na Figura 24 [126].
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Figura 24. Variacéo do comprimento de onda de absorgao de acordo com a AR dos AuNBs. Retirado de
[126].

De modo geral, quanto a sua estrutura cristalografica, os AUNBS, apresentam uma
superficie fechada pelos planos {100}, {110} e {001}, como pode ser observado na
Figura 25. [127] .

(@) (b)
- {110}
\;\,/\"\
[001] um— ) [001]
{110}

Figura 25. Imagem TEM de um AuNB orientado ao longo da direcdo [001], exibindo os planos
cristalinos {100}, {111} e {110} do bastéo (a) (retirado de [127]) e uma representagdo esquematica da
do crescimento de um AuNB na direcéo axial [001] (b).

Essa estrutura é formada quando os ios Au®* so reduzidos preferencialmente nas
faces {001} na fase de nucleacdo e as faces {110} sdo adsorvidas por moléculas de

CTAB, estabilizando-as e promovendo um crescimento na direcdo axial [001].
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Diversos mecanismos foram propostos para sintese de AuNBs. Estudos apontam
que a presenca do sal de prata € fundamental para a formacdo dos nanobastGes,
especialmente, em processos fotoquimicos. Conforme pode ser observado na Figura 26,
a reducdo de sais de ouro e de prata na presenca de CTAB produz as nanoparticulas
metalicas de ouro e de prata, respectivamente. Ahmed e colaboradores propuseram que
as nanoparticulas 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 0 acido ascorbico com a finalidade de promover a reducgéo
do fon de ouro para Au* e a formagdo de um complexo com o metal, respectivamente.

Por fim, ao inserir a radiacio UV, o ion Au*! é reduzido para Au° [114] [128].
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Figura 26. Representagdo esquematica da formacdo de AuNBs. Adaptado de [120].
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5. Materiais e Métodos
5.1. Comité de ética

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa Humana da Faculdade
de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (FS/UnB), sob o nUmero
42304220.0.0000.0030 de acordo com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS).
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5.2.  Materiais e Reagentes utilizados

- Acetona P.A. (Sigma Aldrich);

- Acido ascrbico (CsHsOs 99,0% - VETEC);

- Acido cloridrico (HCI 36% - VETEC );

- Acido nitrico (HNO3 65% - Hexis).

- Acido sulfarico concentrado (H2S04 96% v/v — Vetec);

- Acido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado (HAuCls.3 H20 99% - Sigma Aldrich);
- Agua ultrapura (tipo 1);

- Brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB- Merck );

- Cicloexano P.A. (Sigma Aldrich);

- Cocaina na forma cloridrato (Amostra apreendida cedida pela PF, com teor de pureza
calculado pela central analitica da UnB de 88,27%);

- Eletrodo NiTSPc (Sigma Aldrich);

- Flakes de grafeno (>100 mesh - Sigma Aldrich);

- Hidréxido de aménio (NH4OH 30% v/v — Vetec);

- Isopropoxido de titanio (IV) (TifOCH(CHs)2]« 97%- Sigma Aldrich);

- Laminas de aluminio de dimensdo 25x25mm;

- Laminas de vidro para microscépio;

- Nitrato de prata (AgNO3 — FMaia);

- Nitrato de sodio (NaNO3 99,0% - VETEC);

- Papel aluminio;

- Permanganato de potéssio (KMnO4 99,0% - VETEC);

- Perdxido de hidrogénio (H202 35% v/v — Dinamica);

- P6 preto revelador de impressées digitais (SIRCHIE);

- Hidrocloreto de poli(dialil dimetilamdnio) (PDAC, Mw 450 000 g/mol — Sigma
Aldrich);

- Poli(estireno sulfonato de sodio) ( PSS , MM 70.000 g/mol - Sigma Aldrich);

- Poli(etilenoimina) ramificada (PEI, Mn 60.000 g mol-1);

- Rodamina 6G (C2sH31N203CI — Sigma/Aldrich)
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5.3.  Procedimento de limpeza

Antes do uso, todas as vidrarias foram limpas de forma cuidadosa com solugdes
piranha. Primeiro foi utilizada solucéo alcalina (70% v/v NH4OH / 30% v/v H20>), por
20 min. Depois, solugéo acida (70% v/v H2SO4 concentrado / 30% v/v de H20>) também
por 20 min, em seguida enxagues com agua destilada, seguido de 4gua ultrapura Milli-Q.
Para a limpeza das ldminas de aluminio, o tempo de imers&o na solucéo acida foi reduzido
para 10 minutos para evitar a formacdo de Oxido de aluminio, o que prejudicaria a

utilizacdo destas laminas, além da reacao ser exotérmica.

5.4.  Substratos SERS ativos
5.4.1. Sintese fotoquimica de nanoparticulas de ouro estabilizadas com PEI
(AuNPs/PEI)

Para a realizacdo da sintese, conforme metodologia publicada previamente [132],
20 mL de uma mistura reacional com razdo molar [PEI/Au] = 10:1 foi preparada em um
béquer de 25 mL e depois exposta a radiacdo UV (254 nm, 16 W, Osram) fornecida por
uma camara de reacdo construida em laboratério, conforme fotografia apresentada na
Figura 27 [129].

Figura 27. Imagem da cdmara de reacdo com fonte de radiacdo UV com comprimento de
onda em 254 nm e 16W.

O mecanismo de reacao é proposto por Teixeira e colaboradores [129]. Os grupos
doadores de e, (aminas) no PEI, participam do processo de nucleagdo das espécies
excitadas pela absorgdo dos fétons da luz UV do 4cido clorodurico [Au*3Cl*]. Os fétons

incidentes reduzem as espécies de ouro, de Au*® para Au*?, que é instavel 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 Au®. Na reagdo PEl — HAUCls4, o PEI se comporta como uma base

de Lewis.
HAuCl + PEI — PEI — H* : AuCl}; (Equacéo 42)
Aut3cly 5 [Aut3Cly |7 (Equacdo 43)
Autm S Ay (m=3,21) (Equacéo 44)
PEI
nAu® - (4u°), (Equacdo 45)

5.4.2. Sintese fotoquimica de nanoparticulas de ouro estabilizadas com Oxido de
grafeno funcionalizado com poli(etileno imina) - (AuNPs/GO-PEI)

Esta sintese foi adaptada da metodologia publicada por Teixeira e colaboradores,
para AuNPs/PEI [129]. A sintese das AuNPs utilizou como agente estabilizador o
nanocomposito formado por oxido de grafeno funcionalizado com poli(etileno imina)
(GO-PEI 0,045 g¢/L), fornecido pelo Laboratério de Pesquisa em Polimeros e
Nanomateriais do Instituto de Quimica, da Universidade de Brasilia. Para a realiza¢éo da
sintese, 5 mL de solucdo aquosa de GO-PEI foram adicionados em um béquer.
Adicionou-se 0,5 mL de HAuUCI4.3H20 (3 g/L) e o volume foi completado para 20 mL
com agua ultra pura. A mistura foi submetida ao sonicador por cerca de 3 minutos e
exposta a radiacdo UV (254 nm, 16 W) por 30 minutos, na mesma camara representada
na Figura 28.

5.4.3. Sintese fotoquimica de nanobastdes de ouro estabilizados com brometo de
hexadeciltrimetilamonio (AuNBSs)

Esta sintese foi realizada baseada em metodologia publicada por Abdelrasoul e
colaboradores [128]. Em um béquer de 25 mL foram adicionados 7,2 mL de solucéo de
CTAB (2,4 x 10% g/L); 2,0 mL de HAuCI4 (3 g/L); 178 pL de AgNO3, (2 g/L); 195 uL
de acetona; 135 L de ciclohexano e 80 uL de &cido ascorbico (0,1 g/L). Apds adicdo do
de acido ascorbico, a cor da solu¢cdo mudou de laranja escuro para incolor, indicando a
reducdo Au** —Au'*. A mistura reacional foi irradiada por 1h na cAmara apresentada na
Figura 28. Apds a sintese, o produto obtido foi purificado ap6s ciclos sucessivos de

lavagem com &gua ultrapura e centrifugagdo a 10000 rpm por 20 min. Os produtos obtidos
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foram ressuspensos em agua ultrapura e denominados NB1, NB2 e NB3, de acordo com
0 nmero de ciclos de purificacdo. O NB3 foi submetido a uma centrifugagdo adicional a
5000 rpm por 20 minutos sendo, em seguida, descartado o corpo de fundo, no intuito de
deixar a amostra mais homogénea, e foi completado com agua ultrapura até o volume de

3 mL. O produto deste ultimo procedimento foi denominado NB4.

5.4.4. Preparacdo das amostras para SERS

A atividade SERS de um substrato pode ser avaliada por diversas substancias,
sendo a R6G uma das mais utilizadas [130]. Assim, essa substancia foi selecionada para
confirmar a eficacia dos substratos desenvolvidos neste trabalho. Para isso, foram
preparadas solucdes de R6G a concentracdes de 1x10° a 31012 mol/L.

Para os testes com a R6G, uma gota de solucdo do corante (15 pL) de cada
concentracdo foi depositada em laminas de aluminio de 25 x 25 mm. Apds a secagem da
R6G (24 horas), foi gotejado 15 L 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 laminas,
sendo obedecido um intervalo de 24h entre cada gota depositada.

Para os testes com COC, foram preparadas solugdes aquosas com concentragdes
variando entre 5x102M a 1x10° mol/L. As amostras para os testes SERS foram
preparadas da seguinte forma: 15 pL da solucdo da droga foi misturada a 15 pL do
substrato SERS (AuNBs) em um eppendorf de 2,5 mL. Em seguida 30 pL da mistura foi

gotejada sobre uma lamina de aluminio. Entdo, aguardou-se 24h para secagem.

5.4.5. Coleta das impressdes digitais e contaminac¢do com COC

Foram adquiridas impressdes digitais de 1 homem e de 1 mulher. Os doadores
seguiram com a lavagem das maos com sabonete liquido neutro (0 mesmo sabdo para 0s
dois doadores), como procedimento prévio a coleta. Em seguida, esperou-se 10 minutos
para a secagem das méos a temperatura ambiente, sem que tocassem em nada. Os
individuos entdo, foram orientados a pressionar o dedo polegar direito sobre a testa
visando simular a oleosidade natural dos dedos. Entdo, cada voluntario pressionou o dedo
polegar direito sobre 30 pL de uma solucdo de COC depositada em uma lamina de vidro.
Para o experimento, foram utilizadas 30 pL de solugdes em diferentes concentracdes de
COC (5x102 a 6x10™ 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 lamina de aluminio de tamanho 25 x 25mm e foram realizadas as
medidas SERS utilizando as AuNBs como substrato SERS ativo.

Para fins de comparacéo, foram realizadas medidas das impressdes digitais sem a
droga, apds as fases de lavagem das maos, secagem e a pressdo do dedo sobre testa, e
também utilizando o substrato SERS ativo AuNBs nessas impressdes sem contaminagéo.

5.4.6. Instrumentacao

As medidas SERS foram obtidas em um sistema Raman InVia (Renishaw), com
um detector CCD e uma rede de difracéo de 1200 linhas/mm. Um microscopio Leica com
objetiva de 50x foi utilizado para focalizar o feixe da radiacdo laser na amostra e coletar
a radiacdo espalhada. A resolucdo espectral nominal foi 6 cm™. O laser de excitagdo
utilizado foi o de HeNe (Renishaw) com emissdo em 632,8 nm. Os nimeros de onda
foram calibrados utilizando uma pastilha de Si. Foram utilizadas as poténcias de laser
correspondentes a 10% (para medidas das matrizes aquosas nas laminas) do laser
(poténcia nominal de 30 mW), de acordo com a objetiva utilizada (50x) e 10% (para
medidas das impressfes digitais aplicadas nas laminas) do laser com um tempo de
integracdo de 3 s,

As medidas Raman das amostras (substratos SERS-ativos) foram realizadas na
faixa espectral de 100 a 1800 cm utilizando o procedimento de mapeamento superficial
de modo a se registrar um total de 100 espectros por medida utilizando a fungdo mapping
do equipamento. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas. Os 100 espectros
foram adquiridos em intervalos de 2 um, resultando em uma &rea varrida de 20 x 20 um
para a objetiva de 50x.

Os espectros na regido do UV-Vis (200 a 800 nm) foram adquiridos em um
espectrofotdmetro UV-Vis 2450 (Shimadzu), utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm
de caminho optico.

As micrografias foram adquiridas utilizando um microscépio eletrénico de
transmissédo (MET), JEM-2100 (Jeol), operando em 200 kV e as medidas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e de (EDS) foram realizadas em um MEV JSM - 6610,
equipado com EDS, no laboratorio multiusuario de microscopia de alta resolucédo da
Universidade Federal de Goiés.

Os equipamentos de espectroscopia Raman, FTIR e UV/Vis encontram-se
alocados nos Laboratorios de Materiais e Combustiveis do Instituto de Quimica e
Laboratorio de Espectroscopia Optica do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia.
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5.5. Determinacao do sexo
5.5.1. Coleta das impressoes digitais e aquisi¢io de dados para classificagdo do sexo
Foram adquiridas impressdes digitais de 21 homens e 21 mulheres. Os doadores
foram selecionados de modo a considerar variacdo no género, idade e cor da pele (25-65
anos, 34 de cor de pele branca e 8 de pele negra). O detalhamento do perfil dos voluntarios
pode ser encontrado na Tabela 5. As coletas foram realizadas em dias diferentes. Para
cada amostra foi considerado como DO a data da coleta, D7 o prazo de sete dias ap6s a
coleta e D30, 30 dias apds a coleta.
Para estudar a influéncia da luz nas amostras foram coletadas duas impressdes
digitais de cada voluntario, 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 voluntarios

Voluntario Género 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 ndo usassem cosmeéticos 24 horas antes da coleta.
Cada individuo lavou as méos com sabdo neutro, deixando-as secar por 10 minutos para
realizar a coleta da impressao digital. O mesmo sab&o foi usado para todos os doadores.
As impressdes digitais foram coletadas por um papiloscopista da Policia Federal em uma
lamina de vidro de 25 x 25 mm, revestida com papel aluminio. N&o foi realizado pre-

tratamento das amostras.
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Ap0s as medicdes de DO, as amostras foram divididas em dois grupos, sendo cada
um submetido a duas condicdes diferentes: escuro (E) e claro (C). Os espectros Raman e
FTIR foram obtidos no dia da coleta (DO0), apds 7 (D7) e 30 (D30) dias.

5.5.2. Obtencéo dos Espectros Raman

A andlise de microspectroscopia Raman de amostras de impressdes digitais
masculinas e femininas foi realizada utilizando-se um Labram HR Evolution (HORIBA
Scientific, Palaiseau, Franca) equipado com uma grade de 1800 linhas/mm e detector
CCD. As medicbes foram realizadas com uma fonte de excitagdo a laser de 532 nm
(10mW) focada nas amostras por um microscopio OLYMPUS com um objetiva de 50x.
A resolucdo espectral nominal foi 1 cm™.

Trés espectros Raman foram obtidos em trés 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 trés acumulagdes, com 20 segundos cada.
Utilizou-se a faixa de 800-1800 cm™ para aquisi¢do dos espectros. Um filtro local foi
usado para remover picos de intensidade decorrentes de eventos de raios cosmicos
(LabSpec® -Horiba Jovin Yvon). Para tratamento dos dados foi utilizado um computador
pessoal com processador Intel inside core i7de 8GHz.

Considerando a variacdo entre as regides na impressao digital e o nimero de
doadores, a fim de aumentar a representatividade do conjunto de dados cada espectro da
amostra, foi considerado para as analises e para o resultado do modelo de discriminagédo

a maioria das réplicas da amostra.

5.5.3. Obtencao dos Espectros FTIR

As medidas de FTIR foram realizadas no equipamento Bruker Vertex 70 usando
0 método de reflectdncia, com angulo de 40° sendo medidos trés espectros em cada
amostra em pontos distintos, com 64 segundos e 64 varreduras, na regido espectral de 400
a 4000 cm™. Assim, foram obtidas 126 medidas de homens e 126 de mulheres. A

resolugdo espectral nominal foi 4 cm?

5.5.4. Analises quimiomeétricas

As analises quimiométricas: PCA, PLS-DA e SVM-DA foram realizadas usando
as fungdes correspondentes do PLS-toolbox (versdo8.81, Eigenvector, Wenatchee, WA)
e MATLAB R2020b (The Mathworks Inc., Natick, MA) [37].
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5.5.4.1. Obtencéo dos modelos quimiométricos - Raman

Inicialmente, todos os espectros do mesmo género de DO foram analisados
utilizando-se a PCA para detectar e excluir medidas discrepantes (outliers) com base nos
residuos de Hotelling T2 e Q, sendo considerados os escores das trés primeiras
componentes principais, com o intervalo de confianca de 99%. Ap0s esta etapa, 0s
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, disponivel
no pacote PLS-Toolbox, no qual foram selecionados 34% dos voluntarios para conjunto
de testes e 66% para 0 conjunto de treinamento. O grupo de treinamento de DO, composto
por 138 espectros, foi utilizado para obtencdo dos modelos PLS-DA e SVM-DA . Outros
64 espectros de DO, 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 validacdo (126 e 117,
respectivamente).

A composicdo dos conjuntos de teste € mostrada na Tabela 10, onde TSO
corresponde ao grupo de teste dos espectros medidos no DO; 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. NUmero de homens e mulheres por dia nos grupos de teste DO, D7 e D30.
Grupo de teste  NUmero de espectros de cada género nos grupos

de teste
TSO 32 femininos e 32 masculinos do DO
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 € um passo particularmente importante na analise
multivariada. Assim, o pré-processamento dos espectros foi realizado antes da construgao
dos modelos. Foram avaliados diversos métodos de pré-processamento, como derivadas,
suavizacdo, normalizacdo e centragem na média para remover variaces sistematicas
indesejaveis nos dados e encontrar modelos de discriminagdo 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 fluorescéncia dos espectros que, por sua vez foram normalizados pela area
para minimizar as diferencas de escala decorrentes de efeitos de espalhamento. O pré-
processamento smoothing foi usado para reduzir o ruido [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 meérito sensibilidade, especificidade, taxa de erros falso negativo, falso positivo
e taxa de eficiéncia [110] [132].

Foram obtidos modelos de calibracdo dos espectros Raman médios, a partir de
cada grupo amostral conforme descrito a seguir. Foram considerados as amostras obtidas
dos 42 voluntarios, nas diferentes condicdes de tempo (DO, D7 e D30) e de
armazenamento (claro e escuro), totalizando 252 medidas.

Para a melhor comparagdo dos resultados, foram utilizados 0os mesmos pre-
processamentos e regides espectrais dos modelo PLS-DA e SVM-DA avaliados na se¢do
7.1.1,

Neste caso a exclusdo dos outliers foi realizada no modelo PLS-DA, a partir do
modo de validagdo cruzada, obtido considerando todos as médias dos espectros. Assim,
com a exclusdo dos outliers, o conjunto de treinamento utilizado para a construgéo de
modelos foi composto por 162 espectros e o grupo de teste por 62 espectros (total: 224).
Cabe ressaltar que as amostras do mesmo individuo ou compunham o grupo de teste ou

de treinamento.

5.5.4.2. Obtencdo dos modelos quimiométricos - FTIR

Devido a problemas observados em alguns espectros causados pela aquisicao
espectral, um total de 246 amostras foram utilizadas das 252 amostras padréo.

As médias dos espectros para ambos os sexos, considerando DO, D7 e D30, foram
incluidos na mesma matriz e, por meio da modelagem de PCA, foi realizada a
identificacdo e exclusdo dos outliers, com base nos residuos de T2 Hoteling e Q,
utilizando validacdo cruzada e considerando o intervalo de confianca de 99%.

O conjunto de treinamento utilizado para a constru¢do do modelo apos a excluséo
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 selecéo 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 configuragdes
padrdo do PLS-Toolbox e estudos anteriores [133].

O pré-processamento espectral foi realizado antes da discriminacgéo por PLS-DA.
Foram avaliados diversos métodos de pré-processamento, como derivagéo, suavizacgéo,
normalizacdo e centralizacdo na média, buscando obter o melhor desempenho com a
ferramenta otimizador de modelos, disponivel 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 discussao

6.1.  Deteccdo de substancias exdgenas em impressoes digitais

6.1.1. Caracterizacdo da cocaina

O espectro Raman da amostra de cristais de cloridrato de COC apresentado na

Figura 28 foi obtido com uma fonte de excitagdo em 785 nm e também utilizando a funcao

de modo extendido do equipamento. Dentre as bandas caracteristicas da COC, destaca-se

a banda mais intensa proxima a 1004 cm™,
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Figura 28. Espectro Raman da amostra de cristais de cloridrato de COC obtido com uma fonte de
excitagcdo em 785 nm e também utilizando a fungdo de modo extendido do equipamento.

A Tabela 6 apresenta as atribuicdes dos possiveis modos vibracionais para a

molécula de COC, conforme indicado na Figura 28 [134].
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Tabela 7. Principais atribuicoes vibracionais para a molécula de COC [134].

viem? Atribuicéo vibracional tentativa

848,874,898 C-C (estiramento do anel tropano)

1004 Modo de respiracdo do anel aromético (estiramento simétrico)
1026 Anel aromético (estiramento assimétrico)

1462 CHj3 (deformagdo assimétrica)

1601 C=C (estiramento do anel aromatico)

1716 C=0 (estiramento simétrico da carbonila)

O espectro de absor¢do no UV-Vis de uma solucdo de 1,0x107" M de COC é

apresentado na Figura 29, com méximo de absor¢do em 274 nm, consoante com o estudo

de Muhtadi e Al-Badr, que atribui 0 maximo de absorc¢do da COC na regido entre 233 a
274 nm [135].

Absorbancia (U.A.)

250 300 350 400

Comprimento de onda (cm™)

Figura 29. Espectro de absorgdo no UVvis para amostra de COC 1x107 M.
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6.1.2. Caracterizacédo 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 solugdo de
R6G (1x10° mol/L). Os espectros Raman obtidos sio mostrados na Figura 30. Conforme
pode ser observado, ha uma intensificacdo dos sinais Raman da molécula de R6G, em
especial das bandas em 612 (referente a deformacéo do anel do xanteno), 1361 e 1510

cm? (essas duas Gltimas envolvem os modos de estiramento do anel do xanteno) [136].

L i :
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- R6G + AuNPs/PEI 1 gota

| R6G + AuNPs/PEI 2 gotas

| R6G + AuNPs/PEI 3 gotas

Intensidade Raman (U.A)

| R6G + AuNPs/PEI 4 gotas

1 R6G + AuNPs/PEI 5 gotas
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Numero de onda (cm™)

Figura 30. Espectros SERS da R6G 1x10® mol/L pura e em diferentes condigdes 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 absor¢édo no UV-Vis das AuNPs/GO-PEI pode ser observado na
Figura 29. O pico de maximo de absorcdo encontra-se em 538,5 nm. Na literatura a
absorcédo do plasmon superficial (LSPR) das AuNPSs possui seu maximo em cerca de 520
nm, a depender do didmetro das NPs. Observa-se na Figura 31, um deslocamento
batocrémico, provavelmente pelo aumento do tamanho[137].
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Figura 31. Espectro UV/Vis do AuNPs/GO-PEI, com maximo de absor¢do em 538,5 nm correspondente
a 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 solucéo
de ReG (1x10°° mol/L). Os espectros Raman foram obtidos e s&o mostrados na Figura 32.

Neste caso, além da intensificacdo do sinal, observa-se no espectro da amostra
com uma gota, a supressao da fluorescéncia da R6G, quando comparada com o espectro
da R6G pura. O GO contribui para a imobilizacdo das AuNPs e como estabilizante. Sua
estrutura conjugada suprime a fluorescéncia de muitas espécies quimicas, e contribui para
a intensificacdo do sinal SERS. Isso tem sido relacionado ao sistema n conjugado, que
torna 0 GO um bom aceptor de elétrons e o permite formar estruturas supramoleculares
ndo emissivas e muito estaveis com essas moléculas conjugadas, aumentando a adsorgdo
de analitos conjugados e com isso possibilita uma contribuicdo mais forte do efeito
quimico 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™) e D (1334 cm™) do GO se sobrepdem as
bandas da R6G. Conforme a literatura, para o 6xido de grafeno, a intensidade da banda G
€ maior que a da banda D. Aqui observou-se uma inversao nas intensidades das bandas G
e D que pode ser explicado pela formacéo de ligacdes covalentes entre o PEI e 0 GO,
favorecendo a substituicdo de grupos funcionais oxigenados na folha grafitica,
promovendo carbonos sp® numa rede predominantemente de carbonos sp? [139].

35000 T— R6G 1x10° mol/L
1—— AUNPS/GOPEI
300004 R6G 1x10° mol/L + AuNPs/GOPEI 1 gota
—— R6G 1x10° mol/L + AuNPS/GOPEI 2 gotas
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Figura 32. Espectros SERS da R6G 1x10° mol/L pura e em diferentes condicGes no substrato
AUNPs/GO-PELI. Foi utilizada uma objetiva de 50x.

O mesmo procedimento foi utilizado para testar o substrato AUNPs/GO-PEI com
COC 1x102 mol/L. Conforme pode ser observado na Figura 33, ndo foi observado sinal

da droga e, por este motivo, 0 uso deste substrato foi descartado.
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Figura 33. Espectros SERS da COC 1X102 mol/L pura e em diferentes condi¢bes no substrato
AUNPs/GO-PELI. Foi utilizada uma objetiva de 50x.

6.1.2.3. AUNBs

Os nanobastbes foram sintetizados mediante adaptacdes a metodologia de
Abdelrasoul e colaboradores[128] buscando maior rendimento da reacdo. Esse ajuste
realizado na proporcao dos reagentes pode ter sido um fator preponderante na morfologia
do material obtido e que serd demonstrado nos itens subsequentes. Além disso, a
intensidade da radiacdo utilizada no estudo original foi de 1,3 a 6,6 mW /cm?, com
fluéncia variando de 2,3 a 11,9 J/cm?, considerando 30 minutos de reacéo e distancia da
luz que variou de 1 a 7 cm. No presente estudo a intensidade de radiacéo utilizada foi de
12,1 mW/cm?, fluéncia 21,8 J/cm?, com um tempo de reacdo de 1h e distancia da luz de
5 cm, conforme descrito na secdo 5.4.1.3.

Nesta sintese espera-se que a irradiagdo com raios UV induza a reducgéo dos ios
Au™ para Au® pela geragdo dos radicais cetila da acetona e abstragdo de atomos de H do
CTAB. Na fase inicial, a concentracdo de Au® na solugéo é progressivamente aumentada,
pelo efeito da reacdo fotoquimica das cetonas. No momento em que a concentracdo de
mondmero atinge a supersaturagdo, acima de um limiar critico de exposicao radiante, é
iniciado o processo de nucleacdo. Na etapa seguinte, o crescimento dos ndcleos formados
ocorre em paralelo com a nucleacdo. O crescimento dos nanobastdes é conduzido pela

reducdo do complexo precursor na superficie dos nanocristais. O crescimento
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anisotrépico ocorre pela absorcdo preferencial de ions de prata em faces de ouro

especificas, dificultando o crescimento nessas faces.

6.1.2.3.1. Influéncia das Lavagens

Para verificar a influéncia das lavagens sobre o efeito SERS, ou seja, da presenca
de CTAB e outros materiais que ndo reagiram, foram obtidos espectros SERS da R6G 5
x 10 mol/L com os substratos NB1, NB2, NB3 e NB4. Fotografias das suspensdes dos

substratos sdo apresentados na Figura 34.

NB4 NB3 NB2 NBI1

Figura 34. Representagdo fotografica dos substratos SERS NB1, NB2, NB3 e NB4.
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Os espectros SERS obtidos podem ser observados na Figura 35.

100000
—— NB1 + R6G 5x10® mol/L
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Figura 35. Espectros SERS da R6G 5 X 108 mol/L adsorvida nos substratos SERS NB1, NB2, NB3 e
NB4.

O CTAB, por ser uma molécula de tamanho consideravel, acaba por promover um
maior distanciamento entre as AuNBs. Como pode ser visto na Figura 36, apds 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 aproximacéo
entre 0s AuNBs e, consequentemente, maior ocorréncia 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 absor¢éo: uma em 545 nm e outra em 599 nm, correspondentes
as LSPR e LSPRy, respectivamente. Conforme demonstrado no item 4.2.1.3, a distancia
entre as duas bandas de absorcdo plasmonicas varia de acordo com sua AR [125]. A
Figura 36 apresenta ainda os espectros de absor¢do da amostra durante um periodo de 28
dias, com o objetivo de acompanhar a estabilidade do substrato. Como pode ser
observado, ndo houve variagdes significativas, o que permite inferir sua estabilidade neste

periodo.

— D1
1 ——D2
—D3
0,6— — D4

—D5
— D6 545 599

1 —D7
—D14

— D21
049 g
0,2 1

0,0

Absorbancia (U.A.)

T T T T T T
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espectro de absorcéo experimental UV-Vis de uma amostra de NB3. A banda em 545 nm
corresponde a LSPRy, enquanto a centrada em 599 nm esta relacionada a LSPR, dos NBs presentes na
amostra.

Na Figura 37, sdo apresentados os espectros de absorcdo de UV-VIS do substrato
NB4 e podem ser observadas duas bandas de absor¢do: uma em 526 nm e outra em 617,
para o primeiro dia de medida — D1, que se deu logo apos a sintese e duas bandas de
absorcéo em 526 e 588 nm, observadas para as medidas realizadas nos dias subsequentes
(D2 a D28), correspondentes as LSPRt e LSPRL, respectivamente. O deslocamento

hipsocrdmico observado indica uma mudanga nas caracteristicas da amostra, nas
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primeiras 24 horas, que se manteve estavel segundo observado nas medidas realizadas até

0 vigésimo oitavo dia (D28).

035 T———
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0304 —_ 2
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Figura 37. Espectro de absorgéo experimental UV-Vis de uma amostra de NB4. A banda em 526 nm
corresponde a LSPRT, enquanto a centrada em 617/581nm esta relacionada a LSPR|.

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.

L (a) LI

(b)

Figura 38: Micrografias MET obtidas para os substratos NB3(a) e NB4(b).
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As imagens demostram a presenca de aglomerados e polidispersdo dos
nanobastfes formados. Na Figura 38 (a), ainda que sejam observados aglomerados, um
fator que pode influenciar é o modo de preparo da amostra para a analise de MET, que
tem consequéncias na forma com que as particulas se arranjam durante a secagem. Em
(b), embora predominem os AuNBSs, outros formatos podem ser observados e isso pode
estar relacionado, em parte, com o processo de lavagem, em especial com a etapa de
centrifugagéo.

As Figuras 39 (a) e (b) apresentam o histograma de distribuicdo 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
razdo de aspecto (AR — comprimento dividido pela largura) de 1,81. No estudo de
referéncia foram obtidos comprimento médio entre 44 £ 5 nm e 35 £ 5 nm, dependendo
das condicdes de sintese e largura média de 14 £ 3nma 10+ 2 nm [128]. Cabe ressaltar
que néo 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 ja indicava um baixo valor de AR, o que foi confirmado pelo resultado

obtido a partir do MET.
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Figura 39: Histogramas de distribuicdo do tamanho dos AuNBs pelo comprimento (a) e largura (b).

No estudo utilizado como referéncia para esta sintese, a autora afirma que a
diminuicdo do comprimento dos NBs produzidos pode ser atribuida a dissolugcdo dos NBs
ja produzidos, o que é muito provavel de acontecer em altas poténcias de irradiacéo,
especialmente quando todo o precursor ja é consumido durante a sintese fotoquimica. A
autora afirma que os atomos de ouro da superficie dos AuUNBs s&o removidos em favor
da formacdo de nanoparticulas esféricas que s&o termodinamicamente mais estaveis e

que, provavelmente, esse processo, comece pelas pontas que sao menos protegidas, o que
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favorece o seu encurtamento [128]. Uma vez que foi utilizada uma maior radiacdo, o AR
obtido pode ser explicado por este fato.

6.1.2.3.4. Caracterizacdo morfoldgica das nanoparticulas
A micrografia do substrato SERS ativo do NB4 pode ser observada na Figura 40.
E possivel observar uma superficie heterogénea com destaque para os aglomerados

formados.

SEl  15kV x2,500 10pm
LabMic-UFG: 1.C

SEl  15kV
LabMic-UFG: NBs

Figura 40. Micrografia do substrato SERS ativo de NB3(a) e NB4(b) por microscopia
eletrénica de varredura.

Foi realizada uma analise de mapeamento do ouro por EDS, na amostra NB4,
apresentada na Figura 41. Foi possivel constatar a presenca de ouro sobre a superficie
estudada. Além do ouro, foi observado o elemento cobre, que tem como fonte o porta

amostra.
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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 intensificagdes
proximas, o fato de que o rendimento de NB4 foi menor, além de demandar uma etapa a
mais de lavagem, optou-se pela utilizacao do substrato NB3 para obtencéo dos espectros
SERS, utilizados nos estudos de adsor¢do com a R6G e com cocaina.

Foram obtidos espectros SERS de solugdes de R6G com concentragdes variando
de 1 x 10%a 3 x 10" mol/L, com o substrato SERS de NB3.

—— R6G 1x10° mol/L + NB3
160000 o —— RéG 5x10° mol/L + NB3
| ——R6G 1x10° mol/L + NB3
—— R6G 6x10™° mol/L + NB3
140000 4 —— Rr6G 2x10™ mol/L + NB3
— | —— R6G 5x10™ mol/L + NB3
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Figura 42. Espectros SERS da R6G com substrato NB3 em diferentes concentragdes (1%108 a 3%X10?
mol/L).

As principais bandas da R6G foram observadas em 612, 1361 e 1510 cm™, sendo
a primeira relacionada a deformacao do anel xanteno e as demais relativas a modos de
estiramento do anel [136].

A variacdo proporcional da intensidade da banda em 612 cm™, em funcéo da
concentracéo, 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 adsor¢ao da R6G no substrato SERS NB3

Foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich para a
investigar a interagdo entre a molécula de R6G e o substrato SERS ativo NB3. Assim, foi
verificada a variagdo da intensidade SERS da molécula de R6G adsorvida em funcéo de
sua concentracdo, onde foi possivel observar que a partir de uma determinada

concentracéo (alta) a intensidade tende a ndo variar e, avaliados os melhores ajustes.

6.1.2.3.6.1 Isotermas de Langmuir

Os resultados apresentados na Figura 43(a) demonstram a variacdo do
recobrimento superficial (6) em funcdo da concentracdo de R6G adsorvida em NB3 e, em
(b), é apresentada a representacao linear da isoterma de Langmuir para a R6G adsorvida

nesse substrato, utilizando como referéncia a intensidade SERS em 612 cm™.
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(@
1,0 1
® 051
m Dados experimentais
0,01 — Ajuste para a isoterma de Langmuir 9 = _ke_
J P 9 T1+KC
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% =0,97C + 4,2x10? ®)
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o
o
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m Dados experimentais
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Figura 43. Isotermas de Langmuir para adsorcao de R6G sobre o substrato NB3: (a) forma assint6tica,
(b) forma linear.
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O gmax (mmol/g) pode ser obtido a partir do modelo de Langmuir. De acordo com
gréafico da Figura 44(a), a capacidade maxima de adsorcao calculada, considerando uma
monocamada, é de 1,12 + 0,12 mmol/g.

Em processos absortivos, a determinagcdo dos parametros termodinamicos pode
auxiliar na interpretacdo dos fenémenos fisico-quimicos inerentes ao sistema. A exemplo
disso, valores negativos de AG° indicam que o processo de adsor¢do pelos
nanoadsorventes é de natureza espontanea. Quanto mais negativo for o valor de AG®,

mais favoravel sera o processo de adsorcéo [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 Kags = 23,81 + 0,02
e AGoads de '77,25 kJ/mOI (AGoads =-RT In Kads).

Os valores de AG°ags obtidos indicam que a R6G adsorve no substrato NB3 por

meio de uma adsorcao fisica e que a adsor¢do é de natureza espontanea.

6.1.2.3.6.2 Isotermas de Frumkin
A Figura 44 representa a variacdo do recobrimento superficial (6) em funcdo da
concentracdo de R6G adsorvida em NB3 com o ajuste da isoterma de Frumkin, utilizando

como referéncia a intensidade SERS em 612 cm™.

1,04
0,54
f<>)
0,0 1 m Dados experimentais 5
i i H K, ds Ce 99
— Ajuste para a isoterma de Frumkin ¢ = “7”
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C/10™*M

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 possivel concluir como atrativa o tipo de interacdo entre as moléculas de R6G
e 0 substrato NB3.

6.1.2.3.6.3 Isotermas de Freundlich

Por se basear em parametros empiricos, os valores de K obtidos para as isotermas
de Freundlich ndo s&o relevantes para a discussdo. Assim, para 0s sistemas seréo
considerados apenas o0s valores de n como forma de avaliar o favorecimento ou ndo do
processo de adsorcdo [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

adsorcdo da molécula de R6G pelo sistema NB3.

11+
In 1, =10,53 + 0,27xInC

SERS

R*=0,979

B Dados experimentais

' — Ajuste para a equacdoln | .. = In K +1/n InC
-8 -6 -4 -2 0
InC

Figura 45. Representacdo linear da isoterma de Freundlich para a R6G adsorvida em NB3.

A Tabela 8 apresenta os parametros consolidados do sistema estudado, obtidos
por meio de diferentes modelos de isotermas de adsorcéo.
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Tabela 8. Constantes de adsorcdo e demais parametros das isotermas para o sistema

R6G/NB3.
Isoterma Equacédo Kags/mol*-L Outros parametros R? Chi? AG,q/kJ.mol
. Kuds
Langmuir(1) 6= (8,05 +3,3) x 10* 0,909 0,011
1+ Kags
. 1
Langmuir (2) —=0,93C + (2.34+0,02) x 10° 0,978 -77,25

ads

Frumkin 6=

Freundlich

— Kudsexp (296)
1+ Kyqsexp (2g96)

1
Inlggps = INK + ElogC

(5,1 +0,01) x 10°

(2.35+0,03) x 10°*

9 =0,15+0,02 0,981 0,002

n=37 0,976

* O valor de K na equac¢do de Freundlich ndo guarda relacdo com a constante de adsorg&o.

Considerando os valores de Kags encontrados, observa-se que a interagédo entre a

R6G e 0s NB3 ndo é tdo forte, quando comparada com a adsorcéo de R6G sobre AgNPs,

onde se observou um valor de Kags da ordem de 10° para um sistema que seguiu um

modelo de adsorcdo de Langmuir [142].
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6.1.2.3.7. Espectroscopia Raman e SERS da Cocaina

Foram obtidos espectros SERS de solu¢des de COC com concentragdes variando
de 5 x 102a 1 x 10° mol/L, com o substrato SERS de AuNBs, conforme metodologia
descrita para a obtencdo dos espectros SERS e Raman da R6G. Os espectros SERS
obtidos, bem como o espectro Raman da COC em p6 podem ser observados na Figura
46.

60000

E ——COC 5 x 10”mol/L + NB3
——COC 1 x 10”mol/L + NB3
50000 - —— COC 3x 10°mol/L + NB3
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Figura 46. Espectros SERS da COC em p6 e com substrato NB3 em diferentes concentragdes (5%102 a
1x10° mol/L).

A variacdo proporcional da intensidade da banda em 1004 cm™, usada como
referéncia, em fungéo da concentracdo pode ser observada por meio dos espectros SERS
da COC em diferentes concentragdes. O espectro Raman da COC em po foi utilizado
como parametro para as atribuigdes vibracionais para as amostras em solucdo, e podem

ser consultadas na Tabela 6.
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6.1.2.3.8. Estudo da adsorc¢éo da cocaina no substrato SERS NB3

Foram utilizadas as isotermas de Langmuir, Frumkin e Freundlich para a

investigar a interagdo entre a molécula de COC e o substrato SERS-ativo NB3. Assim,

foi verificada a variacdo da intensidade SERS da molécula de COC adsorvida em funcéo

de sua concentracdo, foi possivel observar que a partir de uma determinada concentracdo

(alta) a intensidade tende a ndo variar e, avaliados os melhores ajustes.

6.1.2.3.8.1 Isotermas de Langmuir

Os resultados apresentados na Figura 47(a) demonstram a variacdo do

recobrimento superficial (6) em funcdo da concentracdo de COC adsorvida em NB3 e,

em (b), a representagéo linear da isoterma de Langmuir para a COC adsorvida nesse

substrato, utilizando como referéncia a intensidade SERS em 1004 cm™.
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Figura 47. Isotermas de Langmuir para adsor¢do da COC em NB3: (a) representacao assintotica, (b)

representacdo linear.
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De acordo com gréfico da Figura 48(a), a capacidade maxima de adsorcéo
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 Kags = (31,56 +
0,02) M e AGags de -84,12 kJ/mol (AGads = -RT In Kags).

Os valores de AGags obtidos indicam que a COC adsorve no substrato NB3 por
meio de uma adsorc¢éo fisica e que a adsorcdo é de natureza espontanea, sendo que, de
acordo com os resultados obtidos para a R6G neste trabalho, constata-se uma adsor¢édo

ligeiramente mais intensa para a COC.

6.1.2.3.8.2 Isotermas de Frumkin

A Figura 48 representa a variagdo do recobrimento superficial (6) em funcdo da
concentracdo de COC adsorvida em NB3 com o ajuste da isoterma de Frumkin, utilizando
como referéncia a intensidade SERS em 1004 cm™.

1,41
1,2 1
1,04
0,8
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C/10™4Mm 0

Figura 48. Recobrimento superficial (6) em funcdo da concentracdo de COC adsorvida em NB3.

Os ajustes pela isoterma de Frumkin trouxeram valores de g > 0, conforme Tabela
49, tornado possivel concluir como atrativa o tipo de interagdo entre as moleculas de
COC.
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6.1.2.3.8.3 Isotermas de Freundlich

Assim como feito nas discussdes da isoterma de Freundlich para a R6G, seréo
considerados os valores de n como forma de avaliar o favorecimento ou ndo do processo
de adsorcéo 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 adsor¢do da molécula

de COC pelo sistema NB3 é favoravel.

Inl,..=9,69C + 0,7xInC

SERS
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SERS

48 15 12 9 6 3 0 3
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Figura 49. Ajustes realizados pela isoterma de Freundlich para a adsor¢do da molécula de COC pelo
sistema NB3.

A Tabela 10 apresenta os parametros consolidados do sistema estudado.

Tabela 9. Constantes de adsorcdo e demais parametros das isotermas para o sistema
COC/NB3.

Outros .
5 -1, 2 2 -1

Isoterma Equagéo Kags/mol™-L pardmetros R Chi AGags'kd.mol

. _ Kads 6
Langmuir(1) 0= 1 (2,31+1,4)x 10 0,716 0,051

+ Kuds

) C 1

Langmuir (2) —=0,93C + (3,17 0,02) x 10° 0,997 -84,12

0 ads

Frumkin 0= Kaasexp (29)

== - 77 + 3 = +
T+ Kp.exp (290) (4,1+£0,01) x 10 g =0,08 + 0,005 0,959 0,002

1
Freundlich Inlsgps = INK + =logC (2,7+£0,02)x 10° n=1,42 0,962
n

* O valor de K na equacdo de Freundlich ndo guarda relagdo com a constante de adsorcao.
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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 solugéo de COC 5,0
x102 mol/L e depositada sobre a superficie de uma Iamina de aluminio de dimenséo 25

x 25mm.

Figura 50. Imagem de impressdo digital dopada com solucdo de MA 5,0x102 mol/L depositada sobre
uma lamina de Aluminio de 25 X 25 mm.

Os espectros SERS obtidos para as amostras masculina e femininas sao

apresentados na Figura 51.
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Figura 51. Espectros Raman, medido em 633 nm, da IDL masculina medido sem contaminacdo;
contaminada com COC 1X102mol/L; e com o substrato NB3 aplicado (a); Espectros SERS, medido

em 633 nm, da IDL masculina contaminada com COC 5X%102mol/L, COC 8%10mol/L e COC 6X10-
“mol/L e com o substrato NB3 aplicado; (b); Espectros Raman, medido em 633 nm, da IDL feminina
sem contaminag&o; contaminada com COC 1x10-?mol/L; e com o substrato NB3 aplicado (c); Espectros

SERS, medido em 633 nm, da IDL feminina contaminada com COC 5X10mol/L, COC 8X10-mol/L e
COC 6x10“*mol/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) ndo apresentaram nenhuma
banda relacionada a amostra de COC, apenas bandas relacionadas as préprias laminas e
a impressao digital. Ja em (b) e (d), que se referem as amostra de IDL contaminada com
COC em diferentes concentraces, é possivel observar bandas caracteristicas da droga em
1004 cm™ (Modo de respiragdo do anel aromatico- estiramento simétrico), 1026 cm™
(estiramento assimétrico do anel aromatico), 1462 cm™ (deformacao assimétrica CH3) ,
1601 cm* (estirmaneto C=C) e 1706 cm™ (estiramento simétrico C=0) [134]. Observa-
se ainda a diminuicdo da intensidade SERS em 1004 cm™, com a diminuicdo da

concentragdo. Comportamento similar foi observado para as demais medidas para as
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amostras dos voluntarios, em 785 nm, sendo que as medidas se encontram nas Figuras
52(a)-(d). E possivel portanto observar, que o método foi capaz de detectar drogas em
impressdo digital, até uma concentracdo da ordem de 10“ M. Cabe ressaltar que as
medidas obtidas em 785 nm apresentaram menos fluorescéncia, o0 que se deve ao fato de
que esta radiacdo é menos energética, ndo favorecendo processos eletrénicos. A massa

que pode ser verificada, considerando os 15 pL de solucéo utilizados, foi de 273 ng.
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Figura 52. Espectros Raman, medido em 785 nm, da IDL masculina medido sem contaminacdo;
contaminada com COC 1X102mol/L; e com o substrato NB3 aplicado (a); Espectros SERS, medido

em 785 nm, da IDL masculina contaminada com COC 5X%102mol/L, COC 8%10mol/L e COC 6X10-
“mol/L e com o substrato NB3 aplicado(b); Espectros Raman, medido em 785 nm, da IDL feminina sem

contaminagdo; contaminada com COC 1X102mol/L; e com o substrato NB3 aplicado (c); Espectros
SERS, medido em 785 nm, da IDL feminina contaminada com COC 5X10-?mol/L, COC 8%10°mol/L e
COC 6X%10“*mol/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 realizacdo do presente trabalho, por ser um
método simples e direto. De fato, os dados apresentados sdo promissores e indicam que a

abordagem proposta pode ser melhorada e empregada na solugdo de um problema real
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enfrentado pela policia nas regides de fronteira e imigracdo; onde viajantes nacionais e

internacionais tentam atravessar com drogas.
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7. Determinacdo do sexo a partir das impressdes digitais utilizando
espectroscopia vibracional e modelos quimiométricos
7.1.  Modelos quimiométricos baseados em Microespectroscopia Raman
7.1.1. Avaliacdo da influéncia do tempo e armazenamento nos modelos
quimiométricos

. Uma micrografia Optica da regido oleosa de uma impresséo digital (gota) de uma
doadora é apresentada na Figura 53 e regides semelhantes foram usadas para as medidas

dos compostos quimicos mostrados no espectro de Raman.

Figura 53. Micrografia Otica de uma gota de déleo de impressdo digital depositado em lamina de vidro
revestida de aluminio medida com sistema de microscopio Raman com ampliagdo de50x.

Foram obtidos 252 espectros Raman das amostras coletadas em DO (126 espectros
do sexo masculino e 126 de amostras femininas). A Figura 54 apresenta o espectro Raman
obtido de cada amostra, nas mesmas condic¢des e sem nenhum tipo de pré-processamento.
E possivel observar um fundo de fluorescéncia significativa, ruido e variagio nas

intensidades de pico entre diferentes grupos de género.
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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 comparagéo espectral entre os grupos masculino e feminino, como
demonstrado na Figura 55 (a) e (b). A linha pontilhada (Figura 55 (2)) refere-se a faixa
espectral onde foi possivel observar diferencas mais evidentes entre 0s picos dos
espectros meédios femininos e masculinos, quando comparados e que foram,
consequentemente, utilizados no modelo de calibragéo. O vetor de projecdes de maior
importancia (VIP) do modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto de dados DO de

treinamento é apresentado na Figura 55(c).
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Figura 55. (a) Comparagdo das médias dos espectro Raman feminino (vermelho) e o masculino (verde),
com destaque para a regido com maior varia¢do das intensidades Raman entre o grupo feminino e o
masculino; (b) Ampliacéo da regido com maior variacdo de intensidades; (c) Vetor de projec6es de maior
importancia (VIP) do modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto de dados DO de treinamento.
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Os espectros raman da gota da impressdo digital mostram caracteristicas de
bandas de lipidios, carotenoides e proteinas. As cadeias de hidrocarbonetos de lipidios
sdo encontradas em 1301, 1439, 1655, 1665 e 1734 cm™, que séo atribuidas aos modos
de tesoura e torcdo CH2, modos de estiramento C=C e modos de estiramento do éster
C=0, respectivamente. O pico estreito observado em 1382 cm™ é devido ao modo v (C-
C) do esqualeno. A vibragio v (C=C) observada na regido de 1525 cm, os modos v (C-
C) a 1155 cm™ e os modos p (C-CH3) em torno de 1006 cm™ séo atribuidos geralmente
a presenca de carotenoide [143] [144]. Além disso, bandas fracas associadas as proteinas
também s3o observadas em 1210 cm™ (tirosina) e 1558 cm™ (triptofano). Outras bandas
vibracionais contribuintes s&o atribuidas a amida I (1600 — 1900 cm™) e amida 111 (1230
—1300 cm™) [37].

Um resumo dos numeros de ondas e suas atribui¢des é fornecido na Tabela 11.
Interpretacfes mais detalhadas dos componentes quimicos no espectro Raman de

impressodes digitais foram previamente discutidas [143].

Tabela 10. Atribuigdes vibracionais das bandas Raman observadas nas impressoes
digitais.

Ndmero de onda (cm™) Atribuigdo tentativa
1004 v(C-C)

1064 v(C-C),

1077 v(C-C)

1125 v(C-C), v(C-N)

1155 v(C-C)

1265 cis 3(-CH)

1301 3:(CHy)

1380 3(CHs), 3(CH), v(C-C)
1439 8(CH2/CHs)

1522 v(C=C)

1607 Trp, Tyr, Phe

1655 v(C=C)

1665 v(C=C)

1745 v(C=0) Fosfolipideos [k. czamara]

Adaptado de [143].
Abreviaghes: v-estiramento; j-deformacdo angular, Trp-Triptofano, Tyr-
Tirosina, Phe-fenilalanina.
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Os espectros médios das amostras masculinas e femininas armazenadas em
condigdes escuras ou claras (para DO, D7 e D30) sdo mostrados na Figura 56(a)-(d) e,
indicam a presenca de caracteristicas no espectro Raman especificas para um determinado
sexo. Estas caracteristicas sdo observadas principalmente nos nimeros de ondas em
1522, 1607, 1655 e 1665 cm™, que sdo associados a carotenoides, aminoacidos
aromaticos (Trp, Tyr, Phe), &cidos graxos insaturados, como &cidos palmitoléico e
oledicos e esqualeno, respectivamente [143] [145] [146]. As bandas em 1655 e 1665 cm’
! podem ser atribuidas a conformac3o cis e trans de acidos graxos insaturados [147] [148].

As diferencas de intensidade relativa observadas para essas bandas séo resultantes
dos processos quimicos, biologicos ou fisicos que ocorrem ao longo do tempo na
composicédo inicial das impressdes digitais envolvendo grande numero de fendmenos
como degradacdo, secagem, oxidacdo ou polimerizacdo. Como se pode observar, as
intensidades relativas se alteram ao longo do tempo, especialmente nas bandas atribuidas
aos carotendides (1155, 1522 cm™ ), esqualeno (1665 cm™ — processos de oxidacdo em
condicdes de acondicionamento na luz) e acidos graxos insaturados (1655 cm™). Por
outro lado, as bandas atribuidas as proteinas apresentaram um comportamento mais
estavel. Em geral, as taxas de decomposicao observadas para as amostras armazenadas
sob condicdes de luz sdo maiores do que as amostras armazenadas no escuro. A
degradacdo dessas bandas também foi relatada por Andersson e colaboradores [143].
Para avaliar a influéncia da decomposicdo da impressdo digital ao longo do tempo, os
modelos multivariados PLS-DA e SVM-DA foram obtidos em diferentes regides
espectrais: 1591-1768 cm™ (modelo 1) e 1494-1768 cm™ (modelo 2). E importante
ressaltar que o modelo 2 inclui o sinal Raman em 1522 cm, que diminui de intensidade
com o tempo de exposicao a luz, indicando que a substancia que da origem a esse sinal

se decompde com o tempo, ou pela acdo da luz ou pelo oxigénio do ar.
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Figura 56 Espectros Raman de impressdes digitais armazenadas em auséncia de luz e presenca de luz.
(@) e (c) para mulheres e (b) e (d) para homens. DO, D7 e D30 correspondem a amostras recém coletadas,
apos 7 dias e apds 30 dias, respectivamente.

O PCA foi utilizada como a primeira etapa da analise quimiométrica e aplicado
como estratégia exploratéria dos dados e para identificar outliers mais evidentes.
Conforme detalhado anteriormente, 0 modelo PCA foi desenvolvido com 126 espectros
Raman das impressdes digitais de cada género, do dia da coleta (DO0) e usando o espectro
completo. O pré-processamento utilizado no PCA foi a correcdo multiplicativa de sinal
(Extended Multiplicative Signal Correction- EMSC) e os espectros foram centrados na
média. Apds a andlise dos outliers foram excluidos 27 espectros femininos e 24 espectros
masculinos, que correspondem a aproximadamente 4 amostras para cada sexo. A projecao
do PCA da matriz de dados contendo as amostras remanescentes de ambos 0s sexos
(Figura 57), no primeiro escore dos trés componentes, permite a observacdo da
distribuicdo das amostras e a analise qualitativa de seu agrupamento. E possivel observar

uma forte sobreposi¢édo entre os dados femininos e masculinos.
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Figura 57. PCA de espectros femininos (vermelhos) e masculinos (verdes) obtido com trés componentes
principais. Cada ponto representa um espectro raman individual.

Apos a exclusdo dos outliers, o conjunto de treinamento DO utilizado para a
construcdo 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 combinacdo de diferentes pré-processamentos.

Para os métodos com melhores resultados, 0s pré-processamentos utilizados
foram: absolute value, baseline (Automatic Weighted Least Squares, order=5), normalize
(1-Norm, Area = 1), smoothing (order: 0, window: 15 pt, tails: polyinterp) e mean center.

Os resultados das estatisticas de T2 e Q para identificacdo dos valores de classe
estimados e limite de discriminagdo com o0 modelo PLS-DA desenvolvido com o conjunto
de treinamento DO, para todos os conjuntos de teste, sdo mostrados na Figura 58 (a).
Conforme pode ser observado, alguns espectros apresentaram valores de residuos T? e Q
maiores do que seus limites de confianca de 99%. No entanto, considerando o tempo de
coleta da impressdo dos conjuntos de teste de D7 e D30, o nimero de outliers foi
consideravelmente baixo, indicando que a mudanca nas bandas de carotenoides e &cidos

graxos insaturados tiveram pouca influéncia nesses parametros.
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Figura 58. (a) Hotelling T? x Residuos Q (b) valores de classe estimados para o grupo de treinamento
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teste feminino () grupo de teste masculino.

A distribuicdo dos valores de classe obtidos com 0 modelo PLS-DA é apresentada
na Figura 58 (b). A dispersdo desses valores foi consideravel, confirmando a anélise por
PCA de que a separac¢do por género € 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 eficiéncia (EFR) dos grupos
de treinamento e teste ndo apresentam diferencga significativa, indicando que ndo ocorreu
overfitting. A EFR combina a contribuigdo dos parametros sensibilidade, especificidade
e as taxas falsas positivas e negativas, sendo o melhor parametro para julgar o
desempenho global do método.

Apesar da dispersdo 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 DO, 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
DO, 74,8% para D7 luz, 71,9% para D07 escuro, 69,2% para D30 luz e 65,9% para D30
escuro. Como ja era esperado, as melhores EFRs foram obtidas para o conjunto de testes
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DO, que contém as amostras na mesma condi¢cdo do conjunto de treinamento. Merece
destaque que as amostras armazenadas sob condicdes de luz tendem a apresentar EFRS
mais baixas. Curiosamente, no PLS-DA, mesmo com a incluséo da banda de absorcao
1522 cm™® no modelo 2, a diferenca entre os modelos 1 e 2 ndo foi tdo evidente nos
conjuntos de teste DO, D7 e D30.

Observou-se entdo que o efeito da mudanca no espectro Raman ao longo do tempo
apresentou pequena influéncia tanto para a identificacdo de outliers quanto para EFRs,
que indica maior peso das bandas 1607, 1655 e 1665 cm™ nos escores VIP (Figura 56
(b)). Alem disso, o sexo feminino apresentou maior numero de erros (falso negativo,
considerando a notacgdo utilizada para a construcdo de modelos). Até o momento, os dados
ndo permitem uma explicagdo conclusiva para a maior variagdo das amostras femininas,
mas possiveis fatores que podem influenciar os resultados femininos podem incluir a

variacdo hormonal mensal e 0 uso regular de cosméticos.
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Tabela 11. Resultados obtidos pelos dois melhores modelos PLS-DA na separagdo das

amostras femininas (y=1, positivo) das amostras masculinas (y=0, negativo) para o grupo

de treino e grupos de teste. O nimero de variaveis latentes € indicado entre parénteses.
PLS-DA modelo 1 (6)

Regido (cm ) TR TSO TS7L TS7D TS30L TS30D
1591-1767 FN 1 1 11 8 11 7
FP 0 1 1 1 1
TP 10 5 10 13 8 14
TN 11 7 20 20 19 17
| 4 0 0 0 0 0
SEN/TPR 90,9 83,3 47,6 61,9 42,1 66,7
SPEC/TN 100,0 100,0 95,2 95,2 95,0 94,4
FNR 9,1 16,7 52,4 38,1 57,9 333
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)
Regio (cm ) TR TSO TS7L TS7TD  TS30L  TS30D
1494-1768 FN 5 1 8 9 5 8
FP 0 2 2 7 5
TP 5 13 12 14 11
TN 10 7 19 19 13 15
| 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

Abreviacfes: 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 Eficiéncia.

O mesmo conjunto de treinamento foi utilizado para construir o modelo SVM-
DAs e os resultados sdo apresentados na Tabela 13. Apos a otimizacdo, ambos os modelos
1 e 2 classificaram 100% dos espectros de treinamento no género correto e apds a
aplicacdo 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 DO7 escuro, 58,0% para D30 luz e
74,3% para D30 escuro e para 0 modelo 2 foi de 92,6% para DO, 72,8% para D7 luz,
78,2% para DO7 escuro, 64,1% para D30 luz e 71,1% para D30 escuro. Os resultados
mostram uma clara tendéncia de diminuicdo das EFRs de TS0 para TS7 e TS30.

Além disso, a diminui¢do entre os conjuntos de teste do escuro para a luz e a
diferenca entre os modelos 1 e 2 s&o mais claras em relagdo aos modelos PLS-DA, sendo
os melhores resultados obtidos na condigéo escura e modelo 1. No entanto, apesar do EFR
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mais baixo, 0 modelo SVM-DA 1 também apresentou alta eficiéncia no TS7D e TS7L,
uma vez que foram obtidos 80% de eficiéncia. Os EFRs elevados obtidos com SVM-DA
podem ser atribuidos & capacidade de modelar ndo linearidades associadas a
complexidade do problema de género e a decomposicdo de impressdes digitais descrita

anteriormente.

Tabela 12. Resultados obtidos pelos modelos SVM-DA para a separacdo das amostras
femininas (positivo) e amostras masculinas (negativo) no grupo de treino e em todos 0s
grupos de teste.

SVM-DA modelo 1

Regido (cm ) TR TSO 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
| 0 0 0 0 0 0

SEN/TPR 100,0 100,0 71,4 76,2 84,2 73,7

SPEC/TN 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
Regido (cm ) TR TSO TS7L TS7D TS30L TS30D

1494-1768 FN 8 6 6 7
FP 1 3 3 8 4
TP 12 5 13 15 13 12
TN 13 6 18 18 12 16
| 0 1 0 0 0 0

SEN/TPR 100,0 100,0 61,9 71,4 68,4 63,2

SPEC/TN 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

Abreviacfes: 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 Eficiéncia.
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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 0 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 951 93,9

FNR 1,2 33,3
FPR 4,9 6,1
EFR 96,9 79,1

ApOs a otimizacdo do modelo, 96,9% das amostras de treinamento foram
classificadas no género correto e apds a aplicacdo do grupo de teste, foi obtida uma EFR
de 79,1%, demonstrando, desta forma, resultados compativeis 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 DO. A partir dos
resultados observados, é possivel inferir que a inclusdo no grupo de treinamento das
médias dos espectros de DO, D7 e D30, nas condi¢es de armazenamento no claro e no
escuro, aprimora a representatividade das amostras e a acertividade dos modelos, uma
vez que a degradacdo observada nos espetros sdo consideradas. O género feminino
também apresentou maior numero de erros (falso negativo) e, assim como na analise de
resultados no item 7.1.1, ndo foi possivel avaliar, de forma conclusiva, 0 motivo da maior
varia¢ao observada nas amostras femininas.

As mesmas condic¢des usadas para a constru¢do do modelos quimiométricos de
PLS-DA testadas para SVM-DA. No entanto os resultados obtidos foram inferiores a 50%

de classificacOes corretas e, por este motivo, optou-se por ndo serem explorados.

7.3.  Modelos quimiométricos baseados em FTIR
Os espectros de FTIR utilizados para o treinamento do modelo, ap0s a correcéo e

normalizagdo da linha de base, sdo apresentados na Figura 59(a). Mesmo ap0s o pré-
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processamento, esses espectros revelam variacdo significativa de ruido e intensidade no
inicio (500 a 400 cm™) e no final da regido do IR médio (4000 a 3500 cm™). No entanto,
algumas diferencas nas intensidades de pico entre os dois grupos (feminino e masculino)
podem ser observadas de 3000 a 2800 cm™ e 1790 a 1150 cm™, que sdo mais visiveis nos
espectros médios apresentados na Figura 59(b) e uma ampliacdo da regido entre 1790 a
1150 cm™ pode ser observada na Figura 59(c).
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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™, onde a principal diferenca espectral
entre eles (1711 e 1743 cm™) é destacada (c).

Os espectros de FTIR da IDL apresentados na Figura 59 (b) mostram
caracteristicas de bandas de lipidios, carotendides e proteinas. As regides espectrais
10001850 cm™ e 2700-3600 cm™ foram identificadas como as que mais possuem
informagdo e corresponderam as vibragdes moleculares do material écrino e sebaceo
(Tabela 15). As cadeias de hidrocarbonetos s&o encontradas em 3000 cm™, atribuidas ao

modo de estiramento C-H. Em 1739 cm™! ha uma banda de absorc&o correspondente a um
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modo de estiramento de carbonila e 0 ombro em 1711 cm™ é atribuido a presenca de um
segundo estiramento de carbonila; associados & presenca de triglicerideos e/ou
fosfolipidios e acidos graxos, respectivamente. Além disso, bandas associadas as
proteinas (amida secundaria) também so observadas em 1645, 1536 e 1229 cm™ [149]
[150].

Tabela 14. Principais bandas vibracionais obtidas de uma particula no depdsito de
impressdo digital [21], [150], [151] .

cm Atribuicéo vibracional

2915 CHjs estiramento simétrico (cadeias longas de C alifatico)

2847 CH; estiramento simétrico (cadeias longas de C alifatico)

1739 C=0 estiramento (ésteres saturados)

1711 C=0 estiramento (acidos graxos)

1645 C=0 estiramento (amida secundaria)

1536 N-H deformacdo angular no plano e C-N estiramento (amida secundaria)
1451 CHjs deformacéo angular assimétrica e CH, simétrica (cadeia de C alifatico)
1375 CHjs deformacdo angular simétrica (cadeia de C alifatico)

1229 C-N estiramento (amida secundéria)

1152 C-C-0O estiramento (éster saturado)

1108 O-C-C estiramento (éster saturado)

Os espectros médios indicam a presenca de pequenas caracteristicas espectrais de
FTIR especificas para a classificacdo do sexo, que sdo observadas, principalmente, nos
nimeros de onda em 1739 cm™ e 1711 cm™. As diferencas de intensidades relativas
observadas para essas bandas podem resultar de processos quimicos, biolégicos ou fisicos
que ocorrem ao longo do tempo na composicéo inicial das impressdes digitais envolvendo
um grande numero de fenébmenos como degradacdo, secagem, oxidacdo ou
polimerizacdo. Alguns estudos apresentaram diferencas na composicdo quimica das
impressoes digitais masculinas e femininas, especialmente em &cidos graxos [34] [152].

Em alguns casos criminais, a IDL ndo é coletada no mesmo dia em que ocorre 0
crime e, por esse motivo, as amostras utilizadas para construir os modelos foram coletadas
de 42 doadores e o0s espectros foram obtidos no mesmo dia, sete e trinta dias depois. A
regido entre 1150 e 1790 cm™ foi selecionada devido a grande variagio nas caracteristicas
espectrais do FTIR. Apoés a avaliagdo do pré-processamento utilizando a ferramenta de

otimizacdo 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 selecdo das regides (Figura 61). Os escores VIP mostram que as regides de
3000 a 2800 cm™ e 1790 a 1150 cm™* podem ser as mais adequadas para a estimativa do
sexo. Modelos independentes foram avaliados, onde a regido de 1790 a 1150 cm?,
destacada na Figura 60, apresentou os melhores resultados.

Escores VIP

0 L . L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 60. Escores de projecdo de importancia vetorial (VIP) para o modelo PLS-DA desenvolvido com 14
varidveis latentes e os espectros FTIR completos. A area delimitada corresponde a regido do espectro
utilizada para 0 modelo PLS-DA.

Os resultados do conjunto de treinamento e teste para a discriminacao da classe
para 0 modelo PLS-DA com 14 variaveis latentes, sdo mostrados na Figura 62. Alguns
espectros ainda apresentam valores dos residuos Hotelling T? e Q maiores do que seus
limites de confianca de 99% (Figura 61(a)). No entanto, como apenas uma etapa de
exclusdo foi realizada durante o desenvolvimento e validagcdo do modelo, essas amostras
nédo foram removidas dos conjuntos de dados. A decisao de apenas uma etapa de exclusao
de outliers foi tomada devido ao nimero restrito de amostras disponiveis para este estudo.
Acredita-se que as amostras discrepantes presentes na Figura 61(b) podem ser um reflexo
do pequeno numero de amostras usadas para modelar as diferencas entre a exposicao a

luz e a aquisi¢do em dias diferentes.
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Figura 61. FTIR Hotelling T? x Residuos Q (a); valores de classe para conjunto de treinamento DO e
todos os conjuntos de teste com o modelo PLS-DA desenvolvido com a regido de 1494-1768 cm™ . (---
) 99% de limite de confianca, (¢) grupo de treinamento feminino (TR feminino), (o) grupo de treinamento
masculino (TR masculino), (#)grupo de teste feminino (VAL feminino), (m) grupo de teste masculino
(VAL masculino) (b).

A distribuicdo dos valores de classe obtidos com 0 modelo PLS-DA é apresentada
na Figura 61(b). A dispersdo desses valores foi considerdvel, mostrando que a
determinacdo do sexo é um problema dificil. No entanto, o desempenho do modelo foi

melhor avaliado por suas figuras de mérito apresentadas na Tabela 16.

Tabela 15. Figuras de mérito para 0 modelo FTIR PLS-DA.

PLS-DA FTIR (5)

TR VAL

FN 3 7

FP 3 4

TP 60 32

™ 91 19
SEN/TPR 95.2 82.1
SPEC/TNR  96.8 82.6
FNR 48 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; ESPECIFICACAO/ESPECIFICACAO SPEC/TNR/Taxa Negativa
Verdadeira; FNR-Falsa Taxa Negativa; FPR- Falsa taxa positiva; Taxa de Eficiéncia EFR. O numero de variaveis
latentes em cada modelo PLS-DA é indicado entre parénteses.

Os valores de sensibilidade (SEN) e especificidade (SPEC) mostraram que o
modelo apresentou aproximadamente a mesma taxa de discriminacdo para amostras
femininas e masculinas, em que aproximadamente 95% e 82% foram obtidos para 0s

conjuntos de treinamento e teste, respectivamente.
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Apesar da significativa dispersao dos valores estimados das classes, foram obtidos
bons indices de EFR que, no conjunto de teste, foi de 82,3%. Os dados ndo permitem uma
explicagdo conclusiva para a maior variagdo na estimativa dos valores de classe para as
amostras femininas, mas possiveis fatores que podem influenciar os resultados femininos
podem incluir a variacdo hormonal mensal e o uso regular de cosméticos .

E importante destacar que este estudo teve como um dos seus objetivos avaliar o
uso de IDLs para determinacdo do sexo do doador, uma vez que se trata de uma
informacdo de importancia forense, que pode ser utilizada como uma ferramenta para

reduzir o universo de busca por suspeitos.
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8. Conclustes

Primeiramente, é importante destacar que com a pandemia de COVID-19, néo foi
possivel seguir o planejamento original do trabalho, uma vez que 0 acesso aos
laboratdrios foi restrito em por um periodo significativo da realizacdo desse trabalho.

As impressdes digitais sdo vestigios de grande importancia para a ciéncia forense,
por contribuem para identificagdo da autoria de um crime. No entanto, as condig¢des
técnicas nem sempre sdo boas o suficiente para permitir a comparagdo com padrdes de
impressdes digitais em um banco de dados sujeito a pesquisa no Sistema Automatizado
de Identificacdo Biométrica (ABIS). Nessas situacOes, muitas vezes essas evidéncias sdo
descartadas ou entdo analisadas por outros métodos como o DNA. Foi demonstrado nesta
Tese, que a espectroscopia vibracional pode ser uma ferramenta poderosa para se extrair
outras informac@es forenses valiosas desse vestigio.

Este trabalho buscou uma abordagem forense ao aplicar diversos substratos SERS
ativos de nanomateriais de ouro para determinacdo de cocaina em impressoes digitais. Os
dados experimentais foram ajustados as 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 AGags de -84,12 kJ/mol, pbde-se constatar que a adsorcdo fisica e
espontanea. Os resultados demonstraram ser possivel detectar tracos de COC, a partir de
uma solugdo de concentracdo de 6x10™* mol/L, o que corresponde a 273 ng dispersa na
area da impressao digital medida.

Embora existam apenas diferencas muito sutis entre as impressfes digitais
masculinas e femininas, 0 uso de espectroscopia Raman combinada com métodos de
analise supervisionados (PLS-DA ou SVM-DA) podem ser ferramentas valiosas para
estimar o sexo do individuo humano. A degradacdo da impresséo digital em funcdo do
tempo e da fotossensibilidade revelaram-se fatores importantes para a determinagéo do
sexo. No entanto, considerando um periodo de até sete dias a partir da coleta da impressédo
digital, foram obtidos indices de discriminagdo de acertos variando de aproximadamente
80 a 93%, mostrando que os métodos propostos podem estimar a identificacdo do sexo
com alta probabilidade de acerto. Os modelos SVM-DA apresentaram os maiores EFRS
para espectroscopia Raman, o que sugere a presenca de néo linearidades no sistema.

Embora o nimero de amostras utilizadas no conjunto de treinamento possa ser
considerado relativamente pequeno, o método proposto demonstrou a possibilidade de
determinacdo do sexo utilizando as informacdes quimicas fornecidas pelos espectros

Raman obtidos em impressoes 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
individuo. Considerando um periodo de até 30 dias, a partir da coleta da impressao digital,
foram obtidos indices de discriminacdo superiores a 80%, mostrando que o método
proposto pode fornecer identificacdo do sexo com alta probabilidade de acerto.

Além disso, é possivel pensar em outros desafios relacionados a discriminagéo de
classes com base na analise de impressdes digitais latentes, como etnia e faixas etérias,
que ainda podem ser explorados com estas técnicas, resultando em novas metodologias

para aplicacdes forenses.
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