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RESUMO

Nesta tese metodologias analiticas foram desenvolvidas empregando
espectroscopia Raman de baixa resolugcdo amplificada por superficie (SERS) e
calibracao multivariada baseada no método dos minimos quadrados parciais
(PLS) para determinagdo dos pesticidas endosulfan e metamidofés (e misturas
deles) em agua, e do horménio tireoestimulante (TSH) em plasma. Para a
construcdo dos modelos de calibragao dos pesticidas, um total de 70 e 30
amostras compuseram o0s conjuntos de calibragdo e validagéo, respectivamente,
sendo a divisdo realizada pelo algoritmo de Kennard-Stone. Ja na construcao dos
modelos de calibracdo para a determinagdo quantitativa dos pesticidas nas
misturas, um total de 38 e 11 amostras foram utilizadas na calibragao e validacao
respectivamente. Para construcdo dos modelos de calibragdo para quantificacao
de TSH, um total de 39 mostras foram utilizadas na calibracdo e 14 amostras de
plasma foram utilizadas na validacdo. As amostras também foram divididas pelo
algoritmo de Kennard-Stone. Os modelos foram desenvolvidos utilizando
diferentes tipos de pré-processamentos de sinais e comparados através dos erros
de previsao (RMSEP). Foram utilizados como pré-processamento, o filtro de
transformada de Fourier, a correcdo de espalhamento multiplicativa, a
transformacao padrao normal de variacdo, a ortogonalizacdo de espectros pelo
método de Gram-Schmidt, a centralizacdo e autoescalamento dos dados. Os
melhores modelos foram validados através da determinagéo de figuras de mérito.
Foram avaliados a exatiddo, sensibilidade, sensibilidade analitica, seletividade,
ajuste, razao sinal/ruido, limites de deteccdo e quantificacdo. A metodologia
proposta mostrou-se rapida, de baixo custo e apresentou erros abaixo de 10 ug/L
para os pesticidas e abaixo de 0,8 pUl/mL para TSH, podendo facilmente ser
adaptada para o monitoramento de pesticidas em aguas e também em analises
laboratoriais de rotina para determinagéo de TSH.
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ABSTRACT

In this thesis analytical methodologies were developed employing low
resolution surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) and multivariate
calibration based on partial least squares method (PLS) for determination of the
pesticides endosulfan and methamidophos (and mixtures of them) in water and the
thyroid stimulating hormone (TSH) in plasma. For the pesticides calibration model
development, a total of 70 and 30 samples composed the calibration and validation
sets, respectively, using the Kennard-Stone algorithm for samples separation. In
the model development for the mixture of pesticides, a total of 38 and 11 samples
were used in the calibration and validation sets, respectively. For the model
development in the TSH determination, 39 samples were used in the calibration set
and 14 in the validation set. Also the Kennard-Stone algorithm was used to split the
samples into the two data sets. The models were developed using different pre-
processing methods and compared by using the prediction errors (RMSEP). The
following pre-processing were tested: Fourier transform filter, multiplicative scatter
correction, standard normal variate, spectra orthogonalization by Gram-Schmidt
method, mean center and autoscaling. The best models were validated by figures
of merit determination. It was assessed the accuracy, sensibility, analytical
sensibility, selectivity, fit, signal/noise ratio, detection and quantification limits. The
proposed methodology is fast, has low cost and presented prediction errors below
to 10 ug/L for the pesticides and below to 0.8 yUl/mL for TSH. It may easily be
adapted for the pesticides monitoring in waters and also for routine laboratory
analysis in TSH determination.
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Os equipamentos utilizados para obtencdo dos espectros Raman podem
ser divididos entre dispersivos e baseados em transformada de Fourier. Os
equipamentos com transformada de Fourier utilizam lasers operando a 1064 nm
que fazem com que pouca ou nenhuma fluorescéncia seja observada nas
medidas, porém a intensidade Raman é pequena, o que € compensada com a
utilizacdo da vantagem das medidas multiplexadas. Esses equipamentos tém
custos elevados, mas conseguem 6tima resolucao e relacao sinal/ruido.

Porém recentemente com o desenvolvimento dos lasers de diodo e
detectores de matriz de diodo de carga acoplada (CCD), equipamentos portateis e
de baixo custo tem surgido no mercado, 0 que pode tornar possivel o
desenvolvimento de aplicagbes com espectroscopia Raman mais simples e a um
custo acessivel. A desvantagem desses equipamentos mais simples € que
normalmente lasers no visivel sao utilizados, gerando espectros com fluorescéncia
e pouco resolvidos.

Com a possibilidade do tratamento dos dados por métodos
quimiométricos, tem sido demonstrado, principalmente com a espectroscopia no
infravermelho préximo, que a auséncia de resolucdo e a presenca de fortes
interferéncias espectrais ndo sao fatores limitantes para o desenvolvimento de
metodologias de andlise para determinacdes quantitativas. Assim pode-se pensar
em metodologias analiticas com a unido da espectroscopia Raman de baixa
resolucédo e meétodos quimiométricos.

A espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS — do inglés,
Surface Enhanced Raman Spectroscopy), desenvolvida na década de 70, é
realizada pela adsorcdo do analito em superficies coloidais metélicas, propiciando
a amplificacdo no efeito Raman. Dessa forma, pode-se com essa técnica
espectroscépica vibracional alcancar niveis de concentracdo extremamente
baixos, podendo assim ser utilizada em metodologias analiticas para andlise de
“tracos”.

Esta tese teve como objetivo utilizar técnicas quimiométricas de
calibracao multivariada baseada em minimos quadrados parciais (PLS — do inglés,
Partial Least Squares) para determinacao de pesticidas em aguas e também de
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horménio tirecestimulante (TSH — do inglés, Thyroid Stimulating Hormone) em
plasma utilizando a espectroscopia Raman de baixa resolugdo amplificada por
superficie (SERS) como resposta instrumental. O recurso de amplificacdo do sinal
Raman foi utilizado para que se possam fazer determinagdes “traco” tanto para
pesticidas (ug/mL) quanto para TSH (pUI/mL).

O procedimento SERS para o monitoramento de &guas superficiais
préximas as industrias e lavouras é extremamente atraente, dada a simplicidade
experimental dos métodos envolvidos, a possibilidade de determinagdes
simultaneas de pesticidas de um modo extremamente rapido, além de ter a
vantagem de fazer andlises in situ, vantagem que a técnica cromatografica ainda
Nao possui.

Para a determinagcdo de TSH, o procedimento SERS é também
extremamente atraente dada a simplicidade experimental dos métodos envolvidos,
os baixos limites de deteccdo possiveis de serem alcancados, a rapidez do
método para se obter o resultado e, principalmente, a isencdo de reagentes
radioativos e ndo-radioativos nesta determinagao.

A presente tese foi divida em cinco capitulos, sendo que o primeiro
intitulado A Espectroscopia Raman e o Efeito da Amplificacdao por Superficie
apresenta a teoria da técnica empregada para determinacdo dos pesticidas em
aguas e também do TSH em plasma.

O segundo capitulo intitulado Métodos Quimiométricos reporta a parte
tedrica sobre os métodos quimiométricos (pré-processamento de sinais, métodos
de quantificacdo e validacado) utilizados no desenvolvimento dos modelos de
calibracao multivariada.

O terceiro capitulo intitulado Obtencao do Efeito SERS explica como
foram produzidos e otimizados os coldides de ouro utilizados na amplificacdo do
espalhamento Raman.

O quarto capitulo intitulado Determinacdo de Pesticidas em Agua
utilizando o Efeito SERS apresenta os modelos de calibracdo multivariada e pré-
processamentos de dados utilizados para quantificacdo dos pesticidas
Metamidofés e Endosulfan, assim como a mistura deles. A validagdo dos modelos
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de calibragdo multivariada é proposta com base na determinacéo de figuras de
mérito.

O quinto capitulo intitulado Determinacao de TSH em Plasma
Sanguineo utilizando SERS, aborda a metodologia desenvolvida, utilizando a
espectroscopia Raman de Baixa Resolugdo Amplificada por Superficie para
quantificacdo do horménio tireoideano (TSH). Também nesse caso foi realizada a
validacdo do modelo pela determinagao das figuras de mérito.

Finalmente a tese se encerra pelas Conclusdes e apresentacao das
Referéncias Bibliograficas utilizadas.



CAPITULO 1

A ESPECTROSCOPIA RAMAN E O EFEITO DA AMPLIFICACAO
POR SUPERFICIE



1.1. Introducao

A espectroscopia Raman [1-4] ocupa hoje uma posi¢do destacada dentre
as técnicas usadas na investigacao da estrutura microscopica da matéria.

E sabido que as técnicas espectroscopicas de uma maneira geral,
fornecem informacdes detalhadas sobre os niveis de energia das espécies em
estudo; particularmente no caso da espectroscopia vibracional, a grande
vantagem reside na maior riqueza de detalhes proporcionada pelos niveis de
energia vibracionais, frente aos niveis de energia eletrbnicos: enquanto os
espectros eletrbnicos sao constituidos por bandas largas usualmente sem
estrutura, os vibracionais representam a “impresséao digital” da molécula.

Sem duvida, a espectroscopia Raman detém uma série de vantagens
sobre a espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV) sendo que as principais
séo a possibilidade de obtencao de espectros de substancias em meio aquoso e a
utilizacdo de recursos especiais, como o efeito Raman ressonante e o efeito de
amplificag@o por superficie, que aumentam sua sensibilidade.

Mais ainda, trata-se de uma técnica de investigacdo qualitativa e
quantitativa, que combinada com o uso de fibras 6ticas, permite a monitoracéo
remota de amostras; essa possibilidade vem sendo explorada, por exemplo, no
estudo de matrizes bioldgicas [5] na determinacdo de pesticidas [6] e em
pesquisas biomédicas por permitir o estudo de tecidos [7] “in vivo”.

1.2. Modelo ondulatério do espalhamento Raman

Os espectros Raman sio obtidos irradiando-se uma amostra com uma
fonte de laser potente de radiagdo monocromatica no visivel ou no infravermelho
préximo. Durante a irradiacdo, o espectro da radiacdo espalhada é medido em
certo angulo (geralmente 90 graus) com um espectrdbmetro apropriado. As
intensidades das linhas Raman sdo, quando muito, 0,001% da intensidade da
fonte; como consequiéncia, sua detec¢do e medida sdo mais dificeis do que em

um espectro no infravermelho.



A causa basica do espalhamento Raman é a polarizagdo induzida na
molécula pelo campo elétrico oscilante da radiacao eletromagnética incidente.
Este dipolo induzido espalha a radiacdo com ou sem alteracdo da energia
vibracional da molécula. A polarizacdo P induzida na molécula depende da
polarizabilidade o desta molécula e do campo elétrico da radiacao eletromagnética

incidente E, como apresentado na equacao 1.1, abaixo.
P=o0E (1.1)

A polarizabilidade dos elétrons de uma molécula dependera da freqiéncia
de vibracdo molecular e, portanto podemos considerar como uma aproximacao
bastante razoavel que o potencial que governa esta variacao na polarizabilidade é
0 mesmo que governa as vibragdes moleculares, isto é, o potencial do oscilador
harmonico. Assim sendo, um feixe de radiacao com freqiiéncia vex incidindo sobre
uma solucdo de um analito tem o campo elétrico E dessa radiacdo descrito pela

equacao:
E = E, cos(2znv,,t) (1.2)

onde E, é a amplitude da onda. Quando o campo elétrico da radiagdo interage
com uma nuvem eletrénica de uma ligagdo do analito induz-se um momento

dipolar P na ligagé&o que € dado por:

P =aE = aE,cos @nv,,t (1.3)

Para ser ativa no Raman, a polarizabilidade o de uma ligagdo precisa

variar em funcéo da distancia entre os nucleos, de acordo com a equacao:
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a=a0+(r—r9q)[%j (1.4)

onde ap & a polarizabilidade da ligacdo na distancia internuclear de equilibrio req €
a separacao internuclear em qualquer instante é r. A variacdo na separacao

internuclear se altera com a freqtiéncia de vibracao v, e é dada por:
r—ry =r,cos(2r,t) (1.5)

Onde ry, é a separacao internuclear maxima relativa a posicao de equilibrio.

Substituindo a equacéo 1.5 na 1.4 temos:
oa
a=a,+ (ajrmcos(&wvt) (1.6)

Podemos, entdo, obter uma expressao para o momento dipolar induzido P

substituindo a equacéao 1.6 na equagao 1.3. Assim,
P = a,E, cos(2nv,,t) + Eorm(%jcos(&wvt) cos(2nv,,) (1.7)

A equacéo 1.7 pode ser rearranjada para:

P = a,E, cos(2zv,,t) + % rm(g—aj cospr €, —v, T} % rm[g—ajcos b~¢,, +v, L (1.8)
r r

O primeiro termo da equacao 1.8 contém somente o termo de freqiéncia
de excitacao vex € corresponde ao espalhamento inelastico, sem troca de energia
com a molécula, também chamado de espalhamento Rayleigh e ocorre na mesma
freqUéncia da radiacao incidente e, portanto, ndo apresenta nenhuma informacao
sobre o0s niveis vibracionais da molécula em questdo. Ja no segundo termo,
aparecem as radiagbes espalhadas com frequéncia (v,, —v,) chamado de

3
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espalhamento Raman Stokes e (v, +v,) chamado de espalhamento Raman anti-

Stokes. Aqui a freqUéncia de excitacdo foi modulada pela frequéncia vibracional
da ligacdo. E importante notar que o espalhamento Raman exige que a

polarizabilidade de uma ligacdo varie em funcado da distancia, isto é, da/0drna

equacao 1.8 precisa ser maior que zero para que as linhas Raman aparecam.
1.2.1. Origem do espectro Raman

Na espectroscopia Raman, a excitacao espectral € normalmente realizada
por radiagdo de comprimento de onda resultante dos picos de absor¢ao do analito.

O diagrama de energia da Figura 1.1 mostra um quadro qualitativo das
fontes de espalhamentos Rayleigh e Stokes [8]. A figura mostra a variagdo de
energia na molécula quando ela interage com um foton da fonte. O processo
mostrado ndao é quantizado, assim, dependendo da frequiéncia da radiacdo da
fonte, a energia de uma molécula pode assumir um numero infinito de estados
virtuais, entre o estado fundamental e o primeiro estado eletrénico excitado.

Na transicdo mostrada a esquerda tem-se a passagem do estado
fundamental para um estado virtual, cuja energia € dada por E=hv,. Esse processo
gera uma emissdo Raman quando a molécula perde a energia decaindo para o
primeiro nivel vibracional excitado (E=hv,). Isso gera bandas Raman Stokes. Na
transicdo do centro da figura, tem-se a variacdo de energia, pela absorcdo do
foton, entre o estado fundamental e o estado virtual. Nesse caso, ap6s o
decaimento, volta-se ao estado fundamental. Tem-se o espalhamento Rayleigh,
sem perda de energia, € como consequéncia as colisbes sdo denominadas
elasticas. Finalmente, a transicdo mostrada a direita apresenta a passagem entre
um primeiro nivel excitado vibracional e um estado virtual de maior energia. Apds
0 decaimento, tem-se a volta para o estado fundamental, com variagao na energia.

Isso gera as bandas Raman anti-Stokes
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Figura 1.1. Esquema das transigdes vibracionais dos espalhamentos: Raman
Stockes, Rayleigh e Raman Anti-Stockes.

Na espectroscopia Raman, tanto moléculas diatébmicas heteronucleares
como moléculas diatbmicas homonucleares apresentam atividade, pois em ambos
0S casos ocorre variagcao na polarizabilidade durante a vibracédo. Por exemplo, a
polarizabilidade da ligagdo dupla carbono-carbono varia significativamente durante
a vibragdo molecular e, portanto seu espalhamento Raman ¢ forte, ja na ligacao
dupla carbono-oxigénio a variagéo da polarizabilidade ndo é tao intensa, pois esta
ligagdo ja possui um momento de dipolo permanente intenso. No infravermelho
ocorre justamente o contrario, a absorcao da ligacdo dupla carbono-carbono é
fraca e a absorcdo da ligacao dupla carbono-oxigénio forte. Fatos como este
levaram a generalizacao equivocada de espécies ativas no infravermelho sao
inativas na espectroscopia Raman.

No espectro Raman, ha simetria em relacédo a linha Rayleigh, uma banda

do lado de freqUéncias mais baixas, as Stokes, e uma do lado das freqUéncias
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mais altas, as anti-Stokes. Como a populagdo dos estados excitados segue a
distribuicdo de Boltzmann, deve-se esperar que as bandas anti-Stokes tenham

menor intensidade do que as linhas Stokes.
1.3. Espectroscopia Raman amplificada por superficie

A espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS - do inglés
Surface Enhanced Raman Spectroscopy) desenvolvida na década de 70 [9] é
realizada pela adsorcao do analito em superficies coloidais metalicas ou em
superficies asperas desse metal, propiciando a amplificagéo no efeito Raman [10].

No descobrimento do feito por Fleischmann, reportou-se um espectro
muito intenso da piridina em uma superficie aspera de um eletrodo de prata. A
intensidade do espectro foi inicialmente atribuida ao aumento no empacotamento
molecular na superficie do eletrodo. Pesquisas posteriores mostraram que este
aumento isolado na densidade de empacotamento ndo poderia provocar 0 enorme
aumento na intensidade do espectro Raman e em 1977 duas teorias
independentes foram formuladas para descrever o fenébmeno.

Superficie aspera é essencial para a obtencdo do efeito SERS. Neste
contexto, “aspereza” significa que a superficie deve ter regidbes com certa
curvatura. Por exemplo, prata coloidal com um didmetro médio de particulas de 40
nm é considerada aspera, embora cada particula coloidal seja essencialmente lisa
(microscopicamente aspera).

O efeito SERS tem sido assim explicado por duas teorias: A teoria
eletromagnética, em que o0 campo eletromagnético do metal-superficie é
amplificado pelo campo incidente devido a geracao de plasmons superficiais; e a
teoria quimica, que propde a interacao quimica entre analito e substrato, através
do arranjo das ligacbes ou transferéncia de carga, resultando no aumento da
polarizabilidade das moléculas do analito. A amplificacdo do espalhamento é
normalmente muito alta, da ordem de 10° ou mais, permitindo a obtencdo dos
espectros Raman de substancias quimicas em um curto tempo de integracao e/ou
sem a subtracdo de “backgrouds” [11].
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No desenvolvimento da metodologia SERS, alguns fatores importantes
devem ser levados em consideragcao na obtencdo do substrato ativo, como por
exemplo: a efetividade na amplificacédo, a durabilidade e reprodutibilidade.

Dentre os materiais, incluindo metais e semicondutores, os metais prata
(Ag), ouro (Au) e cobre (Cu) sao os mais usados para induzir a amplificacdo do
espectro Raman por superficie de amostras quimicas. A superficie metal-substrato
para ativar o SERS pode geralmente incluir as seguintes formas: séis-coloidais,
eletrodos porosos e filmes metalicos. Uma vantagem dos sois coloidais metalicos
esta na sua simples preparagdo e manipulacdo. Porém, a variacao da intensidade
SERS com o tempo de vida do sol é o maior fator limitante na aplicacao do
substrato em analises. Eletrodos porosos podem ser usados para amplificar sinais
Raman de uma ampla gama de analitos, mas a incluséo do aparelho eletroquimico
complica as medidas do sistema. A aplicacdo de filmes via sol-gel, possui o
potencial para contornar estas desvantagens [12], porém ainda existem problemas

praticos nessa implementagcdo que dependem da estrutura e formagao do sol-gel.

1.3.1. O mecanismo de amplificacao eletromagnético (EM)

No mecanismo EM, ha varias propriedades que sdo de extrema
importancia no efeito SERS. Estas propriedades, na superficie, incluem a forma e
tamanho (por exemplo, uma pequena irregularidade na forma das particulas
metdlicas, uniformidade no tamanho das nano particulas, particulas metalicas
coloidais ou agregados fractais, etc.) e também a freqiiéncia dependente da
funcédo dielétrica na superficie dos materiais [13]. A intensificacdo do campo
eletromagnético na superficie do metal é primariamente causada pelo campo
elétrico local na superficie, campo este que é responsavel pela excitacido da
radiacdo Raman e também pelo momento de dipolo induzido em moléculas

adsorvidas sobre a superficie irregular do metal.
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1.3.1.1. A superficie plana do metal

Para entender facilmente a interacdo da luz incidente com uma superficie,

devemos analisar o esquema desta interagdo conforme mostrado na figura 1.2.

Metal Metal

s-polarizacao p-polarizacao

Figura 1.2. Vetores campo elétrico e magnético da luz incidente e refletida para s-

polarizacédo e p-polarizacado na superficie do metal.

Os vetores campo elétrico e campo magnético correspondem as
denotacbes K, E, B e K, E, B, respectivamente. Os vetores obedecem
independentemente a regra da mao direita para a luz incidente e refletida.

Para uma superficie plana tem-se [14-16]:

E —E!q+r1,_ (1.9)
Ex —E' (-r, os (1.10)
Es = E= (4, Sen (1.11)

onde os indices s e p indicam as direcdes de p- e s-polarizacéo, y e z denotam as
componentes do campo (E) paralelo aos eixos vy, z (ver figura 1.2). O sobrescrito
surf simboliza as componentes primarias do campo na superficie, rs e fp
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correspondem aos coeficientes de Fresnel na reflexdo da luz. O sinal positivo ou
negativo que compde os coeficientes de Fresnel € uma consequéncia no
deslocamento da fase pelo 0 (n) para a onda refletida.

O comportamento da refletividade € facilmente descrito usando as
expressdes para os coeficientes de Fresnel rp e rs para irradiacdo da luz numa
superficie metalica da solucdo em andlise em funcdo da funcao dielétrica da

superficie metalica [14] é dada por:

cos g — € - seny?
= % (1.12)
A

s

cosg + €— senp

2

, _ £C0Sp- (-seny
2

!

A
(1.13)

ecosg+ €—senp 25

em que ¢ representa o angulo incidente. Note que a funcao dielétrica, €(w,K)
depende da freqiiéncia w e do vetor onda K da luz incidente. Porém nos
negligenciamos a correlagcédo de £€(w,K) com K.

As componentes de espalhamento do campo 6éptico na superficie do
metal s&o dadas, de acordo com a polarizagao conforme equagéao 1.14,

E's = (_ rs',bx

E;:(—rﬁ;bycos '+(+r‘;bzsen ' (1.14)

Em que os primeiros representam a luz espalhada. As quantias polarizadas p,,p,

e p, séo dadas por:

p, =aE, +a,E, +a,FE,

XX —xy
p, =o,E, +a,E, +o,E, (1.15)
pz = aszx + azyEy + azzEz
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onde o representa a polarizabilidade. Substituindo a equacao 1.15 em 1.13,
obtemos as intensidades Raman para superficie[14-16], conforme as equacgdes
1.16,1.17,1.18 e 1.19.

I, = cotla, €+r, X+ r;E (1.16)

I = colla, €-r, }+ r. Eos +a, (+r, }+ r. Een |2 (1.17)

Iy = colla, CGr, +r, Eos va, (+r, 4, Een ‘2 (1.18)
1. = oo |gyy (- rpEos +a,, (+ rpgen (- rﬁ',}os L (1.19)

67 . '
Iy [Zy (-r, }os +a, €+, j+ r Een

Através das equacodes descritas acima, certos aspectos da intensidade do
espalhamento Raman, podem ser deduzidos para moléculas adsorvidas na
superficie. Se ignorarmos o efeito do tensor polarizabilidade, a intensidade do
espalhamento Raman pode ser determinada por dois fatores: pelos angulos da
radiacéo incidente e espalhada, e pela funcéo dielétrica da freqiéncia dependente
s&;:. Angulos incidentes entre 60° e 65° [17] sdo sugeridos para intensificar o

campo optico local da superficie, sendo assim um dos principais processos na
intensificacdo maxima do espalhamento Raman. A dependéncia da funcao
dielétrica na freqUéncia da radiacao incidente (w) sera discutida detalhadamente
no paragrafo seguinte.

Assumindo o modelo do oscilador harménico e omitindo a interagcdo do
elétron com o campo magnético do campo Optico, a funcdo dielétrica da
freqUéncia dependente pode ser escrita da seguinte forma [18-20]:
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e=1- (1.20)

w® — iwy

em que y é o coeficiente amortecimento introduzido para permitir a perda de
energia eletromagnética no interior do metal, e w, € a freqiiéncia do plasmon, que

depende do numero e propriedades de elétrons livres em qualquer sistema.

o AxNe?

@
P me,

(1.21)

Na equagédo 1.21, N, e e m representam respectivamente a densidade
numerica, a carga e a massa dos elétrons livres do sistema. Esta formulacdo pode
ser usada para discutir o campo elétrico local da superficie e também o
espalhamento Raman através de uma superficie.

Mudando-se o comprimento de onda da radiacdo incidente para o
vermelho, a funcao dielétrica € pode ter um sinal negativo dando um extenso valor

absoluto. Neste caso, r, tende a -1, enquanto r, aproxima-se de 1. Como

resultado, a componente tangencial do campo na superficie € aproximadamente
zero. Este valor da componente é relativo ao cancelamento do campo incidente e
do campo refletido [15]. Por essa razdo, para espectroscopia de absorcdo no
infravermelho, somente o dipolo induzido normal na superficie contribui na
intensidade.

Quando a freqUéncia da radiacao incidente esta proxima a freqiéncia do

plasmon wy, ocorre a ressonancia entre as freqtiéncias do plasmon e da radia¢do

incidente. Neste caso, se omitirmos a parte imaginaria da fungao dielétrica, o ||
sera muito pequeno, por exemplo, r, tende a 1, enquanto r, tende a -1. Como

resultado, ha um aumento na componente campo s-polarizacdo e a componente
p-polarizacdo ao longo da direcao y. Em contraste, a componente p do campo

normal da superficie € macicamente atenuada.
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Para espectroscopia Raman, as radiagbes nas regides do visivel e
ultravioleta préximo sao frequientemente usadas como fonte de excitacao.
Portanto, a funcao dielétrica ndo é muito pequena e assim, a componente
tangencial do campo local da superficie ndo sera zero. Por essa razéo, baseado
na teoria EM, a intensificagdo maxima do campo local numa superficie plana nao é
mais do que dois, conduzindo para um fator maxima intensificacao de 16 na

intensidade do espalhamento Raman [13].

1.3.2. O Mecanismo Quimico de Intensificacao

Esse modelo é baseado no principio que uma molécula adsorvida pode,
sob condi¢cbes especificas, interagir com a superficie do metal de maneira que
provoque um enorme aumento na polarizabilidade molecular, o [21].

Ha alguns fatores que influenciam e contribuem no mecanismo quimico.
Dentre eles podemos citar a interagdo da ligacdo quimica entre moléculas
adsorvidas e atomos que constituem a superficie metalica, a orientacdo e
cobertura das moléculas e a estrutura da superficie metalica. Porém, estes fatores
que influenciam a intensidade SERS dependem do mecanismo de transferéncia
de carga envolvido.

1.3.2.1. Transferéncia de Carga

No modelo de transferéncia de carga, os fétons incidentes excitam um
elétron da superficie metalica para a molécula adsorvida, gerando uma molécula
excitada negativamente carregada. A geometria molecular dessa molécula
excitada é diferente das espécies neutras. Esta transferéncia de carga induz uma
relaxag@o nuclear dentro da molécula excitada, que resulta no retorno do elétron
para a superficie do metal, o aparecimento de uma molécula neutra excitada e a

emissao de um féton numa freqtiéncia deslocada (Raman).
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No espalhamento Raman, transferéncia de carga é um processo de
excitacao virtual em que o estado de transferéncia de carga pode estar
parcialmente em ressonancia com a radiacao de excitacdo. Este processo gera
uma grande contribuicdo na sec¢ao cruzada do espalhamento Raman do complexo
molécula-metal. Este € assumido e € provavelmente o caso de varios sistemas
experimentais, que € normalmente uma fraca interacdo envolvida no sistema
substrato-molécula. Neste nivel de energia molecular ocorre um entrelagamento
com a banda de condugéo do metal [22].

Geralmente, o processo de transferéncia de carga envolve os quatro
passos seguintes [23] (1) um féton é aniquilado, entdo um elétron é excitado de
um doador (2) O elétron excitado é transferido para uma molécula adsorvida ou
para o proprio substrato metélico; (3) o elétron excitado volta para o doador a
partir do recebedor e ao mesmo tempo um féton Raman é emitido (4), o complexo
metal e molécula adsorvente estdo localizados em niveis vibracionais excitados

como mostrado na Figura 1.3.
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Figura 1.3. (a) O elétron é excitado no interior do metal. (b) O elétron
intramolecular é excitado pela luz incidente. (c) O elétron da superficie do metal é
excitado para a molécula adsorvida. (d) O elétron intramolecular é excitado para

um orbital vazio do metal da superficie.
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CAPITULO 2

OOOOOO QUIMIOMETRICOS



2.1. Introducao

A quimiometria [24] pode ser definida como uma area da quimica que usa
métodos matematicos, estatisticos e de I6gica formal para planejar ou selecionar
procedimentos oOtimos de medidas e experimentos e extrai o maximo da
informacao quimica relevante, com a analise dos dados.

O termo quimiometria foi utilizado pela primeira vez por quimicos, nos
anos setenta, formalizando uma area de estudo de aplicagdo de métodos
matematicos as ciéncias quimicas. O primeiro quimico a utilizar esta expressao
talvez tenha sido S. Wold (Umea University — Suécia), que trabalhava em métodos
de reconhecimento de padrodes.

A quimiometria divide-se em algumas areas principais, muito pesquisadas
e aplicadas atualmente como: processamento de sinais analiticos, planejamento e
otimizagcao de experimentos, reconhecimento de padrdes e classificagao de dados
[25] calibragdo multivariada [26], monitoramento e modelagem de processos
multivariados [27] e métodos de inteligéncia artificial [28].

A construcdo de modelos de regressdo a partir de dados de primeira
ordem, ou seja, dados que podem ser representados através de um vetor para
cada amostra, tem sido a principal linha de pesquisa da quimiometria aplicada a
quimica analitica. A construcdo desses modelos é denominada de calibracédo

multivariada.

2.2. Calibracao multivariada

A calibragdo multivariada [29] pode ser definida como uma série de
operacdes que estabelecem, sob condicdes especificas, uma relagdo entre
medidas instrumentais e valores para uma propriedade de interesse
correspondente.

Um modelo de calibragdo, na verdade, € uma fungdo matematica (f) que
relaciona dois grupos de variaveis, uma delas denominada independente (X) e a
outra denominada dependente (Y):
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Y=f(X)=Xb (2.1)

Esta etapa representa a calibracdo e por isso o conjunto de dados
empregado para essa finalidade é chamado conjunto de calibracdo. Os
parametros do modelo sdo denominados de coeficiente de regressdo (b)
determinados matematicamente a partir de dados experimentais.

Apos construgdo do modelo, este deve ser validado. Nesta etapa, as
variaveis independentes obtidas para outro conjunto de amostras, sao utilizadas
em conjunto com os coeficientes de regressdo para que sejam calculados os
valores previstos para a variavel dependente. No conjunto de validagdo utilizam-se
amostras cujas variaveis dependentes sejam conhecidas para que seja possivel
estabelecer uma comparacao entre os valores previstos, calculados na etapa de
validagao, e os valores conhecidos previamente através de metodologia padréo, o
que permitird a avaliagdo sobre o desempenho do modelo de calibracao proposto.

O método de calibracdo multivariada mais utilizado e considerado como
padrdao dentro da area, € o método dos minimos quadrados parciais (PLS, do
inglés — Partial Least Squares) [30].

A base do PLS é decompor a matriz (X) das varidveis independentes e a
matriz (Y) das variaveis dependentes, em um produto de duas matrizes menores

mais uma matriz de erro, como segue:

X=TP+E (2.2)

Y=UQ+F (2.3)

em que as matrizes T e U sdo chamadas de matrizes dos escores; P e Q matrizes
dos loadings; E e F as matrizes de erro de X e Y respectivamente. Esta
decomposicao € muito util nos casos em que a matriz X € mal condicionada, ou

ainda, quando o numero de amostras € menor que 0 numero de variaveis
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independentes visto que podemos utilizar uma matriz T de dimensao inferior a da
matriz X sem perda de informagéo util, eliminando ruido e colinearidade dos

dados.

Efetuando a decomposicao anterior, o préximo passo € ajustar uma relacao

linear, quando possivel, entre U eT, como segue:
U=bT+e (2.4)

em que b é o coeficiente do ajuste, usualmente obtido com algoritmo NIPALS.
Finalmente, podemos substituir U na equacao 2.3, e obter:

Y=bTQ+F (2.5)

e portanto, podemos obter os escores da matriz Y a partir dos escores da matriz
X e vice-versa. Terminada e etapa de calibragdo pode-se fazer previsdes para
amostras desconhecidas. Para tanto basta obter os escores da matriz X, o qual
pode ser transformado em concentragéo, através da equagéao 2.5.

2.3. Pré-processamento dos sinais analiticos

Outra etapa importante no desenvolvimento de um modelo de calibracdo
€ a etapa de pré-processamento. Muitas vezes os dados a serem modelados sao
expressos em grandezas diferentes, apresentam muitos ruidos, interferentes
fisicos que possam prejudicar o desempenho do modelo. Assim tratamentos sdo
realizados nos dados antes do desenvolvimento do modelo de calibracao.
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2.3.1. Remocao do ruido experimental: o filtro de transformada de Fourier

A idéia basica deste tipo de filtro € aplicar-se a transformada de Fourier
direta, dada pela Equacéo 2.6, para que se obtenha o sinal analitico representado

no dominio das freqiéncias (v:, ou melhor, aplicamos a transformada de Fourier

direta para obter o espectro de freqiéncias F(w), do sinal analitico[31].

FO>—— [1€3™ (2.6)

ox

Na Equacéo 2.6, A representa o dominio original do sinal analitico e f@j

o sinal analitico. Para espectros, A representa os comprimentos de onda, para
cromatogramas, ou fiagramas, A representa a variavel tempo e assim por diante.
Uma vez obtido o espectro de freqiéncias do sinal analitico, devemos
cortar as freqUéncias altas, visto serem estas freqtiéncias, na grande maioria dos
casos, relacionadas ao ruido instrumental.
Finalmente aplicamos a transformada de Fourier inversa, dada pela
Equacéo 2.7 e recuperamos o sinal analitico inicial, livre de ruido.

\_Lw —iAw
f€ > \/giF(v} dw (2.7)

A sequéncia de operacdes utilizada no processo de remocéao de ruido, através da
transformada de Fourier, pode ser facilmente entendida se observarmos a Figura
2.1.
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Figura 2.1. Representacao esquematica da sequiéncia de operagdes utilizada na

aplicacao do filtro de transformada de Fourier.

2.3.2. Correcao do espalhamento multiplicativo

O método de correcao de espalhamento multiplicativo (MSC - do inglés,
Multiple Scatering Correction) [32] é comumente aplicado em espectroscopia para
a correcao de linha base, proveniente principalmente da ndo homogeneidade da
distribuicdo de particulas na matriz.

Este método assume que os comprimentos de onda da luz espalhada
possuem uma dependéncia distinta entre a luz espalhada e a absorvida pelos
constituintes da amostra. Portanto teoricamente, é possivel separar estes dois
sinais. Este método tenta remover o efeito do espalhamento pela linearizacéo de
cada espectro por um espectro ideal. Para efeito de calculo, considera-se que o
espectro ideal € o espectro médio do conjunto de dados para o qual deseja
realizar a correcao da linha base. Em seguida, utiliza-se uma regressao linear para
calcular o coeficiente angular e linear do grafico entre o espectro ideal e o
espectro que vai ser corrigido. O espectro corrigido é calculado subtraindo cada
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ponto do espectro pelo valor do coeficiente linear e dividindo este valor pelo
coeficiente angular.

A técnica é muito simples e pode ser facilmente entendida se
acompanharmos a sequéncia de operacoes abaixo [33].

Matematicamente, e resumindo, a correcao € feita da seguinte forma:

1. A partir do conjunto total de espectros , calcula-se o espectro médio X ;

2. Faz-se a regresséao linear para cada um dos k espectros (x, ) do conjunto total

de espectros, contra o espectro médio, sobre todos os i comprimentos de onda:

Xix = Uy + Vi X (2.8)
3. Correcéo final:
nédo corrigido
X(:orrigido o ‘/i — Uy -
ik B (2.9)
Vi

2.3.3. Transformacao padrao normal de variacao

Normalmente, os espectros Raman apresentam problemas de linha base,
inclinagcbes e algumas vezes curvaturas, devido principalmente ao espalhamento
de luz. O espalhamento é fortemente dependente do comprimento de onda da luz,
do tamanho das particulas, do indice de refragdo etc. Para minimizar este efeito, é
necessario o uso de técnicas como a transformacao padrao de variacao (SNV —
do inglés Standard Normal Variate) [34]. Esta técnica € aplicada para corrigir 0s
efeitos do espalhamento multiplicativo e o tamanho da particula, de maneira

analoga a corregao de espalhamento multiplicativo (MSC).
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Apesar do MSC e SNV terem a mesma finalidade, ou seja, corrigir a linha
base espectral, estas duas técnicas sao bem diferentes. O SNV nao necessita de
um espectro ideal, ou seja, de um espectro médio para fazer a correcao dos
espectros. A correcao é realizada pela normalizacdo de cada espectro para o seu
préprio desvio padrao, conforme ilustrado pelas equagdes 2.10 e 2.11a seguir:

D
Média do espectro X; = Z ’ (2.10)

J=1

o | Xx

Espectro corrigido (2.11)

em que X representa uma matriz com nespectros e pcomprimentos de onda,

X, € a média do vetor contendo o espectro i da matriz X.

2.3.4. Ortogonalizacao dos espectros: o método de Gram-Schmidt

Dados dois vetores linearmente independentes no espago n-dimensional
R" pode-se obter um vetor ortogonal a qualquer um deles. Por exemplo, suponha
que um espectro qualquer (obtido em qualquer regido do espectro
eletromagnético) seja um dos vetores, aqui chamado de u, e o outro vetor o
espectro dos interferentes, isto é, aquilo se deseja eliminar do espectro u, por
exemplo, espectro do solvente e cubeta, fluorescéncia da matriz, ruido do branco,
ou seja, tudo que nao for correlacionado a medida de interesse, aqui chamado de

v. Sabendo-se o0 que se deseja eliminar (v) o proximo passo € projetar o espectro
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u na direcdo do espectro v. Assim, dentro de certo limite numérico computacional,

a contribuigcdo de v em u, como representado na Figura 2.2 [35].

Vetor ortogonal v
que procuramos

0 AN

bu

Figura 2.2. Ortogonalizacao de vetores para remocao da fluorescéncia usando o
método de Gram-Schmidt.

Subtraindo o vetor U (espectro u’) do espectro u, tem-se 0 espectro u sem
a contribuicdo do espectro v dos interferentes. Isto € o que é realizado pelo
método de Gram-Schmidt.

2.3.5. Dados centrados na média

A centralizacdo na média [36] consiste em fazer com que para cada
variavel seus valores tenham média zero. Para centrar os dados na média, obtém-
se para cada coluna o valor médio e, em seguida, subtrai-se este valor de cada

variavel dessa mesma coluna. Desta forma, ocorre a mudanga do sistema de
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coordenadas para o centro dos dados. A equacado 2.12 é utilizada para centrar os
dados na média.

X¢jom = Xij = X; (2.12)

em que, X¢,;3nCorresponde ao valor centrado na meédia para a variavel j na
amostra /; x;; € o valor da variavel j na amostra i e X; € a média das amostras

na coluna calculada pela equacéo 2.13 .

_ 1

Xi=—) X 2.13
= 2% (213)

onde n representa 0 nUmero de amostras.

2.3.6. Normalizacao dos espectros

A normalizacdo [37] € usada principalmente para remover variacao
sistemédtica, geralmente associada com tamanho da amostra. Na normalizagéo,

dividem-se cada uma das variaveis de uma dada amostra /i por um fator de

normalizagdo, ou seja, pela norma da amostra /, representada por [x;|. O

resultado é que todas as amostras estarao numa mesma escala.

X, ,
Xijtnorm) = ”X/,/” , J=12...J (2.14)

As normais utilizadas sao:

[xl.. = meax

x;| normasup,oul,

Xij

norma |,

J
||Xi”1 - Z|
j=1
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norma Euclidiana ou norma 1,

e Normalizacdo pela norma sup: a resposta maxima de cada uma das
amostras se torna igual a 1.
¢ Normalizacao pela norma /i: a area sob cada um dos espectros € unitaria.

e Normalizacao pela norma k: cada espectro tera comprimento igual a 1.

2.3.7. Compressao de dados: analise de componentes principais

Os instrumentos analiticos nos permitem medir simultaneamente, de
modo rapido e eficiente uma enorme quantidade de dados de um sistema quimico.
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