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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinagdo quantitativa de furosemida e bumetanida em amostras de urina utilizando
espectroscopia por reflectancia difusa (para a furosemida) e por imagem por scanner com
quantificagdo através do histograma de cores utilizando o padrdo RGB (para ambas).
Envolve também o desenvolvimento de um método quantitativo para a deteccdo de
chumbo em residuos de armas de fogo (GSR) nas maos de atiradores utilizando
membranas de celulose bacteriana como substrato de coleta, visando o descobrimento do
tempo de disparo. Também foi realizada a quantificacdo de chumbo em amostras de tintura
para cabelos utilizando método previamente desenvolvido, visando detec¢do da
adulteragdo destes produtos e controle de qualidade. Estuda também a potencialidade do
uso das membranas de celulose bacteriana para a coleta de impressdes digitais.

Os métodos desenvolvidos consistem na reagdo da furosemida (FUR) com o
regente cromogénico paradimetilaminocinamaldeido (p-DAC) 0,70% e 4acido cloridrico
(HCI) 1,72 mol L' em papel de filtro qualitativo com barreiras hidrofobicas, com detecgdo
espectrofotométrica e por histograma de cores; na reacdo do fon chumbo(Il) (Pb*") com
rodizonato de s6dio (ROD) 0,16% em meio micelar de dodecil sulfato de sodio (SDS) 5
mmol L em membranas de celulose bacterianas, com deteccio espectrofotométrica e por
microscopia eletronica de varredura (MEV); na reacdo de bumetanida (BMT) com o
reagente p-DAC 0,6% ¢ HCI 0,26 mol L em papel de filtro qualitativo com barreiras
hidrofébicas, com deteccdo por histograma de cores e na coleta de impressdes digitais
utilizando membrana de celulose bacteriana impregnadas com ninidrina, nitrato de prata ou
oxido de zinco, dos quais o nitrato de prata e a ninidrina atuaram como agentes de coleta
razoaveis. Todas as concentragdes foram otimizadas por planejamentos quimiométricos.

As reagdes foram realizadas na forma de spot test, envolvendo a formagao de um
produto colorido em 545 nm para o chumbo, em 585 nm para a furosemida e 520 nm para
a bumetanida. As curvas analiticas foram contruidas a partir de solu¢des padrdes dos
respectivos analitos.

Os métodos desenvolvidos para a bumetanida e para a furosemida foram aplicados
em amostras de urina sintética e natural fortificadas e os resultados obtidos foram
comparados estatisticamente com métodos comparativos. A validacdo dos métodos foi
realizada por adigao de padrao e recuperagao e por comparacdo de métodos, no caso da
FUR e da BMT, obtendo-se recuperagdes entre 98,0 e 115,3% para os métodos de
quantificagdo da furosemida e entre 93,0 e 102,0% para o método de quantificagdo da
bumetanida.

O método de coleta de GSR ¢ baseado na utilizacdo de membranas finas de celulose
bacteriana desenvolvidas pelo Grupo de Materiais Fotonicos do IQ-UNESP.Para os GSR
foram realizadas 40 coletas totais em tempos de coleta apos o disparo (diferentes e
conhecidos), sendo sua comparagdo realizada através das curvas analiticas, mostrando ser
possivel a deteccdao do tempo de disparo com uma margem de erro de aproximadamente 5
minutos. Os resultados foram comparados estatisticamente e os valores obtidos a partir de
testes estatisticos mostraram que os métodos podem ser usados para andlises de rotina em
laboratérios forenses.

Palavras-chave: Espectroscopia de reflectancia difusa. Scanner. Padrao RGB. Forense.
Furosemida. Bumetanida. Doping. Chumbo. Residuos de armas de fogo.
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ABSTRACT

This work describes the development of analytical methods for the quantitative
determination of furosemide and bumetanide in urine samples using diffuse reflectance
spectroscopy (for furosemide) and scanning imaging with quantification by color
histogram using RGB color pattern (for both). It involves also the development of a
quantitative method for the detection of lead in gunshot residues (GSR) in the hands of the
shooters using bacterial cellulose membranes as substrate collection, aiming the discovery
of shooting time. It is also done the quantification of lead in progressive hair lotions
samples using a previously developed method, aiming the detection of products
adulterations and quality control. It also studies the potentiality of the usage of bacterial
cellulose membranes for the collection of fingerprints.

The developed methods are consisted in the reaction of furosemide (FUR) with the
cromogenic reagent p-dimethylamino cinnamaldehyde (p-DAC) 0.70% and hydrochloric
acid (HCl) 1.72 mol L' in qualitative filter papers with hydrophobic barrier, with
spectrophotometric detection and by color histogram; in the reaction of lead(II) ion (Pb*")
with sodium rhodizonate (ROD) 0.16% in micellar medium of sodium dodecyl sulfate
(SDS) 5 mmol L™ in bacterial cellulose membranes with spectrophotometric detection and
by scanning electron microscopy; in the reaction of bumetanide (BMT) with the reagent p-
dimethylamino cinnamaldehyde (p-DAC) 0.6% and hydrochloric acid (HC1) 0.27 mol L™
in qualitative filter papers with hydrophobic barrier with color histogram detection an in
the collect of fingerprints using bacterial cellulose membranes impregnated with
ninhydrine, silver nitrate or zinc oxide, of which the silver nitrate and ninhydrin acted as
reasonable collection agents. All concentrations were optimized through chemometrics
designs.

The reactions were carried out as spot test, involving the formation of a colored
product at 545 nm for lead, in 585 nm for furosemide and in 520 nm for bumetanide.
Analytical curves were built from standard solutions of the respective analytes.

The methods developed for furosemide and bumetanide were applied in fortified
synthetic and natural urine samples and the results obtained were compared statistically
with comparative methods. The validation of the methods were performed by standard
addition and recovery and by comparison of methods, for FUR and BMT, yielding
recoveries between 98.0 and 115.3% for furosemide quantification methods and between
93.0 and 102.0% for the quantification method for bumetanide.

GSR collection method is based on the use of thin membranes of bacterial cellulose
developed by Photonic Materials Group IQ-UNESP. For GSR, 40 total collections were
carried out in known and different times of collection after shooting times and their
comparison through analytical curves were done, showing the possibility of the detection
of the shooting time with an error of 5 minutes, approximately. The results were
statistically compared and the values obtained from statistical tests showed that the
methods can be used for routine analysis in forensic laboratories.

Keywords: Diffuse reflectance spectroscopy. Scanner. RGB color pattern. Forensics.
Furosemide. Bumetanide. Doping. Lead. Gunshot Residues.
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1 INTRODUCAO

Kenneth E. Melson, da American Academy of Forensic Sciences ja havia dito que
ndo importa o sistema de justica, se esta for legitima, a verdade é quem deve desempenhar
um papel fundamental e proeminente, ja que esta ¢ a responsavel pela sobrevivéncia da lei.
Porém, para isso, € necessario haver mais pesquisas em ciéncias € nas técnicas em uso, em
especial nas ciéncias forenses'.

Um dos grandes problemas da atualidade consiste no fato de ndo haver
profissionais devidamente treinados para exercerem a fun¢ao requerida, seja no quesito de
conhecimentos ou até mesmo no preparo psicoldogico necessario para a correta metodologia
a ser aplicada’.

Ainda que atualmente a maioria esmagadora dos profissionais envolvidos em
investigacdes criminais esteja restrita a uma ou duas areas de atuagdo que dependem da
institui¢do ou do curso realizado antes ou durante o trabalho como criminalista. E sempre
necessaria a atuagdo de varias areas do conhecimento como quimica, fisica, medicina,
biologia, historia, psicologia, antropologia, dentre varias outras. Por esses e outros
motivos, a ciéncia forense, num geral, estd crescendo e se expandindo, pois sempre sao
necessarias validagdes nas diversas areas da investigacdo criminal'”. Para tanto, sempre
sd0 necessarios novos protocolos para substituir os anteriormente usados, menos
confidveis, bem como novos métodos de andlise que se adéqiiem a atual linha de
pensamento cientifica e realidade mundial, como a utiliza¢do de equipamentos e métodos
menos custosos € ambientalmente mais amigaveis, sem deixar de lado a precisdo, exatidao

e eficiéncia dos anteriormente usados, por vezes até melhorando-os.

1.1 A Quimica nas investigacdes criminais

A quimica aplicada a area forense se ocupa da investigacdo forense em campos
especializados, encarregando-se da analise, classificagdo e determinacao de elementos ou
substancias encontradas nos locais de averigua¢do ou ocorréncia de um delito ou que
podem estar relacionadas a este, a fim de atender aspectos de interesse judicidrio,
atendendo basicamente as areas de estudos da criminalistica e da medicina legal®. Dentro
do ramo da quimica forense, sdo encontradas as analises empregadas em disparos de

armas de fogo®, na identificagio de adulteragdes em veiculos’, na identificacio de
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numeragdo serial em armas de fogo®, revelagdo de impressdes digitais’, identificacio de
sangue em locais de crimes ou pegas a este relacionadas® e na constatagio de
entorpecentes, dentre outros.

Logo, um quimico forense deve trabalhar na identificagdo, determinagdo,
composicao, natureza e proveniéncia de materiais de modo a estabelecer uma possivel
correspondéncia entre as amostras coletadas, o crime e eventuais suspeitos. Um quimico
da area forense deve possuir uma boa base em quimica analitica e ter conhecimentos de
farmacologia e analises clinicas, pois, muitas vezes, deverd trabalhar com baixas

concentragdes de analitos em matrizes complexas como sangue e urina’.

1.1.1 Um breve historico

De acordo com Farias'®, a utilizagio dos conhecimentos cientificos para a analise
de provas de crime iniciou-se com o surgimento da civilizacdo. Um exemplo ¢ a antiga
Roma, onde era comum os casos de envenenamento. Mas foi por volta do século XVII que
o emprego dos conhecimentos cientificos na elucidagao de crimes teve seu inicio.

Farias cita a obra de Bernardino Ramazzini'', intitulada “As doengas dos
trabalhadores”, de 1700, obra esta que reune os conhecimentos sobre as agdes de
substancias quimicas na fisiologia humana e que foi de grande valia para a quimica forense
como ¢ hoje conhecida. Cita também Orfila, reconhecido atualmente por muitos
historiadores como o pai da toxicologia forense que, em 1840, foi convidado para atuar
como perito no caso de uma suspeita de envenenamento. Orfila contribuiu com o seu
“Tratado de Medicina Legal” para a ciéncia forense na area toxicoldgica.

Foi Ruhemann, em 1910, que verificou que a ninidrina formava compostos
coloridos ao reagir com peptidios, proteinas e alfa-aminoacidos'?, ainda que so a partir de
1950 que a sua utilizagdo em quimica forense tornou-se difundido apods o trabalho de Oden
e Von Hoffsten, em 1954, que descreveram a utilizacdo de ninidrina como reagente para a
revelacao de impressoes digitais por reagir com os aminoacidos secretados pelas glandulas
sudoriparas'®. Em geral, ao se falar de papiloscopia, mesmo esta ja tendo sido utilizada
pelos japoneses no século VII e pelos chineses no século XII, foi a obra “Finger Prints”, de
Sir Francis Galton, que se tornou a obra de referéncia quanto a identificagdo por

impressdes digitais'”.
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Farias cita também que Hans Gross (1847-1915) ¢ conhecido como o fundador da
criminologia e da criminalistica. Gross, que estudou quimica, fisica, botanica, zoologia,
microscopia e fotografia, foi um dos primeiros a perceber a importancia e aplicabilidade
que os conhecimentos cientificos poderiam ter na resolucdo de crimes e, assim, publicou
sua obra “Manual para Juizes de Instrug¢do”, em 1893.

Além destas descobertas e obras importantes para as ciéncias forenses, pode-se citar
a utilizacdo de outras substancias e técnicas que alavancaram e estabilizaram a quimica
aplicada a ciéncia forense, como a utilizagao de luminol para a deteccdo de manchas de
sangue, as técnicas de DNA para a identificacdo de suspeitos nos mais diversos tipos de

crime e as técnicas de instrumentacgdo utilizadas largamente em laboratorios.

1.1.2 As tecnicas instrumentais

Desde o inicio e, em especial, meados do século XX, houve uma substituicao
gradual dos métodos classicos de analise pelos métodos instrumentais, que tém as
vantagens de maior exatiddo e a possibilidade de analise com uma por¢ao menor de
amostra ainda que os métodos cléssicos possuam um custo mais baixo'”.

Dentre as vdrias técnicas e instrumentacdo laboratorial pode-se encontrar,

. . . 10
frequentemente, a espectroscopia, a cromatografia e a microscopia .
1.1.2.1 Técnicas espectrométricas

Estas técnicas estdo dentre as mais utilizadas atualmente, ainda que seja necessario
um espectrofotdmetro a fim de se medir a intensidade da radiacio resultante'.

Sao capazes de gerar resultados visiveis a olho nu, como a detec¢ao de sangue por
luminol, de residuos de armas de fogo por rodizonato e a de coleta de impressdes digitais
utilizando reagentes como a ninidrina e o nitrato de prata.

Nestes casos, pode-se citar, por exemplo, a utilizagdo de reagdes dos componentes
dos residuos de disparo e suas posteriores quantifica¢des utilizando, principalmente, ICP'™

16 e Raman17, 18

, que pode ser apenas para andlises a fim de pesquisas futuras, para predicao
de numero de disparos efetuados ou a distancia destes.
Além disso, para analises organicas, pode ser utilizado também o infravermelho

proximo (NIR). Neste caso, temos exemplos onde esta técnica foi utilizada para a
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determinagio da idade de manchas de sangue'® e, consequentemente, descobrir ha quanto
tempo um crime foi cometido baseado no principio da transformacdo da
desoxihemoglobina em metahemoglobina. Pode ser utilizado também na anélise de tintas,
fitas, adesivos e propelentes de armas de fogo®’, na identificacio de pigmentos orginicos
em revestimentos”' e até na analise de fibras de tecidos.

A espectroscopia de absor¢do atdmica pode ser utilizada, por exemplo, na anélise

22,23

de residuos de disparo de armas de fogo®* », envenenamento por metais** > ¢ presenca de

metais em drogas de abuso®.

1.1.2.2 Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas vém sendo amplamente empregadas, principalmente,
na identificacio e detecgdo de drogas de abuso e venenos®’ . As técnicas cromatograficas
sdo importantes para estes dois tipos de analises hoje em dia porque além de identificar as
drogas em si, também sdo capazes de identificar os demais compostos presentes nestas,
uma vez que atualmente ha a adulteragdo das drogas com outros produtos, como talco e
amido, para aumentar o seu volume. Assim, dependendo do tipo e da quantidade de
adulterante empregado, pode-se até mesmo inferir de qual grupo criminoso a droga teve

procedéncia'®. Além disso, sua utilizagdo para a identificagdo de carbamatos®*’

, que sao
os principios ativos de diversos inseticidas comerciais, utilizados frequentemente para
tentativas de homicidio e suicidio no Brasil, assim como os formicidas.

A cromatografia também ¢é amplamente utilizada para analise de doping®®*
esportivo a fim de se evitar concorréncia desleal e para se zelar pela satide dos esportistas
que desconhecem ou ignoram os graves efeitos colaterais que algumas formas de dopagem
podem causar. De acordo com Young®, o uso de drogas para aumentar a performance no
esporte ¢ tdo velho quanto a prdpria pratica esportiva ainda que a proibicao de seus usos
seja relativamente recente. Cita ainda que o controle do uso de substancias proibidas sé foi

possivel apos a apari¢ao da cromatografia gasosa, em torno de 1960.

1.1.2.3 Técnicas de microscopia

Atualmente, 0 MEV vem sendo o equipamento de microscopia mais utilizado para

as investigagdes forenses porque além de permitir a visualizagdo microscopica das
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amostras, também permite a analise quantitativa e qualitativa dos elementos quimicos que
a compdem através da utilizagdo de uma sonda para a realizagdo de uma analise EDS'’.

A técnica de microscopia ¢ mais amplamente utilizada para a andlise de residuos de
disparo de armas de fogo onde se pode fazer, por exemplo, uma comparagdo entre os
residuos presentes nas mios do atirador com aqueles encontrados nos cartuchos**. Num
trabalho similar®’ foi estudada a possibilidade de diferenciar através da utilizagio do MEV-
EDS diferentes amostras de munigdes.

Além de sua utilizagdo em balistica forense, também pode ser empregado para
analises da potencialidade inflaméavel de liquidos®®, para classificagio de vidros*’ e no
estudo de ossos queimados™®®.

Em suma, todas as técnicas aqui apresentas além de muitas outras que existem e
ndo foram citadas como a analise por ativagdo neutronica (NAA), a andlise térmica, a
espectrometria de massas, dentre outros, podem ser utilizadas nos mais diversos centros
forenses a fim de se chegar na verdade desejada dentro dos mais variados casos onde a
quimica pode ser aplicada: toxicologia, balistica, doping, papiloscopia, DNA, analise de
sangue, explosivos, incéndios, etc.

Dentre esses, a partir de agora, daremos um enfoque a papiloscopia, a balistica e ao

doping, os principais objetivos deste trabalho.

1.2 Uma visao geral sobre a balistica forense

A balistica ¢ uma disciplina da criminalistica que estuda as armas de fogo, suas
muni¢des e os efeitos dos disparos por ela provocados na perspectiva relacionada com
infragdes penais, tendo em vista esclarecer e provar a sua ocorréncia. Pode ser dividida em

49 -51

3 partes , apresentadas a seguir.

1.2.1 A balistica interna, externa e terminal e a formagdo de residuos.

Balistica interna: estuda a estrutura, mecanismos, funcionamento das armas de

fogo, a técnica do tiro e os efeitos da detonacdo do fulminante e deflagracdo da carga
propulsora das muni¢des no seu interior at¢ o momento da projecao do projétil pelo cano
da arma. A Figura 1 mostra um desenho simplificado do disparo de um projétil, que ocorre

quando o cdo, ao ser acionado pelo gatilho do revélver (a) acerta a parte de tras do
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cartucho, a espoleta, onde fica a mistura iniciadora, ou fulminante (b), que dara inicio ao
processo de combustdo para a eje¢do do projétil através da formacao dos gases resultantes

da reacdo (c)™.

fa)

cano da arma

_percutor

by

Figura 1. Processo do disparo de uma arma de fogo.
Fonte: Chemello™.

Balistica externa: estuda a trajetoria do projétil desde a sua saida da boca do cano da

arma até a sua imobilizacdo final, analisando as condi¢cdes de movimento, sua
velocidade inicial sua forma, massa, superficie, resisténcia ao ar, agdo da gravidade e
os seus movimentos, influenciados ou ndo pelo proprio ambiente. O estudo desta parte
da balistica ¢ fundamental para se obter uma boa coleta dos residuos uma vez que as

condig¢des da arma, do disparo e do ambiente influenciam nesta.

Balistica terminal: estuda os efeitos ao se atingir o alvo, incluindo possiveis ricochetes,

impactos, perfuragdes e lesdes internas ou externas nos corpos atingidos. Esta parte da
balistica ¢ estudada quando se deseja, por exemplo, determinar a distancia aproximada

do tiro.
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Os exames realizados hoje na area de balistica envolvem, em sua maioria, além dos
exames residuograficos feitos na hora, microscopios eletronicos de varredura e
microscopios de comparagdo e compreendem exames de veiculos baleados, reconstitui¢des
de ocorréncias envolvendo armas de fogo, determinagdo de trajetorias de projéteis e
exames de superficies que apresentam impactos ou perfuragdes resultantes de impactos de
projéteis de armas de fogo*”>" >,

Sunlin Hu apresentou em seu artigo> o relato de um caso real onde, durante um
acidente de carro envolvendo duas pessoas que acabaram entrando numa discussao, foi
necessdaria intervengdo policial. Porém, como a discussdo tomara propor¢des violentas, um
dos policiais foi obrigado a sacar sua arma e efetuar dois disparos de adverténcia, tendo o
segundo disparo acertado a cabega de um jovem que estava no local. Uma vez que uma
testemunha afirmou que ele disparara diretamente contra o individuo, a pericia foi decisiva.
Investigando o local do crime, foi encontrado em um poste de concreto uma marca
semelhante a um ricochete. Quando amostras deste possivel lugar de ricochete, da polvora
utilizada pelo policial e do cranio da vitima foram levadas ao laboratério para andlise
através de microscopia eletronica de varredura, foi possivel verificar que o projétil acertou
primeiramente o poste, deixando residuos deste no lugar do ricochete e depois o cranio da
vitima, deixando nele residuos tanto do projétil quanto do poste. Assim, pode-se verificar
que, numa analise forense, ¢ indispensavel a utilizagdo dos conhecimentos da balistica
interna, externa e terminal para que uma analise laboratorial quimica ou fisica forneca
informacdes juridicamente relevantes.

Ainda que nem todas as armas de fogo ejetem o0s estojos que continham os
projéteis, todas expelem os residuos de disparo para a atmosfera, que contém porgdes de
chumbo, bario e antimdnio. Quando estes trés compostos sdo encontrados em suspeitos,
pode-se inferir que o individuo ou disparou uma arma de fogo, ou esteve presente quando
ocorreu o disparo ou que manuseou uma arma de fogo recém-disparada™.

Uma parte destes residuos permanece dentro do cano, outra parte ao redor do
tambor e da camara de percussdo da arma e o restante ¢ projetado para fora, atingindo as
maos, os bracos, os cabelos e as roupas do atirador, além de se espalharem pela propria
cena™’. Apos a deposicio dos residuos sobre as mios, a perda dessas particulas ocorre de
forma continua e ininterrupta. Por esse motivo, a coleta, sempre que possivel, deve ser
realizada rapidamente. Porém, a utilizagdo de diferentes tipos de armas resultara em

diferentes tipos de deposigdes. Um revolver, por exemplo, depositara o material
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particulado nas maos do atirador, preferencialmente. O mesmo acontece com as pistolas,
ainda que estas depositem menos material uma vez que a regido onde os cartuchos ficam
inseridos € bem mais protegida que a de um revolver. Se a suspeita ¢ de que o disparo fora
realizado com uma arma e cano longo, deve-se procurar o material particulado nas roupas

e no cabelo.

1.2.2 Efeitos de choque no corpo humano e a deposicdo dos residuos

O tipo de lesdo provocado por um projétil de arma de fogo é conhecida como
pérfuro-contusa, caracterizada pela pressdo inicial em um ponto juntamente com a grande
pressdo em pequena area. Assim que ha a penetracdo do projétil no corpo, a pele se
invagina, criando o “dedo de luva”. Uma vez que a elasticidade da pele ¢ diferente na
derme e na epiderme, estas se rompem, formando um degrau com orla escoriada,
conhecida como “orla de contusdo™ ',

Uma vez que o projétil possui um movimento de rotacdo em torno de seu proprio
eixo (ocasionado pelos raiamentos das armas de alma raiada, o que aumenta a sua
estabilidade ao longo da trajetoria), este acaba por carregar consigo residuos da propria
arma ou do projétil em si e, ao penetrar o tecido, acaba por depositar tais residuos, criando
a “orla de enxugo”””.

Nas areas onde houve a retirada de mais epiderme do que de derme, ocorre a “orla
de escoriacao”.

Deste modo, como explicado por Francisco Silvio Maia™ e por Eraldo Rabello®® e,
como mostrado nos paragrafos acima, em relacdo a balistica terminal, os projéteis
disparados por armas de fogo provocardo diferentes tipos de efeitos no corpo humano e, de
modo geral, estes efeitos podem ser divididos em efeitos primarios e efeitos secundarios.

Os efeitos primdrios incluem as orlas de contusdo, de enxugo e de escoriagdo e sao
ocasionados pela acdo direta do impacto do projétil no tecido do corpo e pela agdo indireta
que dependera de fatores fisicos ou fisiologicos da pessoa atingida®.

Os efeitos secundarios englobam os efeitos permanentes, orlas, zonas e lesdes
tipicos de disparo a curta distdncia onde podem ser encontradas 3 principais zonas: a “zona
de chamuscamento”, que se forma apenas nos tiros encostados, onde parte do tecido foi

incendiada pela queima dos gases superaquecidos provenientes da combustdo do explosivo

propelente; a “zona de esfumacamento”, que se forma através da deposicao de fuligem
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resultantes da combustdo em torno do orificio de entrada do projétil e a “zona de
tatuagem”, que decorre da deposi¢do de graos de polvora ao redor do orificio de entrada do
projétil™.
Nos tiros de longa distancia formam-se apenas as orlas e o orificio ¢ simétrico e
menor que o projétil. Nos tiros proximos sdo formadas todas as zonas e orlas e nos tiros
encostados formam se apenas as orlas, sendo o orificio irregular e maior que o projétil.
Deste modo, os residuos depositados principalmente na orla de enxugo e nas zonas
de esfumagamento, onde as particulas nao estdo fortemente aderidas a pele podem ser
coletados e através de uma andlise destas particulas, seja morfologica ou composicional, €
possivel estabelecer relagdes comparativas entre os residuos encontrados no corpo com
aqueles deixados nas armas ou maos dos atiradores. Os elementos assim analisados sao
derivados, principalmente, do estifnato de chumbo, nitrato de bario, trisulfeto de
antimonio, aluminio e na composicdo da liga de projéteis ndo jaquetados de

chumbo/antiménio>’

1.2.3 A coleta e os exames residuograficos

Como visto anteriormente, assim que ha o disparo de um projétil ha também a
propulsdo de particulas macro e microscopicas originadas dos explosivos contidos no
cartucho de munigdo. Os exames residuograficos sao aqueles utilizados no diagnostico de
disparo de uma arma de fogo a fim de se pesquisar particulas de interesse como bario,
chumbo e antimdnio, principalmente no material colhido do lugar de interesse (maos,
roupas, cabelos, muco nasal do suposto atirador) ou do anteparo de impacto (desde um
corpo até uma parede, carro, cerca, dentre outros)’’.

Como citado por Farias'®, os componentes de interesse de coleta nos exames
residuogréaficos sdo originados principalmente da mistura iniciadora, cuja principal
composicao ¢ a citada no ultimo paragrafo do topico 1.3.2., sendo também gerados CO,
CO,, H,0 e os o0xidos dos metais citados. Cita também que, embora exista no mercado os
cartuchos Clean Range®™®, cuja mistura iniciadora na espoleta esteja livre de chumbo,
bario e antimonio mas cerca de 23% de oxido de estroncio sdo formados. Outros metais

que podem aparecer incluem zinco, silicio, cobre e titanio.
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A coleta de residuos de disparo ¢ feita atualmente através de stubs (para a andlise
por microscopia eletronica de varredura), fita adesiva, esparadrapo (sendo posteriormente

colado em papel de filtro), resina, papel de filtro e cotonetes” .

1.3 Uma visao geral sobre os exames digito-papilares

De acordo com Chemello®”, em 2000 a.C. os babilénios usavam padrdes de
impressoes digitais em barro para acompanhar documentos de modo a prevenir
falsificacdes. Mais adiante, no periodo Antigo, era freqiiente praticas como a marcagdo
com ferro em brasa e mutilagdes que geravam padrdes de identificacdes em individuos que
praticassem crimes ou escravos fugitivos. Nos EUA, o cdédigo de 1700 autorizava o
emprego de mesma técnica para crimes de seqiiestro ou roubo e, finalmente, no século XX,
a papiloscopia, de um modo geral, se consagrou como método de identificagdo humana.

Ainda que a pratica da utilizacdo das impressdes digitais fosse utilizada ha tempos
para diversas finalidades, foi apenas recentemente que seu uso foi mais difundido. Em
1858, um oficial administrativo britanico utilizou a gravacao de impressdes digitais como
forma de contrato com nativos da India, tentando, posteriormente, em 1877, obter
autorizagdo para utilizar as impressdes digitais como forma de identificar seus
prisioneiros®’. Porém, foi apenas em meados do século XX que a aplicagio da analise das
impressoes digitais em larga escala ocorreu. Mark Twain, por exemplo, escreveu sobre a
identificacdo de um homicida por seu polegar, em 1883 e, em 1880, Faulds, um médico
escocés, escreveu varios artigos, publicados na Nature, sobre suas observagdes a respeito
das impressdes digitais™ .

O contato de uma parte do corpo que possa deixar certa quantidade de residuos
(como os dedos das maos e dos pés, as palmas das maos e as solas do pés) pode gerar uma
impressao, onde em torno de 0,1 mg de residuos ¢ deixado para trés. Dentre estes residuos,
em torno de 98 a 99% ¢ composto de 4dgua que logo evapora, deixando uma pequena
quantidade de material s6lido composto de sais inorganicos, gorduras, aminoacidos,

vitaminas, uréia, dentre outros®.
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1.3.1 O sistema de identificacdo de Vucetich

Em 1883, Arthur Kollman, um anatomista holandés postulou que os desenhos
papiloscopicos em cada ser humano ja estdo formados desde o ventre materno a partir do
sexto més de gestacdo e que tal desenho ndo se altera com o passar dos anos, ndo incluindo
alteracdoes devido a agentes externos. Tais impressdes também variam de pessoa para
pessoa assim como entre os dedos, palmas ou solas diferentes em um mesmo individuo,
sendo jamais encontradas duas impressdes idénticas, podendo, portanto, ser utilizadas na
identificagdo humana®’.

Tomando-se uma impressao digital, a leitura das cristas papilares se da no sentido
horério, sendo iniciada na posi¢do 12 horas, tomando-se como base a parte mais central do
desenho. Isto ¢ feito para evitar confusdes na hora da nomenclatura das linhas que formam
a impressdo digital. Geralmente sdo requeridos 12 pontos identificadores para se considerar
que ha elementos suficientes para uma identificagdo precisa (referéncia verbal)®. Tais
pontos identificadores sdo espécies de marcas entre as cristas papilares utilizadas para
identificar as impressdes através de suas coincidéncias com um banco de dados ou uma
coleta direta de um suspeito®" 2. A figura 2 mostra alguns pontos identificadores utilizados
no processo de identificacdo por impressdes digitais onde, em ordem, de “a” a “f”, temos:

ponto, ilha, extremidade de linha, bifurcagdo, confluéncia e haste.

_

-_—!-N'{C
=
N

Figura 2. Exemplos de pontos identificadores de impressdes digitais.
Fonte: adaptado de Papiloscopia®’.

 Citado por Caroline Céssia Silva Brito no IIT Simpdsio Forense no mini-curso Papiloscopia,
Necropapiloscopia e Fotografia Forense, Ribeirao Preto, 30 de setembro de 2011.
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Na Figura 2 pode-se ver claramente a necessidade de uma normatizagdo para a
leitura da impressdo digital que, como ja dito, se d4 a partir da posicdo 12 horas, em
sentido horario, a partir do ponto central. Como pode-se perceber, a bifurcagdo e a
confluéncia, respectivamente “d” e “e” sdo similares, sendo diferenciadas apenas pelo
modo de leitura.

Atualmente, o Brasil utiliza o sistema de classificagdo de Vucetich. Tal sistema ¢
baseado em quatro tipos fundamentais de impressdes digitais: arco (A1), presilha interna
(I2), presilha externa (E3) e verticilo (V4), cujos exemplos estdo demonstrados na figura 3.

As letras A, I, E e V sdo utilizadas para representar os polegares enquanto os

, ~ eqe . 61
numeros de 1 a 4 sdo utilizados para representar os demais dedos’ .

P. externa

Figura 3. Tipos fundamentais de impressdes digitais, de acordo com o sistema de Vucetich.
Fonte: adaptado de Papiloscopia®’.

Como ¢ possivel verificar na imagem, no tipo arco nao ¢ encontrado nenhum delta,
apenas linhas de formas relativamente paralelas; no tipo presilha interna sdo encontradas
linhas que partem da esquerda e um delta a direita do observador; no tipo presilha externa
sdo encontradas linhas que partem da direita e um delta a esquerda do observador e no tipo
verticilo sdo encontrados dois deltas, um a direita e um a esquerda do observador, sendo o
meio da impressao caracterizado por linhas circulares.

O arquivamento das impressoes digitais se da em ficha especifica com 10 campos
para seqiienciar as impressdes digitais, sendo cinco destes localizados na parte superior
destinados para a mao direita e cinco na parte inferior, destinados para a mao esquerda. A
ordem de arquivamento para as impressoes digitais comeca sempre no polegar e termina
no minimo e cada um recebe a classificacao de acordo com o seu tipo fundamental, sendo,
como ja citado, o polegar descrito por letras (A, I, E, V) e os demais dedos por nimeros (1,
2, 3, 4), como mostrado na Figura 4°', onde pode-se perceber que a sequéncia dos tipos

fundamentais para os dedos da mao direita do individuo €, a partir do polegar, verticilo,
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arco, presilha externa, verticilo e presilha externa e, para a mao esquerda, verticilo, presilha

interna, arco, presilha interna e presilha interna.
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Figura 4. Exemplo de ficha para seqiienciar impressdes digitais.
Fonte: adaptado de Papiloscopia®’.

1.3.2 Coleta e revelagdo de impressoes digito-papilares

A visualizacdo de impressdes digitais latentes envolve, na maioria dos casos,
reagdes com os componentes organicos, sendo que os primeiros métodos utilizados
envolviam espalhamento de pd, vapor de iodo e nitrato de prata, sendo os dois primeiros
processos fisicos e o ultimo, um processo quimico através da reacdo com os anions
cloretos presentes nos residuos. Foi em torno de 1960 que a ninidrina comegou a ser
utilizada uma vez que esta reagia com os aminodcidos presentes através da reacdo do
Violeta de Ruhemann®” ®* ® A partir de 1976 a fotoluminescéncia comegou a ser
explorada como uma metodologia para a detecg¢io de impressdes digitais®.

Entre as técnicas fisico-quimicas utilizadas atualmente, existe a por deposi¢ao de
filmes metélicos a vacuo, de éster de cianoacrilato, de pos metalicos, de pds de corantes e a
técnica de laser de argdnio com emissdes de 470 nm a 550 nm, de reagentes quimicos
fluorogénicos, que reagem com proteinas, o de vapor de iodo e o nitrato de prata.

A técnica do poO, por exemplo, atua através da aderéncia mecanica entre as
particulas do po utilizado e os diversos compostos da impressdo digital’. Para impressdes
digitais recentes, o po se adere a 4gua. Porém, mesmo se esta ja tiver sido depositada ha
mais tempo, onde a agua ja terd sido evaporada, deixando no lugar apenas os sais

inorganicos e os compostos organicos sebaceos, os pos ainda conseguem ser utilizados®.
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Além disso, com o avanco da ciéncia, hoje € possivel coletar as impressdes digitais
at¢ de superficies que outrora ofereciam grandes dificuldades para os peritos.
Nanoparticulas de 6xido de zinco, por exemplo, sao utilizadas em um pd que interage com
a gordura das impressdes digitais®® mesmo na presenca de grande quantidade de 4gua,
sendo a regido posteriormente iluminada com luz ultravioleta. Para coletar impressdes
digitais de pele humana, foi desenvolvido um equipamento portatil que utiliza a técnica de
espectroscopia de superficie aumentada, baseada na ampliagao da dispersaio RAMAN por
absor¢ao de moléculas sobre superficies, sendo o instrumento feito com nanofios

revestidos de prata®’.

1.4 Uma visao geral sobre o doping

O Cédigo Mundial Antidopagem define o doping como sendo a ocorréncia de
violagdo de uma ou mais regras previstas que incluem a presenga de substancias proibidas
ou seus metabolitos nos fluidos do corpo do atleta, a presenga de um composto
quimicamente ou farmacologicamente relacionado a uma substancia proibida ou a
utilizacdo de outros métodos de doping que incluem manipulagdo quimica ou fisica,

39, 6870 para cuidar destes

doping genético e aumento da transferéncia de oxigénio
problemas nos esportes organizados foi criada, em 1999, a WADA (World Anti-Doping
Agency), uma iniciativa compartilhada do esporte e de governos para promover a
coordenar a luta contra o doping internacional e nacional através da educagdo, advocacia e
pesquisa®®. A WADA ¢ a responsavel pela publicacdo e revisdo da lista proibida®®, onde
todas as substancias e métodos de doping sdo listados. Porém ¢ o Comité Olimpico
Internacional que controla a dopagem e credencia os laboratorios para realizarem as
analises com o objetivo de evitar a vantagem desleal ¢ a vigilancia pela satide do atleta’".

O Comité Olimpico Brasileiro’ registrou, em 2005, num levantamento com
139.836 atletas, que 2958 tiveram resultados positivos para doping, dos quais 43,4%
usaram anabolizantes (potencializam as fung¢des hormonais), 14,2% beta-2 agonistas
(relaxam e abrem as vias aéreas para os pulmdes), 11,8% estimulantes (aumentam a
estimulagdo do sistema cardiaco e metabolico), 11,7% canabinoides (derivados da
Cannabis sativa, drogas alucindgenas e depressoras), 7,6% glucocorticosteroides (inibem o
processo de inflamacgao), 5,7% diuréticos e outros agentes mascarantes, 3,8% hormonios e

1,8% outras substancias.
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Porém, a utilizacdo de tais substidncias ndo ¢ um problema apenas nos esportes.
Estima-se que em torno de 18-25% dos jovens de 12 a 21 anos relatam o uso de
medicamentos vendidos diretamente ao consumidor sem a devida prescricio de um
profissional da saude, sendo o seu uso maior entre os adolescentes da América do Norte.
Muitos destes adolescentes, bem como a maioria dos atletas, preferem admitir o uso de
cocaina a ter que admitir o uso de esterdides””. S6 nos Estados Unidos acredita-se que

cerca de 1 a 3 milhdes de pessoas utilizam esteréides, cerca de 1% da sua populagdo’.

1.4.1 A lista proibida®

De acordo com a lista proibida publicada pela WADA, em 2015, as substancias
estao divididas entre (1) aquelas que sao proibidas dentro e fora das competicoes, (2) as
substancias proibidas apenas durante as competi¢cdes e (3) aquelas proibidas apenas em
determinados esportes®.

Dentre as proibidas dentro e fora das competicdes podemos encontrar o0s
anabolizantes, que promovem o crescimento celular e a sua divisdo, o que resulta no
desenvolvimento de diversos tipos de tecidos, sendo o muscular € o 0sseo 0s mais
desejados. Quando tomados em doses altas, aumentam o numero de hemacias e a
capacidade respiratoria, reduzindo a taxa de gordura corporal, resultando no ganho de
forga, poténcia e tolerancia fisica corporal, sendo preferencialmente utilizados para doping
em esportes que envolvam forca explosiva. Porém, os anabolizantes podem causar
problemas relacionados com infarto em jovens, atrofiamento dos testiculos, ginecomastia,
esterilidade, redugdo do HDL e aumento do LDL".

Dentre os esterdides anabodlicos pode-se encontrar a desoximetiltestosterona,
norboletona, drostanolona, nandrolona, clembuterol, oximetolona, prostanozol, 1-
testosterona e o androstenediol®®.

Dentre os diuréticos e agentes mascarantes estdo proibidos, por exemplo, a
amilorida, bumetanida, furosemida, espirolactona, tiazidas, clorotiazidas,
hidroclorotiazidas e o triantereno.

Os diuréticos estdo na lista proibida porque, ao aumentar a quantidade de urina
produzida e, consequentemente, a excretada, acaba por diminuir a concentracdo das
substancias ilegais (por dilui¢do) que podem estar presentes na urina que, de outra forma,

seriam detectadas em concentragdes altas. Além disso, também atuam na perda répida de
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massa corporal. Por estes motivos, sdo largamente empregados em esportes envolvendo
categorias de pesos. Podem causar desidratagdo, cdibras, doengas renais, perda acentuada
de sais minerais e alteragdes no volume do sangue e no ritmo cardiaco.

Dentre as substancias proibidas durante as competi¢des podemos encontrar os
estimulantes e todos os seus isdmeros Opticos como a mefedrona, efedrina, epinefrina,
anfetaminas e a cocaina.

Os estimulantes aumentam os niveis de atividades motoras e cognitivas ao
estimular o funcionamento do cérebro, aumentando a capacidade fisica momentanea como
diminuicdo de fadiga e aumento da percep¢do dos demais sentidos. Em doses elevadas
pode causar aumento de sensibilidade, da temperatura corporal e convulsdes e o uso
cronico de alguns estimulantes especificos, como as anfetaminas, podem causar destrui¢ao
dos neuronios, agressividade, parandia, esquizofrenia, alucinagdes, tremores € respiracao
rapida.

Dentre os analgésicos narcoticos proibidos durante as competicdes encontramos
hidromorfona, metadona, morfina e a oxicodona.

Os analgésicos narcéticos sdao utilizados para alivio da dor de certas lesdes ou
atividades, o que permite que os atletas aglientem a competicdo durante mais tempo.
Porém, tal fato pode agravar uma lesdo devido a ndo percepcdo desta ou da gravidade
desta. Além disso, pode causar perda de coordenagdo, nduseas, insOnia, depressao,
diminui¢do da freqiiéncia cardiaca e ritmo respiratorio. Seu uso cronico pode causar
sindromes de abstinéncia. Sao utilizadas principalmente em esportes que exigem esforco
continuo e repetitivo.

Dentre as substancias proibidas em determinados esportes podemos encontrar o
etanol em esportes aéreos, arquearia, automobilisticos, motociclisticos e aquaticos. Os
beta-bloqueadores, que combatem o nervosismo, stress e ansiedade sao proibidos em
esportes como arquearia, automobilisticos, arremesso de dardos, sinuca, golfe, tiro, esqui e

aquaticos.

1.4.2  Os métodos proibidos®

Além das substancias proibidas, a WADA também prevé outros 3 métodos de
doping considerados ilegais para competicdes esportivas. Entre eles encontramos o

aumento da transferéncia de oxigénio, a manipulagao quimica e fisica e o doping genético.
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O aumento da transferéncia de oxigénio, também conhecido como manipulacdo do
sangue ou de seus componentes envolve a administragdo ou reintroducdo de sangue
autologo, homoélogo ou heterdlogo ou os produtos de células vermelhas sanguineas de
qualquer origem no sistema circulatério’®. Inclui também o melhoramento artificial da
coleta, transporte e fornecimento de oxigénio e qualquer forma de manipulagdo
intravascular do sangue ou de seus componentes através de meios quimicos ou fisicos’* de
modo a aumentar a distribuicao destes nos musculos.

A manipulacdo quimica ou fisica envolve a alteragcdo ou a tentativa de alteracao de
modo a alterar a integridade e a validade de amostras coletadas durante o controle de
doping, como a substitui¢do da urina pela de outra pessoa ou a adulteracdo quimica destas.
Inclui também infusdes intravenosas de mais de 50 mL nas ultimas 6 horas, exceto as
administradas por ocasides hospitalares ou investigacdes clinicas.

O doping genético envolve a transferéncia de polimeros de acidos nucléicos ou
andlogos destes e o uso de células normais ou geneticamente modificadas de modo a
melhorar o desempenho atlético. Nesta espécie de doping, os genes modificados sdo
implantados em vetores que sdo injetados no corpo do atleta, levando o respectivo gene
para o destino desejado nas células, que passam a produzir quantidades maiores de

A . . 6
substincias que melhoram o desempenho esportivo’®.

1.4.3 A detecg¢do do doping

Atualmente a urina ¢ a matriz preferencial para a realizacdo de exames de doping
devido ao seu grande volume e por ndo ser um método invasivo, sendo a principal técnica
de identificacio a cromatografia, geralmente acoplada a um espectrdmetro de massas’ .
Estas amostras devem ser enviadas o mais répido possivel para a andlise em um laboratorio
credenciado que fara a andlise das substancias proibidas.

Porém, tanto as andlises na urina quanto as no sangue fornecem informagdes a curto
prazo do uso de drogas por um individuo. Para tal, estudos ja foram feitos e publicados em
20077 sobre a possivel deteccdo das substancias de doping nos cabelos uma vez que tais
compostos possuem um maior tempo de permanéncia neles, dependendo do comprimento
da haste capilar. Tal analise fornece informagdes de longo prazo do histérico de uso.

A cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massas (LC-MS) e a

cromatografia gasosa sao amplamente utilizadas com o intuito de analise de doping nas
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competicdes esportivas uma vez que estas sdo capazes de detectar a grande maioria dos
analitos de interesse. Ainda que a cromatografia gasosa seja bastante utilizada na detecgdo
de algumas substancias de doping, a cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de
massas possui vantagens em relagio a tratamento de amostras’® .

De acordo com Dominguez-Romero®, em artigo publicado no ano de 2015, na
ultima década houve um grande avango na instrumentacdo analitica, tanto no quesito
sensibilidade quanto em velocidade e resolugdo, o que levou ao surgimento de novos
métodos de screening e que, para este proposito, ha diferentes tecnologias LC-MS(MS)
baseadas no que se deseja: ou em uma lista predefinida de analitos em condigdes
otimizadas ou em condi¢des e massas ndo-predefinidas.

Além disso, ha também relatos de trabalhos onde 182 agentes de doping foram
analisados usando extracdo em fase sélida usando coluna de troca catidnica® e trabalhos
onde o tratamento da amostra foi eliminado para fins de screening84 que, apesar de ndo ser
para todos os analitos de interesse, ainda cobre uma vasta gama destes, tornando-se um
meio extremamente util considerando-se que atualmente o preparo das amostras envolve
extracdo em fase solida®, extracdo liquido-liquido® ou clean-up na pré-coluna®’, todos

tendo a desvantagem da baixa-seletividade.

1.5  Aspectos gerais dos analitos estudados

A seguir, serdo apresentados os principais aspectos e trabalhos publicados dos

analitos estudados neste trabalho: furosemida, bumetanida e chumbo.

1.5.1 Furosemida

A furosemida, um derivado do acido antranilico e um dos diuréticos mais
utilizados, pertence a classe dos diuréticos de alga, que possuem como principal sitio de
acdo a alca de Henle, onde inibe o sistema de transporte Na'/K'/2CI’, com conseqiiente
diminuicio do volume sangiiineo e do débito cardiaco. E amplamente utilizada no
tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia renal cronica, cirrose do
figado, edemas e hipertensio®®® desde a sua aprovacdo pela Food and Drug
Administration (FDA) como especialidade farmacéutica em 1979 devido a sua alta

efetividade, baixo custo e poucos efeitos colaterais”".
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Sua atividade farmacoldgica produz um aumento na excre¢do urinaria, que pode
aumentar em até 30 vezes comparada com a excre¢do normal de urina. Isto se d4 devido a
sua acao de bloquear a absor¢ao de sais e liquidos na alga de Henle, resultando em uma
menor perda de 4gua por osmose e, consequentemente, no acumulo de 4agua nos rins,

89-93 1. - :
além de, em competigdes esportivas, atuar como

contribuindo para a perda de peso
agente mascarante para outros compostos de doping, diminuindo a concentracdo destes na
. 93 . , o .
urina ao aumentar o volume excretado desta ”, motivo pelo o qual esta ¢ proibida durante
as competicoes.
Sua atividade diurética provém, boa parte, dos substituintes cloreto e sulfonamida

, , - . 94
presentes em suas moléculas (figura 5), caracteristicos em outras classes de diuréticos™ .
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Figura 5. Formula estrutural da furosemida.
Fonte: elaborado pelo autor

A furosemida ¢ rapidamente absorvida depois de sua administra¢ao oral e em torno
de 60-90% ¢ excretada na urina, sendo a outra parte na forma de glucoronida®™ **. Esta
grande diferenca na excrecdo ¢, provavelmente, devido ao seu comportamento
farmacocinético atribuido as diferencas de administracdo, de funcdes dos 6rgaos e dos
tipos de pacientes tratados’. A meia-vida da furosemida em individuos saudaveis varia de
30 a 120 minutos, podendo este valor ser influenciado por doengas como insuficiéncia
cardiaca congestiva, quando a meia-vida podera variar de 50 a 327 minutos’”.

O seu efeito de excrecdo de ions chega a ser de 8 a 10 vezes maior que os diuréticos
tiazidicos, ainda que de agdo mais curta e a excre¢ao de ions sodio, cloreto, potassio,
calcio, magnésio e bicarbonato pode levar a desequilibrios eletroliticos além de poder
também causar distirbios gastrintestinais. A sua dosagem, de 10 a 80 mg por dia, deve ser
administrada em doses divididas devido a sua curta duragdo de agdo, podendo ser
aumentada cuidadosamente até o maximo de 600 mg por dia™*, podendo ser encontrada no
mercado em comprimidos de 20, 40 e 80 mg, em suspensdo de 10 mg mL™', em gotas de 1

mg mL™" e solucdo injetavel de 10 mg mL™" .
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E praticamente insoluvel em agua, escassamente insoluvel em alcool, bem soluvel

, ~ . a9l
em acetona e bastante soluvel em solugdes alcalinas diluidas™ .

Varios métodos sao realizados para detectar furosemida na urina, como

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e cromatografia em camada delgada

além da espectrofotometria na regido do UV e alguns métodos de confirmacdo baseados

em cromatografia gasosa. Para a andlise de furosemida em farmacos também sdo muito

utilizados os métodos potenciométricos com eletrodos fon-seletivos” e muitos dos

métodos colorimétricos na regido do visivel envolvem reagdes nao-estaveis ou requerem

aquecimento por um longo tempo. As tabelas 1, 2 e 3, nas paginas a seguir resumem

alguns dos métodos publicados na literatura para a quantificacio de furosemida em

matrizes diversas.

Tabela 1. Métodos analiticos envolvendo detecgdo espectrométrica e fluorimétricas para determinagao e

quantificagdo de furosemida.

Ref. Matrizes Observacoes LD/LQ
89 Urina natural e Utilizacao de extragdo em fase solida para pré- 4,90x10* mol L™
sintética concentragdo de 20x do analito. (LD)
M¢étodo baseado na fluorescéncia que a molécula
o apresenta em meio acido; 3 1
91 fF ormulagoes Meio tamponado de acido cloridrico/cloreto de 4,84x10" mol L
armacéuticas . (LD)
potassio a pH 2,0;
Solvente: acetonitrila
Utilizagdo de tampao acetato de sodio/acido
acético pH 4.5 e monohidrogenofosfato de sodio
Formulagdes dgdecahidratado e acido fosforico a pHs o
97 farmacéuticas diferentes; Nio informado
Envolve aquecimento a 70°C por 30 minutos;
Utilizagao de alcool isoamilico e cloroférmio
como extrator.
08 Formulagdes Utilizacao de Pd(II) como reagente cromogénico e 5,5x10°mol L™
farmacéuticas reacdo a 55°C. (LD)
Presenca de metais como Mg(II) e Ca(II) sao
99 F ormulaq.f)es interferentes; 0,03 pmol L'
farmacéuticas Espera de 20 minutos a 37°C ap06s adigdo dos (LD)
reagentes para poder realizar a leitura.
~ -3 -1
100 fl; ?;rzgéiii(::?s Aquecimento por 5 minutos a 80°C 2,49x1((I)4Dr)nol L
3 a
101 Urina humana Centrifugagd@o por 10 minutos a 3.500 rpm. 3’5X1(()L];)g mL
Urina s1ntet~10a e Frc?quenlea anahflc.:a de 9§ r.nec~11das por hora; 3.00x10° mol L 1
102 formulagdes Utilizagdo de analise por injegdo em fluxo; (LD)
farmacéuticas Preparacdo facil de amostra.
Amostras sdo centrifugadas por 10 minutos a 3000
103 Urina humana rpm; 6ug L' (LD)
Ajuste de pH a 2,0 ou 4,0 com acido cloridrico.
Urina e 2 métodos: com acido cromotropico e naftil- 0,11¢0,28
104 formulagdes etilenodiamina; ug mL" (LD)
farmacéuticas Preparo fécil das amostras respectivamente
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Os trabalhos anteriormente descritos foram alguns dos selecionados entre os
atualmente existentes na literatura para a quantificacdo de furosemida em matrizes diversas
utilizando detecgdo espectrofotométrica.

O trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa durante o meu periodo de
mestrado®® descreve a quantificagio de furosemida em amostras de urina utilizando spot
tests em papéis de filtro qualitativos e espectroscopia de reflectancia difusa apds reagdo do
analito com Fe(Ill) e brometo de dodeciltrimetilaménio (DTAB) em solucdo aquosa,
originando um complexo avermelhado, instantaneamente, com maximo sinal em 477 nm.
A quantificacdo de furosemida era realizada apo6s pré-concentragdo em cartucho de Cyg,
procedimento utilizado também para a eliminacdo de interferentes.

O trabalho descrito por BUITRAGO?’', baseado na fluorescéncia que a furosemida
apresenta em meio 4cido (Aexc=280 nm € A¢y,i=480 nm) possui uma sensibilidade muito
maior, como se pode perceber pelo seu limite de deteccdo. Porém, as solugdes de
furosemida sdo preparadas em acetonitrila, um solvente toxico, sendo necessario também
um meio tamponado a pH 4cido. J& o trabalho descrito por SEVILLANO-CABEZA”’,
baseado na reacdo da furosemida com a 1,2-naftoquinona-4-sulfonato, resultando num
produto colorido com maximo sinal em 498 nm, envolvia aquecimento a 70°C por 30
minutos além de um procedimento de extragdo do produto utilizando alcool isoamilico
como solvente extrator.

Foi descrito também por GARCIA*, a quantificagdo de furosemida utilizando o
reagente Pd(Il), de custo de compra elevado. Neste método, a reacdo ocorria a 55°C,
resultando em um composto cuja absorbancia era lida em 410 nm.

Além do método descrito por GARCIA e SEVILLANO-CABEZA, outros descritos
por LIU” ¢ GOTARDO'” também envolviam aquecimento, desta vez, aliado a um tempo
de espera até a obtengdo da cor desejada sendo o método de LIU espectrofluorimétrico,
cujo espectro de emissao era obtido de 280 a 500 nm com excitagao em 268 nm. O método
de Gotardo ¢ baseado na reacdo da furosemida com p-DAC em meio acido com leitura em
585 nm.

Outros envolviam a utilizacdo de centrifugacdo, como os métodos descritos por
PERALTA'” ¢ TSYRULNEVA'®. O primeiro método ¢ baseado na deteccio
fluorimétrica da furosemida (Axc=237 nm e Aepni=415 nm) enquanto o segundo foi

desenvolvido utilizando um espectrometro de fluorescéncia onde a furosemida podia ser
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detectada na presenca de bumetanida apenas acidificando a amostra de urina até pH 2
(Aexc=270 nm € Aeyi=410 nm).

O método descrito por SEMAAN'" envolve um procedimento de injegdo em fluxo
com deteccdo espectrofotométrica apds a reacdo da furosemida com Fe(Ill) em meio
etanodlico, cujo produto da reacdo era lido em 513 nm. Ainda que o método nao tenha sido
aplicado para amostras de urina naturais, este apresentou uma otima freqiiéncia analitica e
bons limites de deteccao e alcance dinamico linear da curva analitica.

THARPA'" descreveu a quantificagdo de furosemida através de dois métodos
utilizando dois diazo-reagentes: naftil-etilenodiamina e &cido cromotrdpico com detecc¢ao
espectrofotométrica em 520 e 500 nm, respectivamente, ambos com sensibilidade
semelhante. Neste trabalho foi estudada também a estequiometria da reag¢do, encontrando-
se 1:1 para ambos os métodos. A andlise de furosemida em urina envolveu a extragdo com

éter dietilico e subseqiientes decantacdes e evaporagdes para ambos os métodos.

Tabela 2. Métodos analiticos com detecgdo eletroanalitica para determinagio e quantificacdo de furosemida.

Ref. Matrizes Observacgoes LD/LQ
Utilizado solvente metanol-agua 1:9;
. Eletrodo de carbono vitreo;
Urina e , . 7 -1
~ Meétodos baseados em voltametria de pulso 1,51x10" mol L
88 formulagoes . . .
f A diferencial e voltametria de onda quadrada. (LD)
armacéuticas X . .
Uso de acetato de etila, vortex por 20 minutos e
centrifugacdo por 5 minutos
. Cromatografia liquida com detec¢do amperométrica;
Urina e .
~ Eletrodo de carbono vitreo; 1
105 formulagdes Uso d de etila. vé 20 mi 15 ug L (LD)
farmacéuticas so de acet~at0 e etila, vortex por 20 minutos e
centrifugacdo por 5 minutos
Utilizacdo de eletrodo polimérico (membrana de
PVC) incorporado com o par i6nico furosemida-
N cloreto; 4 1
106 formulAag(.)es pH néo influencia na resposta do eletrodo no limite 1,19x10° mol L
farmacéuticas (LD)
de 7-10;
Temperatura deve estar entre 20-35°C;
Tratamento de amostra simples.
Urina e plasma Baseado na redugdo do cc?mplexo Zn(II)-furosemlda 0,007 ug mL 1
107 ., em eletrodo de carbono vitreo modificado;
sanguineo . (LD)
Preparo facil das amostras.
Urina e Acoplamento de voltametria de onda quadrada com
~ BPPG ou BDD ou a-CN, como eletrodos de 0,30 umol L™ (o
108 formulagdes )
£ N trabalho; menor LD)
armaccuticas , .
Preparo féacil das amostras.
Ur1na,~ Sensor Pt|Hg|Hg2(Fur)2|Grafite;
formulagdes gy
N Eletrodo com rapido tempo de resposta, 6 meses de -7 -1
farmacéuticas, o .. 3,8x107" mol L
109 plasma vida util e boa seletividade; (LD)
sanguineo e Tratamento das amostras de urina envolvem
leite bovino centrifugacdo, vortex e extragdo com acetato de etila.
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E necessario, para os métodos eletroanaliticos envolvendo eletrodos, realizar o pré-
tratamento destes, baseado no polimento para melhorar a sensibilidade e resolugdo e a sua
lavagem (rinsamento) com agua deionizada, preferencialmente.

Os trabalhos acima foram alguns dos selecionados entre os atualmente existentes na
literatura para a quantificacdo de furosemida em matrizes diversas utilizando detecgdo
eletroanalitica. Estes métodos representam a grande minoria daqueles publicados para a
quantificagdo de furosemida e quase todos sdo baseados na utilizacao de eletrodo de
carbono vitreo™ '%% 198,

Ambos os métodos desenvolvidos por BARROSO® ' envolvem o mesmo
tratamento de amostra (uso de acetato de etila como agente extrator, vortex por 20 minutos
e centrifugacdo por 5 minutos) ainda que os métodos sejam diferentes, sendo o de 1995
baseado na oxidacdo da furosemida dissolvida em metanol-agua 1:9 utilizando voltametria
de pulso diferencial e de onda quadrada e o de 1996 baseado em cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detec¢do amperométrica.

No trabalho de 1995 os autores fizeram um estudo utilizando diferentes sais como
meio 16nico, sendo escolhido o KCIl por apresentar maior pico de corrente, sendo a
influéncia da concentracdo do ion cloreto posteriormente estudada também. Um estudo de
pH indicou que a melhor corrente ¢ obtida em meio &cido.

No trabalho de 1996 os autores utilizaram a detec¢ao desenvolvida em seu trabalho
anterior. Como o trabalho visou a determinagdo de piretanida e furosemida, os autores
trabalharam em cima dos valores de pK, de ambos os diuréticos que, por serem diferentes,
apresentam comportamento cromatografico diferentes dependendo do pH da fase movel.

No trabalho de DIAS'®, onde foi utilizado um eletrodo de membrana de PVC, os
autores descrevem a construgdo do eletrodo de ion seletivo desde a mistura das aliquotas
de furosemida preparadas em NaOH 0,1 mol L™ com cloreto de tricaprilmetilaménio até o
corte das membranas formadas e a sua fixacdo no suporte condutor de grafite. Neste
trabalho o efeito da temperatura foi estudado de 15 a45°C e o pH de 3 a 10.

O trabalho de HEIDARIMOGHADAM'"” envolveu o estudo de algumas solugdes-
tampdo em diferentes pH, o de MEDEIROS'® estudou a detecgdo de furosemida usando 3
diferentes eletrodos: de diamante dopado com boro (BDD), de grafite pirolitico de plano
basal (BPPG) e os de nitreto de carbono amorfo (a-CNy), todos com resultados
estatisticamente iguais na determinacao de furosemida em formulagdes farmacéuticas,

mudando apenas os seus limites de detec¢ao: 0,30, 0,47 e 0,38, respectivamente.
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O método desenvolvido por SANTINI'® envolveu um estudo sobre a quantidade de

grafite, a faixa de pH otimo para a deteccdo e a seletividade para vérios anions,

apresentando um eletrodo facil de ser preparado, com uma boa seletividade e um 6timo

limite de detec¢ao. Neste trabalho foram também estudados o efeito do pH no sinal obtido

e a seletividade do eletrodo, onde descobriu-se que os ions cloreto atuam como

interferentes nestas condi¢des mas que, por estes estarem raramente presentes nas matrizes

estudadas (como informado pelo autor), o eletrodo pode ser usado com é&xito sem

preocupagdes quanto aos interferentes.

Tabela 3. Métodos analiticos cromatograficos para determinacdo e quantificagdo de furosemida.

Ref. Matrizes Observacoes LD/LQ
Plasma . CromaNtograﬁa liquidei de. alta eficiéncia de fase reversa e ;
95 sanguineo e detecgdo por fluorescéncia; 5ngmL
urina e Coluna pBondapak Cig; (LQ)
o Utilizagao de éter dietilico.
e Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa e
deteccao UV. 0,1 pmol
110 - e Determinagdo conjunta com topotecan, atenolol, L!
antipiridina e propranolol; (LD)
e Deteccdo de todos em 22 minutos.
e Cromatografia liquida e deteccdo UV;
. e  Extragdo micelar com SDS; 0,15 ug
ti Urina e Coluna Cgde fase-reversa; mL™" (LQ)
e FEtanol como solvente.
e Cromatografia liquida e deteccdo UV; 1
. e  Extragdo micelar com Triton X-100; 3mgl’
112 Urina e Coluna Cq: (LD)
e  Solvente: solugdo micelar.
e Cromatografia liquida e deteccdo por fluorescéncia;
13 Plasma e Utilizagdo de acetonitrila, heptanossulfonato de sédio e 27 ng mL!
humano trietilamina; (LQ)
e  Preparo da amostra envolve vortex e centrifugagdo;
e Utilizagdo de LC-MS QQQ;

114 | Plasma animal e  Utilizagdo de éter dietilico, hexanos e diclorometano 10 ng mL™!

1:1:1 como extratores; (LD)
e  Uso de centrifugacdo e vortex e Coluna Cig,
e  Cromatografo de eletroforese capilar;

115 Urina Capilares de silica fundida; 25 ng mL"!
Utilizagdo de cloroférmio e agitagio manual por 2 (LQ)
minutos.

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia usando coluna
116 | Plasma e urina de silica monolitica; 3 ngmL"
e  Extragdo com éter dietilico; (LD)
e Deteccao por fluorescéncia.
e Cromatografia liquida de fase-reversa/ coluna Cig; .
117 Varias e Detecgio UV; 5’21 ?I%I;I)IL

Estudo de varios pardmetros.
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Os métodos cromatograficos utilizam uma grande quantidade de solvente organico
como acetonitrila, colunas C;g ¢ ¢ um método relativamente caro devido a instrumentagao.
Além disso, as analises podem demorar mais do que outros métodos convencionais como
potenciometria e espectrofotometria, dependendo do tempo de retengdo. Porém, estao entre
aqueles que oferecem melhores limites de detec¢@o e quantificagao.

O método descrito por ABOU-AUDA® envolve a detecgdo por fluorescéncia com
comprimentos de onda de excitacdo e emissdao de 225 e 389 nm, respectivamente. A fase
movel é constituida de dihidrogenofosfato de potassio 0,01 mol L™ (62:38, v/v) ajustado a
pH 3 com &cido fosforico (1:3, v/v). A mistura foi filtrada em membranas de filtro 0,22
1M e o fluxo de injecdo ajustado em 1,5 mL min™'. Para a analise em urina, esta foi tratada
com 4cido cloridrico e varfarina, como padrao interno, seguido da adi¢do de éter dietilico,
agitacdo em vortex e extragao por evaporacdo a 45°C em banho-maria.

O método descrito por BANSAL''? utilizou cromatografia liquida de fase reversa
com deteccao UV, sendo determinados 5 analitos conjuntos, como descrito na tabela,
sendo o tempo de retengdo total de 22 minutos. A coluna foi mantida em 35°C e a fase
moével € composta 100% de acetonitrila (fase movel A) e agua Milli-Q ajustada a pH 3 com
acido ortofosforico 20% (fase movel B). O fluxo de injegdo foi ajustado a 1,0 mL min™ ¢ a
calibracao da coluna foi feita com variagdes entre as fases moveis. O tempo de retencao
para a furosemida foi de aproximadamente 17 minutos.

O método descrito por CARDA-BROCH'"! envolve a detecgio UV em 274 nm
com uma fase mével em meio micelar de dodecil sulfato de s6dio 0,05 mol L' e 6% v/iv
propanolol e tampao fosfato em pH 3. As amostras de urina passaram por tratamento
simples: dilui¢do destas em meio micelar e posterior filtragdo. O tempo de retencgdo foi
menor que 2 minutos.

No método de DOROSHCHUK''?, com detec¢do UV em 228 nm e fase movel
composta de acetonitrila e agua, a furosemida teve um tempo de retencao de 7,09 minutos.
A furosemida foi extraida por meio micelar de Triton e sua distribuicdo entre as fases
aquosa e micelar era controlada por cromatografia com fase reversa. Neste trabalho
também foi estudado a influéncia da furosemida no ponto-nuvem das solu¢des de Triton
X-100.

Além destes, o método descrito por GALAON'", que envolvia um método por
cromatografia liquida com detecgdo por fluorescéncia (Aexc=235 nm € Aen=402 nm), tinha

um preparo de amostra relativamente simples, onde esta era extraida com acetonitrila,
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agitacdo por vortex e centrifugacdo. Neste trabalho, foi estudada a dependéncia do tempo
de retencdo da furosemida em funcao da natureza do agente ion-pareante.

HEFFRON''* descreveu um método de quantificagdo de furosemida em plasma
animal (cavalos) com a utilizacdo de um LC acoplado a um espectrometro de massas com
triplo quadrupolo. A fase movel era constituida de dcido formico e acetonitrila em agua.

1 . , ) .
7 através de calculos diferenciaveis dos

Dentre os trabalhos mais recentes, YOUM
outros métodos, da analise de eficiéncia da coluna, da determinacao da absortividade molar
da furosemida por HPLC e por Espectrometria-UV e da robustez, desenvolve um método

utilizando cromatografia liquida de fase reversa.
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1.5.2 Bumetanida

A bumetanida (Figura 6) ¢ um potente diurético com uma estrutura nao tao similar
aos demais diuréticos. Enquanto a furosemida e as tiazidas sdo derivadas da sulfanilamida,

118

a bumetanida é um derivado da metanilamida °. A bumetanida, um diurético de alga, ¢ de

40 a 60 vezes mais potente que a furosemida levando-se em consideragdo o efeito por
massa de diurético, sendo sua dose terapéutica de 0,5 a 2,0 mg por dia em dose Gnica'".
Seu tempo de meia vida pode ir de 18 a 90 minutos e ¢ eliminada do organismo 65% por

via renal e 35% por via metabolica'*’.

SO,NH,
HO

\/\/NH

Figura 6. Formula estrutural da bumetanida.
Fonte: elaborado pelo autor

Além de ser um potente diurético, ¢ também utilizada no tratamento de edema
associado a falhas no coragdo e problemas renais hepaticos'*'. Como diurético, age ao
inibir a reabsor¢do de sddio e agua nos rins. Como anti-hipertensivo, reduz o volume de
liquidos e o débito cardiaco, baixando a pressio'*,

Sua absor¢do gastrintestinal ocorre quase que completamente e sua
biotransformacao ocorre nos figados, formando metabolitos inativos. Sua agdo ocorre apds
30~60 minutos se ingerida por via oral € em minutos se por via intravenosa e seu efeito ¢
de aproximadamente 4 horas'*.

A bumetanida possui massa molecular de 364,45 g mol™ e é apresentada como um
po branco, sendo pouco soluvel em dgua, cloroformio e éter, possuindo maior solubilidade
em acetona, alcool e solugdes alcalinas.

A Tabela 4 mostra alguns dos métodos publicados na literatura para a sua

quantificagao.
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Tabela 4. Métodos analiticos para determinagdo e quantificacdo de bumetanida.

Ref. | Matrizes Observagoes | LD/LQ
METODOS CROMATOGRAFICOS
Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa ~
. - a Nao
119 Urina com detecgdo por fluorescéncia; .
~ . informado
Extragdo com acetato de etila.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a 1
N i1 10 ng mL
. espectrometro de massas de quadrupolo hibrido;
123 Urina . . (LD para
103 agentes de doping analisados; .
bumetanida)
Coluna C,g de fase reversa.
. Cromatografia liquida de alta com detecgao
Urina e - 1
~ amperométrica e coluna Cig; 0,25 ng mL
124 formulagdes . .. . o L.
& A Realizada extragéo liquido-liquido ou so6lido-liquido para (LD)
armaccuticas L. N
evitar interferéncias;
r(Ijlraosrsr;la;t.ograﬁa gasosa acoplada a espectrometria de 1,3 ng mL’
125 Urina Andlise de 16 diuréticos e 1 agente mascarante; (LD para
. : o bumetanida)
Metodologia se baseia em 3 passos analiticos;
Cromatografia liquida com coluna C,g acoplada a
126 Plasma espectrometro de massas; 0,03 ng mL!
Extragdo em fase sélida;
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna Cg
127 | Plasma e urina e deteccao por fluorescéncia; 5ngmL’
Precipitagdo de proteinas feita com acetonitrila;
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna Cig
e detecgao UV,
128 Urina D.etermma(;ao dos diuréticos: furosemida, bumetanida e 1,2 ng mL"!
triantereno;
Estudo de varios fatores para microextragdo liquido-
liquido com fibra.
METODOS ESPECTROMETRICOS
. Det’e(.:g:ﬁo por 1pm?gesc§ncia; 30ug L )
103 Urina Analise de 7 diuréticos;
S ~ (LD)
Utilizacdo de solucdes aquosas.
Método fluorimétrico; 20x10°
Formulagdes Utilizacdo de Triton X-100 para aumento de ) -1
129 N . mol L
farmacéuticas sensibilidade;
o (LD)
Boa faixa linear.
130 Formulacoes Titulagcdo com ions cloreto gerados eletroquimicamente; Nao
farmacéuticas Utilizagdo de alaranjado de metila como indicador. informado
~ Analise automatizada por inje¢do em fluxo com
Formulacoes . N
131 N determinacao fluorimétrica; 1
farmacéuticas e . . . 0,01 pg mL
Utilizacdo de meio alcalino para a fluorescéncia; (LD)
Fosforimetria;
e o o _14
132 Urina Baseada na inibigdo da formacao de um complexo de 1,2x 1(_)1 g
ferro; mL
Discussdo do mecanismo da reagdo.
Reagdo com Fe(III) a pH préoximo de 2;
133 Formulagdes Utilizado para concentragdes de 60 a 100 pg mL™' Nao
farmacéuticas Utilizagdo de NH,SCN, havendo a formacio de informado
complexo violeta
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METODOS POTENCIOMETRICOS E ELETROFORETICOS

e Utilizacao de sensor biométrico baseado numa pasta de

carbono modificado; 2,7x 107
134 Urina e Utiliza¢do de voltametria ciclica para avaliagdo do mol L™

sensor e voltametria de onda quadrada para (LD)

caracterizagao eletroquimica e quantificagao.
135 Alburpina e FEletroforese capilar com detec¢do amperométrica; . Nao

bovina e Estuda a interacdo entre diuréticos e a albumina bovina. 1nformad(1)

136 Urina e Eletroforese capilar com detec¢do amperométrica; 3 Iz%gl)L

Como pode-se perceber, pela tabela apresentada anteriormente, os métodos
cromatograficos, num geral, sdo bem mais sensiveis que os demais métodos, salvo aquele
desenvolvido por ZENG'"? e representam a maioria dos métodos utilizados para deteccio e
quantifica¢do de bumetanida em formulag¢des farmacéuticas e urina, principalmente.

A deteccdo cromatografica de bumetanida vem descrita com diferentes tipos de
detectores como os de fluorescéncia, um espectrometro de massas, amperométrico e UV e

a matriz utilizada é, principalmente, a urina''® 1128,

Dentre estes, o método desenvolvido por GRADEEN'"

utiliza detec¢do por
fluorescéncia (Aex =231 nm € An,i=426 nm). A extragdo foi realizada com acetato de etila e
posterior centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 minutos, sendo o produto extraido seco em
corrente de nitrogénio a 40°C. O tempo de retencdo da bumetanida foi de 6,2 minutos.
Similarmente, WELLS'* descreve um outro método por fluorescéncia (Aee=228 nm e
Aemi=418 nm) onde a acetonitrila foi utilizada para precipitar as proteinas do plasma
sanguineo.

BADOUD'? descreve um método que detecta e analisa 103 agentes de doping com
classes distintas utilizando HPLC acoplado a um espectrometro de massas de quadrupolo
hibrido. Este método destaca-se também pela facil manipulacdo da amostra, onde um
aliquota era coletada de um material ja centrifugado e diluido em agua ultra-pura.

No trabalho desenvolvido por LEGORBURU'*, o analito era tratado por extragdo
em fase solida e por extragcdo liquido-liquido, onde o autor descobriu que a extracdo em
fase solida resulta em maiores valores de recuperagdo. Neste método, o tempo de retengdo
foi de aproximadamente 8,3 minutos.

MORRA'® desenvolveu um método de screening rapido de 16 diuréticos e 1
agente mascarante. Em seu trabalho, ¢ descrito 3 passos analiticos: extragao liquido-liquido

dos analitos da matriz, reagdo destes com iodeto de metila a 70°C por 2 horas e analise da
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mistura resultante pelo método proposto. Descreve também a comparagdo de 3 métodos de
extracdo. O tempo de retencdo para a bumetanida foi de 2,89 minutos.

Mais recentemente, PATEL'* descreve um método de analise diretamente em
plasma sanguineo que requer menor quantidade de amostra e de tempo de andlise (apenas
3,5 minutos de tempo de corrida) quando comparado a outros métodos utilizados até entdo.

ZHANG'”, em seu trabalho, descreve o preparo de um tampdo fosfato solido. A
detecgao foi realizada em 214 nm e seu trabalho também discute a otimizagao de uma
microextragao liquido-liquido com fibra oca.

Entre os métodos espectrofotométricos encontramos, principalmente, deteccao
fluorimétrica.

MA'# descreve um método fluorimétrico onde o Triton X-100 foi utilizado como
surfactante para aumentar a sensibilidade. A faixa linear da curva analitica vai de 2,2 x 10
mol L™ até 1,5 mol L

NIKOLIC'™, em seu trabalho publicado em 1989, descreve a quantificagio de
bumetanida e furosemida através da titulacdo de ambas com ions cloreto gerados em um
meio eletrdlito composto de acido sulfurico 0,5 mol L' e cloreto de sodio 0,2 mol L'l,
onde o alaranjado de metila foi utilizado como indicador uma vez que a sua cloragao ¢ bem
mais devagar que a clorac¢do dos dois diuréticos.

SOLICH"' descreve um método de analise por injegdo em fluxo com determinagio
fluorimétrica apos adi¢do da bumetanida em meio alcalino e ZENG'? um método de
analise por fosforimetria baseado na inibi¢do da formagao de um complexo de ferro, onde
os autores sugerem haver a oxidacdo da bumetanida pelo Fe(Ill) que reduz a Fe(Il),
inibindo a reagdo do complexo com o ferro e, consequentemente, havendo um quenching.
Ambos os métodos sdo os mais sensiveis, dentre os espectrofotométricos, apresentados
aqui.

Também baseada numa reacdo com Fe(Ill), temos o método apresentado por
ZIVANOVIC'? , cujo pH deve ser ajustado entre 1,83 e 1,92, na presenca de NH4SCN
para a formacgao de um complexo de coloragdo violeta com maxima absor¢ao em 514 nm.

Dentre os demais métodos, temos o recentemente apresentado por RUY'*, que
criou um sensor biométrico e utilizou de voltametria de onda quadrada para quantificacao.
A pasta de carbono utilizada no sensor foi feita a partir da homogeneizagao de 15 partes de

ftalocianina de cobre(Il) com 85 partes de po de carbono grafite em tampao fosfato a pH 7,
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formando um material que foi seco a temperatura ambiente e misturado com 6leo mineral a
fim de se obter a pasta.

ZHENG, L.'* ¢ ZHENG, X.'*° desenvolveram, ambos, um método de eletroforese
capilar com deteccao amperométrica.
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1.5.3 Chumbo

Dentre os varios ions de metais encontrados no meio-ambiente, o chumbo ¢
considerado o de maior impacto ambiental e pode produzir efeitos toxicos em plantas e
animais devido a sua ndo-degradagdo e persisténcia no ambiente’.

A exposi¢do constante ao chumbo pode causar uma doenga conhecida como
saturnismo, que pode causar disfun¢do renal, alteragdo no comportamento, retardo mental,
dores, constipagdes e ulceras orais. Além disso, é conhecida também sua toxicidade ao
sistema reprodutor, ao figado e ao sistema imunolégico. Testes foram feitos em animais
como ratos e camundongos, descobrindo-se que sais inorganicos de chumbo (em cuja
ligacdo entre o metal e o ligante ¢ i0nica) t€ém propriedades quimicas e toxicoldgicas
diferentes dos compostos organometalicos de chumbo, onde as ligacdes entre o metal e o
ligante ¢ covalente, sendo o rim o principal 6érgdo-alvo dos sais de chumbo, independente
da rota de administragio'*® '%°.

Estima-se que a quantidade natural de exposicdo dos seres humanos antes da era
tecnoldgica era de duas ou trés ordens de magnitude menor do que nos dias presentes'*,
podendo esta diferencga ser maior em algumas regides de maior contaminagao.

Pessoas que vivem em um ambiente urbano sdo expostas ao chumbo através do ar
que elas respiram, a adgua (ou outras bebidas) que elas bebem ou a comida (ou outras
substdncias ndo-alimenticias) que estas ingerem''’. Além disso, certas atividades
ocupacionais também podem se transformar num importante meio de contaminagdo'*'.

Em éreas industriais o chumbo pode estar presente até na poeira que entra nas
casas, principalmente nos paises mais desenvolvidos'*.

Ja a polui¢ao ambiental por chumbo pode ser causada pela soma de varias fatores
como minera¢do, fundicdo de minérios ndo-ferrosos, a extensiva fabricacdo de baterias,
como constituinte de bronzes, azulejos para revestimento de ceramica, algumas borrachas e
materiais plasticos, dentre outros'*.

O chumbo também pode ser encontrado em tinturas para cabelos.

O uso de cosméticos ndo ¢ uma pratica tdo recente. Desde os antigos egipcios ou da
antiga Roma, tinturas para cabelo e outros tipos de cosméticos sdo utilizados pelas
pessoas'*. Hoje em dia, com o desenvolvimento de novos produtos mais acessiveis, a

utilizacdo de cosméticos estd em alta e, uma vez que estes produtos entram em contato
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direto com o cabelo, pele, boca e outras partes do corpo e, sabendo que a pele ndo ¢ uma
barreira impenetravel para algumas substincias'®, é importante determinar a maxima
concentracdo dos compostos dos produtos de uma forma que eles ndo causem nenhum
maleficio aos seus usuarios.

Por estes motivos e, sabendo-se a classe quimica dos compostos que fazem parte
dos ingredientes das tinturas de cabelo e do tamanho da populacdo que as utilizam, tais
cosméticos estdo entre os mais estudados e sujeitos a normas de regulamentacao, sendo o
seu uso incluindo dentro de numerosos estudos epidemiolégicos'* .

Nestes tipos de cosméticos, o chumbo estd presente na forma de acetato, utilizado
como um ingrediente aditivo de coloracio. A Food and Drug Administration™® (FDA) e a

47 (ANVISA) aprovam a utilizacio de acetato de

Agéncia nacional de Vigilancia Sanitaria
chumbo como um aditivo nas tinturas para cabelo desde que ndo estejam em concentragoes
maiores que 0,6% m/v, calculado como chumbo metalico.

O ion chumbo pode ser quantificado em diversos tipos de matrizes. Inlimeros sao os
trabalhos nas fontes de pesquisa que estudam esse potencial agente de risco € muitos sao os

trabalhos recentes em cima dele, como se pode perceber pela Tabela 5.

Tabela 5. Métodos analiticos para determinacao e quantificagdo de chumbo.

(mlézteof('lo) Matrizes Observagoes LD/LQ
137 . [ e Descricao da construgdo de um sensor de 0,02 ng
(espectroscopia Agua de DNA: L
de dicroismo torneira e ,
circular) e Utilizagdo de nanoparticulas de prata. (LD)
143 e  Utilizagdo de eletrodos de ouro;
. ; e Presenga de cloreto ¢ essencial para a 80ng L™’
(voltametria de | Agua de chuva deposicio de chumbos (LD)

d drad
onda quadrada) e Sem remogao do oxigénio dissolvido.

e Amostras foram analisadas sem digestao
posterior, sendo estas diluidas em solugdo de

144 acido nitrico e peroxido de hidrogénio;
(Absor¢ao Tinturas para . pe gemo; 033 ug L
o e  Analise de tinturas em creme, em po
atdmica em forno cabelo liquidas: (LD)
fit ’
grafite) e Utilizagdo de quimiometria para atingir as
condigdes otimas de reagdo.
Dentes e  Chumbo utilizado como biomarcador;
148 humanos e Deteccdo de chumbo na escala de Nao
(LA-ICP-MS) arqueolégicos micrometros; informado
e Discussdo de possiveis habitos das pessoas.
149 e 4 temperaturas utilizadas: secagem (95°C e
(Absorcao Sanaue 110°C), pirolise (700°C), atomizagao (1200°C) e 10 pug L
atomica £ limpeza (2.500°C); (LD)
eletrotermal) e  Estudo visando mostrar o procedimento de
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validagdo para o meio médico.
e Deteccdo com nanoparticulas de ouro
(es ecltigsco ‘a Sanoue modificadas com oligonucleotideos; O’OSLHmOI
de ﬂlil orescénf ia) £ e Tratamento simples se comparado com a (LD)
amostra complexa.
151 e Produ¢do de membranas de nitrocelulose 05x10°
(Espectrometria Fluidos modificadas com nanoparticulas de ouro; ;nol Ll
dlg massas) biologicos e Utilizacdo das membranas para coleta de (LD)
chumbo em matrizes de coleta dificil.
e Preparacdo de papéis ambientalmente
152 ; amigaveis como novo suporte de detecgao; 1
. A . o
(Voltametria) gua e  Estes papéis servem também como sistema Trel
de pré-tratamento.
153 e  Chumbo ¢ depositado num eletrodo de 16,7 ng
(Voltametria de | Aguas naturais quimicamente mod1ﬁ.cado; rr;L'1
. e Eletrodo transferido para célula
pulso anddica) . (LD)
eletroquimica.
154 Fluid e Paladio e magnésio utilizados como
o .. Judo modificadores quimicos; 0,06 pg L!
(absor¢do atdmica folicular e . .
eletroquimica) seminal e  Minimo tratamento da amostra; (LD)
e Condigoes otimas estudadas.
155 e Estudo da utilizag@o de configuracao “back-
. ‘ . to-back” dos eletrodos; 3,7ug L
(voltametria de Agua mineral - o .
onda quadrada) e Obtencao de sensibilidade 5x maior do que a (LD)
utilizag@o da configuracdo de microbanda.
156 Monumentos . Escgpo d(z trabalho ¢ a 1dentuﬁcag:ao, a Partlr Nio
(LIBS) historicos da quantifica¢do de chumbo, estipular o periodo informado
de tempo da construgéo.
157
(cromatografia de e Estudo da especiagdo do chumbo em vinho;
exclusdo por Vinho e  Preparacao facil da amostra; Nao
tamanho e e  Quantificacdio do chumbo ligado a informado
deteccao por ICP- biomoléculas.
MS)
158 Musculo e e Analise concomitante de chumbo e cadmio
. apos digestdo acida; <10ngg’
(voltametria de figado de . . .
onda quadrada) galinha e Linearidade da curva depende da matriz (LQ)
estudada (musculo ou figado).

Voltametria e absor¢do atomica sao os métodos mais utilizados nos tultimos
trabalhos publicados para a deteccdo e quantificagdo de chumbo, podendo-se encontrar
também, com relativa freqliéncia, a utilizacdo de ICP-MS e espectroscopia de
fluorescéncia.

Dentre as matrizes de estudo encontramos tinturas para cabelo, fluidos biologicos,
alimentos, dgua e até mesmo objetos, principalmente aqueles antigos, quando as tintas
tinham base de chumbo.

Além disso, muitos foram os trabalhos que apresentaram, também, algum

diferencial em relagdo a sua pesquisa em cima deste analito, seja estudos além da simples
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quantificagdo ou construgdes de novos meios para este fim. Neste ambito, por exemplo,
podemos citar o trabalho de KUANG"’ ¢ o de LIU"', que envolvem a utilizagdo de
nanoparticulas na detec¢ao de chumbo, sendo que o primeiro utiliza um sensor a base de
DNA, aliando a propriedade de catdlise desta com as propriedades Opticas dos
nanomateriais e o segundo emprega uma modifica¢do das membranas de nitrocelulose com
nanoparticulas de ouro e a coleta de chumbo com estas, que sdo posteriormente utilizadas
também para a quantificagao.

Além destes, pode-se encontrar a detec¢do e quantificagdo de chumbo para motivos
bem mais distintos como, por exemplo, o apresentado por BELLIS'* ¢ por SYVILAY'™.
O primeiro autor nos descreve em seu trabalho um método de quantificacdo de chumbo em
diferentes partes de dentes humanos arqueoldgicos, descobrindo que a localizagao de altos
teores de chumbo ocorriam em regides especificas dos dentes e assim, sabendo-se que cada
regido ¢ formada ou re-trabalhada em diferentes partes do crescimento, podiam estipular a
fase da vida em que os individuos se expunham mais ao analito. No segundo trabalho, a
quantificagdo de chumbo foi feita em telhas de monumentos histéricos com o intuito de
identificar os diferentes periodos de construcao ou restauragdo do monumento uma vez que
a quantidade de chumbo nestas matrizes pode ser uma assinatura dos processos
metalirgicos de um periodo em especifico para a produgcdo do chumbo utilizado para
construir as telhas.

Para a analise de aguas, temos os trabalhos de RICHTER'® , em agua de chuva, de
MEDINA-SANCHEZ'"?, em 4gua filtrada, de MOLINA-HOLGADO'"?, em 4guas naturais
¢ 0 de SOUZA"™’ em agua mineral, todos utilizando voltametria.

RICHTER nos descreve a quantificacdo de chumbo utilizando eletrodos de ouro e a
utilizacao de células especiais feitas para trabalhar com pequenos volumes de amostra,
sendo o efeito do oxigénio dissolvido (que nao foi eliminado) eliminado por subtracao do
branco. MEDINA-SANCHEZ descreve a utilizagdo de um papel baseado em um
dispositivo de fluxo de reagentes para a detec¢dao de metal pesado (chumbo e cadmio). Tais
papéis também podem ser utilizados como um pré-tratamento de amostra devido as suas
propriedades filtrantes. MOLINA-HOLGADO descreve a modificagdo quimica de um
eletrodo de pasta de carbono com ditizona, onde o chumbo era depositado quimicamente

no eletrodo por complexagcdo com o agente modificante, sendo levado depois para uma
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célula eletroquimica para fins quantitativos. SOUZA descreve o estudo da configuragdo
dos eletrodos para a quantificacdo de chumbo de modo a aumentar a sensibilidade.

Para a andlise de fluidos biolégicos, temos os trabalhos de HEJL'* e LI'™ para
amostras de sangue ¢ o de MOREIRA para fluido folicular e seminal.

HEJL nos descreve um trabalho voltado para a 4rea médica que demonstra a
validagdo de métodos analiticos para a deteccdo de chumbo utilizando espectrometria de
absor¢ao atomica eletrotermal. LI foca o seu trabalho na utilizacdo de nanoparticulas de
ouro modificadas com oligonucleotideos para detec¢ao fluorimétrica. Para isso, descreve a
producdo tanto das nanoparticulas quanto das modificadas, descrevendo o processo de
fluorescéncia por oxidagdo com peroxido de hidrogénio. MOREIRA descreve um trabalho
para a identificag¢do de fluido folicular e seminal de casais através de fertilizacdo in vitro de
modo a determinar chumbo e cadmio com o minimo tratamento possivel da amostra,
descrevendo também a utilizagdo de modificadores quimicos (nitrato de palddio e de
magnésio) para tal determinagao para fins toxicologicos.

Além destes trabalhos, aquele descrito por SOARES'** oferece um método simples,
rapido e sensivel para a determinacdo de chumbo em amostras de tintura para cabelo em
que cada variavel foi estudada a partir de quimiometria e as amostras eram tratadas sem
digestdao prévia, necessitando de adi¢do de acido nitrico e peroxido de hidrogénio para
dilui¢do, utilizando paladio como modificador quimico e roédio como modificador
permanente.

SZPUNAR' realiza um estudo de especiacio para complexos biomoleculares de
chumbo. Com 30 minutos de tempo de analise consegue mostrar a distribui¢cdo de chumbo
entre os compostos biomoleculares, sendo que a quantificagdo deste com as biomoléculas
foi realizada ao comparar a area do pico cromatografico com o sinal obtido através de uma
analise de injecao em fluxo.

TREVISANI'®® descreve um método de quantificagdo de chumbo e cadmio em
carne de galinha e de pombo apos digestao acida, fazendo, no final, uma comparagdo entre

as quantidades encontradas em cada um.
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159, 160

1.6 Espectroscopia de reflectiancia difusa associada a utilizaclio de spot tests

com papel de filtro qualitativo e membranas de celulose bacteriana.

Diferentemente da espectroscopia de absorc¢do, a espectroscopia de reflectancia
havia sido pouco estudada por ser considerada inviavel para analises quantitativas ja que, a
partir de spot tests convencionais, a precisdo ndo era considerada boa'®. Tal fato foi
reconsiderado apds haver o desenvolvimento de instrumentos analiticos (fibras Opticas e
esferas de reflectincia melhores), sendo possivel entdo a andlise quantitativa por
reflectincia acopladas a spot tests, apresentando resultados muito melhores'®.

A espectroscopia de reflectdncia ¢ um processo que ocorre quando um feixe de
radiacdo atinge a superficie de uma amostra. Caso a amostra seja sélida, ocorrera reflexao
especular em cada superficie plana, porém, como h4 muitas destas superficies orientadas
aleatoriamente, a radiacdo ¢ refletida em todas as direcdes. Geralmente a intensidade da
radiacao refletida ¢ independente do angulo de observagao.

Diferentemente da reflexdo especular, a reflexdo difusa ocorre em superficies
foscas ou opacas devido a reflexdes multiplas a partir das superficies das particulas que
constituem o meio. Este tipo de reflexdo compreende um processo que acontece devido a
penetracao da radiacdo em um substrato sélido (como um po6 finamente dividido), sendo
que parte desta radiagdo retorna para a superficie do substrato, ocorrendo também
dispersdo multipla e absorcao parcial da radiagdo pelas particulas ou fibras que constituem
o substrato solido'®'®. Como h4 muitas superficies orientadas aleatoriamente, a radiagio
¢ refletida em todas as dire¢des, sendo a intensidade independente do angulo de
observacao.

A reflexao especular, que ndo ¢ de importancia analitica no campo da colorimetria,
pode ser eliminada ou minimizada através de engenharia Optica através do uso de um
sistema de iluminagdo esférico ou a 45°.

Viérios modelos foram desenvolvidos de modo a descrever a intensidade da
radiacdo refletida difusamente de um modo quantitativo. Dentre estes, estd o modelo de
Kubelka e Munk, relacionando a concentracdo da amostra com a reflectancia através da
relacdo entre o coeficiente de absor¢ao molar do analito (k), coeficiente de dispersdo ou de
espalhamento (s) e poder de reflectancia em um meio semi-infinito (infinitamente fino):

" N\2
—(1 _ Rf’O) = E (Equacao 1)
2R

0

f(R,)=
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Onde R, ¢ a razdo entre a intensidade refletida pela amostra e a de um padrio ndo-

absorvente, como o cloreto de potassio finamente moido.
Para uma amostra diluida, & esta relacionado a absortividade molar ¢ e a

concentracao de analito ¢ pela equagao:

k=2,303 ec (Equacgao 2)

A aplicacdo da Equagdo 2 fornece uma relagdo linear entre a concentragdo da

amostra e a fun¢io f(R,) para concentracdes médias e altas, enquanto que para

concentracdes mais baixas pode haver um desvio da linearidade'®.

Nas medidas de reflectancia, sdo lidos os sinais da radiacdo transmitida refletida
(reflectancia, Tgr), andloga a transmitancia e, consequentemente, descrita analogamente a
absorbancia: Ag = -log (Tg).

Tgr € dado por Tr = I x Io'l, sendo Iy a intensidade da radiag¢do incidida e I a
intensidade da radiagdo refletida pelo meio. Deste modo, Tr € um numero entre 0 e 1.
Deste modo, o tratamento dos dados obtidos se da semelhantemente ao tratamento dos
dados quando se trabalha com absorbancia, sendo a os graficos de Ar construidos
principalmente em fungio da concentragio direta ou do logaritmo desta'®*,

As medidas de reflectancia difusa podem ser realizadas in situ utilizando um
reflectometro simples'® e caseiro ou um espectrofotdmetro de reflectincia difusa
portatil®®. Alternativamente, o analito de interesse pode ser coletado no papel de filtro e
levado ao laboratério sob condigdes apropriadas de estocagem para analise subseqiiente. E
possivel também fotografar o resultado da reacdo in situ e enviar a imagem para um
analista através de e-mail ou celular'®’.

Os papéis de filtro qualitativos também podem ter a area delimitada em diversos
formatos, dependendo o que se deseja realizar no trabalho em questdo. Tal area pode, por
exemplo, ter um formato circular ou ser um papel com propriedades microfluidicas, cujas
vantagens sao: aumento da sensibilidade da reacdo (uma vez que a area delimitada controla
o sitio de reacdo, deixando os reagentes em maior contato um com o outro), facilidade de

confec¢do (necessita apenas uma impressora de cera), controle do meio reacional e

pequenos volumes de amostra e reagentes'® '°. Tal analise é possivel se ndo for utilizado
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nenhum tipo de surfactante na reacdo, o que ocasiona a passagem das solugdes pelas
bordas da cera.

Tais papéis podem também ser analisados, posteriormente, utilizando-se
dispositivos eletronicos de captura de imagens como scanners, cameras fotograficas e
celulares, facilmente encontrados em qualquer lugar, de baixo custo e adaptiveis a

qualquer tipo de situagio'® "

. Tais aparatos estdo ficando cada vez melhores € com um
custo mais baixo, tornando a unido da fotografia digital com os testes colorimétricos uma
op¢do interessante para a aquisicdo de dados qualitativos e quantitativos para
determinagdes analiticos. Dentre varios modelos, a maioria dos métodos analiticos
baseados no uso de imagens digitais emprega o padrdo RGB e o conceito fundamental de
que todas as demais cores sdo baseadas nas vérias combinacdes destas'®.

Além dos papéis de filtro qualitativos, as membranas de celulose bacteriana (CB)
também podem ser utilizadas para a produgdo de reagdes in situ. Tais membranas podem
ser obtidas em culturas de laboratorio usando meios liquidos ou soélidos, estaticos ou sob
agitacdo, para propositos biotecnologicos. A composicdo do meio de cultura varia de
acordo com a cepa utilizada no sistema e o meio ¢ basicamente composto de uma fonte de
carboidrato e um extrato de levedura como fonte de nitrogénio'”’.

A razdo pela qual os organismos produzem celulose tem sido questionada por
pesquisadores durante anos. Alguns sugerem que a CB atua como um mecanismo de
flutuagdo, permitindo que o microorganismo fique na interface ar/liquido pra obter
oxigénio facilmente para o seu crescimento. Outros assumem que a bactéria produz
celulose para proteger a si mesma de radiacdo ultravioleta. H4 uma outra vertente que
assume que a bactéria constroi para si casulos para se confinarem e protegerem-se de
inimigos externos uma vez que os nutrientes podem ser facilmente conseguidos por
difusdo. Outro aspecto relevante ¢ que as CB aumenta a capacidade de colonizar substratos
e sua natureza higroscopica permite retengdo de umidade, prevenindo a desidrataggo.'”!

As membranas CB, no ponto de vista quimico, tém formula molecular idéntica a
celulose vegetal. Porém, ¢ obtida quimicamente pura, ¢ sintetizada sem a presenca de
lignina, hemicelulose e pectina, que aparecem juntamente com a celulose nas plantas e que
requerem tratamento para a remocdo. Além disso, suas propriedades fisicas sdo muito

superiores devido ao tamanho da fibra e ao alto teor de polimerizagio'*"'",
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A membrana CB tem cristalinidade maior que a celulose vegetal (entre 60-80%).
Quando esta in natura, é altamente hidratada com teor de agua acima de 90% e pode ser
facilmente moldada durante o processo de cultivo'’.

Resumidamente, as membranas CB ndo sdo pirogénicas, sao biocompativeis,
biodegradaveis e tem uma estrutura de rede nanométrica que gera um sistema 3D com
excelentes propriedades mecanicas. Possuem baixo coeficiente termal de expansao
(semelhante ao vidro) e resisténcia a tensdo' '°.

As membranas de celulose bacteriana sdo produzidas por especialistas do
grupo de pesquisa de Materiais Fotonicos para uso em projetos de pesquisa desenvolvidos
no Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara. Durante a fase dos experimentos
apresentados aqui neste trabalho, o seu processo de producao foi acompanhado através da
explicacao de técnico especializado na producao das referidas membranas.

Inicialmente, uma cepa da bactéria Acetobacter ¢ retirada do meio de cultura
(composto de glicose, extrato de levedura, sulfato de magnésio e fosfato de potassio) e
deixada em temperatura controlada no extrato de levedura.

Apo6s algum tempo, uma aliquota ¢ tomada e transferida para uma bandeja de,
aproximadamente, 18x30 centimetros pelo tempo necessario, que dependera da utilizagdo
para a qual esta serd utilizada (quanto mais tempo for deixada na bandeja, mais
compactada sera a rede de celulose). Apds a retirada da celulose, esta € lavada com agua de
torneira até retirada do extrato de levedura (que a deixa com aspecto amarelado) e da
glicose. Este processo pode demorar varios dias até obter-se uma celulose bacteriana
branca, uma vez que esta ¢ deixada de molho em 4gua, sendo esta trocada frequentemente.

Em seguida, ¢ realizada lavagem com hidroxido de sédio 0,1 mol L' para
completar o processo de branqueamento e uma posterior lavagem com mais agua.

E importante frisar que, durante este processo, ¢ importante ¢ pureza da bactéria
para ndo haver competi¢des, o que pode comprometer a qualidade da celulose.

Uma bandeja de 18x30 cm possui produz, aproximadamente, entre 1,5 e 2,0g de
celulose seca.

Devido a estes fatores, a membrana de celulose bacteriana ¢ um atrativo para a
quimica verde uma vez que esta gera menos derrubada de arvores além de requererem
tratamento bem menos custoso, uma vez que elimina os processos de remocdo dos
compostos presentes na celulose vegetal durante a sua retirada para a fabricagdo dos

produtos celuldsicos. Além disso, pode ser utilizada para fins envolvendo coletas na pele
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humana por ser biocompativel e possuir uma boa aderéncia a esta, carregando consigo

residuos que possivelmente estdo presentes na epiderme.

1.7 Quimica Verde: conceitos basicos

A quimica verde, também conhecida como “quimica sustentavel” ¢ uma filosofia
cuja principal funcdo € o encorajamento de produtos e processos que reduzam ou eliminem
o uso de substincia e métodos perigosos'’’. A quimica verde em si pode ser aplicada as
diversas areas da quimica: organica, inorganica, bioquimica, analitica e fisico-quimica,
com énfase em aplicacdes industriais e pesquisa.

E importante ressaltar que a quimica verde é distinta da quimica ambiental.
Enquanto a quimica verde procura a reducdo e a prevencdo da polui¢do, a ambiental ¢ a
quimica do meio-ambiente e dos poluentes quimicos na natureza.

A filosofia verde ¢ baseada em 12 principios'™®, envolvendo a prevencao, sintese e
utilizacdo de produtos menos perigosos bem como a utiliza¢ao de solventes menos toxicos,
uso racional de energia, utilizacdo de matéria-prima renovavel, dentre outros.

Apesar de haver certas discordancias (uma vez que a quimica verde nao considera,
num primeiro momento, a parte econdmica), a conscientizacao sobre a reducao, prevencao
e eliminacdo dos perigos através desta filosofia rebatem este problema. Infelizmente,
muitas micro-empresas € industrias ndo t€ém o capital suficiente para, no comeco de seu
desenvolvimento, aderir completamente (ou mesmo parcialmente a esta filosofia). Mesmo
as grandes empresas, via de regra, apresentam uma certa relutancia, uma vez que o0s
investimentos, muitas vezes, sdo maiores ao se adotar a filosofia verde.

A Espectroscopia de Reflectancia Difusa associada ao spot test ¢ uma metodologia
extremamente simples, rapida, econdmica e menos poluente que promove baixo ou
nenhum risco ao operador e ao meio ambiente. Dessa forma, ela ¢ considerada uma
metodologia limpa ou verde ou ainda ambientalmente benigna, tornando-se atrativa e
promissora em analise quantitativa por estar em total consondncia com os principios da
quimica verde.

As publicagdes, com o passar dos anos, que englobam o termo Quimica Verde
tiveram um crescente aumento, como pode-se ver no Esquema 1, logo acima. Antes de

2000 praticamente ndo se via nenhuma publicagdo dentro da quimica que envolvia o
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conceito “verde”, fato este que comegou a mudar a partir de 2001. Desde entdo, a
conscientizacdo dos laboratorios e grupos de pesquisa comegaram a olhar com outros olhos
a necessidade de processos, pesquisas e tecnologias que minimizassem o processo de
degradacao do meio-ambiente. Hoje em dia, a tendéncia do nimero de publicacdes ¢
aumentar cada vez mais, incentivando os diversos profissionais das diversas areas a

trabalhar dentro deste escopo.

2014 = 3156
[ |
2013 = 2842
[ |
2012 = 2604
[ |
2011 = 2117
[ |
2010 = 1889
[ |
2009 = 1495
[ |
2008 = 1256
[ |
2007 =992
[ |
2006 Z 885
[ |
2005 = 786
[ |
2004 Z 663
[ |
2003 TR
[ |
2002 =509
[ |
2001 =233
[ |
1992 =2

Esquema 1. Publicagdes com o tema “Green Chemistry” com o passar dos anos.
Fonte: Scifinder'”.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

2.1  Estudo da utilizacdo de membranas de celulose bacterianas para fins de coleta de
impressao digito-papilar (visando uma metodologia simples e rapida para a sua coleta e
revelacao) e residuos de disparo de armas de fogo (visando o desenvolvimento de uma
metodologia posterior para a quantificacdo do chumbo coletado e sua correspondéncia com
o tempo de disparo).

2.2 Desenvolvimento e aplicacdo de metodologias analiticas limpas, simples, rapidas,
baratas e sensiveis para as andlises forenses de furosemida e bumetanida em urina para
doping esportivo utilizando papéis de filtro qualitativo com area delimitada e quantificacao
por espectroscopia de reflectancia difusa e por histograma de cores via padrdo RGB em

imagem digital.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

A seguir, serdo descritas a metodologia, os equipamentos, os reagentes e as

principais solugdes utilizadas no presente trabalho.

3.1 Metodologias

O trabalho foi dividido em 3 partes: desenvolvimento de método de coleta de
impressoes digitais utilizando membrana de celulose bacteriana, desenvolvimento de
método de coleta de residuos de disparo de armas de fogo utilizando membrana de celulose
bacteriana e a andlise do chumbo presente nesta matriz e o desenvolvimento de método de
analise para furosemida e bumetanida em amostras de urina utilizando reflectancia difusa

acoplada a spot tests utilizando papel de filtro qualitativo com barreiras hidrofébicas.

3.1.1 Metodologia para a coleta de impressoes digitais utilizando membrana de celulose

bacteriana

Para os procedimentos de coleta de impressoes digitais, foi adotado o modo de
coleta por pressdao, onde a membrana de celulose bacteriana ¢ colocada em contato com a
superficie de interesse durante certo tempo a fim de haver a coleta, podendo a revelagdo ser
realizada durante este procedimento, com o reagente ja impregnado na membrana ou com a
impregnacao do reagente cromogénico ap0s a coleta.

Em seguida, as imagens eram tratadas no software gratuito ImagelJ a fim de uma

melhor separacdo e contrate das linhas da impressao digital.

3.1.2 Metodologia para a coleta e andlise de residuos de disparo de armas de fogo

utilizando membrana de celulose bacteriana

Semelhantemente ao topico 3.1.1, a coleta dos residuos de disparo de armas de fogo
foram efetuadas nos locais de interesse através da pressdo e leve esfregacdo das
membranas de celulose bacteriana impregnadas com o reagente cromogénico (rodizonato
de s6édio em meio tamponado a pH 2,8), como demonstrado no Esquema 2 onde, em (a)
temos a membrana de celulose bacteriana pura que, ao ser colocada em contato com o

Rodizonato de Sédio em meio tamponado, adquire uma coloracdo amarelada (b) que, ao
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entrar em contato com o chumbo, durante a coleta, adquire coloragdo rosea/avermelhada

(©).

ROD - —
== ‘Jl:'.>67ﬁ

(C)) (b) (©)

Esquema 2. Representacdo da impregnacdo do reagente cromogénico na membrana de celulose
bacteriana e a subseqiiente coleta dos residuos de disparo através da esfregacao do substrato sélido nas maos
do atirador, havendo a revelagdo durante o processo.

Fonte: elaborado pelo autor

A reagdo do reagente quimico rodizonato de s6dio com os ions chumbos segue a

reacdo apresentada em Reagdo 1.

o

v Py — Pb

o D

Reacdo 1. Representagdo da reagdo do ion rodizonato com o ion chumbo.
Fonte: elaborado pelo autor

A andlise da membrana de celulose bacteriana, impregnada com o analito de
interesse, baseia-se na utilizacdo de um microscopio eletronico de varredura (a fim de se
estudar a dispersao dos residuos na membrana e a confirmagdo da formacao de particulas
esféricas, caracteristicas de um processo de rapido esfriamento) e a posterior medida de
reflectancia difusa do produto colorido formado na reagdo entre o chumbo e o rodizonato

de so6dio no comprimento de onda de maximo sinal.
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3.1.3 Metodologia para a andlise de chumbo em logoes progressivas para cabelo

utilizando papel de filtro qualitativo

A quantificagdo de chumbo em logdes progressivas para cabelo (logdes que
restauram a coloracdo do cabelo uma vez que o chumbo combina-se com o enxofre
disperso e com o enxofre das proteinas do cabelo, formando o sulfeto de chumbo, de cor

180y foi feita utilizando método ja desenvolvido previamente, de mesma autoria'™',

preta
baseada na reacdao de spot test entre o analito e solugdo cromogénica de rodizonato de
sodio em meio de SDS e tampao acido tartarico/tartarato de sédio e potassio em pH 2,8 e
leitura por reflectancia difusa em 545 nm, correspondendo ao comprimento de onda de
maximo sinal.

O spot test ¢ um procedimento quimico utilizado para identificagdo ou
quantifica¢do de diversos tipos de substancias através da reag@o entre o analito de interesse
e um reagente de identificagdo em um suporte solido (papel de filtro, placa de toque, entre
outros). Esta reacdo deve ser mensurdvel por algum método, seja mudanca de cor,
evolucdo de gas ou precipitagao.

Na Figura 7 encontra-se representado o procedimento para a realiza¢do do spot test.

\ J / Micropipeta
(““\

\f'l
Q + l:> E SOIugéo\yv r}Papel
9

Analito Reagente Produto
Colorido

Figura 7. Procedimento e suporte para a realizagéo da reagdo de spot test.
Fonte: adaptado de Tubino'®*

3.1.4 Metodologia para a andlise de furosemida e bumetanida em urina utilizando papel

de filtro qualitativo com area delimitada

Os métodos desenvolvidos para a andlise de furosemida foram baseado em
reflectdncia e imagens por scanner e leitura destas através do histograma de cores

utilizando padrao RGB, onde o sinal deve ser lido na cor complementar mais proxima
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(verde, vermelho ou azul) da coloragdo apresentada pelo produto, neste caso, a verde. Tal
sinal deve ser convertido para absorbancia a fim de se construir as curvas analiticas. Todos
os resultados mostrados ja estdo convertidos de acordo com o procedimento mostrado no
Esquema 1.

O método desenvolvido para a anélise de bumetanida segue o mesmo padrao, sendo

desenvolvido apenas um tinico método: utilizando o padrao RGB.

Trans?_:_l)tanma Ar AR medio
Branco 244 997
Medida 1 | 198,851 0,811647 0,0906
Medida 2 | 198,111 K 0,808626 K 0,0923 K 0,0886
Medida 3 | 202,422 0,826222 0,0829
Medidas no canal Medida
verde: cor I'=— AR = —log(T)
complementar Branco

Esquema 3. Exemplo de conversao das medidas realizadas pelo histograma de cores a Ag.

Todos os spot tests foram feitos como mencionado no topico 3.1.3 em papéis de
filtro qualitativos com area delimitada, como demonstrado na figura 8, demonstrando uma
aplicacdo obtida experimentalmente usando as barreiras hidrofobicas (no caso, da reagdo

da BMT).

Figura 8. Exemplo de spot test em papel de filtro qualitativo com area delimitada realizado em papel de
filtro e o seu respectivo branco.
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3.2  Equipamentos

As medidas de reflectancia foram efetuadas em um equipamento portatil composto
de uma esfera integradora e fibra Optica da marca Ocean Optics, acoplado a um
espectrofotometro USB2000 com o software OOIBase32 (Figura 9). As medidas de pH
foram efetuadas em pHmetro Tecnal modelo Tec-2, com eletrodo de vidro. As imagens
foram escaneadas usando uma impressora multifuncional HP PSC 1315 all-in-one e as
imagens foram tratadas usando o software gratuito ImagelJ.

O microscopio eletronico de varredura ¢ da marca JEOL, modelo 7500F.

Todos os equipamentos encontravam-se instalados em salas devidamente equipadas
com energia estabilizada e ar condicionado.

As medidas de volume foram efetuadas com buretas classe A e micropipetas
“Brand” (1000 uL) e “Eppendorf” (10-100 pL). A vidraria utilizada no preparo das
solucdes foi de grau A e as pesagens foram realizadas em balancga analitica Mettler Toledo
modelo AG204.

Como suporte sélido foram utilizados papel de filtro qualitativo Whatman 1 e
membranas de celulose bacteriana secas e umidas projetadas pelo Grupo de Materiais
Fotonicos do IQ-UNESP, Araraquara.

Nos papéis de filtro qualitativos, as barreiras hidrofobicas foram feitas através de

impressao utilizando-se resina polimérica e uma impressora de cera ColorQube 8580.

3.3  Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados durante os experimentos foram todos de grau p.a.:
e Nitrato de chumbo >99,99%, Sigma-Aldrich;
e Rodizonato de s6dio 97%, Sigma-Aldrich;
e Dodecil sulfato de sodio (SDS) 99%, Sigma.
e Furosemida >99,99%, Purifarma;
e Bumetanida 100, 72%, Deg;
e Nitrato de prata >99,0%, Sigma-Aldrich;
e Ninidrina >95,0%, Purifarma,
e Acetato de zinco 98,0 — 101,0%, Mallinckrodt;
e Hidroxido de sédio 98,5%, Mallinckrodt;
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e Metanol grau HPLC, Tedia,

e Acetona p.a., Chemis;

e Cloreto de ferro (III) 99%, Merck;

e Brometo de dodeciltrimetilamoénio (DTAB) 99%, Sigma;
¢ 4-Dimetilaminocinamaldeido (p-DAC) 98%, Aldrich;
e Tartarato de sodio e potassio 99,0%, Synth;

e Acido L(+) tartarico 99,0%, Synth;

e Cartuchos C;s, Bond Elut, Varian, 500 mg;

e Agua deionizada Milli-Q;

e Uréia, p.a., Sigma;

e Fosfato de potassio dibasico, 98,0%, Vetec;

e C(Cloreto de amonio, p.a., Mallinckrodt;

e C(Cloreto de sodio, 100,0%, Mallinckrodt;

e Cloreto de calcio, 75%, Reagen.
O preparo das principais solugdes se deu como mostrado a seguir:

Para o desenvolvimento do método para a deteccdo e quantificagdo de chumbo, foi
selecionado o reagente rodizonato de sédio em meio de SDS e tampao (pH 2,8) de acido
tartarico/tartarato de sodio por ja ser amplamente utilizado em pericias criminais e,
portanto, tornando o método mais acessivel para este tipo de andlise.

Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes principais:

e Solucdo Estoque de chumbo 5000 ppm: a solugdo foi preparada por meio de
dissolugao de 0,7982¢g de nitrato de chumbo em 100mL de 4gua deionizada. As demais
solucdes de chumbo utilizadas neste trabalho foram preparadas através de diluigdes
adequadas desta solugao.

e Solucio tampio acido tartarico/tartarato de sédio (pH 2,8): o acido tartarico 0,2
mol L™ foi preparado pela dissolugio de 3,000g do 4cido em 100mL de 4gua deionizada e
o tartarato de sodio 0,2 mol L™ foi preparado pela dissolu¢io de 5,642g do sal em agua
deionizada. Em seguida, o tartarato de sodio foi sendo adicionado no acido tartarico até a

solucdo atingir pH 2,8, medido por um pHmetro. Se houvesse a precipitagdao, a solucao
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tampao era filtrada e o pH era medido novamente, sem que tenha sido observada alteragdo
significativa.
e Reagente cromogénico: a solucdo foi preparada através da solubilizacdo de

0,0160g de rodizonato de s6dio (ROD) e 0,0144g de SDS em 10mL de solucdo tampao.

Para o desenvolvimento do método para a detec¢do e quantificagdo de furosemida,
foi selecionado o reagente p-DAC e HCI.
Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes principais:

o Solucio estoque de furosemida 6,22 mmol L™': a solugio foi preparada
diariamente através da solubilizagdo de 0,2057g de furosemida em 100mL de acetona
destilada. As demais solugdes de furosemida utilizadas neste trabalho foram preparadas
através da devida diluigdo desta solugcao também em acetona.

e Reagentes cromogénicos: a solucdo foi preparada através da solubilizagdo de
0,0700g de p-DAC em 10 mL de metanol e da dilui¢do de 1,40 mL de HCI 37% em 10mL

de metanol, separadamente.

Para o desenvolvimento do método para a detecgdo e quantificagdo de bumetanida,
foi selecionado também o reagente p-DAC e HCI.
Para este trabalho foram utilizadas as seguintes solugdes principais:

e Solucio Estoque de bumetanida 6,22 mmol L™': a solugdo foi preparada
diariamente através da solubilizacdo de 0,2267g de bumetanida em 100mL de metanol
destilado. As demais solugdes de bumetanida utilizadas neste trabalho foram preparadas
através da devida diluigdo desta solugao também em metanol.

e Reagentes cromogénicos: a solucdo foi preparada através da solubilizagdo de
0,0600g de p-DAC em 10 mL de metanol e da diluicdo de 0,217 mL de HCI 37% em

10mL de metanol, separadamente.

Para os testes de coleta de impressoes digitais foram preparadas as seguintes
solugoes:
e Ninidrina 5%: a solucdo foi preparada diariamente através da solubilizagdo de
0,5000g de ninidrina em 10mL de etanol.
e Nitrato de prata 0,1 mol L™: a solucdo estoque foi preparada através da

solubilizagdo de 4,2468g de nitrato de prata em 250mL de 4gua deionizada.
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O preparo das nanoparticulas de 6xido de zinco e sua impregna¢do na membrana
foram feitas de forma diferente, seguindo os conceitos apresentados por CHOI® e
modificado a fim de se introduzir tais particulas nas membranas, como descrito a seguir:

Iguais volumes de acetato de zinco (em concentragdes de 5, 25 e 50 mmol LYe
hidroxido de sodio (0,2 mol L") foram preparados. As membranas foram imersas na
solucdo de acetato de zinco e deixadas em repouso por 24 horas de modo a permitir que a
solucdo penetrasse de forma uniforme nos poros da membrana, saturando-a. Apds este
tempo, a solugdo de NaOH foi aquecida at¢ 70°C em uma placa com agitador magnético,
sendo a temperatura controlada constantemente e, apos atingir a temperatura desejada, a
membrana foi colocada em um Erlenmeyer contendo a solugdo basica. A solucao de
acetato de zinco em uma das 3 concentragdes ja citadas anteriormente foi entdo adicionada
lentamente, gota a gota, durante 30 minutos sob agitagdo, de modo a rea¢do ocorrer mais
homogeneamente.

A temperatura foi mantida a 70°C e, depois de duas horas, a membrana foi
retirada da solugdo, lavada varias vezes com agua deionizada de modo a retirar o excesso
de ZnO formado em sua superficie e deixada em repouso dentro de uma placa de Petri,
submersa em agua deionizada. Apos 24 horas, a membrana foi retirada e deixada entre 2
placas de vidro, prensadas de modo que a membrana ndo enrugasse.

A Figura 9 representa o espectrometro portatil utilizada para as medidas de
reflectancia difusa utilizando as membranas de celulose bacteriana e os papéis de filtro

(com ou sem a area delimitada).

Figura 9. Espectrometro portatil e fibra optica utilizados.

71



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em conta a natureza distinta dos métodos desenvolvidos, 0s mesmos serao
apresentados e discutidos individualmente, a seguir: (1) utilizagio da membrana de
celulose bacteriana para coleta de impressdes digitais e de residuos de disparo, (2)
quantificagdo de chumbo em residuos de disparo e (3) utilizacao de papéis de filtro
qualitativos com area delimitada para a quantificagdo de bumetanida e furosemida em

urina humana para fins de doping esportivo.

4.1 Utilizacdo de membranas de celulose bacterianas para a coleta de impressoes

digito-papilares

Nesta etapa serdo descritos os métodos utilizados para a potencialidade de
deteccao de impressdes digitais utilizando membranas de celulose bacterianas impregnadas
com trés reagentes de deteccdo ja usados ou que ainda estdo sendo usados nas pericias em

algumas partes do Brasil: ninidrina, nitrato de prata e 6xido de zinco.

4.1.1. Coleta de impressoes digito-papilares utilizando ninidrina

A ninidrina foi utilizada como reagente de revelagdo por reagir com os aminoacidos
(que sdo um dos principais compostos liberados pela epiderme), produzindo uma coloragao

intensa em comprimento de onda de méaxima absor¢ao em 570 nm'®, como na Reagdo 2.

S zu ~ zn
L,H f ?uuH o Q f
P O +  R-C-NH —s L. L-ou
N ok g # " NH-CHR-COOM
0 0

T L0 S L0 Ry r&ﬂ ﬂ\". s
[H b, A D H B #.g*»]\ HH e 2 N= A H
", -, 5 NH:cHH - -.,_]__f HH! o 5 -\-..r..-" A
e 0 OH 0

Parpura de Hunemann
Reacgdo 2. Representacdo da obtengdo do purpura de Hunemann, produto da reag@o entre a ninidrina e os

aminoacidos presentes na mao.
Fonte: adaptado de Universidade Estadual do Maranhao'®’.

Para os testes iniciais, a coleta utilizando a solugdo de ninidrina 5% em etanol foi

efetuada de duas maneiras: no primeiro procedimento houve, inicialmente, uma coleta

72



direta das impressdes do dedo do individuo na membrana de celulose bacteriana seca e
posterior revelagcdo por imersdo desta na solucdo de ninidrina por 3 minutos. Apds este
tempo, a membrana foi retirada da solucao e deixada até completa secagem a temperatura
ambiente. No segundo procedimento houve primeiramente a imersdo da membrana seca na
solugdo da ninidrina por 3 minutos a fim de haver impregnacdao do reagente nesta. Esta
também foi mantida a temperatura ambiente até a completa secura, sendo a coleta realizada
posteriormente, diretamente do individuo. Em ambos os procedimentos, a coloragao
comegca a aparecer apos 15 minutos.

Como pode ser observado nas imagens da figura 10, as revelagdes ficam bem mais
definidas, se a coleta for realizada ap6s a membrana ter sido embebida na solugdo de
ninidrina por 3 minutos (ambas as imagens ja foram tratadas no programa Imagel
utilizando-se a opgao Sharpen, na aba Process para uma melhor separacao e afinamento
das impressoes das cristas papilares e a op¢do Brightness/Contrast, em Adjust, na aba
Image para um melhor contrate desta). As imagens apresentadas na figura 11 mostram que
a utilizacdo do software melhora consideravelmente a qualidade das impressdes digitais

reveladas.

Figura 10. Coleta de impressdo digito-papilar realizada diretamente do dedo do individuo utilizando celulose
bacteriana. (A) coleta e posterior revelagdo e (B) impregnacio do reagente cromogénico e posterior coleta.
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Figura 11. Imagens originais (a esquerda) e seus posteriores tratamentos com o software ImageJ (a direita).

O mesmo teste foi realizado também na membrana de celulose bacteriana imida.
Porém, como se pode reparar nas imagens da Figura 12, a utilizagdo desta nao foi viavel
uma vez que, apOs a secagem, a ninidrina comecava a se depositar na membrana,
inviabilizando-a para o fim desejado. Para a realizagdo deste teste, a membrana imida foi
cortada no tamanho desejado e submergida na solucdo de ninidrina 5% antes e apos a
coleta das digitais, como realizado posteriormente para a membrana seca. Apos 3 minutos,
foi mantida a temperatura ambiente para completa secagem, protegida em uma placa de

Petri tampada.
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Figura 12. Membranas imidas de celulose bacteriana utilizadas no teste com a ninidrina. Em (a) esta
representada a membrana imida, em (b) membrana imida afinada por pressao, em (c) membrana imida fina
impregnada com NND 5%, em (d) membrana umida fina impregnada com NND 5%.

Tendo-se estipulado que a concentracdo de ninidrina € o tempo de impregnagao
desta nas membranas de celulose bacteriana sdo os melhores parametros para a coleta,
foram realizados testes para estipular a melhor combinacgio destes, sendo a concentragdo
estudada entre 1 e 5% e o tempo de impregnagdo da solugdo de ninidrina na membrana
entre 3 e 60 minutos. Porém, foi observado ao longo deste que a ninidrina ndo apresentava
uma coleta reprodutivel dentro de um mesmo procedimento com concentragdo e tempo de
impregnacao iguais na maioria dos pardmetros desejados como: intensidade de coloragao,
presenga de borrdes, visibilidade e definicdo das cristas papilares impressas, definicdo dos
pontos de identificacdao e falhas visuais. As impressoes digitais reveladas ficavam muito

borradas, muito apagadas ou sem continuidade das linhas, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Revelacdo de impressdes digito-papilares em membrana seca utilizando ninidrina e seu
tratamento utilizando o software Imagel.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que, utilizando a ninidrina, ¢
melhor haver a impregnacdo da membrana seca antes da coleta e que a utilizagdo da
membrana Umida ndo é vidvel uma vez que, enquanto esta secava, a ninidrina se
depositava, inviabilizando a coleta ou revelacao.

A utilizacdo do programa Image] melhora consideravelmente a separagdo e
visualizagao das linhas, mesmo que estas estejam um pouco apagadas, fracas ou borradas.

Ainda que a obtencdo das impressdes digitais ndo fosse tdo eficaz, foi possivel
perceber que quanto maior era o tempo de impregnagdo do reagente na membrana, piores
eram os resultados finais, ficando estes melhores com um tempo entre 3 ¢ 10 minutos de

impregnacao com posterior secagem ao ar livre.

4.1.2. Coleta de impressoes digito-papilares utilizando oxido de zinco

O p6 de o6xido de zinco vem sendo muito usado na identificagdo de impressdes
digitais latentes em superficies porosas e secas, envolvendo a aderéncia das particulas do
p6 nos residuos de impressdes digitais, havendo um contraste entre a impressdo e a
superficie. Além disso, foi estudada a propriedade da luminescéncia dos materiais de ZnO
como forma de contraste para a revelagio de impressdes digitais’.

O ZnO ¢ um semicondutor que apresenta um banda proibida larga e as suas
particulas tipicamente exibem fotoluminescéncia na forma de emissdo de banda UV.
Também pode ser observada uma larga emissdo na regido do visivel do espectro,
decorrente de defeitos intrinsecos ou extrinsecos no material >,

Os testes de impregnagdo de ZnO foram realizados com reagdo diretamente na

membrana imida segundo procedimento ja descrito na literatura’>, modificado de modo a

ser realizado in situ, como descrito no topico 3.3.
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Apoés a preparagdo, foram feitas imagens e caracterizacdes no MEV, como

apresentadas nas Figuras 14, 15 e 16.

Figura 14. Micrografias da membrana de celulose bacteriana tratada com Acetato de Zinco 5 mmol L™
(A) imagem de elétrons secundarios (topografia); (B) imagem de elétrons retroespalhados da mesma regido;
(C) tamanho das particulas formadas (entre 350 e 400 nm); (D) dispersdo acentuada das particulas formadas.
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Figura 15. Micrografias da membrana de celulose bacteriana tratada com Acetato de Zinco 25 mmol L™,
(A), (B) e (C) imagem de elétrons secundarios (topografia). Em (D), tamanho das particulas formadas (entre
170 e 410 nm). Em (E), regido com varias particulas de 6xido de zinco enredadas e em (F), a mesma regido
através da imagem de elétrons retroespalhados.
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Figura 16. Micrografias da membrana de celulose bacteriana tratada com Acetato de Zinco 50 mmol L™.
Em (A) e (B) membrana repleta de particulas de ZnO em sua estrutura. Em (C) imagem de elétrons
secundarios e em (D), imagem de elétrons retroespalhados e tamanho das particulas formadas (entre 200 e
250 nm).

As imagens apresentadas nos permitem verificar que as particulas formadas (em
formato de flor) estdo de acordo com as apresentadas na literatura quando formadas sob
outras condi¢des e outros substratos além de mostrar que estas realmente se formaram
dentro da estrutura fibrosa da celulose bacteriana, que atua como sitio de controle de
tamanho.

Em seguida, testes de coleta foram feitos com as membranas impregnadas com
oxido de zinco. Porém, ndo foi possivel a obtengcdo de uma boa coleta da impressao digital,
que deveria aparecer fluorescente ao ser iluminada com uma lampada UV de 388 nm com
emissdo da amostra em aproximadamente 587 nm, na regido da luz verde’”. Nenhuma das

impressoes coletadas foi identificada, nem durante a coleta direta dos dedos do individuo e
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nem das coletas realizadas em superficies, o0 que nos mostra que a utilizacdo das
membranas de celulose bacteriana impregnadas com ZnO ¢ invidvel para a coleta de

impressoes digitais.

4.1.3. Coleta de impressoes digito-papilares utilizando nitrato de prata

A técnica de revelagdo de impressoes digitais utilizando nitrato de prata baseia-se
na reagdo deste com os cloretos presentes nas impressdes digitais, formando o cloreto de
prata que, apos alguns minutos, adquirem colorag¢do escura (devido a formagdo de prata
metélica) nas areas de contato com as impressdes latentes'®, conforme a reacio:

2Ag wpt2e—2Ag"G E" =+034V

Os testes iniciais com AgNO; foram feitos com uma concentragdo de 0,1 mol Lt e,
assim como feito para a ninidrina de duas maneiras: (1) com a coleta e posterior revelagdo
e (2) com impregnagao em tempos variaveis (de 3 a 60 minutos) na membrana e posterior
coleta. Em ambos os métodos, as imagens comecam a aparecer apos 15 minutos.

Observou-se também, nestes testes iniciais, que assim como para a ninidrina, as
revelacdes ficam bem mais resolvidas, com as cristas muito melhor definidas, se a coleta
for realizada apds a membrana ter sido embebida na solucdo de nitrato de prata (Figura

17).

Figura 17. Coleta direta de impressédo digito-papilar utilizando celulose bacteriana impregnada com nitrato
de prata. Em (A), impregnagédo por 3 minutos. Em (B) impregnagao por 1 hora.

As coletas realizadas durante esta etapa mostraram que havia uma melhor
reprodutibilidade na coleta de impressoes digitais utilizando-se o nitrato de prata. Portanto,
realizou-se um teste para verificar, de maneira qualitativa, a influéncia do tempo de espera

de reacdo na resolu¢do e defini¢do das cristas papilares em 3 diferentes tempos: 20
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minutos, 90 minutos e 18 horas apds a coleta e revelagdo. Todos estes testes envolvem
antes a impregnacdo do reagente e todas as imagens apresentadas ja estdo tratadas no

software ImageJ, como mostrado em 4.1.1.

Figura 18. Influéncia do tempo de espera de revelacao utilizando AgNO; para uma mesma coleta.
A primeira linha representa o tempo de 20 minutos; a segunda, o de 90 e a terceira, o de 18 horas.

Nas regides destacadas na Figura 18, observou-se que, no tempo de 90 minutos, ha
uma melhor separacdo das linhas e desaparecimento de algumas regides de borrdo quando
comparada com o tempo de 20 minutos e que, no tempo de 18 horas, esta mesma regiao
comega a apresentar mais borrdes € um maior saturamento.

Também foi realizado o teste na membrana de celulose bacteriana imida. Porém,
como mostrado na Figura 19, a utiliza¢do desta ndo foi vidvel uma vez que o nitrato de
prata foi reduzido, escurecendo a membrana. Para este teste, a membrana timida foi cortada
nos tamanhos desejados e submergidas na solugdo de nitrato de prata antes da coleta das

digitais.
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Figura 19. Membrana umida fina impregnada com AgNOs 0,1mol L™

Em seguida, foi feita uma bateria de testes para estipular a melhor concentracdo de
nitrato de prata e o tempo de impregnagdo. Tais testes foram feitos através de planejamento
univariado.

A solucdo de impregnacao foi estudada nas concentracdes 0,1; 0,08; 0,06; 0,04 e
0,02 mol L, com tempo de impregnagio fixo em 1 hora. A Figura 20 representa os

resultados obtidos.

Figura 20. Imagens do estudo da concentragdo para revelagdo com Nitrato de Prata.
A: 0,1 mol L'; B: 0,08 mol L™"; C: 0,06 mol L''; D: 0,04 mol L™"; E: 0,02 mol L.

O tempo de impregnacdo foi estudado em 10, 30, 50, 70 e 90 minutos, com

concentragdo fixa em 0,1 mol L. A Figura 21 representa os resultados obtidos.
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Figura 21. Imagens do estudo do tempo para revelagdo com nitrato de prata.
A: 10 min.; B: 30 min.; C: 50 min.; D: 70 min.; E: 90 min.

Para as imagens apresentadas, percebe-se que o fator concentragdo afeta de um
modo menos significativo a resolucdo da impressdo digital do que o fator tempo de
impregnacao e que estas ficam melhores utilizando-se concentragdes mais altas e em
tempos de impregnagdo mais baixos.

Em seguida, foi feito um planejamento composto central com estas mesmas
variaveis a fim de se estudar como elas se relacionam consigo mesmas. As varidveis
concentracdo de nitrato de prata e tempo de impregnagao foram analisadas em cinco niveis
(-1,41; -1; 0; +1; +1,41), sendo a concentragao analisada de 0,02 a 0,10 mol L de nitrato
de prata e o tempo de impregnacdo de 10 a 90 minutos. As imagens obtidas foram
analisadas segundo 7 critérios medidos visualmente: intensidade de coloracdo, presenca de
borrdes, visibilidade e definicdo das cristas papilares impressas, defini¢ado dos pontos de
identificacdo, falhas visuais e intensidade das linhas. Para cada um destes critérios foi dada
uma nota de 0 a 1, sendo que 0 representa o pior resultado para determinado fator e 1 o
melhor possivel segundo critérios visuais criados e estabelecidos pelo observador. Tais
critérios foram criados a fim de que os melhores parametros escolhidos para os proximos
testes resultassem na melhor coleta possivel a fim de ndo se perder nenhum tipo de
informacao.

As variaveis estudadas em seus respectivos niveis, a matriz utilizada e a média da
somatoria de cada uma das notas dadas estdo apresentados na Tabela 6 e a superficie de

resposta correspondente esta representada na Figura 22.
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Tabela 6. do Planejamento Composto Central para o AgNO;.

Variaveis nao codificadas

Variaveis codificadas

N° [AgNO;] Tempo [AgNO;s] Tempo ¥ft(:1il%
(mol L™ (min) (mol L™ (min)

1 0,03 22 -1 -1 1,75
2 0,09 22 +1 -1 4,17
3 0,03 78 -1 +1 1,58
4 0,09 78 +1 +1 2.92
5° 0,06 50 0 0 2,17
6" 0,06 50 0 0 2,92
7 0,06 50 0 0 3.5
8" 0,06 50 0 0 4,00
9° 0,06 50 0 0 4,00
10 0,02 50 -1,41 0 0,75
11 0,10 50 +1,41 0 3,00
12 0,06 10 0 -1,41 3,50
13 0,06 90 0 +1,41 4,50

a: ponto central.
b: representa a somatoria das médias para cada uma das triplicatas de cada experimento.

Figura 22. Grafico da superficie de resposta para a matriz da Tabela 6.
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A superficie de resposta nos mostra que a analise de impressdes digitais pode-se dar
de duas maneiras diferentes: ou com uma maior concentragdo de nitrato de prata (entre
0,09 ¢ 0,10 mol L") e um menor tempo de impregnagdo (até 10 minutos) ou com uma
utilizagdo de uma menor concentragdo de nitrato de prata (em torno de 0,07 mol L") mas
com um maior tempo de impregnagdo (acima de 90 minutos). Deste modo, para fins de
praticidade, com a concentra¢do ndo variou muito de um ponto 6timo ao outro, ¢ preferivel
utilizar uma impregnacdo de 10 minutos com uma concentracio de 0,1 mol L™.

Ao realizar a coleta das impressdes digitais de superficies, sao detectadas linhas nao
muito fortes e descontinuas.

Visto isso, durante a coleta direta em superficies, cogitou-se a hipotese de
impregnar o nitrato de prata na membrana junto com a cola. Para tal teste, quatro tipos de
cola foram testadas: cola lavavel branca (composta de acetato de polivinila), cola bastao,
cola de silicone e cola caseira de amido, todas utilizando solu¢do aquosa de nitrato de prata
0,1 mol L

A utilizacdo da cola caseira de amido e da cola de silicone ndo foi viavel. Enquanto
a cola caseira gerava uma grande deposicdo nao-homogénea ao longo da superficie, a cola
de silicone aderia a superficie membrana muito fortemente, sendo impossivel a sua retirada
apos a coleta sem afetar ou a superficie da coleta ou a integridade da membrana.

Os testes com a cola bastdo foram realizados de duas maneiras: mergulhando por 3
minutos a membrana na solugdo de nitrato de prata apds a impregnagao da cola nesta ou ao
mergulha-la antes da impregnagdo com a cola. Os testes com a cola lavavel branca foram
realizadas ao mergulhar as membranas por 3 minutos na cola dissolvida em solug¢do aquosa
de nitrato de prata. Uma vez que a utilizagdo da cola bastdo para ajudar na coleta das
impressoes digitais nao foi tdo eficiente, pois gerava imagens pouco definidas, decidiu-se
utilizar a cola lavavel branca para prosseguir os estudos.

A seguir, um planejamento composto central foi feito utilizando as varidveis: massa
de cola (g) e concentragdo de nitrato de prata (mol L"), analisadas em cinco niveis (-1,41; -
1; 0; +1; +1,41). As variaveis estudadas em seus respectivos niveis € a matriz utilizada
estdo apresentadas na Tabela 7 ¢ o método de escolha dos melhores experimentos foi
visual, sem utilizacdo de superficie de resposta, seguindo os mesmos 7 critérios

apresentados anteriormente.
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Tabela 7. Matriz do Planejamento Composto Central para o AgNO; utilizando cola lavavel branca.

Variaveis nao codificadas Variaveis codificadas
ND [AgNO3] Mola [AgNO3] Meola
(mol L) (© (mol L™ (®
1 0,040 1,29 -1 -1
2 0,090 1,29 +1 -1
3 0,040 2,71 -1 +1
4 0,090 2,71 +1 +1
5 0,065 2,00 0 0
6 0,030 2,00 -1,41 0
7 0,100 2,00 +1,41 0
8 0,065 1,00 0 -1,41
9 0,065 3,00 0 +1,41

Este teste, cujo critério de selecdo foi visual e sem a necessidade de atribui¢ao de
notas, mostrou que o melhor experimento a ser utilizado para a coleta foi o de nlimero 7,
utilizando nitrato de prata na concentracdo de 0,10 mol L' e 2,0g de cola solubilizada.
Neste experimento, as imagens das impressoes digitais ficaram muito melhor definidas,
com as cristas papilares mais visiveis e detectaveis.

Em seguida, foram feitas coletas de superficies vitreas utilizando estes parametros
otimizados. Para tais coletas, a membrana era aderida levemente imida a superficie
desejada e deixada até completa secura, o que ndo demora mais do que 2 minutos. Apos a
secagem, a membrana poderia ou ndo ser retirada da superficie. A figura 23 mostra que a
permanéncia da membrana na superficie apds a coleta gera resultados muito mais
definidos, sendo que as imagens da linha A foram obtidas ao se colocar a membrana em
contato com a superficie por 10 segundos, utilizando pressao no lado oposto, havendo a
posterior retirada da membrana da superficie. As imagens da linha (B) foram obtidas ao se

colar a membrana na superficie, sem haver a sua posterior retirada.
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Figura 23. Imagens de impressdes digito-papilares coletadas utilizando-se cola branca lavavel.

Em seguida, foram feitas duas isotermas de absor¢ao de prata na membrana: uma
impregnando as membranas com uma solucao de concentracao variada de nitrato de prata,
sob um mesmo tempo de impregnagdo e a segunda, mantendo-se fixa uma concentracio e
variando-se o tempo de impregnacao na solugao.

Para a realizagdo da primeira isoterma, foram selecionadas 5 concentragdes da
solucdo de nitrato de prata: 0,03; 0,04; 0,065; 0,09 e 0,10 mol L ApoOs a impregnacao das
membranas em Placa de Petri, totalizando uma area superficial total de aproximadamente 9
cm?, por 3 minutos em 10 mL, cada uma dessas solugdes de impregnacdo foi diluida a 25
mL com agua deionizada, sendo utilizada entdo para a titulacdo de uma solucdo de NaCl
cuja concentragdo variava dependendo da concentragdo de nitrato de prata utilizada para a
impregnacido. A solugdo de NaCl foi adicionado ImL de solucdo indicadora de cromato de
potéssio 0,25 mol L, segundo método de Mohr.

A Tabela 8, obtida para a confeccio deste experimento, estd representada a seguir.

Tabela 8. Concentragdo de AgNO; absorvido em fungdo da concentragdo da solugdo inicial de nitrato de

prata.

[A(gggfall _iil)icial [Agl(vn(l:).’»l] Izlﬁ;rvido %, absorvida
0,030 0,0194 65
0,040 0,0252 63
0,065 0,0406 62
0,090 0,0562 62
0,100 0,0617 62
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Pode-se verificar, na da Tabela 8, que a porcentagem de absorcdo da solugdo de
nitrato de prata pela membrana ¢ independente da concentragdo inicial da mesma ao se
considerar o intervalo de concentracdes estudado. Portanto, a impregnacdo deve ser feita
na membrana segundo critério da quantidade de nitrato de prata que se deseja que seja
absorvido pela membrana e levando-se em conta que aproximadamente 62% desta
concentragdo ird ser absorvida ao se considerar a impregnagao em uma membrana de 9cm?
utilizando-se 10mL de solucao. Desta forma, ¢ possivel controlar a quantidade da solucao
que sera impregnada, podendo-se variar esta dependendo do caso que se deseja, nao
somente para os fins forenses desejados.

Para a realizagdo da segunda isoterma, foi selecionada uma concentracdo de 0,10
mol L de nitrato de prata nos seguintes tempos: 3, 7, 15, 30 e 60 minutos. A quantificacio
de nitrato de prata restante na solucdo deu-se do mesmo modo como apresentado para a
primeira isoterma, segundo método de Mobhr.

A Tabela 9, obtida para a confec¢do do grafico e a respectiva isoterma (figura 24)

estao representadas abaixo.

Tabela 9. Concentragdo de nitrato de prata absorvido em funcdo do tempo de impregnagéo.

Tempo de 1r.npregnag:ao [AgNO;] absorvido % absorvida
(min) (mol L)
3 0,061 61
7 0,068 68
15 0,074 74
30 0,074 74
60 0,075 75
80 -
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Figura 24. Isoterma de % de absor¢do em func¢do do tempo de impregnagao.
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Pode-se perceber, através da tabela, que 3 minutos j& sdo suficientes para haver
uma impregnagdo de mais de 60% de todo o nitrato de prata presente na solugdo, sendo
que em aproximadamente 15 minutos obtém-se um equilibrio entre a membrana ¢ a
solucdo, onde praticamente ndo ha mais absor¢do. Devido a este resultado, todas as
impregnacdes do nitrato de prata para as futuras coletas utilizando-se cola lavavel branca
foram realizadas com uma solug¢io 0,10 mol L™ com 15 minutos de tempo de impregnacio.

Virias coletas em superficies lisas e porosas foram realizadas desde entdo, mas em
nenhuma delas houve uma boa repetibilidade dos resultados, o que mostra que a utilizagdo
destas membranas para a coleta de impressdes digitais em superficies lisas ou porosas nao
¢ viavel. Ainda assim, este método pode ser usado para coleta direta das impressdes
digitais dos dedos do individuo (neste caso, sem a utilizacdo de cola para a coleta),
possuindo uma boa defini¢do, praticamente isenta de borrdes ou outros artificios que
pudessem dificultar a deteccdo dos pontos de interesse. Tal método ainda € otimizado ao
utilizar programas basicos de tratamento de imagens, como o software ImageJ, melhorando

ainda mais a defini¢ao das linhas de impressao.
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4.2  Coleta de residuos de disparo de armas de fogo utilizando membranas de

celulose bacteriana

Estudos iniciais para a coleta e quantificagdo de residuos de disparo de armas de
fogo ja haviam sido realizados no grupo'™®, onde o reagente cromogénico rodizonato de
sodio em meio tamponado de 4cido tartarico/tartarato de sodio e potassio a pH 2,8 foi
selecionado.

O método ¢ baseado na leitura de reflectancia difusa do produto colorido formado
quando o analito e o reagente cromogénico entram em contato em um suporte sélido.

Foram testados alguns suportes sélidos para a coleta dos residuos (algodao em
bolas, cotonetes de algodao, celulose vegetal e membranas de celulose bacteriana) e alguns
agentes extratores (coleta a seco, utilizando EDTA, com 4gua deionizada e com solugdo
tampao acido tartarico/tartarato de sodio e potassio), onde se descobriu que, para fins
quantitativos, um suporte solido como papel de filtro ou as membranas de celulose
bacteriana, onde as particulas de chumbo penetrassem menos durante a coleta era melhor e,
para o agente extrator, 4gua deionizada pode ser utilizada sem grandes perdas, desde que
nao em excesso.

Para estes estudos preliminares e os referentes ao doutorado, as coletas foram
realizadas no Clube de Tiro MAAT (Magri Associacdo Araraquarense de Tiro), na cidade
de Araraquara, Estado de Sao Paulo, localizada na Rodovia Vicinal Abilio Augusto
Corréa, Km 2,3, Bairro dos Machados. Todos os disparos foram realizados no periodo da
manha com dia ensolarado, tempo seco, velocidade do vento leve e temperaturas em torno
de 26 a 28°C. Os disparos foram realizados por profissionais munidos com revoélveres
calibre .38 utilizando-se polvoras de fabricacao propria e as coletas foram realizadas pelo

método da esfregagio'™ nas regides do dorso e da pinga-dorsal, de acordo com a figura 25.

Pinga - Palmar Palma Pinga - Dorsal

Figura 25. Principais regides de coleta de residuos de disparo.
Fonte: Martiny'*.
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Também foi testado se havia alguma diferenca entre a coleta nas maos dos
atiradores, nos locais de impacto dos projéteis e no material particulado dentro do cartucho
deflagrado utilizando membranas secas e imidas.

A coleta com a membrana seca foi realizada pela aderéncia desta, levemente
umedecida com dgua deionizada. Esperou-se entdo a secagem (1 a 2 minutos). Em seguida,
a membrana foi friccionada no local de coleta através de pressao com os dedos do coletor
(utilizando luvas) e entdo armazenadas em tubos de centrifuga lacrado com parafiim.

A coleta com as membranas imidas foi realizada do mesmo modo como feita com
as secas, sem haver a necessidade da utilizacdo de 4gua deionizada. A aderéncia foi
realizada diretamente no local da coleta e, apds 1 minuto, a membrana foi retirada e
armazenada do mesmo modo.

Descobriu-se assim, que a coleta com a membrana umida ndo era completamente
viavel uma vez que esta desprendia muita 4gua, o que acabava por diluir naturalmente o
analito durante a sua coleta e armazenamento, havendo perda de residuos.

Durante os experimentos anteriores, referente ao trabalho ja desenvolvido em
periodo anterior, descobriu-se também que o método colorimétrico, utilizado como a base
da pesquisa aqui desenvolvida, mostrou-se bastante efetivo para a revelagcdo dos residuos
coletados, ainda que a visualizagdo daqueles coletados diretamente das maos dos atiradores

fosse mais dificil, devido a menor quantidade dos GSR presentes.

Na fase da pesquisa referente ao periodo deste trabalho, almejou-se a quantificacao
dos residuos a fim de se estabelecer uma possivel relagdo entre sinal de leitura no
espectrofotometro e tempo de disparo. Além disso, teve enfoque em estudar a coleta dos
GSR utilizando membrana de celulose bacteriana utilizando para isso, microscopia
eletronica de varredura e a possibilidade de aliar esta a espectrofotometria a fim de
diminuir os tempos de procura de particulas de GSR pelos laboratdrios de criminalistica
atualmente.

Os testes de coleta utilizando as membranas de celulose bacteriana apresentaram
numero suficiente de particulas de chumbo, identificadas pela reacdo com o reagente
cromogénico rodizonato de s6dio em meio tamponado. Pode-se identificar também a
presenga de particulas de bario, também presentes em GSR. O bdario pode ser identificado
também utilizando-se 0 mesmo reagente cromogénico, mas em pH 7,0. A figura 26 mostra

as membranas apos revelagao.
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Figura 26. Membranas de celulose bacteriana apds reagdo com Rodizonato em meio tamponado. As
principais regides de identificagdo visual dos ions chumbo (vermelho) e bario (roxo) estdo destacadas.

A reagao do chumbo e do bario com o rodizonato geram produtos de cores
diferentes a pHs diferentes, como ja citado anteriormente. O complexo Pb-ROD, a pH
tamponado com 4cido tartdrico e tartarato de sédio e potassio em 2,8 resulta em uma
coloracdo résea, como pode-se ver na Figura 26, enquanto que o complexo Ba-ROD possui
uma coloragao violacea.

Cogita-se que o motivo de haver ténue aparecimento da coloragdo violacea se deve
ao fato de a solu¢dao de ROD estar tamponada a pH 2,8 ja que a detec¢do de chumbo foi o
objetivo inicial do presente trabalho enquanto que a deteccdo do complexo de bario se dd a
meio neutro. Mais adiante, nas micrografias, perceber-se-4 que, mesmo que o bario nao
aparecendo tdo frequentemente no método colorimétrico, este esta presente em grande
quantidade nas bordas das estruturas fibrosas da celulose bacteriana, podendo servir
também como um método de confirmagdo da presenca do bario, enquanto o chumbo se
apresenta em uma distribuicdo mais homogénea

Discute-se a hipdtese de, através de algum mecanismo desconhecido, estar havendo
a difus@o ou do ion bario ou do complexo Ba-ROD uma vez que se fosse problema do
reagente cromogénico em si, o bario deveria ter sido detectado ao menos por EDS nas
regides centrais da membrana, o que nao foi possivel.

Com o intuito de verificar se havia alguma diferenca na coleta realizada com a

celulose de base vegetal e a celulose bacteriana, foram realizadas coletas com ambas.
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4.2.1  Testes com celulose vegetal

Os testes utilizando a celulose vegetal foram feitos através do método de aderéncia
e friccdo, como ja explicado anteriormente.

O material coletado foi levado para o laboratdrio e analisado diretamente em um
microscopio eletronico MEV TOPCON — modelo SM 300 ap6s reagdo com o reagente
cromogénico a fim de detectar primeiramente as regidoes da membrana onde as particulas
de GSR estdo impregnadas. As micrografias foram feitas utilizando-se imagem por
elétrons secundarios que, por serem gerados bem proximos da superficie da amostra,
fornecem uma imagem tridimensional da regido analisada, sendo que as bordas e as areas
mais altas aparecerdo mais claras por nao sofrerem obstru¢des em seu caminho para o
detector; e a imagem por elétrons retroespalhados, que fornece uma imagem nao-
tridimensional, mas nos da informagdes sobre a diferenga dos numeros atdomicos dos
elementos da regido analisada uma vez que elementos com maior nimero atomico
espalharao mais os elétrons do feixe de elétrons do microscopio, o que os fardo aparecerem
mais claros na micrografia. Foram feitas também analises por energia dispersiva de Raio-X
(EDS).

Nas Figuras 27 e 28 estao representadas as fibras da celulose de base vegetal, todas
emaranhadas e achatadas e a deposic¢ao dos residuos entre estas, mostrando que houve uma
boa coleta dos residuos de GSR. Estdo mostrados também as micrografias de uma regiao
de interesse utilizando-se imagens por elétrons secundarios e por elétrons retroespalhados,
onde foi analisada, por EDS (espectroscopia por energia dispersiva de Raios-X), a
composi¢ao do material incrustado nas fibras da celulose a fim de se verificar se estas

correspondiam aos GSRs provenientes do disparo.
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lpm  IQ-UNESP 7/12/2012
2.00kV SEI SEM WD 8.1mm 10:42:55

Figura 27. Micrografias de elétrons secundarios da celulose vegetal. (a) aumento de 100x e mostra a
estrutura achatada e compactada. Em (b), aumento de 20.000x e particulas agregadas na estrutura reticular.
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Figura 28. Micrografias de elétrons secundarios com magnificagdo de 10.000x (a) da celulose vegetal e de
elétrons retroespalhados (b) da mesma regido com a representagdo do espectro de EDS.

Analisando-se as micrografias, percebe-se que as particulas e os aglomerados

esféricos que aparecem na estrutura fibrosa na Figura 28(a), em terceira dimensao, sdo os
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mesmos que aparecem na Figura 28(b), diferenciando-se apenas no método de imagem
utilizado. Enquanto na primeira foi utilizada imagem por elétrons secundérios, mostrando
claramente as particulas agregadas nas varias fibras da celulose vegetal, na segunda foi
utilizada imagem por elétrons retroespalhados. Considerando-se que a estrutura da celulose
¢ composta de carbono, elemento de baixo nUmero atomico, estas aparecem
completamente escuras na imagem, destacando com maior eficiéncia do que na imagem
por elétrons secundarios as particulas esféricas dos residuos de disparo de armas de fogo
(metais) de elevado nimero atdmico por processo ja explicado anteriormente.

De acordo com o EDS apresentado para a regido em destaque com o nimero 1,
encontram-se os elementos carbono e oxigé€nio (provenientes da celulose) e o chumbo,
proveniente da poélvora utilizada durante o disparo.

Outras micrografias e espectros de EDS semelhantes foram feitos para regides
diferentes da celulose vegetal com todas apresentando as mesmas caracteristicas.

Em nenhuma delas pode ser encontrado o elemento bario.

4.2.2. Coletas utilizando membranas de celulose bacteriana

Os testes aqui apresentados foram realizados através da coleta dos residuos
imediatamente ap6s o disparo, utilizando somente as membranas secas, nas maos do
atirador, nas regioes do dorso e da pinga-dorsal. O material foi levado ao laboratorio, onde
foi reagido com o reagente cromogénico e, em seguida, levado ao microscopio eletronico
de varredura. Na Figura 29 pode-se ver imagens feitas através de elétrons secundarios da

celulose bacteriana.
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Figura 29. Micrografias de elétrons secundarios da celulose bacteriana mostrando as particulas esféricas dos
GSR. Em (a), aumento de 10.000x e, em (b), aumento de 20.000x com destaque nas particulas esféricas

Através destas imagens, podemos perceber ao compara-las com a figura 27 do

topico 4.2.1. e verificar que a estrutura da celulose bacteriana ¢ bem mais organizada e

possui sitios menores entre uma fibra e outra, servido como um melhor captor de residuos.
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Assim como realizado para a celulose vegetal, micrografias foram feitas utilizando-
se imagens por elétrons secundario e retroespalhados, bem como o espectro de EDS para a
confirmacao qualitativa das particulas.

Os resultados estdao mostrados nas figuras 30, onde detectou-se uma regiao rica em

chumbo e na Figura 31, uma regido rica em bario.
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Figura 30. Espectro de EDS para uma regido da membrana de celulose bacteriana com magnificacdo de
10.000x onde pode-se detectar chumbo.
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Figura 31. Micrografias de (a) elétrons secundarios da celulose bacteriana e (b) de elétrons retroespalhados
da mesma regido com sua respectiva andlise por EDS onde pode-se detectar o elemento bario na regido
destacada em (c). A magnificacdo das imagens foi de 10.000x.
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A regido de maior brilho nas imagens refere-se as particulas de maior niimero
atomico. O espectro de EDS feito nessas regides evidenciou que estas sdo orignarias dos
residuos de armas de fogo por serem, em sua grande maioria, bario e chumbo.

Tendo-se em vista o sucesso dos testes realizados até entdo para a celulose
bacteriana e o fato de que todos estes envolveram a estocagem da membrana apos a coleta
dos residuos da mao do atirador e sua reagdo com o reagente cromogénico antes de ser
levada ao MEV (a fim de se tornar mais facil a detec¢ao da regido da membrana a ser lida
pelo equipamento), optou-se por mudar a ordem deste procedimento, desta vez embebendo
a membrana por 1 hora na solugdo do reagente cromogénico antes da coleta dos residuos
(deve-se esperar a sua completa secura antes do procedimento de coleta).

ApoOs a coleta, foram feitas as micrografias. Nota-se a presenca de particulas de

caracteristicas cristalinas, ndo-esféricas, como mostradas na Figura 32, onde estdo também

os espectros de EDS de trés diferentes regides.

— lpm  IQ-UNESP 7/12/2012

I =
lpm  IQ-UNESP 7/12/2012 X 10,000 10.0kV COMPO SEM WD 9.1mm 11:29:39

10.0KV SEI SEM WD 9.1lmm 11:28:59
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Figura 32. Micrografias de (a) elétrons secundarios ¢ (b) de elétrons retroespalhados da celulose bacteriana
com EDS de diferentes regides (1,2 e 3) de uma mesma membrana com suas respectivas analises por EDS. A
magnifica¢do das imagens foi de 10.000x.

Estes espectros mostram a presenca de particulas provenientes do reagente
cromogénico (cristalinas), bem como a de GSR que, como evidenciado acima, no EDS da
regido 2 ¢ composto de bario. Deste modo, os bastonetes presentes na regido 1 sao de sodio
e potassio, formados a partir do rodizonato de sddio e do tampao contendo tartarato de
sodio e potassio. As particulas de calcio encontradas podem ser devido a impurezas dos
reagentes ou da propria coleta.

Evidencia-se, entdo, que a membrana de celulose bacteriana ¢ um promissor

substrato de coleta de residuos de disparo, podendo esta ja ser impregnada com o reagente
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cromogénico antes de ser realizada a coleta para um resultado instantaneo, uma vez que o
reagente cromogénico, como evidenciado pelas micrografias, fica também retido na
estrutura da celulose. Além disso, a revelagdo da membrana antes de sua leitura no MEV
propicia um tempo menor de analise destas quando comparadas a realizada atualmente
pelos institutos de criminalistica (4 horas, aproximadamente, para os métodos atuais e 1
hora para este método), uma vez que a deteccdo ¢ assistida pela reagdo colorimétrica com o

ROD, facilitando a detec¢ao dos residuos na membrana.

4.2.3.  Quantifica¢do de chumbo proveniente de GSR

Em seguida, visto o sucesso dos testes de coleta, foi desenvolvido um método de
quantificagdo do chumbo proveniente dos residuos de disparo na membrana de celulose
bacteriana a fim de se estudar a possibilidade da determinagdo do tempo de disparo através
da coleta dos GSR nas maos do atirador e sua posterior quantificagdo utilizando
espectroscopia de reflectancia difusa (em 545 nm) baseado no fato de que tais residuos vao

se perdendo com o passar do tempo.

4.2.3.1 Otimizagao das variaveis para a coleta de chumbo

A fim de se otimizar as varidveis envolvidas na reagdo para a coleta por
Planejamento Composto Central, era necessario saber, dentre as trés varidveis presentes
(concentragdo de ROD, concentracdo de SDS e tempo de impregnacdo do reagente
cromogénico na membrana) quais destas influenciavam mais no método proposto. Para
tanto, essas variaveis foram estudadas através do grafico de Pareto, como demonstrado na

Tabela 10, originada pelo programa Minitab 15, e na Figura 33.

Tabela 10. Matriz utilizada para o Grafico de Pareto para a coleta de chumbo

Fatores
Experimento [ROD] (mol LY [SDS] (mmol L) . Tempode
impregnacio (min.)
1 0,10 5 15
2 0,50 5 15
3 0,10 10 15
4 0,50 10 15
5 0,10 5 60
6 0,50 5 60
7 0,10 10 60
8 0,50 10 60
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Figura 33. Grafico de Pareto mostrando as influéncias das variaveis concentragdo de ROD, concentragao de
SDS e tempo de impregnacao.

O grafico mostra que as duas varidveis que sdo mais significativas para o
experimento sdo: concentracdo de ROD e tempo de impregnagdo do reagente cromogénico
na membrana e, para isso, a influéncia de ambos foi estudada entdo por Planejamento
Composto Central a fim de se encontrar a melhor interagdo entre estes dois fatores que da a
resposta com maior sinal, aumentando assim os limites de detec¢ao e de quantificagdo do
método e, consequentemente, a sensibilidade de detec¢ao de chumbo em GSR.

A terceira variavel, concentragdo de SDS, por ter uma influéncia muito baixa no
sinal da rea¢do, foi mantida na menor concentracao estudada, como mostrada na tabela:
5mmol L™,

Alguns experimentos foram feitos a fim de se identificar as concentragdes de ROD
e os tempos de impregnacao a serem usados para a realizagdo do Planejamento Composto
Central. Encontrou-se que a concentragdo de ROD deveria estar entre 0,1 € 0,3% e o tempo
de impregnacao entre 3 e 30 minutos. Estes fatores foram, entdo, estudados nestes
intervalos como mostrado na Tabela 11 e na Figura 34, representando o grafico

tridimensional do experimento.
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Tabela 11. Matriz obtida para as coordenadas do planejamento composto central para a coleta de chumbo.

Fatores
. . ~ D . « b
Experimento [ROD] (mol L™* Tempo de 1.mp:'egnag:ao Média dos Sinais
(min.) (Ar)
1 0,05 (-) 7() 0,181
2 0,25 (+) 7() 0,225
3 0,05 (-) 26 (+) 0,109
4 0,25 (+) 26 (+) 0,226
5 0,01 (-/2) 16 (0) 0
6 0,30 (+4/2) 16 (0) 0,291
7 0,16 (0) 3 (_ﬁ) 0,272
8 0,16 (0) 30 (++2) 0,404
9 0,16 (0) 16 (0) 0,303
10 0,16 (0) 16 (0) 0,320
11 0,16 (0) 16 (0) 0,309
12 0,16 (0) 16 (0) 0,317
13 0,16 (0) 16 (0) 0,319

?: os valores codificados sdo mostrados entre parénteses.
®: média de trés determinacdes

34

1l
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Figura 34. Superficie de resposta gerada para as medidas de reflectancia em 545 nm em fun¢@o da [ROD] e
tempo de impregnacao.

A equacdo da curva ¢ representada por: z=-0,002x - 9,339x? - 0,0007y - 0,00002y>
+0,0186xy.

A andlise estatistica da superficie gerada, feita através do programa STATISTICA

7.0 mostrou que a melhor condi¢do para este experimento pode ser alcangada usando uma
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concentracdo de ROD de 0,28% e um tempo de impregnagao de 110 minutos, que ¢ muito
maior que o valor mais alto usado no experimento. Para verificar se eram necessarios
outros planejamentos, foi feito um experimento nas condi¢gdes dadas, obtendo-se uma
média no sinal de reflectancia igual a 0,418, que nao ¢ significativamente diferente do
valor obtido no experimento 8 da Tabela 11, que teve uma média de 0,404. Portanto,
decidiu-se usar as condi¢des de concentracdo deste experimento: [ROD] = 0,16% e tempo

de impregnagao de 30 minutos.

4.2.3.2 Curva analitica, repetibilidade e limites de deteccdo e quantificacdo para a coleta de

chumbo

A membrana de celulose bacteriana impregnada com o reagente cromogénico tem
uma coloragdo amarelo palido e, apds a reacdo ocorrer, a cor muda para rosa avermelhado,
dependendo da quantidade de chumbo coletada. Baseado nesse principio, curvas analiticas
foram feitas usando as condi¢Oes anteriormente estudadas acima usando concentragdes de
chumbo de 4,70 a 93,7 ppm, como mostrado na figura 35. As curvas apresentaram boa
linearidade e repetibilidade, que variaram de 2,37 a 6,53% (Interdia) usando diferentes

concentragdes de chumbo e de 2,51 a 6,63% (Intradia).

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3

Ar 545 nm

0,2 -

0,1

0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

[Pb(I)] (ppm)

Figura 35. Curva analitica para a quantifica¢cdo de chumbo provindo de residuos de disparo de armas de fogo
utilizando membrana de celulose bacteriana. A equagdo da curva é representada por
Ar =0,02758 + 0,00613[Pb(I)] com R = 0,9916.
Com o objetivo de determinar os Limites de Detec¢ao (LD) e Quantificagdao (LQ),

foram preparados 10 brancos, segundo a ITUPAC', do mesmo modo descritos nos

procedimentos acima realizando-se a leitura dos spot fests em 585 nm.
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Para determinar o Limite de Detec¢ao (LD), partiu-se da seguinte formula:

D=2
B

onde G ¢ o desvio e B ¢ o coeficiente angular da curva analitica.

Para determinar o Limite de Quantificagao (LQ), partiu-se da seguinte férmula:

100
LO=——-.
© B

O limite de detec¢dao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram 3,31 e¢ 11,06

ppm, respectivamente.

4.2.3.3 Estudos de estabilidade da membrana de celulose bacteriana para a coleta de

chumbo

Apo6s a otimizagdo do método, foi verificada a estabilidade da membrana com o
reagente cromogénico ¢ o da membrana com o produto da reacdo ja formado. Estes
experimentos foram feitos de 4 maneiras: duas membranas guardadas no refrigerador em
duas Placas de Petri sobrepostas, protegendo-as, sendo uma destas coberta com papel
aluminio e a outra mantida sem a protecdo e duas outras fora da geladeira, com as mesmas
duas condi¢des descritas acima.

Foi verificado, como mostrado na figura 36, que a membrana com o reagente nao ¢
estivel de um dia para o outro, independente do método de estocagem, apenas
diferenciando a taxa de perda de estabilidade. Verificou-se que ambas as membranas
deixadas fora do refrigerador tiveram uma perda de estabilidade de aproximadamente 65%
enquanto as outras, mantidas guardadas no refrigerador, tiveram uma perda de sinal de,
aproximadamente, 13% para a coberta com papel aluminio e de 23% para a mantida
descoberta apos 2 dias de realizada a impregnacdo. Portanto, ¢ muito importante que a
membrana impregnada com o reagente cromogénico seja preparada no dia do uso para

maxima eficiéncia na coleta dos GSR.
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Figura 36. Estabilidade da membrana impregnada com o rodizonato de soédio em fungao dos dias.

O mesmo estudo foi realizado com a membrana jé& tendo sido usada para a reacdo

com o chumbo, como mostrado na Figura 37. Verificou-se que a membrana mantida sem

protecao e descoberta teve uma crescente perda de estabilidade do composto colorido

formado e que s demais tiveram uma perda de estabilidade no segundo, no terceiro € no

quarto dias, principalmente. Apos este periodo, a estabilidade foi mantida praticamente

igual para a resposta obtida no primeiro dia de coleta. Como mostrado na figura, a

membrana que ficou mais proxima da leitura feita no primeiro dia foi a mantida coberta

dentro do refrigerador. Esta membrana pode ser estocada por até 6 meses sem perda

significativa da estabilidade do produto formado.
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Figura 37. Estabilidade da membrana ap6s a reagdo do rodizonato de s6dio com chumbo em fun¢do dos dias.
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4.2.3.4 Identificagdo do tempo de disparo

Este experimento foi realizado em dois dias diferentes, ambos com tempo
ensolarado e com baixa velocidade do vento, envolvendo dois tipos de pdlvora feitas
previamente pelos proprios atiradores, uma contendo baixas quantidades de chumbo (cuja
coleta comecou em 5 minutos apos efetuado o disparo) e a outra contendo altas
quantidades (cuja coleta comegou 10 minutos apos efetuado o disparo). Foram utilizadas
membranas com 1,5x1,5 para a coleta, feita através da aderéncia nas partes desejadas e as
medidas de reflectancia foram feitas em 545 nm em 5 diferentes parte da membrana, sendo
duas medidas feitas na parte de cima, uma na parte central e duas na parte inferior
(semelhante ao nimero 5 num dado). Tal medida foi adotada pelo fato de a deposicao do
residuo ndo ser homogéneo devido a distribui¢do das particulas de GSR nas maos dos
atiradores ser bem dispersa. Para cada membrana foram registrados os sinais e a média
entre eles foi calculada. Curvas de decaimento do sinal foram feitas, como mostrado na
Figura 38 para cada uma das coletas. As maos dos atiradores ndo foram lavadas e foram

mantidas longe de qualquer tipo de interferéncias durante a espera da coleta.
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Figura 38. Curvas analiticas para ambas as coletas. A curva A, cuja equagdo ¢ Ag =0,7714 —
0,0061x(tempo), representa a coleta da polvora com mais chumbo ¢ a curva B, cuja equagdo ¢ Ag = 0,1057 —
0,0024x(tempo), representa a coleta da polvora com menores quantidades de chumbo.

Através das equagdes da curva, pode-se perceber que, se a quantidade de chumbo
na curva A ¢ 0 (onde Ag ¢ 0, o tempo de disparo ¢ de 126 minutos e, para a curva B, o
tempo de disparo ¢ de 44 minutos). Estes resultados nos mostram que, para a coleta da
polvora nas maos dos atiradores, ao considerarmos Ar como sendo 0, ou seja, como sendo
o ponto onde ndo se pode mais haver a quantificagdo de chumbo por este método, temos
um tempo de coleta limite de, aproximadamente, 2 horas para a polvora com maior
quantidade de chumbo e de 40 minutos para a polvora com menor quantidade, caso se
deseja quantificar através deste método espectrofotométrico.

Porém, ¢ importante frisar que estas curvas estdo sujeitas a alteracdes dependendo
do dia, do lugar e das condi¢des de coleta (como tempo, umidade do ar, tipo de arma

envolvida, modo de empunhadura, etc...), o que torna necessaria a confec¢ao de varias
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curvas ao longo da pesquisa de tempo de disparo, devendo-se escolher uma curva que

representa o ajuste melhor para as condi¢des do dia da efetuacdo do disparo.

As Tabelas 12 e 13 mostram o resultado de outras 40 coletas feitas, sendo o branco

considerado como a completa auséncia de chumbo na coleta ou a ndo-deteccao deste por

parte do método de quantifica¢do considerado.

Tabela 12. Coletas realizadas e suas respectivas quantificagdes através do método proposto para a podlvora
com maior quantidade de chumbo.

Coleta Tempo calculado | Tempo de coleta
(min:seg) (min:seg)

1 7:18

2 10:06

3 10:54 10
4 8:06

5 9:36

6 31:24

7 32:42

8 29:18 30
9 28:30

10 26:12

11 42:24

12 41:24

13 38:18 45
14 39:36

15 42:36

16 59:18

17 54:30

18 53:30 60
19 54:12

20 54:24

110



Tabela 13. Coletas realizadas e suas respectivas quantificagdes através do método proposto para a polvora
com menor quantidade de chumbo.

Coleta TempO. calculado Temp(? de coleta
(min:seg) (min:seg)
1 6:24
2 3:18
3 6:24 5
4 7:18
5 5:30
6 16:48
7 14:42
8 17:18 15
9 13:48
10 15:06
11 26:24
12 28:36
13 28:06 25
14 23:18
15 21:36
16 32:30
17 29:00
18 28:06 35
19 31:36
20 29:54

Como se pode perceber através das tabelas acima, ainda que alguns dos tempos de
disparo calculados através das curvas obtidas encontram-se acima ou abaixo de 10% do
valor do tempo de disparo original, principalmente para a Tabela 12, estes ainda
encontram-se de acordo com o esperado, garantindo-nos uma boa aproximacgdo da
realidade, podendo nos informar se um determinado individuo chegou a realizar um
disparo no tempo em que se deseja saber.

Portanto, fica evidente que a membrana de celulose bacteriana ¢ um substrato
promissor para a coleta de GSR e pode ser previamente impregnada com o reagente
cromogénico antes da coleta, ajudando na identificagdo dos lugares onde os microscopistas
devem procurar as particulas, uma vez que a reagdo com o reagente cromogénico estudado
tem resultado instantaneo. Além disso, apesar da membrana impregnada com o reagente
cromogénico ndo ter uma boa estabilidade, porém, se ja foi utilizada para revelar os
residuos de disparo e, se mantida em refrigerador e coberta de modo a ficar longe da luz,
pode ser estocada por meses.

As curvas analiticas também mostraram bons resultados, o que torna o método
adequado para a detecgdo e quantificacdo de GSR nas maos do atirador e a possibilidade

de se descobrir o tempo de disparo para aqueles realizados recentemente.
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4.3  Controle de qualidade: lo¢des progressivas para cabelo

A quantificacdo de chumbo em log¢des progressivas para cabelo constitui um
adendo ao trabalho apresentado, realizado também durante o periodo do doutorado
utilizando método ja desenvolvido durante periodo anterior'™', utilizado anteriormente para
quantificagdo de chumbo em amostras de cachagas comerciais, cujas figuras de mérito

resumidas estdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14. Resumo das figuras de mérito para o método de quantificagdo de chumbo previamente

desenvolvido.
Comprimento de onda (nm) 545
Componentes do reagente ROD em meio de SDS e tampao acido
cromogénico tartarico/tartarato de sodio a pH 2,8
coni)zl:lctaelllltttal;agge:eggisente [ROD] =0,28% 1
A [SDS] =9 mmol L
cromogénico
Ordem de adi¢do dos Reagente cromogénico + analito
reagentes
Estabilide éptica 5 a 60 minutos
Linearidade 4,7 a 140 ppm
Curva analitica 0,00407 x [Pb>']—0,00511
Coeficiente de correlacao 0,9977
Repetibilidade intradia (%) 1,10
Repetibilidade interdia (%) 2,40
LD 1,12 ppm
LQ 3,75 ppm

O método proposto foi aplicado usando 4 amostras de lo¢do progressiva para
cabelos obtidas em estabelecimentos brasileiros. Para o método proposto, as amostras
foram preparadas através da dilui¢ao de 1mL de cada amostra em um baldo volumétrico de
25mL, sendo os volumes completados com agua deionizada.

Os resultados obtidos pelo método proposto foram comparados estatisticamente
(usando testes-t a 95% de confian¢a) com aqueles usando o método de comparagdo'™,

mostrando uma boa concordancia (tabela 15).

Tabela 15. Resultados para a determinagido de chumbo(Il) em log¢des progressivas para cabelos.

Amostra Método de Referéncia Método Proposto Teste-t* (4,303)

Pb* (% m/v) Pb*" (% m/v)
1 0,0609 0,0607 0,1628
2 0,0618 0,0594 0,6776
3 0,0990 0,0996 0,8532
4 0,2538 0,2517 1,3567

#: Valores criticos a 95% de confianca.
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Os valores de t calculado ndo excederam os valores criticos, indicando que ndo
houve diferenga significativa entre os dois métodos em termos de precisdo, tornando o
método viavel para a quantificagdo de chumbo em logdes progressivas para cabelo com

confiabilidade e repetibilidade.
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4.4  Doping Esportivo

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos utilizando-se os papéis de filtro
qualitativo com barreiras hidrofobicas para a quantificacdo de furosemida (utilizando
reflectancia, em 585nm e medida por scanner) e bumetanida (utilizando apenas medida por

scanner) em amostras de urina natural.

4.4.1. Doping por furosemida

Os papéis de filtro para todos os testes a seguir foram confeccionados a partir da
impressao de uma area circular de 1,5cm de didmetro e 0,75mm de espessura das bordas
(antes do aquecimento) com uma impressora de cera e posterior aquecimento a 120°C por
2 minutos em estufa a fim de derreter a cera para que esta se impregne nos poros do papel
de filtro, impedindo assim que os reagentes passem pela barreira hidrofébica.

ApOs os testes iniciais a fim de selecionar o reagente cromogénico € os respectivos
solventes (utilizando p-DAC 0,4% e HCIl 6,3% em metanol), foi realizado um teste de
ordem de adi¢@o a fim de se verificar se haveria alguma alteracdo (melhora ou piora) na
mancha e no sinal obtido a partir da leitura de reflectincia da mancha do composto
formado. Para tal, foram adicionados no papel de filtro qualitativo com area delimitada 10
nL de cada reagente e do analito (FUR 6,05x10 mol L™, em acetona), tomando-se o
cuidado de esperar a adigdo anterior secar para ndo haver a passagem do reagente ou do
analito pelas bordas da resina polimérica impressa no papel de filtro.

A reacgdo que ocorre entre a furosemida e o p-DAC em meio 4cido esta representada
na Reagdo 3, sendo que as ordens de adigdo testadas foram:

1. p-DAC + HCI + FUR;
p-DAC + FUR + HCI;
HCI + p-DAC + FUR;
HCl + p-DAC + FUR;
FUR + p-DAC + HCI;
FUR + HCl + p-DAC.

S

114



L
[:‘II.:_Q II.‘I_-.:—M-'::|

HiNOE COOH HiNDz5 COOH

PDALC

furosemida rapida

CH7 E; HO
I b

(?I:@:N]I ; I;fc:' CH=CH @ N
HMO S CIOOH

rapida
':i Hi oy 0
CHs
Cl NH—{—CH== CH: \:
-'I
HaMNOD;E CODH
lenta

L'H _‘L 'i'_'l'"‘

Hz M5 COOH

L'H: )J
ﬁi@:\ CH= :|—<'—<_>_
NS

COOH

Sal iminio

Reacio 3. Representacdo da reagdo da furosemida com p-DAC em meio acido.

Fonte: adaptado de Gotardo'®.

N - WH- CH;

CH;
CH;

Foi observado que, nos experimentos 2, 4 e¢ 6, a mancha formada ndo ficou

das adi¢des anteriores.

homogénea e que o experimento 3 apresentou um melhor sinal de reflectancia comparado
com o sinal dos demais experimentos com mancha homogénea. Portanto, os proximos
testes apresentados foram realizados através da adi¢do de 10 uL de HCI em metanol, 10 pL

de p-DAC em metanol e 10 pLL de furosemida em acetona, sempre esperando a secagem
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4.4.1.1. Planejamento composto central para a quantifica¢do de furosemida

Em seguida, a fim de se otimizar as concentragdes dos reagentes envolvidos, foi
realizado o Planejamento Composto Central utilizando as variaveis: concentracdo de p-
DAC (%), num intervalo entre 0,2 ¢ 0,8% e concentragio de HCI (mol L), num intervalo
de 0,10 a 2,0 mol L'l, analisadas em cinco niveis (-1,41; -1; 0; +1; +1,41). As variaveis
estudadas em seus respectivos niveis € a matriz utilizadas estao apresentadas na Tabela 16.
Tal matriz foi utilizada para a realizagdo do experimento tanto para as medidas de
reflectancia quanto para as medidas por scanner, cujas imagens foram tratadas através do
software ImagelJ.

Tal planejamento ¢ utilizado para estimar os efeitos de duas variaveis nas
respectivas leituras. Quando hd mais de duas varidveis, ¢ utilizado antes do Planejamento
Composto Central o Planejamento Fatorial, que selecionara as duas varidveis de maior
significancia para o método em questdo para que possa entao ser realizado o Planejamento
Composto Central ja que, de outro modo, com muitas variaveis, resultaria em mais que
cinco niveis de andlise, tornando-se necessaria a realizagdo de muitos testes, o que seria
demorado, além de consumir muito mais reagentes. Ambos os planejamentos sdo
importantes para desenvolver novas analises e métodos analiticos, pois determinam as

condigdes Otimas com poucos testes.

Tabela 16. Matriz do Planejamento Composto Central para a determinagdo de furosemida.

Fatores Medidas
Experimento o/\a [HCI] A e -
[p-DAC] (%) (mol L')* Reflectiancia Padrio RGB
1 0,29 (-) 0,38 (-) 0,153 0,089
2 0,71 (+) 0,38 (-) 0,199 0,097
3 0,29 (-) 1,72 (+) 0,279 0,150
4 0,71 (+) 1,72 (+) 0,398 0,255
5 0,20 (-/2) 1,05 (0) 0,189 0,090
6 0,80 (+ﬁ ) 1,05 (0) 0,348 0,223
7 0,50 (0) 0,10 (- ﬁ ) 0,041 0,017
8 0,50 (0) 2,00 (+ﬁ ) 0,348 0,204
9 0,50 (0) 1,05 (0) 0,286 0,175
10 0,50 (0) 1,05 (0) 0,289 0,178
11 0,50 (0) 1,05 (0) 0,297 0,188
12 0,50 (0) 1,05 (0) 0,294 0,183
13 0,50 (0) 1,05 (0) 0,298 0,185

“: os valores codificados sdo mostrados entre parénteses.
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A obtengdo dos valores lidos no canal verde do histograma de cores, convertidos a
reflectancia, deu-se como apresentado no Esquema 3, em 3.1.4. As superficies de resposta

para ambos (reflectancia e scanner) sao apresentadas abaixo, na Figura 39.

Fitted Surface; Variable: Ar sgsnm
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=,0004815
DV: AR 585nm

[HCI]

B o4
I 0.3
| [Jo.2
’ B o.1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 - 0
-DAC
Fitted Surface; Variable: A sgsnm
2 factors, 1 Blocks, 13 Runs; MS Residual=,0002114
DV: AR585nm
5)
L
[l 03082
Il 0,26
[ 0,21
[CJos6
o — : C 1o
’ [ 0,06
0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 B 001
-DAC
[p 1 (B)

Figura 39. Superficie de resposta gerada para as medidas de (A) reflectancia em 585 nm e por (B) imagem
digital no canal verde em fung¢do da [p-DAC] (%) e [HCI] (mol L para a quantificacdo de furosemida.
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As equagdes das curvas sdo representadas, respectivamente por:
z=-0,0392 + 0,2222x - 0,1269x* + 0,2760y - 0,0947y* + 0,1281xy e
z=-0,0409 + 0,2007x - 0,2019x> + 0,1542y - 0,0711y? + 0,1702xy.

A andlise estatistica das superficies geradas, feitas através do programa
STATISTICA 7.0, mostrou que a melhor condigdo para este experimento pode ser
alcangada usando uma concentracdo de p-DAC de 0,70% e uma concentragdo de HCI de
1,72 mol L', ambas sendo um meio termo entre os pontos otimos utilizando o método por
reflectdncia e por imagem por scanner. Nao foi possivel obter uma curva com um ponto
otimo melhor definido pois os experimentos realizados pediam sempre uma maior
concentragdo de p-DAC e de HCIL, como ¢ evidenciado pelas curvas apresentadas. Porém,
acima desta concentracdo de p-DAC, a solubilizagdo deste em metanol torna-se inviavel
além de que, com uma concentracdo muito grande de HCI, comeca a haver a sua
degradacao acida.

Uma regido ¢ considerada 6tima porque, ao se considerar os fatores estudados no
planejamento, apresenta um maior sinal, o que permite uma maior sensibilidade do método
uma vez que, quanto maior o sinal, mais vezes o analito pode ser diluido e,

consequentemente, menores concentragdes deste podem ser quantificadas.

4.4.1.2. Estabilidade optica do produto da reagao entre furosemida e p-DAC

Em seguida, com o objetivo de avaliar a estabilidade 6ptica do produto colorido da
reacdo de spot test em relagdo ao tempo entre a furosemida, p-DAC e HCI no papel de
filtro, realizou-se um acompanhamento cinético do valor de A (por reflectancia) a 585 nm
a cada 5 minutos por 1 hora.

O resultado obtido no estudo de estabilidade 6ptica do produto formado demonstra
que o produto atinge sua estabilidade apds 20 minutos de adicionada a solucao de
furosemida, mostrando um sinal aproximadamente constante até, pelo menos, 1 hora, de

acordo com a Figura 40.
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Figura 40. Estabilidade do produto da reag¢do da furosemida em spot test entre 0 e 60 minutos.
A concentragio de furosemida utilizada foi de 4,32 mmol L.

4.4.1.3. Linearidade, repetibilidade e curva analitica para a quantificacdo de furosemida

A curva analitica, numa faixa linear de 8,07){10'5 a 6,22x107 mol L'l, para as
medidas realizadas no espectrofotdometro e de 8,07x107 a 5,53x10* mol L, para as
medidas por histograma de cores foram construidas através das devidas diluicdes de uma
solucdo estoque de furosemida. Um branco contendo 10 puL de p-DAC, 10 uL de HCl e 10
uL de acetona foi preparado para zerar o equipamento.

A Figura 41 apresenta as curvas analiticas construidas a partir dos resultados
obtidos, sendo que a curva analitica para a andlise através do espectrofotdmetro encontra-
se em funcdo do logaritmo da concentracdo e a curva para analise através do histograma de

cores, em fun¢do da concentracdo direta.
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Figura 41. Curvas analiticas para a determinagdo de furosemida por (A) medidas da reflectancia difusa no
espectrofotometro e (B) imagens escaneadas.

Em seguida, foram feitos ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método
dentro de um mesmo dia e entre dias diferentes. Para tal, foram feitos 3 experimentos
repetindo dois pontos da curva analitica: 1,31x10™ e 5,53x10™ mol L™ a fim de se calcular
o Desvio Padrao Relativo (RSD). Os resultados, apresentados na Tabela 17, mostram que
as medidas foram bastante precisas e satisfatorias, mesmo considerando-se os desvios
maiores encontrados para as medidas nas imagens por scanner, uma vez que foram
utilizados equipamentos sem calibracdo do ponto de vista analitico, sujeitos a um erro

maior.

Tabela 17. Desvios Padrdes Relativos para as medidas Intradia e Interdia para a quantificacdo de furosemida

Espectrofotometro Scanner
Intradia (1,31x10) 3,80% 4,22%
Intradia (5,53x10) 1,59% 6,20%
Interdia (1,31x107) 2,09% 4,97%
Interdia (5,53x107) 1,06% 5,91%
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4.4.1.4. Limites de deteccdo e quantificagdo para o método de quantificacdo de

furosemida

Com o objetivo de determinar os Limites de Detec¢do (LD) e Quantificagdo (LQ),
foram preparados 10 brancos, segundo a TUPAC'”, do mesmo modo descritos nos
procedimentos acima realizando-se a leitura dos spot tests em 585 nm, cujos resultados

estao expressos na Tabela 18.

Tabela 18. Limites de detecgdo e quantificacdo para a furosemida
[FUR] mol L'

LD reflectincia 1 5 1 OX 1 0_5
LQ reflectincia 3 ,66X 1 0_5
LD scanner 2,3 OXIO_5
LQ scanner 7,66X10_5

4.4.1.5. Estudo de interferentes da matriz para a quantificacdo de furosemida

A urina sintética utilizada foi preparada segundo LAUBE, N."®, exceto pelo uso da
creatinina, que nao fora utilizada, segundo recomendacdo de SEMAAN, F. S.187, A
composicao estd demonstrada na Tabela 19.

Tabela 19. Principais sais componentes da urina e suas interferéncias. A leitura da absorbancia do spot test
da solugio de furosemida 3,45x10™* mol L™, utilizada neste teste, ¢ de 0,228.

Composicio Concentragio Ao Interferéncia
P ¢ (g L'l) R médio (%)
CaCl, . 2H,0 1,0 0,229 0.4
NaCl 3,0 0,220 36
Na,SO, 2,0 0,232 1,8
KHPO, 1.0 0,225 13
KCl 2,0 0,232 1,8
NH.CI 1,0 0,231 13
Uréia 25 0,127 -44,3

Tal estudo foi realizado na concentragao apresentada na tabela e apenas a uréia
apresentou interferéncia, devendo ser eliminada antes da etapa de quantificacao. Optou-se
por fazer a eliminacdo através de extracdo em fase solida com coluna Cs (Bond Elut) por
ser um processo rapido, facil e eficiente tanto para fins de pré-concentra¢do quanto para

eliminacgdo de interferentes soliveis em agua.
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4.4.1.6. Adigao de padrio e recuperacao para quantificacdo de furosemida em amostras de

urina natural

O condicionamento da coluna foi feito através da adicdo de 3mL de metanol
seguido de 3mL de dgua deionizada. Em seguida, foram inseridos 2 mL de amostra. A
lavagem foi feita com 3mL de dgua deionizada e a elui¢do com 2mL de acetona. Para as
ultimas concentragdes para o procedimento feito através da leitura das imagens escaneadas,
a eluicao foi feita com 4 mL de acetona (diluicdo de 2x), uma vez que estes pontos
ficariam fora da curva analitica. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Os resultados estdo mostrados na Tabela 20.

Tabela 20. Adi¢do de Padrao e Recuperacdo para a quantificagdo de furosemida em amostras de urina

natural
Reflectancia
[FUR] adicionada [FUR] encontrada Recuperagao (%)
- 2,55 -
1,50 4,16 107,3
3,00 5,75 106,7
4,50 7,23 104,0
6,00 9,15 110,0
Scanner
[FUR] adicionada [FUR] encontrada Recuperagio (%)
- 2,83 -
1,50 4,48 110,0
3,00 6,12 109,7
4,50 7,24 98,0
6,00 9,75 1153

OBS: todos os valores estdo expressos em 10 mol L

Os resultados expressos na tabela acima mostram que o método proposto possui
uma boa recuperagdo para analises de urinas tratadas com extracao em fase solida com
uma boa precisdo, exatiddo e confiabilidade mesmo ao se utilizar o procedimento por

scanner, uma vez que nao € uma técnica com calibragdo analitica.
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4.4.1.7 Aplicacdo dos métodos propostos para a quantificacdo de furosemida em amostras

de urina natural

A determinagdo de furosemida foi realizada em 3 amostras de urina natural com
uma concentragio de 2,18x10™ mol L™, referente a 90% de excregdo de um comprimido de
20mg de furosemida, ¢ o método de referéncia utilizado para comparagdo se baseia na
reacdo de Fe’™ em meio de DTAB'", onde a amostra passou pelo mesmo tratamento

(extracdo em fase solida) e, em seguida, foi reagida com o reagente cromogénico.

As amostras de urina natural sdo provenientes de:
e Amostra A: doador sadio do sexo masculino com idade de 23 anos;
e Amostra B: doador sadio do sexo masculino com idade de 58 anos;
e Amostra C: doadora sadia do sexo feminino com idade de 54 anos.
As determinagdes foram realizadas, em triplicata, em amostras de urina natural e o

tratamento da amostra se deu como citado no procedimento 4.2.1.6. Os resultados estdo

mostrados na Tabela 21. O teste-t foi realizado a 95% de confianca.

Tabela 21. Validagdo do Método Proposto para a quantificagdo de furosemida em amostras de urina natural

Método de Reflectancia Teste t Scanner
Amostra Comparacio Proposto (4,303) Proposto Teste t (4,303)
A 2,04 2,13 2,18 2,45 4,24
B 2,04 2,00 1,94 1,90 3,28
C 2,01 2,06 0,908 2,22 3,71

OBS: todos os valores estdo expressos em 10 mol L.

Os resultados expressos na tabela acima mostram que os métodos propostos podem
ser aplicados para andlises de amostras de urina com uma boa precisao e confiabilidade.

O método proposto possui maior sensibilidade que o método de comparagdo'''.
Além disso, por utilizar barreiras hidrofobicas, os reagentes ficam confinados em uma area
delimitada, o que aumenta a homogeneidade da mancha. A utilizagdo de imagem por

scanner e leitura por histograma de cores diminui consideravelmente o custo do método ao

utilizar equipamentos simples.
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4.4.2. Doping por bumetanida

O método desenvolvido para detectar doping por bumetanida em urina seguiu os
mesmos procedimentos utilizados para o desenvolvimento do método para detec¢do de
furosemida em urina com a tUnica diferenca de que houve apenas o desenvolvimento
utilizando-se scanner para gerar as imagens digitais e a leitura destas através do histograma
de cores para o padrio RGB uma vez que ja havia outro método descrito na literatura'*®
utilizando-se 0os mesmos reagentes cromogénicos e leitura por espectrofotdmetro, ndo
havendo diferenca significativa na sensibilidade ao se utilizar barreiras hidrofobicas em
relacdo ao anteriormente desenvolvido.

Apos os testes iniciais de selecdo do reagente cromogénico € 0s respectivos
solventes, nos quais foram selecionados p-DAC e HCl em metanol, separadamente e
bumetanida em metanol (resultando na Reacgdo 4), foram realizados testes de ordem de
adicdo. Para tal, foram adicionados no papel de filtro qualitativo com area delimitada 10
nL de cada reagente e do analito (BMT 1,37x10™ mol L, em metanol), tomando-se o
cuidado de esperar a adigdo anterior secar para ndo haver a passagem do reagente ou do
analito pelas bordas da resina polimérica impressa no papel de filtro.

As ordens de adigao testadas foram:

1. p-DAC + HCIl + BMT;
p-DAC + BMT + HCI;
HCl + p-DAC + BMT;
HCI + p-DAC + BMT;
BMT + p-DAC + HCI;
BMT + HCI + p-DAC.

S ok wD
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Reacio 4. Representacdo da reagdo da bumetanida com p-DAC em meio acido.

Fonte: adaptado de Pollo '**.

Foi observado que, nos experimentos 2, 5 ¢ 6, a mancha formada ndo ficou
homogénea e que o experimento 3 apresentou um melhor sinal de reflectincia comparado
com o sinal dos demais experimentos com mancha homogénea. Portanto, os proximos
testes apresentados foram realizados através da adi¢ao de 10 uLL de HCI em metanol, 10 pL.
de p-DAC em metanol e 10 uL de bumetanida em metanol, sempre esperando a secagem

das adi¢des anteriores.
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4.4.2.1. Planejamento composto central para a quantificagdo de bumetanida

Em seguida, a fim de se otimizar as concentragdes dos reagentes envolvidos, foi

realizado o Planejamento Composto Central utilizando as variaveis: concentracdo de p-

DAC (%), num intervalo entre 0,2 e 0,6% e concentragio de HCI (mol L), num intervalo

de 0,10 a 1,0 mol L'l, analisadas em cinco niveis (-1,41; -1; 0; +1; +1,41). As variaveis

estudadas em seus respectivos niveis € a matriz utilizadas estao apresentadas na Tabela 22.

Todas as imagens foram tratadas através do software Imagel.

Tabela 22. Matriz do Planejamento Composto Central para a determinacdo de bumetanida.

Fatores
Experimento o/ 18 [HCI] Medidas
[p-DAC] (%) (mol L')* (Padrio RGB)
1 0,26 (-) 0,32 (1) 0,089
2 0,54 (+) 0,23 (-) 0,097
3 0,26 (-) 0,87 (+) 0,150
4 0,54 (+) 0,87 (+) 0,255
5 0,20 (-/2) 0,55 (0) 0,090
6 0,60 (++/2) 0,55 (0) 0,223
7 0,40 (0) 0,10 (-/2) 0,017
8 0,40 (0) 1,00 (++/2) 0,204
9 0,40 (0) 0,55 (0) 0,175
10 0,40 (0) 0,55 (0) 0,178
1 0,40 (0) 0,55 (0) 0,188
12 0,40 (0) 0,55 (0) 0,183
13 0,40 (0) 0,55 (0) 0,185

“: os valores codificados sdo mostrados entre parénteses.

A obtencao dos valores lidos no canal verde do histograma de cores, convertidos a

reflectancia, deu-se como apresentado no Esquema 3, em 3.1.4. A superficie de resposta

estd representada abaixo, na Figura 42:
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Figura 42. Superficie de resposta gerada para a medida do histograma de cores no canal verde para a
imagem digital em funcdo da [p-DAC] (%) e [HCI] (mol L para a quantificacdo de bumetanida.

A equacdo da curva ¢ representada por : z= 0,0872+ 0,2739x - 0,1131x? - 0,0155y -
0,0322y? - 0,05xy.
A andlise estatistica da superficie gerada, feita através do programa STATISTICA

7.0, mostrou que a melhor condig¢do para este experimento pode ser alcangcada usando uma
concentracao de p-DAC de 0,60% e uma concentragdo de HCI de, aproximadamente, 0,26
mol L. Nio foram confeccionadas outras superficies de resposta a fim de se obter um
ponto 6timo melhor definido porque, pelo que se pode perceber para a detec¢do de
bumetanida, quanto maior a concentragdo de p-DAC, menor a concentragdo de HCI
necessaria. Portanto, seria necessario fazer solucdes com concentragdes maiores de p-
DAC, havendo problemas de solubilizacdo e, em conseqiiéncia das altas concentragdes
deste, a quantidade de 4cido ndo seria suficiente para que a reacdo ocorresse, ja que €

pedido sempre uma diminuicao da concentra¢do de HCI para a quantificagdo.
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4.4.2.2. Estabilidade optica do produto da reacao entre bumetanida e p-DAC.

Em seguida, com o objetivo de avaliar a estabilidade dptica do produto colorido da
reagdo de spot test em relacdo ao tempo entre a bumetanida, p-DAC e HCI no papel de
filtro, realizou-se um acompanhamento cinético do valor de A (por reflectancia) a 585 nm
a cada 5 minutos por 1 hora.

O resultado obtido no estudo de estabilidade 6ptica do produto formado demonstra
que o produto ja ¢ estavel logo apds 5 minutos de adicionada a solucdo de bumetanida,

mostrando um sinal constante até, pelo menos, 1 hora, de acordo com a Figura 43.

0,65 -
0,6 +
0,55 -
0,5 +
0,45
0,4 -
0,35 ~
0,3 1
0,25

0,2 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

tempo (min)

Ar 520nm

Figura 43. Estabilidade do produto da reacdo da bumetanida em spot test entre 0 e 60 minutos.
A concentragio de bumetanida utilizada foi de 1,37 mmol L.

4.4.2.3. Linearidade, repetibilidade e curva analitica para a quantificacdo de bumetanida

A curva analitica apresenta linearidade numa faixa de 6,90x10° a 1,37)(10'3 mol L~
! sendo construida através das devidas diluicdes de uma solugdo estoque de bumetanida.
Um branco contendo 10 pL de p-DAC, 10 pL de HCI e 10 uL de metanol foi preparado

para zerar o equipamento.

A Figura 44 apresenta a curva analitica construida a partir dos resultados obtidos,

sendo esta em fun¢do da concentragdo direta.
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Figura 44. Curva analitica para a determinagdo de bumetanida por histograma de cores.

Em seguida, foram feitos ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método
dentro de um mesmo dia e entre dias diferentes. Para tal, foram feitos 3 experimentos
repetindo dois pontos da curva analitica: 2,14x10™ e 1,09x10™ mol L™ a fim de se calcular
o Desvio Padrao Relativo (RSD). Os resultados, apresentados na Tabela 23, mostram que
as medidas foram satisfatorias, uma vez que foram utilizados equipamentos sem calibragdo

do ponto de vista analitico, sujeitos a um erro maior.

Tabela 23. Desvios Padroes Relativos para as medidas Intradia e Interdia para a quantificagdo de bumetanida
RSD Scanner

Intradia (2,14x10™) 7,92%
Intradia (1,09x107) 5,40%
Interdia (2,14x107) 9,12%
Interdia (1,09x107) 3,93%
4424, Limites de deteccdo e quantificagdo para o método de quantificacdo de

bumetanida

Com o objetivo de determinar os Limites de Detec¢do (LD) e Quantificagdo (LQ),
foram preparados 10 brancos, como descrito no procedimento para a furosemida, em
4.2.1.4., com a unica diferenca de a leitura ser feita apenas através do histograma de cores,

no canal verde. Os resultados estdo mostrados na Tabela 24.

Tabela 24. Limites de deteccdo e quantificagdo para a quantificagdo de bumetanida
[FUR] mol.L!
LD canner 4,18x10”
LQ scanner 1399X10-5

129



4.4.2.5. Adicdo de padrao e recuperagdo para a quantificagdo de bumetanida em urina

natural

Uma vez que o reagente cromogénico utilizado era o mesmo para o método
desenvolvido para a furosemida e, considerando-se que a uréia ¢ interferente por reagir
com o p-DAC, formando um produto colorido, optou-se por utilizar também a extragdo em
fase solida para retirar os possiveis interferentes da matriz.

O condicionamento da coluna foi feito através da adicdo de 3mL de metanol
seguido de 3mL de dgua deionizada. Em seguida, foram inseridos 2 mL de amostra. A
lavagem foi feita com 3mL de agua deionizada e a eluigdo com 2mL de metanol. Para as
ultimas concentragdes para o procedimento feito através da leitura das imagens escaneadas,
a eluicao foi feita com 4 mL de acetona (diluicdo de 2x), uma vez que estes pontos
ficariam fora da curva analitica.

Os resultados estao mostrados na Tabela 25 e foram todos realizados em triplicata.

Tabela 25. Adigao de Padrdo e Recuperacdo para a quantificagdo de bumetanida em amostras de urina

natural.
Scanner
[BMT] adicionada [BMT] encontrada Recuperagao (%)
- 37,5 -
20 56,1 93
40 76,9 99
60 98,7 102
80 116,7 99

OBS: todos os valores estdo expressos em 10 mol L

Os resultados expressos na tabela acima mostram que o método proposto possui
uma Otima recuperagdo para analises de urinas tratadas com extragdo em fase sélida com

uma boa precisao, exatidao e confiabilidade.

4.4.2.6 Aplicacao do método proposto para a quantificagdo de bumetanida em amostras de

urina naturais e sintética

A determinagdo de bumetanida foi realizada em 3 amostras de urina natural e uma

amostra de urina sintética com uma concentragio de 6,00x10” mol L' e o método de
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referéncia utilizado para comparacdo se baseia na detec¢do por HPLC-UV, de acordo com
ZHANG"™,

A preparagdo da amostra para o método de comparagao foi feita exatamente igual
que para o método proposto até a parte da eluicdo da bumetanida na extragdo em fase
solida, como ja explicado anteriormente. Apds este passo, foi adicionada na solugdo eluida
agua deionizada suficiente para se obter uma propor¢ao metanol/agua deionizada 3:7. Esta
solucdo foi transferida para baldao volumétrico de 10mL e o menisco foi completado com
um solvente metanol/agua 3:7, preparado anteriormente.

A solugdo de purgamento consistiu em um tampdo fosfato 50mmol L™ pH 3,0 e
acetonitrila. A coluna utilizada foi uma de C;g (150 mm comprimento x 4,6 mm didmetro
interno, Sum de tamanho de particula) conectada a uma coluna guarda de C;3 (20mm
comprimento X 4 mm diametro interno, Sum de tamanho de particula). O programa de
gradiente de eluicdo 6tima e da taxa de fluxo da fase movel foi variada de 70:30 a 30:70.
Todas as solugdes foram filtradas em um filtro de membrana 0,45um antes do uso. A
vazdo da fase movel foi 1,0 mL min™' e o comprimento de onda de detecgdo foi de 214 nm.
O volume de injegdo foi de 10 pL. A temperatura da coluna foi mantida a 27+1 C.

As amostras de urina sdo provenientes de:
e Amostra A: urina sintética;
e Amostra B: doadora sadia do sexo feminino com idade de 26 anos;
e Amostra C: doador sadio do sexo masculino com idade de 22 anos;
e Amostra D: doador sadio do sexo masculino com idade de 27 anos.

Os resultados estdo mostrados na Tabela 26, todos realizados em triplicata. O teste-t

foi realizado a 95% de confianga.

Tabela 26. Validagdo do Método Proposto para quantificagdo de bumetanida em amostras de urina natural e

sintética.
Método de Scanner
Amostra Comparaqﬁom Proposto Teste t (4,303)
Sintética 5,76 6,03 1,263
A 5,30 5,76 2,672
B 5,49 5,32 1,125
C 5,56 6,44 4,048

OBS: todos os valores estdo expressos em 10 mol L

Os resultados expressos na tabela mostram que os métodos propostos podem ser

aplicados para analises de amostras de urina com uma boa precisao e confiabilidade.
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CONCLUSAO

Este trabalho apresentou um estudo sobre o desenvolvimento de novos métodos e
procedimentos limpos, simples, baratos e portateis para a andlise e coleta para fins
forenses.

No ambito das impressoes digitais com a coleta sendo feita através de membranas
de celulose bacteriana, a utiliza¢ao de 6xido de zinco nao foi viavel. Porém, a ninidrina e
o nitrato de prata atuaram como agentes de coleta razoaveis. Em relagdo ao nitrato de
prata, este pode ser utilizado para coleta direta das impressdes digitais de um individuo,
ndo havendo a necessidade de utilizagdo de cola para isso. Porém, ao ser utilizada para a
coleta de impressdes digitais em superficies lisas, a utilizacdo de cola lavéavel branca
diluida na solu¢do de impregnacdo de nitrato de prata melhora consideravelmente a
resolucdo das linhas, podendo estas ser fotografadas diretamente no local ou serem
levadas para arquivamento em local escuro. O software gratuito ImageJ mostrou ser bem
eficiente para o tratamento das imagens obtidas.

Para a analise de doping esportivo foram desenvolvidos novos métodos para a
analise de furosemida (utilizando spot fest em papel de filtro qualitativo com area
delimitada combinado com espectroscopia de reflectancia difusa e histograma de cores) e
de bumetanida (por histograma de cores). Tais métodos mostraram ser viaveis para a
determinagdo qualitativa e quantitativa destes analitos na matriz estudada. A utilizagao
de papel de filtro qualitativo com barreiras hidrofébicas mostrou ser bastante eficiente,
podendo haver o aumento da sensibilidade da reacdo além de ajudar na formagdo de uma
mancha mais homogénea. A utilizacdo de scanner a fim de digitalizar as imagens para
serem tratadas no software Imagel, através do histograma de cores mostrou também ser
bastante efetiva, eliminando a utilizagdio de equipamentos caros, como o
espectrofotometro, sendo uma alternativa barata para laboratérios com menores
condi¢des financeiras.

Para a coleta de chumbo em residuos de disparo de armas de fogo, a utilizagao de
membranas de celulose bacteriana foi bem eficiente, principalmente se o rodizonato de
sodio em meio tamponado para a identificagdo de chumbo for impregnado na membrana
antes da coleta. Tal procedimento permite que as regides de interesse sejam identificadas
na membrana antes desta analisada no microscopio eletronico de varredura, diminuindo o

tempo de procura das particulas. Além disso, ainda que o reagente cromogénico nado
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tenha uma boa estabilidade na membrana, devendo esta ser utilizada no mesmo dia, o
produto formado ap6s a reagdo com os residuos de disparo ¢ estavel por, pelo menos, 6
meses, podendo esta ser estocada em geladeira e livre de iluminacdo para servir de
contra-prova. Além disso, o0 método desenvolvido para a previsdo de tempo de disparo
mostrou ser bem promissor, mas ainda ha a necessidade da constru¢do de curvas
analiticas que se aproximem das diversas realidades e situagcdes nas quais uma arma de
fogo pode ser disparada.

Portanto, considerando-se a simplicidade, rapidez, baixo custo, baixo consumo,
eficiéncia, repetibilidade e sensibilidade, os métodos desenvolvidos podem ser
considerados em consonancia com a quimica verde e cumpriram o seu objetivo de tornar
mais facil os métodos analiticos e de coletas do ambito forense estudados, oferecendo

vantagens sobre os utilizados atualmente.
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