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RESUMO 

 Nesta tese metodologias analíticas foram desenvolvidas empregando 

espectroscopia Raman de baixa resolução amplificada por superfície (SERS) e 

calibração multivariada baseada no método dos mínimos quadrados parciais 

(PLS) para determinação dos pesticidas endosulfan e metamidofós (e misturas 

deles) em água, e do hormônio tireoestimulante (TSH) em plasma. Para a 

construção dos modelos de calibração dos pesticidas, um total de 70 e 30 

amostras compuseram os conjuntos de calibração e validação, respectivamente, 

sendo a divisão realizada pelo algoritmo de Kennard-Stone. Já na construção dos 

modelos de calibração para a determinação quantitativa dos pesticidas nas 

misturas, um total de 38 e 11 amostras foram utilizadas na calibração e validação 

respectivamente. Para construção dos modelos de calibração para quantificação 

de TSH, um total de 39 mostras foram utilizadas na calibração e 14 amostras de 

plasma foram utilizadas na validação. 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 previsão (RMSEP). Foram utilizados como pré-processamento, o filtro de 

transformada de Fourier, a correção de espalhamento multiplicativa, a 

transformação padrão normal de variação, a ortogonalização de espectros pelo 

método de Gram-Schmidt, a centralização e autoescalamento dos dados. Os 

melhores modelos foram validados através da determinação de figuras de mérito. 

Foram avaliados a exatidão, sensibilidade, sensibilidade analítica, seletividade, 

ajuste, razão sinal/ruído, limites de detecção e quantificação. A metodologia 

proposta mostrou-se rápida, de baixo custo e apresentou erros abaixo de 10 μg/L 

para os pesticidas e abaixo de 0,8 μUI/mL para TSH, podendo facilmente ser 

adaptada para o monitoramento de pesticidas em águas e também em análises 

laboratoriais de rotina para determinação 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 μg/L for the pesticides and below to 0.8 μUI/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 obtenção 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 fluorescência seja observada nas 

medidas, porém a intensidade Raman é pequena, o que é compensada com a 

utilização da vantagem das medidas multiplexadas. Esses equipamentos têm 

custos elevados, mas conseguem ótima resolução e relação sinal/ruído. 

 Porém recentemente com o desenvolvimento dos lasers de diodo e 

detectores de matriz de diodo de carga acoplada (CCD), equipamentos portáteis e 

de baixo custo tem surgido no mercado, o que pode tornar possível o 

desenvolvimento de aplicações com espectroscopia Raman mais simples e a um 

custo acessível. A desvantagem desses equipamentos mais simples é que 

normalmente lasers no visível são utilizados, gerando espectros com fluorescência 

e pouco resolvidos.  

 Com a possibilidade do tratamento dos dados por métodos 

quimiométricos, tem sido demonstrado, principalmente com a espectroscopia no 

infravermelho próximo, que a ausência de resolução e a presença de fortes 

interferências espectrais não são fatores limitantes para o desenvolvimento de 

metodologias de análise para determinações quantitativas. Assim pode-se pensar 

em metodologias analíticas com a união da espectroscopia Raman de baixa 

resolução e métodos quimiométricos.  

 A espectroscopia Raman amplificada por superfícies (SERS – do inglês, 

Surface Enhanced Raman Spectroscopy), desenvolvida na década de 70, é 

realizada pela adsorção do analito em superfícies coloidais metálicas, propiciando 

a amplificação no efeito Raman. Dessa forma, pode-se com essa técnica 

espectroscópica vibracional alcançar níveis de concentração extremamente 

baixos, podendo assim ser utilizada em metodologias analíticas para análise de 

“traços”. 

 Esta tese teve como objetivo utilizar técnicas quimiométricas de 

calibração multivariada baseada em mínimos quadrados parciais (PLS – do inglês, 

Partial Least Squares) para determinação de pesticidas em águas e também de 
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hormônio tireoestimulante (TSH – do inglês, Thyroid Stimulating Hormone) em 

plasma utilizando a espectroscopia Raman de baixa resolução amplificada por 

superfície (SERS) como resposta instrumental. O recurso de amplificação do sinal 

Raman foi utilizado para que se possam fazer determinações “traço” tanto para 

pesticidas (μg/mL) quanto para TSH (μUI/mL). 

 O procedimento SERS para o monitoramento de águas superficiais 

próximas às indústrias e lavouras é extremamente atraente, dada a simplicidade 

experimental dos métodos envolvidos, a possibilidade de determinações 

simultâneas de pesticidas de um modo extremamente rápido, além de ter a 

vantagem de fazer análises in situ, vantagem que a técnica cromatográfica ainda 

não possui. 

 Para a determinação de TSH, o procedimento SERS é também 

extremamente atraente dada a simplicidade experimental dos métodos envolvidos, 

os baixos limites de detecção possíveis de serem alcançados, a rapidez do 

método para se obter o resultado e, principalmente, a isenção de reagentes 

radioativos e não-radioativos nesta determinação. 

 A presente tese foi divida em cinco capítulos, sendo que o primeiro 

intitulado A Espectroscopia Raman e o Efeito da Amplificação por Superfície 

apresenta a teoria da técnica empregada para determinação dos pesticidas em 

águas e também do TSH em plasma. 

 O segundo capítulo intitulado Métodos Quimiométricos reporta a parte 

teórica sobre os métodos quimiométricos (pré-processamento de sinais, métodos 

de quantificação e validação) utilizados no desenvolvimento dos modelos de 

calibração multivariada. 

 O terceiro capítulo intitulado Obtenção do Efeito SERS explica como 

foram produzidos e otimizados os colóides de ouro utilizados na amplificação do 

espalhamento Raman. 

 O quarto capítulo intitulado Determinação de Pesticidas em Água 

utilizando o Efeito SERS apresenta os modelos de calibração multivariada e pré-

processamentos de dados utilizados para quantificação dos pesticidas 

Metamidofós e Endosulfan, assim como a mistura deles. A validação dos modelos 
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de calibração multivariada é proposta com base na determinação de figuras de 

mérito. 

 O quinto capítulo intitulado Determinação de TSH em Plasma 

Sanguíneo utilizando SERS, aborda a metodologia desenvolvida, utilizando a 

espectroscopia Raman de Baixa Resolução Amplificada por Superfície para 

quantificação do hormônio tireoideano (TSH). Também nesse caso foi realizada a 

validação do modelo pela determinação das figuras de mérito. 

 Finalmente a tese se encerra pelas Conclusões e apresentação das 

Referências Bibliográficas utilizadas.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

A ESPECTROSCOPIA RAMAN E O EFEITO DA AMPLIFICAÇÃO 

POR SUPERFÍCIE 
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1.1.  Introdução 

 A espectroscopia Raman [1-4] ocupa hoje uma posição destacada dentre 

as técnicas usadas na investigação da estrutura microscópica da matéria. 

 É sabido que as técnicas espectroscópicas de uma maneira geral, 

fornecem informações detalhadas sobre os níveis de energia das espécies em 

estudo; particularmente no caso da espectroscopia vibracional, a grande 

vantagem reside na maior riqueza de detalhes proporcionada pelos níveis de 

energia  vibracionais, frente aos níveis de energia eletrônicos: enquanto os 

espectros eletrônicos são constituídos por bandas largas usualmente sem 

estrutura, os vibracionais representam a “impressão digital” da molécula. 

 Sem dúvida, a espectroscopia Raman detém uma série de vantagens 

sobre a espectroscopia de absorção no infravermelho (IV) sendo que as principais 

são a possibilidade de obtenção de espectros de substâncias em meio aquoso e a 

utilização de recursos especiais, como o efeito Raman ressonante e o efeito de 

amplificação por superfície, que aumentam sua sensibilidade. 

 Mais ainda, trata-se de uma técnica de investigação qualitativa e 

quantitativa, que combinada com o uso de fibras óticas, permite a monitoração 

remota de amostras; essa possibilidade vem sendo explorada, por exemplo, no 

estudo de matrizes biológicas [5] na determinação de pesticidas [6] e em 

pesquisas biomédicas por permitir o estudo de tecidos [7] “in vivo”. 

 

1.2. Modelo ondulatório do espalhamento Raman 

  

 Os espectros Raman são obtidos irradiando-se uma amostra com uma 

fonte de laser potente de radiação monocromática no visível ou no infravermelho 

próximo. Durante a irradiação, o espectro da radiação espalhada é medido em 

certo ângulo (geralmente 90 graus) com um espectrômetro apropriado. As 

intensidades das linhas Raman são, quando muito, 0,001% da intensidade da 

fonte; como conseqüência, sua detecção e medida são mais difíceis do que em 

um espectro no infravermelho.  
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mais altas, as anti-Stokes. Como a população dos estados excitados segue a 

distribuição de Boltzmann, deve-se esperar que as bandas anti-Stokes tenham 

menor intensidade do que as linhas Stokes. 

 

1.3. Espectroscopia Raman amplificada por superfície 

  

 A espectroscopia Raman amplificada por superfície (SERS - do inglês 

Surface Enhanced Raman Spectroscopy) desenvolvida na década de 70 [9] é 

realizada pela adsorção do analito em superfícies coloidais metálicas ou em 

superfícies ásperas desse metal, propiciando a amplificação no efeito Raman [10].  

 No descobrimento do feito por Fleischmann, reportou-se um espectro 

muito intenso da piridina em uma superfície áspera de um eletrodo de prata. A 

intensidade do espectro foi inicialmente atribuída ao aumento no empacotamento 

molecular na superfície do eletrodo. Pesquisas posteriores mostraram que este 

aumento isolado na densidade de empacotamento não poderia provocar o enorme 

aumento na intensidade do espectro Raman e em 1977 duas teorias 

independentes foram formuladas para descrever o fenômeno.   

 Superfície áspera é essencial para a obtenção do efeito SERS. Neste 

contexto, “aspereza” significa que a superfície deve ter regiões com certa 

curvatura. Por exemplo, prata coloidal com um diâmetro médio de partículas de 40 

nm é considerada áspera, embora cada partícula coloidal seja essencialmente lisa 

(microscopicamente áspera).   

 O efeito SERS tem sido assim explicado por duas teorias: A teoria 

eletromagnética, em que o campo eletromagnético do metal-superfície é 

amplificado pelo campo incidente devido à geração de plasmons superficiais; e a 

teoria química, que propõe a interação química entre analito e substrato, através 

do arranjo das ligações ou transferência de carga, resultando no aumento da 

polarizabilidade das moléculas do analito. A amplificação do espalhamento é 

normalmente muito alta, da ordem de 106 ou mais, permitindo a obtenção dos 

espectros Raman de substâncias químicas em um curto tempo de integração e/ou 

sem a subtração de “backgrouds” [11]. 
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 No desenvolvimento da metodologia SERS, alguns fatores importantes 

devem ser levados em consideração na obtenção do substrato ativo, como por 

exemplo: a efetividade na amplificação, a durabilidade e reprodutibilidade. 

 Dentre os materiais, incluindo metais e semicondutores, os metais prata 

(Ag), ouro (Au) e cobre (Cu) são os mais usados para induzir a amplificação do 

espectro Raman por superfície de amostras químicas. A superfície metal-substrato 

para ativar o SERS pode geralmente incluir as seguintes formas: sóis-coloidais, 

eletrodos porosos e filmes metálicos. Uma vantagem dos sóis coloidais metálicos 

está na sua simples preparação e manipulação. Porém, a variação da intensidade 

SERS com o tempo de vida do sol é o maior fator limitante na aplicação do 

substrato em análises. Eletrodos porosos podem ser usados para amplificar sinais 

Raman de uma ampla gama de analitos, mas a inclusão do aparelho eletroquímico 

complica as medidas do sistema. A aplicação de filmes via sol-gel, possui o 

potencial para contornar estas desvantagens [12], porém ainda existem problemas 

práticos nessa implementação que dependem da estrutura e formação do sol-gel.  

 

1.3.1. O mecanismo de amplificação eletromagnético (EM) 

 

 No mecanismo EM, há várias propriedades que são de extrema 

importância no efeito SERS. Estas propriedades, na superfície, incluem a forma e 

tamanho (por exemplo, uma pequena irregularidade na forma das partículas 

metálicas, uniformidade no tamanho das nano partículas, partículas metálicas 

coloidais ou agregados fractais, etc.) e também a freqüência dependente da 

função dielétrica na superfície dos materiais [13]. A intensificação do campo 

eletromagnético na superfície do metal é primariamente causada pelo campo 

elétrico local na superfície, campo este que é responsável pela excitação da 

radiação Raman e também pelo momento de dipolo induzido em moléculas 

adsorvidas sobre a superfície irregular do metal. 
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 Para espectroscopia Raman, as radiações nas regiões do visível e 

ultravioleta próximo são freqüentemente usadas como fonte de excitação. 

Portanto, a função dielétrica não é muito pequena e assim, a componente 

tangencial do campo local da superfície não será zero. Por essa razão, baseado 

na teoria EM, a intensificação máxima do campo local numa superfície plana não é 

mais do que dois, conduzindo para um fator máxima intensificação de 16 na 

intensidade do espalhamento Raman [13]. 

 

 

1.3.2. O Mecanismo Químico de Intensificação 

  

 Esse modelo é baseado no princípio que uma molécula adsorvida pode, 

sob condições específicas, interagir com a superfície do metal de maneira que 

provoque um enorme aumento na polarizabilidade molecular, α [21].   

 Há alguns fatores que influenciam e contribuem no mecanismo químico. 

Dentre eles podemos citar a interação da ligação química entre moléculas 

adsorvidas e átomos que constituem a superfície metálica, a orientação e 

cobertura das moléculas e a estrutura da superfície metálica. Porém, estes fatores 

que influenciam a intensidade SERS dependem do mecanismo de transferência 

de carga envolvido. 

 

1.3.2.1. Transferência de Carga 

 

 No modelo de transferência de carga, os fótons incidentes excitam um 

elétron da superfície metálica para a molécula adsorvida, gerando uma molécula 

excitada negativamente carregada. A geometria molecular dessa molécula 

excitada é diferente das espécies neutras. Esta transferência de carga induz uma 

relaxação nuclear dentro da molécula excitada, que resulta no retorno do elétron 

para a superfície do metal, o aparecimento de uma molécula neutra excitada e a 

emissão de um fóton numa freqüência deslocada (Raman).      
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 No espalhamento Raman, transferência de carga é um processo de 

excitação virtual em que o estado de transferência de carga pode estar 

parcialmente em ressonância com a radiação de excitação. Este processo gera 

uma grande contribuição na seção cruzada do espalhamento Raman do complexo 

molécula-metal. Este é assumido e é provavelmente o caso de vários sistemas 

experimentais, que é normalmente uma fraca interação envolvida no sistema 

substrato-molécula. Neste nível de energia molecular ocorre um entrelaçamento 

com a banda de condução do metal [22]. 

 Geralmente, o processo de transferência de carga envolve os quatro 

passos seguintes [23] (1) um fóton é aniquilado, então um elétron é excitado de 

um doador (2) O elétron excitado é transferido para uma molécula adsorvida ou 

para o próprio substrato metálico; (3) o elétron excitado volta para o doador a 

partir do recebedor e ao mesmo tempo um fóton Raman é emitido (4), o complexo 

metal e molécula adsorvente estão localizados em níveis vibracionais excitados 

como mostrado na Figura 1.3. 

 

 

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 superfície do metal é 

excitado para a molécula adsorvida. (d) O elétron intramolecular é excitado para 

um orbital vazio do metal da superfície. 
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CAPÍTULO 2 

MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 
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2.1. Introdução 

  

A quimiometria [24] pode ser definida como uma área da química que usa 

métodos matemáticos, estatísticos e de lógica formal para planejar ou selecionar 

procedimentos ótimos de medidas e experimentos e extrai o máximo da 

informação química relevante, com a análise dos dados. 

 O termo quimiometria foi utilizado pela primeira vez por químicos, nos 

anos setenta, formalizando uma área de estudo de aplicação de métodos 

matemáticos às ciências químicas. O primeiro químico a utilizar esta expressão 

talvez tenha sido S. Wold (Umea University – Suécia), que trabalhava em métodos 

de reconhecimento de padrões. 

 A quimiometria divide-se em algumas áreas principais, muito pesquisadas 

e aplicadas atualmente como: processamento de sinais analíticos, planejamento e 

otimização de experimentos, reconhecimento de padrões e classificação de dados 

[25] calibração multivariada [26], monitoramento e modelagem de processos 

multivariados [27] e métodos de inteligência artificial [28].  

 A construção de modelos de regressão 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 à 

química analítica. A construção desses modelos é denominada de calibração 

multivariada. 

 

2.2. Calibração multivariada 
 

 A calibração multivariada [29] pode ser definida como uma série de 

operações que estabelecem, sob condições específicas, uma relação entre 

medidas instrumentais e valores para uma propriedade de interesse 

correspondente. 

 Um modelo de calibração, na verdade, é uma função matemática (f) que 

relaciona dois grupos de variáveis, uma delas denominada independente (X) e a 

outra denominada dependente (Y): 
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u na direção do espectro v. Assim, dentro de certo limite numérico computacional, 

a contribuição de v em u, como representado na Figura 2.2 [35]. 
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Figura 2.2. Ortogonalização de vetores para remoção da fluorescência usando o 
método de Gram-Schmidt. 

 

 Subtraindo o vetor u’ (espectro u’) do espectro u, tem-se o espectro u sem 

a contribuição do espectro v dos interferentes. Isto é o que é realizado pelo 

método de Gram-Schmidt.  

 

2.3.5. Dados centrados na média 

   

A centralização na média [36] consiste em fazer com que para cada 

variável seus valores tenham média zero. Para centrar os dados na média, obtêm-

se para cada coluna o valor médio e, em seguida, subtrai-se este valor de cada 

variável dessa mesma coluna. Desta forma, ocorre a mudança do sistema de 
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2.4. Validação: figuras de mérito 

  

 O bom desempenho de qualquer técnica analítica depende crucialmente 

de dois parâmetros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade 

estatística dos cálculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de 

assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método durante as operações de 

rotina de um laboratório é estabelecendo os limites destes parâmetros por meio da 

estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como validação [41]. 

 A validação é um processo de averiguação da performance de um 

método, com o intuito de avaliar se este apresenta uma performance adequada 

para as condições nas quais será aplicado. O processo de validação deve ser 

realizado sempre que um procedimento analítico é proposto ou desenvolvido. A 

validação de um método estabelece, por estudos sistemáticos realizados em 

laboratório, que o método atende ao seu propósito e às normas impostas por 

órgãos de fiscalização nacionais e internacionais [42].  

 A validação pode ser atestada através da determinação de parâmetros 

conhecidos como figuras de mérito, que, dependendo de onde o método será 

aplicado, do seu propósito e ou do órgão de fiscalização a que estará sujeito, o 

número de figuras de mérito ou nível que deve ser atingido em cada uma delas, 

pode variar [43]. 

As figuras de mérito são, portanto, os indicadores quantitativos do escopo e do 

bom desempenho das técnicas, e são descritas na literatura especializada como 

[44]: 

- Exatidão 

- Precisão 

- Sensibilidade 

- Seletividade 

- Linearidade 

- Razão sinal/ruído 

- Limite de detecção 

- Limite de quantificação 
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 O inverso desse parâmetro, ou seja, (δ-1), permite estabelecer a menor 

diferença de concentração entre amostras, que pode ser distinguida pelo método. 

 

2.4.5. Linearidade 

 

 Em modelos de calibração multivariada uma medida quantitativa da 

linearidade não corresponde a uma tarefa simples, ou mesmo possível. 

Qualitativamente, gráficos de resíduos e dos escores contra a concentração, os 

quais devem ter comportamento aleatório e linear, respectivamente, podem indicar 

se os dados seguem ou não o comportamento linear [53]. 

 

2.4.6. Sinal analítico líquido 

  

 A validação de modelos de calibração multivariada pode ser feita com 

base no cálculo de parâmetros que assegurem que o modelo apresenta 

performance adequada e dentro dos objetivos desejados. Em calibração 

multivariada o conceito de Sinal Analítico Líquido [54] (NAS - do inglês Net Analyte 

Signal), exerce uma importante função na determinação de figuras de mérito. 

O método para o cálculo do NAS para modelos multivariados de calibração 

inversa foi proposto por Lorber [55]. 

 O NAS é definido, para uma propriedade de interesse k, como sendo a 

parte do sinal analítico que é ortogonal às contribuições de possíveis interferentes 

presentes na amostra. Sua propriedade de ortogonalidade pode ser observada 

pela representação geométrica da Figura 2.3: 
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CAPÍTULO 3 

OBTENÇÃO DO EFEITO SERS 
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Nesta tese, o efeito SERS foi obtido pela deposição do analito em ouro 

coloidal. Apesar da literatura reportar a possibilidade da utilização de prata, ou 

mesmo cobre, não foi possível obter resultados quantitativos em colóides desses 

metais. Também foi avaliada a possibilidade de obter o efeito em sol-gel de ouro, 

mas também não foi observada amplificação significativa do sinal Raman neste 

caso. A seguir serão apresentados o procedimento experimental e a 

caracterização da suspensão de nanopartículas de ouro e espectros do efeito 

SERS.  

 

3.1. Instrumentação 

  

 Os espectros Raman foram obtidos num espectrômetro Raman de baixa 

resolução (Raman System,Inc) com LASER diodo, laser operando no 

infravermelho próximo (785 nm) e detector do tipo CCD de 2048 elementos e 

interface gráfica desenvolvida em ambiente MATLABTM. Espectros de 

deslocamento Raman foram obtidos na faixa de 700 a 2.000 cm-1, com tempo de 

integração de 60 segundos. 

 

3.2. Preparação da suspensão de nanopartículas de ouro 

 

 Para preparação dos substratos ativos, foram usados os seguintes 

reagentes: Ácido Tetracloroaurico (Sigma-Aldrich, Co.), Citrato de Sódio (Merck, 

Co.) água deionizada Milli-Q, Cloreto de Sódio (Merck, Co.). 

 A suspensão de nanopartículas de ouro foi preparada de acordo com a 

metodologia proposta por Lee-Meisel [60].  

 Foram adicionados 20 mL de uma solução de ácido tetracloroaurico 

1mmol/L em um erlenmeyer de 50 mL, envolto por papel alumínio. Esta solução foi 

aquecida até ebulição, onde em seguida, sob agitação vigorosa, foram 

adicionados 2 mL de uma solução de citrato de sódio a 1%. O ouro (Au3+) 

gradualmente se reduz a (Au0) na presença do citrato de sódio. Neste ponto pode-
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se perceber a formação de nanopartículas comprovada pela cor vermelha bem 

intensa da suspensão. Após mudança de cor da suspensão, o aquecimento e 

agitação foram paralisados. 

 Após o resfriamento da suspensão de nanopartículas de ouro, foram 

adicionadas à solução 5 mL de cloreto de sódio 0,1 mol/L, cujo papel foi aglutinar 

as partículas de ouro para potencializar ainda mais a intensificação do sinal 

Raman. 

 

3.3. Caracterização da suspensão de nanopartículas de ouro 

 

 A suspensão de nanopartículas de ouro, preparada conforme relatada na 

parte experimental foi caracterizada pela espectrofotometria eletrônica de 

absorção no ultravioleta-visível e também pela microscopia eletrônica de 

varredura. Alguns testes foram realizados para escolher a melhor solução coloidal 

a ser utilizada nos experimentos. Dentre eles, foram-se adicionando 1 mL de 

cloreto de sódio 0,1 mol/L e obtendo-se os espectros UV/vis. para se ter uma idéia 

do tamanho e distribuição das nanopartículas de ouro. Sabe-se que quanto mais o 

plasmon de absorção das partículas de ouro é deslocado para a região do 

vermelho, maiores são as partículas [61]. O objetivo, no entanto, é aumentar os 

tamanhos das nanopartículas, com a adição da solução de cloreto de sódio, 

fazendo com que seus plasmons de absorção se desloquem para a região do 

vermelho para que possam entrar em ressonância com a freqüência do laser do 

espectrômetro Raman e com isso intensificar o espalhamento Raman. 

 Na figura 3.1 é apresentado o espectro de absorção no UV-Vis da solução 

de ouro coloidal. Nota-se que a absorção do plasmon superficial dá origem a uma 

banda larga, com o máximo de absorção em torno de 527 nm. No caso deste 

substrato SERS ativo, teríamos intensificação do campo elétrico para radiações de 

comprimento de onda dentro da banda de absorção do plasmon (~370 e 600 nm). 

O máximo de absorção no espectro UV-VIS de soluções coloidais está 

relacionado ao tamanho médio das partículas, enquanto que a largura da banda 

de absorção relaciona-se à dispersão das partículas [62].    
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 O laser do espectrômetro Raman, utilizado para obtenção das medidas, 

possui comprimento de onda de 785 nm e para que o efeito SERS tenha um 

máximo de intensificação, solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L foi adicionada à 

suspensão com a finalidade de aumentar o tamanho das nanopartículas.  

 À medida que estas nanopartículas aumentam de tamanho, a banda de 

seus plasmons de absorção desloca-se para a região do infravermelho próximo, 

fazendo com que o campo elétrico das nanopartículas entre em ressonância com 

o campo elétrico do laser incidente aumentando significativamente o 

espalhamento Raman.   

 Nota-se, na figura 3.2, um deslocamento no plasmon de absorção para 

700 nm após adição de 1 mL de solução de cloreto de sódio. As figuras 3.3, 3.4, 

3.5 e 3.6 apresentam os respectivos deslocamentos de 725, 735, 740 e 745 nm.  
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Figura 3.1. Espectro de absorção no ultravioleta-visível da suspensão de 

nanopartículas de ouro. 



50 

 

550 600 650 700 750 800 850
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

0,45

0,50

0,55

0,60

0,65

0,70

700

A
bs

or
bâ

nc
ia

Comprimento de onda (nm)

 

Figura 3.2. Espectro de absorção no ultravioleta-visível da suspensão de 

nanopartículas de ouro contendo 1 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 
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Figura 3.3. Espectro de absorção da suspensão de nanopartículas de ouro 

contendo 2 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 
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Figura 3.4. Espectro de absorção da suspensão de nanopartículas de ouro 

contendo 3 mL solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 
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Figura 3.5. Espectro de absorção da suspensão de nanopartículas de ouro 

contendo 4 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 
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Figura 3.6. Espectro de absorção da suspensão de nanopartículas de ouro 

contendo 5 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 

 

  

 Pode-se observar, pelos espectros apresentados, que a suspensão de 

nanopartículas de ouro que propiciará as melhores medidas será a solução 

contendo 5 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 

 Também foram obtidas micrografias eletrônicas de varredura da referida 

suspensão, a fim de caracterizar o tamanho e homogeneidade das partículas de 

ouro da solução coloidal. Foi utilizado um Microscópio Eletrônico de Varredura - 

MEV Jeol JMS 6360-Lv com microssonda de Raios-X.  

 A figura 3.7 mostra uma micrografia eletrônica de varredura onde as 

partículas brilhantes correspondem ao ouro metálico.  Aumentando a resolução da 

imagem (MEV), proveniente da figura 3.7, observamos na figura 3.8 a distribuição 

das partículas de ouro com formato esférico uniforme, com tamanho médio de 400 

nm. 
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Figura 3.7. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da solução de ouro coloidal 

contendo 5 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol/L. 

 

 

 

Figura 3.8. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da solução de ouro coloidal 

contendo 5 mL de solução de cloreto de sódio 0,1 mol.L/L. 
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 Para verificar o efeito SERS, primeiramente foram obtidos espectros 

Raman de soluções de violeta genciana nas concentrações 1x10-3, 1x10-4 e 1x10-5 

mol/L. Para isso, foram adicionados em uma cubeta de quartzo, 1 mL da 

suspensão de nanopartículas de ouro e 1 mL das soluções de violeta genciana 

nas concentrações descritas acima e obtidos os espectros. Para comparação 

foram obtidos os espectros Raman sem o efeito SERS.  

 A figura 3.9 mostra os espectros Raman das soluções de violeta 

genciana, onde se pode observar que não há uma distinção entre os espectros, 

apresentando apenas ruído. Na figura 3.10 são apresentados os espectros de 

duas soluções de violeta genciana, onde após processamento para eliminação da 

fluorescência e normalização dos espectros, nota-se claramente o efeito SERS 

com grande amplificação do espalhamento Raman.   

 

 

 

Figura 3.9. Espectros Raman de violeta genciana. 
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Figura 3.10. Espectros Raman de violeta genciana na presença de ouro coloidal. 
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CAPÍTULO 4 
 

DETERMINAÇÃO DE PESTICIDAS EM ÁGUA UTILIZANDO O EFEITO SERS 
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4.1. Introdução  

 

 Pesticida é um termo usado para uma substância ou misturas de 

substâncias, sintéticas ou naturais, que servem para controlar a proliferação de 

insetos, fungos, bactérias, ervas daninhas, roedores e outras pestes [63]. 

 Com a crescente necessidade de fornecer alimentos à população torna-se 

indispensável o controle das doenças, pragas e plantas invasoras, com a 

utilização de pesticidas que se destaca entre as principais formas de controle, 

visando assegurar maior produtividade. Os primeiros grupos utilizados como 

pesticidas, foram substâncias tóxicas de origem natural, tais como o piretro e a 

nicotina, alguns elementos inorgânicos como o mercúrio e enxofre, além da cal e 

alguns sais de arsênio [63].  

 Após a segunda guerra mundial, o número de substâncias novas e o uso 

extensivo dessas na agricultura aumentaram enormemente. O BHC e o DDT 

surgiram como uns dos mais importantes produtos químicos, sendo usados em 

larga escala nas lavouras para combater insetos. Com o aumento do plantio de 

monoculturas, ocorreu o aparecimento de várias pragas, as quais são combatidas 

pelo uso de pesticidas. Como resultado, diversos problemas ambientais surgem a 

cada momento, muitos deles praticamente irreversíveis e de extrema relevância. 

Como exemplo, pode-se citar as conseqüências ambientais da expansão do uso 

de produtos químicos orgânicos sintéticos, com ênfase naquelas substâncias cuja 

toxicidade chega a afetar a saúde humana, especialmente no que diz respeito ao 

câncer e aos defeitos congênitos, assim como o bem-estar de organismos 

inferiores [64]. 

 O impacto das atividades agrícolas modernas sobre a qualidade da água 

subterrânea tornou-se conhecido na década de 70. Em particular, demonstrou-se 

a existência de altas taxas de lixiviação de nitratos e outros íons móveis em muitos 

sólos submetidos ao plantio contínuo. Com a contaminação das águas por 

pesticidas, e com o crescimento geométrico da população, o suprimento de água 

potável e de boa qualidade nas áreas mais desenvolvidas torna-se cada vez mais 

difícil e de maior custo. A água potável e a não contaminação dos alimentos só 
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4.1.1. Classificação dos pesticidas quanto à toxidade 

 

 Os pesticidas estão divididos em quatro classes toxicológicas para o ser 

humano, conforme apresentado na tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1. Classificação toxicológica de Pesticidas 

Classe I Rótulo Vermelho Extremamente Tóxico 

Classe II Rótulo Amarelo Altamente Tóxico 

Classe III Rótulo Azul Mediamente Tóxico 

Classe IV Rótulo Verde PoucoTóxico 

 

 Devido à grande diversidade de produtos existentes (somente no Brasil 

são cerca de 300 princípios ativos em 2 mil formulações comerciais diferentes), os 

pesticidas podem ser classificados de acordo com sua função, como por exemplo, 

inseticidas, herbicidas, fungicidas, algicidas, dentre outros, e também com de 

acordo com seu poder tóxico. Esta segunda classificação é fundamental para o 

conhecimento da toxicidade aguda de um determinado pesticida. 

 Os pesticidas podem ser classificados quanto à afinidade (aficida, ovicida, 

larvicida, raticida, formicida, acaricida, inseticida entre outros) e quanto ao modo 

de ação (ingestão, contato, microbiano e fumegante) sendo possível o 

enquadramento em mais de uma classe. Quanto à origem, a divisão envolve os 

compostos inorgânicos (compostos de mercúrio, bário, enxofre e cobre), os 

pesticidas de origem vegetal, bacteriana e fúngica (piretrinos, antibióticos e 

fitocidas), e os pesticidas orgânicos.  

 Os pesticidas orgânicos, que apresentam átomos de carbono em sua 

estrutura, constituem o maior grupo de produtos com alta atividade fisiológica. As 

principais classes desses compostos são os organoclorados (OCs), 

organofosforados (OPs) e Carbamatos [64]. 

 Vamos nos ater neste trabalho em dois pesticidas dos mais 

comercializados nos Brasil. O endosulfan que compõem a classe dos 

organoclorados e o metamidofós que compõem a classe dos organofosforados. 
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4.2. Pesticida Metamidofós 

 

 O pesticida de ingrediente ativo ou nome comum metamidofós, com nome 

químico 0,S-dimetil fosforamidotioato de fórmula molecular C2H8NO2PS e fórmula 

estrutural apresentada na figura 4.1 é comercializado no Brasil há vários anos 

segundo alguns diferentes nomes comerciais, entre eles: Tamaron BR (Bayer), 

Hamidop 600 (Arysta), Metamidofos Fersol 600 (Fersol), Metafos (Milenia), 

Metasip (Sipcam Agro), Dinafos (Cheminova) [67].  

 É um pesticida acaricida organofosforado sistêmico, formulado como 

concentrado solúvel ou solução aquosa não concentrada, que contém 600 g do 

ingrediente ativo metamidofós por litro do produto comercial. Está autorizado pela 

ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), do Ministério da Saúde 

apenas para uso em pulverização foliar nas culturas de algodão, amendoim, 

batata, feijão, soja, tomate e trigo, via trator, pivô central ou aplicação aérea, 

evitando-se, assim, maior contato de aplicadores em exposição ocupacional. Na 

cultura do tomate, seu uso está autorizado somente para tomate rasteiro, com fins 

industriais (massa de tomate, etc.), sendo seu uso proibido para tomate de mesa 

[67]. 

 

Figura 4.1. Fórmula estrutural do pesticida metamidofós 

 

 As formulações de metamidofós foram todas enquadradas pela ANVISA 

nas Classes toxicológicas I ou II. Do ponto de vista de sua ação tóxica, como 

qualquer outro organofosforado, também o metamidofós é um éster inibidor da 

enzima acetilcolinesterase (uma enzima vital para o funcionamento do sistema 
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 Foi introduzido no mercado em 1957 com o nome comercial Thiodan e 

possui registro para a aplicação em soja por meio da Portaria nº 95/85 do 

Ministério da Agricultura, tendo como Limite Máximo de Resíduos (LMRs) de 

Pesticida de 1,0 mg/kg para esta cultura [68].  

 

4.4. Métodos convencionais de análise  

  

 Em geral, os métodos usados na análise de pesticidas em águas, exigem 

que se efetue previamente a extração e pré-concentração destes compostos para 

posterior análise por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – do inglês, 

High Performance Liquid Chromatography). Os métodos oficiais utilizam técnicas 

analíticas de extração líquido-líquido (LLE – do inglês Liquid-Liquid Extaction ) e 

extração por fase sólida (SPE – do inglês, Solid Phase Extraction). A LLE envolve 

grandes quantidades de solventes caros e tóxicos, e elevados tempos de análise; 

já a SPE, embora apresente uma série de vantagens em relação à LLE, tem como 

desvantagens entupimento da coluna de separação, falta de reprodutibilidade e a 

não reutilização dos cartuchos [69-71]. 

 Por este motivo, há a necessidade de se desenvolver novos métodos 

analíticos que permitam rápidas determinações in situ de pesticidas, para 

monitoramento contínuo de ambientes aquáticos extensos, onde se faz o uso 

rotineiro destes pesticidas. 

 

4.5. Atribuições das bandas vibracionais do espectro Raman do pesticida 

Metamidofós  

  

 A figura 4.3 mostra o espectro Raman do pesticida metamidofós puro 

obtido através de um espectrômetro Raman de baixa resolução (Raman 

System,Inc) com LASER diodo, laser operando no infravermelho próximo (785 nm) 

e detector do tipo CCD de 2048 elementos. 
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Figura 4.3. Espectro Raman do pesticida metamidofós puro. 

 

 

 Os 45 modos vibracionais possíveis do metamidofós foram calculados 

teoricamente, cuja geometria otimizada encontra-se apresentada na Figura 4.4, 

através do programa GAMESS (do inglês - General Atomic and Molecular 

Electronic Structure System) versão 22 de fevereiro de 2006 (R5), com cálculo 

DST (do inglês - Density Functional Theory), com funcional B3LYP e base de 

Dunning cc-pVDZ [72,73]. 

  Pode-se observar através da tabela 4.2, que mostra as freqüências 

teóricas e experimentais, que a diferença é bastante pequena entre eles, 

indicando que o espectro Raman obtido é realmente da espécie a ser analisada. 

Assim, com base nos modos vibracionais teóricos foi realizada a atribuição das 

bandas espectrais Raman. 
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Figura 4.4. Estrutura molecular do pesticida metamidofós. 

 

Tabela 4.2. Atribuição das bandas Raman para o pesticida metamidofós. 
 

Frequência 
Teórica (cm-1) 

Frequência 
experimental  (cm-1) 

Atrribuição 

315 320 Deformação P-O 
408 405 Estiramento P-S 
523 515 Estiramento P-S 
601 613 Estiramento P-S 
687 665 Deformação axial C-S 
742 732 Estiramento P-O 
780 795 Estiramento P-O 
865 880 Deformação P-N 
998 1010 Deformação P-O-C 

1194 1220 Estiramento P=O 
 

 

 

4.6. Atribuições das bandas do espectro Raman do pesticida Endosulfan   

  

A figura 4.5 mostra o espectro Raman do pesticida endosulfan puro obtido 

através de um espectrômetro Raman de baixa resolução (Raman System,Inc) com 

LASER diodo, laser operando no infravermelho próximo (785 nm) e detector do 

tipo CCD de 2048 elementos. 



67 

 

0 500 1000 1500 2000 2500
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

365 410

465

560
635 660

845

995
1150

1220

1360In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

)

Deslocamento Raman (cm-1)

 

Figura 4.5. Espectro Raman do pesticida puro endosulfan 

 

 A tabela 4.3 apresenta os valores calculados, os experimentais e as 

atribuições das bandas do espectro Raman. Podemos observar que a diferença 

entre os valores teóricos e espectrais é muito pequena, mostrando assim grande 

concordância entre as freqüências experimentais e calculadas teoricamente. 

Devido a essa mínima diferença os modos vibracionais teóricos foram utilizados 

para atribuição das bandas espectrais Raman do endosulfan. 
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Figura 4.6. Estrutura molecular do pesticida endosulfan 

 

Tabela 4.3. Atribuição das bandas Raman para o pesticida endosulfan. 
 

Frequência 
Teórica (cm-1) 

Freqüência 
experimental (cm-1) 

Atribuição 

371 365 Estiramento C-Cl 
418 410 Estiramento C-Cl 
440 465 Deformações no esqueleto 
555 560 Deformações no esqueleto 
640 635 Deformações no esqueleto 
656 660 Deformações no esqueleto 
857 845 Estiramento C-H 
992 995 Estiramento C-H 

1148 1150 Estiramento SO3 

1226 1220 Estiramento S=O 
1370 1360 Deformação CH 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

4.7. Obtenção dos espectros SERS dos pesticidas em solução aquosa   

  

 Após etapa de otimização do SERS, passou-se então a utilizar este 

substrato para se obter espectros SERS de pesticidas metamidofós, endosulfan e 

também de suas misturas em água.  

Os espectros Raman foram obtidos num espectrômetro Raman de baixa 

resolução (Raman System,Inc) com LASER diodo, laser operando no 

infravermelho próximo (785 nm) e detector do tipo CCD de 2048 elementos e 

interface gráfica desenvolvida em ambiente MATLABTM [74]. Espectros de 

deslocamento Raman foram obtidos na faixa de 700 a 2.000 cm-1, com tempo de 

integração de 60 segundos. 

 Os espectros SERS foram obtidos utilizando cubeta de quartzo, usando 

soluções aquosas padrão de pesticida metamidofós em concentrações variando 

de 10 μg/L a 59,5 μg/L. No total foram preparadas 100 soluções do pesticida na 

faixa de concentração descrita.  

 Foram adicionados em cubeta, 1,0 mL de solução coloidal de ouro, 0,2 

mL das soluções padrão nas concentrações descritas acima e obtidos os 

espectros SERS.  

 Os espectros SERS de endosulfan foram obtidos seguindo os mesmos 

passos de obtenção dos espectros SERS de metamidofós.  

 Os espectros SERS das misturas de endosulfan e metamidofós foram 

obtidos vertendo em cubeta de quartzo já contendo 1,0 mL de solução coloidal de 

ouro, 0,2 mL das soluções padrão das misturas. Estas misturas foram preparadas 

em proporções diversas de concentrações de cada pesticida totalizando 49 

soluções aquosas padrão cujas concentrações estão indicadas na tabela 4.4.  
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Tabela 4.4. Soluções preparadas das diferentes concentrações das misturas de 
pesticidas. 
 

Solução (Nº) 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Endosulfan 
(μg/L) 

25 25 25 25 25 25 25 30 30 30 30 30 30 30 

Metamidofós 
(μg/L) 

25 30 35 40 45 50 55 25 30 35 40 45 50 55 

Solução (Nº) 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

Endosulfan 
(μg/L) 

35 35 35 35 35 35 35 40 40 40 40 40 40 40 

Metamidofós 
(μg/L) 

25 30 35 40 45 50 55 25 30 35 40 45 50 55 

Solução (Nº) 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 

Endosulfan 
(μg/L) 

45 45 45 45 45 45 45 50 50 50 50 50 50 50 

Metamidofós 
(μg/L) 

25 30 35 40 45 50 55 25 30 35 40 45 50 55 

Solução (Nº) 43 44 45 46 47 48 49        

Endosulfan 
(μg/L) 

55 55 55 55 55 55 55        

Metamidofós 
(μg/L) 

25 30 35 40 45 50 55        

 
 

 
 
4.8. Modelos de calibração multivariada para o pesticida Metamidofós 

 

 A figura 4.7 mostra os espectros SERS do pesticida metamidofós nas 

concentrações variando de 10 a 59,5 µg/L, utilizando o espectrômetro Raman de 

baixa resolução (Raman System,Inc) com LASER diodo, laser operando no 

infravermelho próximo (785 nm) e detector do tipo CCD de 2048 elementos. 
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Figura 4.7. Espectros Raman SERS do metamidofós não pré-processados 

 

 Os espectros SERS de metamidofós, não pré-processados referentes à 

figura 4.7, foram obtidos com a finalidade de construir o modelo de calibração 

multivariada para determinação quantitativa do pesticida metamidofós, usando 

técnicas quimiométricas de calibração multivariada baseadas no método dos 

mínimos quadrados parcias (PLS). O modelo, a priori, foi construído com os dados 

não pré-processados para posterior comparação com modelos cujos dados foram 

pré-processados. Foram utilizados os seguintes pré-processamentos para avaliar, 

através do RMSEC (raiz quadrada do erro quadrático médio de calibração) e 

RMSEP (raiz quadrada do erro quadrático médio de previsão) o desempenho dos 

seguintes pré-processamentos: transformada de Fourier (FT – do inglês, Fourier 

Transformation), correção multiplicativa do espalhamento (MSC), ortogonalização 

de espectros pelo método de Gram-schmidt (GS), transformação padrão normal 

de variação (SNV) e dados centrados na média.  

 Em todos os modelos desenvolvidos foram usadas 70 amostras na 

calibração e 30 amostras na previsão. Essa separação foi baseada no algoritmo 

de Kennard-Stone [75]. 



72 

 

 O método de validação cruzada foi usado para a escolha do número 

ótimo de variáveis latentes, isto é, o menor número de variáveis latentes que 

conseguem capturar a maior variância dos dados para construir o modelo de 

calibração para quantificação de metamidofós. A validação cruzada é um 

procedimento onde uma das amostras do conjunto de calibração é retirada e o 

modelo é desenvolvido com os restantes, usando diferentes números de variáveis 

latentes. Após isso, é realizada a previsão da amostra que foi retirada. Todo 

processo é repetido até que todas as amostras de calibração tenham sido 

previstas. No final é calculada a raiz quadrada do erro quadrático médio de 

validação cruzada (RMSECV – do inglês, Root Mean Square Error of Cross 

Validation) para cada número de variáveis latentes utilizadas.  

 Pela análise dos valores de RMSECV para diferentes números de 

variáveis latentes no modelo, observou-se que a partir de 10 variáveis latentes não 

existia mais variação apreciável no erro. Assim esse número foi escolhido para os 

cálculos, capturando 99,26 % e 96,20 % da variância dos dados independentes 

(espectros do pesticida) e dependentes (concentrações de metamidofós), 

respectivamente. 

 Os resultados obtidos para o dados apenas centrados na média 

apresentaram valores da raiz quadrada do erro médio quadrático de calibração 

(RMSEC – do inglês, Root Mean Square Error of Calibration) e da raiz quadrada 

do erro médio quadrático de previsão (RMSEP – do inglês, Root Mean Square 

Error of Prediction) de 2,50 μg/L e 3,30 μg/L respectivamente. A figura 4.8 ilustra o 

gráfico dos valores previstos contra os valores de referência para quantificação do 

pesticida metamidofós utilizando as amostras de validação. 
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Figura 4.8. Modelo de calibração para determinação de metamidofós 

 

 

4.8.1. Modelo de calibração utilizando a transformada de Fourier como pré-

processamento  

 

 Os espectros SERS das soluções aquosas do pesticida metamidofós 

foram pré-processados aplicando a Transformada de Fourier (ver figura 4.9). Foi 

utilizado esse processamento para verificar se com a diminuição dos ruídos, 

inerentes à medida direta do espalhamento Raman, os resultados de previsão do 

modelo de calibração ficassem melhores. Verifica-se nessa figura uma certa 

diminuição do ruído espectral, pela eliminação de altas freqüências do espectro.  

Em seguida, os dados foram centrados na média e foi utilizado o método de 

validação cruzada para escolher o número de variáveis latentes. Os valores de 

RMSEC e RMSEP foram calculados para possível avaliação do desempenho do 

modelo.  
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Figura 4.9. Espectros SERS do pesticida metamidofós após utilização do filtro 

com transformada de Fourier.  

 

 

 Para o modelo foram utilizadas 10 variáveis latentes as quais capturaram 

99,96 % e 96,20 % da variância dos dados, como mostrado na tabela 10, e que 

explicaram o menor RMSECV (raiz quadrada do erro quadrático médio de 

validação cruzada). 

 Os valores de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo foram de 2,79 

μg/L e 3,36 μg/L respectivamente. A figura 4.10 mostra o gráfico dos valores 

previstos contra os valores de referência para quantificação do pesticida 

metamidofós utilizando as amostras de validação. Analisando-se os resultados, 

nota-se que os valores de previsão são até piores que os anteriormente 

apresentados. Uma possível explicação para isso é que a utilização do filtro 

acabou por eliminar informações espectrais importantes para o desenvolvimento 

do modelo de calibração.  
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Figura 4.10. Modelo de calibração para determinação de metamidofós com pré-

processamento por filtro com transformada de Fourier. 

  

 

 

4.8.2. Modelo de calibração utilizando MSC como pré-processamento 

  

 O terceiro modelo de calibração foi construído utilizando a correção de 

espalhamento multiplicativo. Os espectros após esta correção estão apresentados 

na figura 4.11. Este pré-processamento foi aplicado para verificar o efeito de uma 

correção de espalhamento sobre os resultados de previsão.   
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Figura 4.11. Espectros SERS do pesticida metamidofós com pré-processamento 

por MSC.  

 

 Após a correção de espalhamento, os dados foram centrados na média, e 

em seguida, foi utilizado o método de validação cruzada para escolher o número 

de variáveis latentes a ser empregado no modelo. Neste modelo foram utilizadas 

10 variáveis latentes as quais capturaram 99,96 % e 96,20 % da variância dos 

dados das variáveis independentes e dependentes, respectivamente.  

 Os valores de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo foram de 2,79 

μg/L e 2,08 μg/L respectivamente. A figura 4.12. ilustra o gráfico dos valores 

previstos contra os valores de referência para quantificação do pesticida 

metamidofós utilizando as amostras de validação. 
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Figura 4.12. Modelo de calibração para determinação de metamidofós com pré-

processamento por MSC. 

 

 Pode-se observar nesse caso que as previsões foram melhores às 

demais já apresentadas, uma vez que os pontos da figura 4.12. praticamente 

estão sob a reta verificando que os valores previstos são muito próximos aos 

esperados. Além disso, menores valores de RMSEP foram obtidos, confirmando a 

superioridade do modelo desenvolvido. 

 

4.8.3. Modelo de calibração utilizando o método de ortogonalização de Gram-

Schmidt como pré-processamento 

 

 O quarto modelo de calibração foi construído utilizando os espectros 

SERS do pesticida metamidofós pré-processados utilizando o método de Gram-

Schmidt. Nesse caso, os espectros foram ortogonalizados em relação ao espectro 

SERS do branco (água). Dessa forma, pretende-se eliminar a contribuição de 
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efeitos que não estão correlacionados com a amostra, uma vez que estes foram 

eliminados. A figura 4.13. apresenta o espectro após a ortogonalização, onde se 

percebe que grande parte do efeito não relacionado ao Raman foi eliminado. 

 

 

Figura 4.13. Espectros Raman SERS de metamidofós pré-processado com 

ortogonalização. 

 

 O método de validação cruzada também foi utilizado neste modelo para a 

escolha do número ótimo de variáveis latentes. Foram utilizadas 10 variáveis 

latentes, as quais capturaram 99,99 % e 99,50 % da variância dos dados das 

matrizes das variáveis independentes e dependentes, respectivamente. Os 

valores de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo, com os dados centrados na 

média, foram de 2,55 μg/L e 2,73 μg/L respectivamente. A figura 4.14. ilustra o 

gráfico dos valores previstos contra os valores de referência para quantificação do 

pesticida metamidofós utilizando as amostras de validação. Nesse caso, os 

valores de previsão para as amostras 29 e 30 não estão adequados, contudo para 

as demais os resultados estão satisfatórios, com erros similares aos obtidos 

anteriormente. Assim a remoção da informação ortogonal aos dados não propiciou 

uma melhora significativa nos resultados de previsão. 
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Figura 4.14. Modelo de calibração para determinação de metamidofós com pré- 

processamento por ortogonalização. 

 

4.8.4. Comparação dos modelos para o pesticida Metamidofós 

 

 Também pré-processamento por SNV foi aplicado, mas os resultados 

foram bastante piores que os apresentados anteriormente e por isso os dados não 

estão apresentados.  

 Para um resumo geral dos resultados obtidos a tabela 4.5 apresenta os 

resultados de RMSEP.  

  

Tabela 4.5. Valores dos erros calculados pelos modelos de calibração para 
quantificação de metamidofós.  

Modelos Desenvolvidos Tipos de pré-
processamentos 

RMSEP (μg/L) 

1º Modelo CM 3,30 
2º Modelo FT 3,36 
3º Modelo MSC 2,08 
4º Modelo GS 2,73 
5º Modelo SNV 4,15 

Valores de Referência (µg/L) 
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 Pelos resultados apresentados na tabela 4.5, nota-se claramente que os 

melhores pré-processamento são o MSC e GS. Para uma avaliação mais confiável 

desses resultados um teste F pode ser aplicado para verificar se existe diferença 

significativa entre os resultados num certo grau de certeza. A tabela 4.6 apresenta 

os valores de F calculados como a relação entre os quadrados dos RMSEP´s.  

 

Tabela 4.6. Valores de teste F para os diferentes modelos desenvolvidos. 

 FT MSC GS SNV 

CM 1,19 2,52 1,46 1,51 

FT - 2,61 1,52 1,53 

MSC - - 1,72 3,98 

GS - - - 2,31 

   

 Tomando-se o valor de F tabelado com 30,30 graus de liberdade e 

confiança de 95%, tem-se 1,84. Assim pode-se concluir que o pré-processamento 

com MSC produz melhores resultados que CM, FT e SNV, enquanto que o pré-

processamento com GS produz melhores resultados que SNV.      

 Observando os valores dos erros de previsão, podemos concluir que a 

correção de espalhamento multiplicativo é o pré-processamento mais adequado 

para construir modelos de calibração para quantificação de metamidofós. 

 

4.9. Modelos de calibração para o pesticida Endosulfan 

 

 A figura 4.15. mostra os espectros Raman SERS de endosulfan, obtidos 

através de um espectrômetro Raman de baixa resolução (Raman System,Inc) com 

LASER diodo, laser operando no infravermelho próximo (785 nm) e detector do 

tipo CCD de 2048 elementos. 
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Figura 4.15. Espectros Raman SERS de endosulfan não pré-processados. 

 

 Assim como para o Metamidofós, foram desenvolvidos modelos de 

calibração multivariada para determinação do endosulfan em água. Também os 

mesmos pré-processamentos foram testados e comparados para avaliação da 

possibilidade da quantificação utilizando o SERS.   

 O primeiro modelo de calibração para o pesticida endosulfan foi 

construído com os dados centrados na média. O método de validação cruzada 

também foi utilizado para a escolha do número ótimo de variáveis latentes, isto é, 

o menor número de variáveis latentes que conseguem capturar a maior variância 

dos dados para construir o modelo. 

 Nesse caso, foram escolhidas 10 variáveis latentes, as quais capturaram 

respectivamente, 99,75 % e 94,48 % da variância das varáveis independentes e 

dependentes. 

 Os valores de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo foram de 3,34 

μg/L e 3,27 μg/L respectivamente. A figura 4.16. ilustra os valores de referência 

contra os valores previstos pelo PLS. 
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Figura 4.16. Modelo de calibração para determinação de endosulfan. 

(●) calibração; (▼) validação. 

 

4.9.1. Modelo de calibração utilizando transformada de Fourier como pré-

processamento 

  

 Para construção do segundo modelo de calibração, os espectros Raman 

SERS de endosulfan foram pré-processados aplicando a Transformada de 

Fourier, na tentativa de eliminação de ruídos espectrais. Os espectros filtrados 

estão apresentados na figura 4.17.  
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Figura 4.17. Espectros SERS do pesticida endosulfan após utilização do filtro de 

transformada de Fourier.  

 

 Para o modelo foram utilizadas 10 variáveis latentes as quais capturaram 

99,78 % e 92,71 % das varáveis independentes e dependentes respectivamente.  

Os valores obtidos para RMSEC e RMSEP foram de 3,83 μg/L e 3,56 μg/L, 

respectivamente, com os dados centrados na média. Nesse caso, como para o 

pesticida anterior, a utilização do filtro não proporcionou melhora nos resultados, 

apresentando até valores superiores de erros. A figura 4.18. ilustra os valores de 

referência contra os valores previstos pelo PLS 
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.  

Figura 4.18. Modelo de calibração para determinação do endosulfan com 

transformada de Fourier como pré-processamento. (●) calibração; (▼) validação. 

 

4.9.2. Modelo de calibração utilizando SNV como pré-processamento 

  

 Após utilização da transformada de Fourier, os dados foram pré-

processados aplicando a transformação padrão normal de variação, e em seguida, 

centrados na média para possibilitar melhor desempenho do modelo para 

quantificação de endosulfan. Para desenvolvimento do modelo de calibração foi 

utilizado o método de validação cruzada para a escolha do número ótimo de 

variáveis latentes. Foram utilizadas 10 variáveis latentes e os valores de e RMSEC 

e RMSEP calculados pelo modelo foram de 3,05 μg/L e 2,83 μg/L 

respectivamente.  

 A figura 4.19. ilustra o modelo de calibração desenvolvido para 

quantificação do pesticida endosulfan. Para o pré-processamento SNV, é possível 

observar uma melhora significativa dos valores de previsão em relação aos 

anteriormente mostrados. 
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Figura 4.19. Modelo de calibração para determinação de endosulfan utilizando 

SNV como pré-processamento. (●) calibração; (▼) validação. 

  

4.9.3. Modelo de calibração utilizando MSC como pré-processamento 

  

 A figura 4.20. mostra os espectros já pré-processados aos quais foram 

aplicados a correção multiplicativa do espalhamento com a finalidade de corrigir as 

linhas base espectrais. O quarto modelo de calibração foi construído após o pré-

processamento. O RMSEP do modelo foi comparado com os demais RMSEPS 

dos modelos anteriores, para possível avaliação no desempenho dos modelos de 

calibração desenvolvidos. 

 Para esse modelo também foi utilizado o método de validação cruzada 

para a escolha do número ótimo de variáveis latentes. Foram utilizadas 10 

variáveis latentes as quais capturaram 97,64 % de X e 96,74 % de Y da variância 

dos dados. Os valores dos erros de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo 

foram de 2,50 μg/L e 2,48 μg/L, respectivamente. A figura 4.21. ilustra o modelo 

de calibração desenvolvido para quantificação do pesticida endosulfan. 
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Figura 4.20. Espectros Raman SERS de endosulfan pré-processados com MSC. 

 

  

Figura 4.21. Modelo de calibração para determinação de endosulfan com pré-

processamento por MSC. (●) calibração; (▼) validação. 
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 Também nesse caso, utilizando o MSC nota-se uma sensível melhora nos 

resultados como para o SNV. A melhora com esses dois pré-processamentos 

pode ser explicada pelo fato de que eles corrigem parte do grande sinal da 

fluorescência que encobre os picos Raman do endosulfan. 

 

4.9.4. Modelo de calibração utilização ortogonalização de Gram-Schmidt 

como pré-processamento 

 

 Os espectros SERS ortogonalizados estão apresentados na figura 4.22. 

Foram utilizadas 10 variáveis latentes as quais capturaram 97,01 % e 95,73 % da 

variância dos dados independentes e dependentes, respectivamente. Os valores 

dos erros de RMSEC e RMSEP calculados pelo modelo foram de 3,34 μg/L e 3.02 

μg/L, respectivamente. A figura 4.23. ilustra o modelo de calibração desenvolvido 

para quantificação do pesticida endosulfan. 
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Figura 4.22. Espectros Raman SERS de endosulfan pré-processados com 

ortogonalização. 
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Figura 4.23. Modelo de calibração para determinação de endosulfan com pré-

processamento por ortogonalização. (●) calibração; (▼) validação. 

 

4.9.5. Comparação dos modelos para o pesticida Endosulfan 

 

 Os resultados obtidos para os diferentes modelos estão apresentados na 

tabela 4.7. Nesse caso nota-se que as diferenças entre os vários pré-

processamentos não são muito grandes, destacando-se apenas que a utilização 

do MSC produz resultados com erros menores. Porém realizando-se um teste F 

para comparação dos RMSEP´s com 95% de confiança, não são observadas 

diferenças significativas entre os modelos desenvolvidos.  
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Tabela 4.7. Valores dos erros calculados pelos modelos de calibração para 
quantificação de endosulfan  

Modelos Desenvolvidos Tipos de pré-
processamentos 

RMSEP (μg/L) 

1º Modelo CM 3,27 
2º Modelo FT 3,56 
3º Modelo SNV 2,83 
4º Modelo MSC 2,48 
5º Modelo GS 3,02 

 

 

4.10. Modelos de calibração multivariada para misturas dos pesticidas 

Metamidofós e Endosulfan  

 

 Os espectros Raman SERS da mistura de pesticidas estão apresentados 

na figura 4.24. Todos os modelos de calibração foram desenvolvidos através do 

método dos mínimos quadrados parciais com algoritmo SMPLS, sendo que foram 

desenvolvidos modelos independentes para cada pesticida. Foram usadas 38 

amostras na calibração e 10 amostras na previsão.  

 As variáveis independentes e dependentes foram centradas na média, e 

em seguida, o método de validação cruzada foi utilizado para obter o número 

ótimo de variáveis latentes para construção do modelo. Também os mesmos pré-

processamentos já apresentados anteriormente foram testados e comparados 

para avaliação da possibilidade da quantificação dos pesticidas em misturas 

utilizando o SERS.   

 Nesse caso, os modelos para o pesticida endosulfan necessitaram de 11 

variáveis latentes, que capturaram mais de 95% da informação dos dados em 

todos os casos. Já para o pesticida metamidofós somente por volta de 70% da 

informação dos dados para as variáveis dependentes puderam capturados pelo 

modelo.  
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Figura 4.24. Espectros Raman SERS das misturas de pesticidas endosulfan e  

metamidofós. 

 
 

 A figura 4.25. ilustra o gráfico dos valores de referência versus os valores 

previstos pelo modelo de calibração desenvolvido para o pesticida endosulfan com 

os dados centrados na média, onde se pode observar a excelente concordância 

entre os valores de referência e calculados pelo modelo.  
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Figura 4.25. Valores de referência contra os previstos pelo modelo para a 

quantificação do pesticida endosulfan na mistura. (●) calibração; (▼) validação. 

 

 A figura 4.26. ilustra os valores medidos contra os valores previstos pelo 

modelo para o pesticida metamidofós com dados pré-processados por MSC. 

Pode-se verificar que os resultados apresentados são bem piores que para o 

endosulfan. Só pelo fato do modelo de calibração multivariada com o PLS 

conseguir descrever apenas 72,01% da variância nos dados das variáveis 

dependentes, indica que está sendo difícil o desenvolvimento da relação entre os 

espectros e a concentração do metamidofós. Pode-se verificar grande dispersão 

entre as amostras de calibração indicando algum problema com os dados. Apesar 

das medidas terem sido refeitas, não foi possível desenvolver modelos com 

melhor poder de previsão que os apresentados.  

Uma possível explicação para isto é que pode estar ocorrendo algum tipo de 

interação entre os pesticidas e o substrato ativo que faz com que a relação deixe 

de ser linear. Não se pode esquecer que o PLS baseia-se nas relações lineares 

entre as variáveis independentes (X) e variáveis dependentes (Y). Esses 
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resultados são bastante diferentes dos apresentados anteriormente para 

metamidofós puro, endosulfan puro e endosulfan na mistura.   

 

 

Figura 4.26. Valores de referência contra os previstos pelo modelo para a 
quantificação do pesticida metamidofós na mistura. (●) calibração; (▼) validação. 
 
 As tabelas 4.8 e 4.9 mostram os valores dos erros para as determinações 

de endosulfan e metamidofós na mistura para os diversos pré-processamentos 

realizados. Nota-se claramente que as previsões para o endosulfan são bastante 

superiores que para o metamidofós. Aplicando um teste F para comparação dos 

RMSEP´s, verifica-se que no nível de confiança de 95%, não existe diferença 

significativa entre os modelos.   

 

Tabela 4.8. Valores dos erros calculados pelos modelos de calibração para 
quantificação de endosulfan nas misturas 

Modelos Desenvolvidos Tipos de pré-
processamentos 

RMSEP (μg/L) 

1º Modelo CM 1,80 
2º Modelo FT 1,88 
3º Modelo SNV 2,13 
4º Modelo MSC 2,19 
5º Modelo GS 1,59 
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Tabela 4.9. Valores dos erros calculados pelos modelos de calibração para 
quantificação de metamidofós nas misturas 

Modelos Desenvolvidos Tipos de pré-
processamentos 

RMSEP (μg/L) 

1º Modelo CM 3,31 
2º Modelo FT 3,25 
3º Modelo  SNV 3,27 
4º Modelo MSC 2,91 
5º Modelo GS 3,85 

 

  4.11. Validação dos melhores modelos de Calibração  

 Foram estimadas as figuras de mérito para os modelos desenvolvidos na 

determinação dos pesticidas. Foram escolhidos os modelos que apresentaram o 

menor valor de RMSEP para esses cálculos, apesar de que para a maioria dos 

casos, não houve diferença significativa entre os diferentes pré-processamentos 

testados. A tabela 4.10 apresenta as figuras de mérito calculadas.  

 

Tabela 4.10. Figuras de Mérito para os modelos desenvolvidos.  

Figuras de Mérito Endosulfan Metamidofós Endosulfan Na 

Mistura 

Metamidofós 

Na Mistura 

 

Exatidão* 

RMSEC 2,94 2,87 0,86 5,85 

RMSEP 2,48 2,08 1,80 2,91 

Sensibilidade Analítica** 8,00 7,76 3,51 14,54 

Inverso da Sensibilidade* Analítica 0,13 0,13 0,29 0,02 

Seletividade 0,0061 0,0042 0,0189 0,0013 

 

Ajuste 

Inclinação 0,95 0,97 1,00 0,73 

Intercepto 1,60 1,10 0,19 11,00 

Coef. Corr. (r2) 0,95 0,97 0,99 0,72 

 

Ajuste 

NAS 

Inclinação 0,044 0,042 0,093 0,095 

Intercepto -34,00 -36,00 -40,00 -39,00 

Coef. Corr. (r2) 0,83 0,97 0,99 0,73 

Razão 

Sinal/Ruído 
Máx. 658,61 782,09 335,67 1420,30 

Mín. 338,38 316,60 224,97 884,25 

Limite Detecção* 0,50 0,43 0,94 0,23 

Limite Quantificação* 1,34 1,29 2,85 0,69 

(*)Resultados em μg/L , (**) (μg/L)-1 
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O ajuste dos modelos construídos foi avaliado com base nos gráficos dos 

valores para os parâmetros estimados pelos modelos PLS contra os valores de 

referência. Outra maneira de avaliar o ajuste de modelos de calibração 

multivariada é através dos gráficos dos valores escalares do sinal analítico líquido 

(NAS), determinado pela norma do vetor de sinal analítico líquido em função do 

valor de referência para cada parâmetro. Esta última refere-se à representação 

pseudo-univariada dos modelos de calibração multivariada. A inclinação, o 

intercepto e o coeficiente de correlação para os modelos são mostrados na Tabela 

4.10. Pelos ajustes nota-se que somente para a determinação do metamidofós na 

mistura a correlação não está acima de 0,95, indicando que este modelo não está 

ajustado de maneira correta.  

  As Figuras 4.27., 4.28., 4.29. e 4.30. mostram os gráficos dos valores de 

referência contra os valores estimados. Nesse caso, o modelo linear parece se 

ajustar bem aos dados, porém o modelo para o metamidofós na mistura tem um 

pior ajuste. Essa falta de ajuste pode ser em decorrência da não interação das 

moléculas de metamidofós com as partículas de ouro coloidal que produzem o 

efeito SERS. As figuras 4.31., 4.32., 4.33. e 4.34. mostram os gráficos do escalar 

NAS contra a concentração, respectivamente, dos modelos de calibração para o 

endosulfan, metamidofós, endosulfan na mistura e metamidofós na mistura. Pode-

se observar que para o NAS, novamente o ajuste para o pesticida metamidofós na 

mistura não é adequado. 
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Figura 4.27. Valores de referência versus valores estimados pelo modelo PLS 
para o pesticida endosulfan. (●) amostras de calibração, (*)  amostras de 
validação  

 

Figura 4.28. Valores de referência versus valores estimados pelo modelo PLS 
para o pesticida metamidofós. (●) amostras de calibração, (*)  amostras de 
validação  
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Figura 4.29. Valores de referência versus valores estimados pelo modelo PLS 
para o pesticida endosulfan na mistura. (●) amostras de calibração, (*)  amostras 
de validação.  

 

Figura 4.30. Valores de referência versus valores estimados pelo modelo PLS 
para o pesticida metamidofós na mistura. (●) amostras de calibração, (*)  
amostras de validação.  
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Figura 4.31. Escalar NAS contra as concentrações de referência para o 
endosulfan.  

 

Figura 4.32. Escalar NAS contra as concentrações de referência para o 
metamidofós. 
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Figura 4.33. Escalar NAS contra as concentrações de referência para o 
endosulfan na mistura. 

 

Figura 4.34. Escalar NAS contra as concentrações de referência para o 
metamidofós na mistura. 
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 As Figuras 4.35., 4.36., 4.37. e 4.38. representam os resíduos da 

calibração validação para as amostras de endosulfan, metamidofós, endosulfan na 

mistura e metamidofós na mistura, respectivamente. Qualitativamente, estes 

gráficos podem indicar se os dados seguem ou não um comportamento linear. A 

distribuição aleatória desses resíduos é um indicativo de comportamento linear. A 

distribuição dos erros para endosulfan, metamidofós e endosulfan na mistura 

apresenta um comportamento aleatório, no entanto, para o metamidofós na 

mistura observa-se uma certa tendência. 

  

 

Figura 4.35. Gráfico de erros absolutos contra os valores de referência do modelo 

de calibração para determinação do pesticida endosulfan. 
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Figura 4.36. Gráfico de erros absolutos contra os valores de referência do modelo 

de calibração para determinação do pesticida metamidofós. 

 

Figura 4.37. Gráfico de erros absolutos contra os valores de referência do modelo 

de calibração para determinação do pesticida endosulfan na mistura. 
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Figura 4.38. Gráfico de erros absolutos contra os valores de referência do modelo 

de calibração para determinação do pesticida metamidofós na mistura. 

  

 Os indicadores de exatidão, mostrados na Tabela 4.10, apresentam um 

nível aceitável de dispersão e uma boa concordância entre si, menos para o 

metamidofós na mistura. A sensibilidade e sensibilidade analítica apresentaram 

ótimos resultados para o modelo endosulfan e bons resultados para os demais 

modelos (metamidofós, endosulfan na mistura e metamidofós na mistura) 

considerando-se a faixa de concentrações utilizadas e também pela técnica 

empregada neste trabalho. Os valores para o inverso da sensibilidade analítica, 

apresentados na Tabela 4.10, podem ser interpretados de forma mais clara, por 

apresentarem uma correlação com a concentração utilizada. Este valor é mais 

simples e informativo para comparações e julgamento de um método analítico, 

pois permite estabelecer a menor diferença de concentração entre amostras que 

pode ser distinguida pelo método. Segundo esses valores, por exemplo, o modelo 

é capaz de fazer a distinção entre amostras com diferença de concentração da 

ordem de 0,13 μg/L de endosulfan e metamidofós em águas. 
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 Os valores de seletividade que são mostrados na Tabela 4.10 

representam a fração média do sinal do espectro da amostra que é usado na 

modelagem, por não ser ortogonal em relação à propriedade de interesse. Logo, 

esses valores não se referem à seletividade no seu significado físico, que é em 

geral empregado em Química Analítica. Eles indicam que menos que 1% em 

média do sinal está relacionado ao nível do analito. 

 Os valores para a razão sinal/ruído apresentados na Tabela 4.10 mostram 

o quanto o escalar “nas” está acima do desvio padrão da flutuação do sinal 

instrumental da referência. Os valores mínimos para a razão sinal/ruído 

apresentados na tabela, são os limites aceitáveis para determinações 

quantitativas. 

 Os limites de detecção e quantificação para os modelos construídos 

mostraram resultados coerentes com as quantidades medidas para todos os 

parâmetros. Assim é possível realizar quantificações para os pesticidas em água 

com concentrações acima de 1,34 e 1,29 μg/L para endosulfan e metamidofós, 

respectivamente.  
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CAPÍTULO 5 

DETERMINAÇÃO DE TSH EM PLASMA SANGUÍNEO UTILIZANDO 

SERS 
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5.1. Introdução 

 

 Os hormônios tireoideanos (HT) [76] são fundamentais para o 

crescimento e desenvolvimento de vários órgãos e tecidos de animais 

vertebrados. Embora essa ação já ocorra no estágio embrionário, alguns desses 

órgãos e tecidos ainda apresentam-se imaturos após nascimento e têm um padrão 

de desenvolvimento temporal específico, o qual depende de um suporte adequado 

de triiodotironina (T3), o principal hormônio tireoideano. Dele também depende o 

crescimento, diferenciação e a regulação da atividade e metabolismo desses 

mesmos órgãos e tecidos na fase adulta, razão pelas quais os hormônios 

tireoideanos são considerados essenciais para a manutenção da qualidade de 

vida do ser humano. 

 A fonte de HT é a glândula tireóide, que secreta predominantemente o 

hormônio tiroxina (T4) da qual deriva, por desiodação, a maior parte do T3 

circulante. É do T3, hormônio que apresenta atividade biológica no mínimo 5 

vezes maior que a do T4, que depende a atividade de, praticamente, todos os 

tecidos do organismo, já que todos eles expressam receptores de HT [76]. 

 Em linhas gerais, a função tireoideana é regulada pelo hormônio liberador 

de tireotropina (TRH) produzido no hipotálamo que, por meio do sistema porta 

hipotálamo-hipofisário, se dirige à adeno-hipófise, ligando em receptores 

específicos no tireotrofo e induzindo a síntese e secreção de hormônio tirotrópico 

(TSH). Este, por sua vez, interage com receptores presentes na membrana da 

célula folicular tireoideana induzindo a expressão de proteínas envolvidas na 

biossíntese de HT, aumentando a atividade da célula tireoideana e estimulando a 

secreção hormonal [76]. 

 É necessário que a fisiologia da tireóide esteja normal, para bons 

resultados reprodutivos, haja vista que, na mulher, o hipotireoidismo é reportado 

como causa de falha na ovulação e aumento na taxa de abortamento [77]. 

 Na década de 60 surgiram vários estudos que demonstraram alterações 

nas dosagens dos hormônios tireoideanos em patologias não tireoideanas. Desde 

então, outros trabalhos foram publicados descrevendo doenças sistêmicas graves, 
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agudas ou crônicas, acompanhadas ou não por desnutrição e caquexia, nas quais 

o perfeito entendimento da função tireoideana não era simples, pois havia 

alterações dos níveis hormonais do sangue, independente da presença de 

patologia endócrina [78]. 

  

5.1.1. Hormônio Tireoestimulante (TSH) 

  

 O hormônio tireoestimulante (TSH), também conhecido como tireotropina, 

é uma glicoproteína produzida pelos tireotrofos da adeno-hipófise. É formado por 

duas subunidades, alfa e beta, unidas por ligação não-covalente. A subunidade 

alfa é comum a outras glicoproteínas, como o hormônio folículoestimulante (FSH), 

o hormônio luteinizante (LH) e a gonadotropina coriônica humana (hCG). Já a 

subunidade beta do TSH é específica, conferindo especificidade biológica e 

imunológica [79].  

 A secreção de TSH pela hipófise é modulada por hormônios tireóideos 

com mecanismo clássico de retrorregulação (“feedback” negativo). Dados 

recentes da literatura indicam quem o T3 produzido internamente, dentro do 

tirotrofocito, por desalogenação de T4, é o agente que bloqueia a secreção de 

TSH em condições fisiológicas [79]. 

 O hipotálamo atua tanto estimulando a secreção de TSH, através do 

hormônio liberador de tireotropina (TRH). A concentração sérica de hormônios 

tireoidianos também causa influência na secreção de TSH, através de feedback 

negativo exercido sobre o eixo hipotálaomo-hipofisário. A somatostatina, um 

hormônio hipotalâmico inibitório, atua através do aumento do efeito inibitóriodo 

hormônio tireoidiano sobre os tireotrofos. Ocorre ainda um controle neural, sendo 

que a dopamina é responsável por inibir fisiologicamente a secreção de TSH. 

 A principal função da tireotropina é ligar-se à receptores de alta afinidade 

na glândula tireóide, estimulando a captação do iodo, a hormonogênese e a 

liberação de T3 e T4 [79]. 

 Desta forma, quando a função hipotálamo-hipofisária está intacta, 

pequenas alterações nas concentrações dos hormônios tireoideanos livres 
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resultam em grandes alterações nas concentrações séricas de TSH, tornando o 

TSH o melhor indicador de alterações discretas da produção tireoideana. A 

secreção do TSH é pulsátil e possui um ritmo circadiano com os pulsos de 

secreção ocorrendo entre 22hs e 4hs da madrugada, sendo seus níveis médios 

entre cerca de 1,3 e 1,4mU/L, com limites inferiores entre 0,3 e 0,5mU/L e limites 

superiores entre 3,9 e 5,5mU/L (4,5). Variações na concentração sérica de TSH 

podem ser atribuídas a esta secreção pulsátil e a liberação noturna do TSH [76]. 

 Existem algumas técnicas para avaliação dos níveis destes hormônios, 

sendo que as mais usadas são: as técnicas de radioimunoensaio [80] e a 

quimiluminescência [81]. Estas técnicas são rápidas, exatas e apresentam baixos 

limites de detecção, porém a periculosidade da técnica de radioimunoensaio, 

devido à radioatividade dos reagentes envolvidos, o alto custo dos aparelhos, do 

conjunto de reagentes utilizados, bem como a utilização de mão-de-obra 

especializada, inviabilizam o uso destes métodos de análise. 

 A perspectiva de utilização da espectroscopia Raman de baixa resolução 

amplificada por superfície (SERS), para determinação do hormônio tireoideano 

TSH é extremamente atraente dada à simplicidade experimental dos métodos 

envolvidos, os baixos limites de detecção possíveis de serem alcançados e 

principalmente a isenção de reagentes radioativos e não-radioatios. Contudo, as 

sobreposições de bandas espectrais, efeitos de fluorescência do analito, conferem 

ao sistema características que podem dificultar a determinação do hormônio em 

questão.  

 Uma alternativa bastante viável para se determinar o TSH sem as 

características que dificultem sua determinação é a aplicação de técnicas 

quimiométricas de calibração multivariada baseadas no método dos mínimos 

quadrados parcias (PLS). 

  

5.2. Parte Experimental 

  

 Para desenvolver o modelo de calibração por mínimos quadrados 

parciais, foram obtidas 53 amostras de sangue animal. As amostras foram 
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centrifugadas e todo soro foi coletado para quantificação do TSH. Foram utilizados 

0,5 mL de soro de cada amostra sendo que desses, 0,25 mL foram usados para 

se determinar a concentração do TSH pelo método de referência e os outros 0,25 

mL foram utilizados para obtenção dos espectros SERS de plasma. 

 Análises por quimioluminescência foram realizadas como método de 

referência para quantificação de TSH. Utilizou-se o Kit ADVIA Centaur (Bayer 

Corporation). O princípio do teste é um ensaio imunológico tipo sanduíche de dois 

sítios que usa quantidades constantes de dois anticorpos com medida por  

quimioluminescente direta. Os resultados do ensaio são usualmente calibrados 

contra uma preparação de referência de TSH (ex.: a “Second International 

Reference Preparation [2nd IRP]” 80/558 da OMS) e são expressos em mili-

unidades internacionais de atividade biológica por litro de soro -mUI/L- (ou µUI/ml). 

  A tabela 5.1 mostra os resultados obtidos pelo método de referência, ou 

seja, pelo método da quimioluminescência. A sensibilidade analítica foi de 0,01 

μUI/mL.  

 Os espectros Raman foram obtidos utilizando cubeta de quartzo, com 

tempo de integração de 60 segundos. Foram adicionados na cubeta, 1,0 mL de 

solução coloidal de ouro, 0,25 mL de plasma sanguíneo e obtidos os espectros, a 

fim de observar a intensificação do sinal Raman (SERS).  
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Tabela 5.1. Concentrações obtidas pelo método quimioluminescente 

Plasma Sanguíneo Concentração de TSH (μUI/mL) 
Amostra 1 1,10 
Amostra 2 3,30 
Amostra 3 0,80 
Amostra 4 3,20 
Amostra 5 2,30 
Amostra 6 1,90 
Amostra 7 1,20 
Amostra 8 3,30 
Amostra 9 4,30 

Amostra 10 1,10 
Amostra 11 1,10 
Amostra 12 3,00 
Amostra 13 2,20 
Amostra 14 2,20 
Amostra 15 1,00 
Amostra 16 1,00 
Amostra 17 4,80 
Amostra 18 1,80 
Amostra 19 0,90 
Amostra 20 2,60 
Amostra 21 0,80 
Amostra 22 1,90 
Amostra 23 5,00 
Amostra 24 2,10 
Amostra 25 2,80 
Amostra 26 1,50 
Amostra 27 3,10 
Amostra 28 3,60 
Amostra 29 0,12 
 Amostra 30 1,10 
Amostra 31 0,50 
Amostra 32 2,60 
Amostra 33 1,70 
Amostra 34 3,70 
Amostra 35 7,60 
Amostra 36 2,20 
Amostra 37 5,20 
Amostra 38 2,70 
Amostra 39 3,50 
Amostra 40 3,00 
Amostra 41 2,90 
Amostra 42 2,30 
Amostra 43 1,00 
Amostra 44 3,50 
Amostra 45 2,10 
Amostra 46 2,70 
Amostra 47 2,60 
Amostra 48 3,40 
Amostra 49 2,50 
Amostra 50 4,00 
Amostra 51 2,60 
Amostra 52 1,90 
Amostra 53 1,90 
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5.3. Resultados e Discussão 

 

 A figura 5.1 mostra os espectros SERS de plasma sanguíneo obtidos 

através de um espectrômetro Raman de baixa resolução (Raman System,Inc) com 

LASER diodo, laser operando no infravermelho próximo (785 nm) e detector do 

tipo CCD de 2048 elementos. 

 

 

Figura 5.1. Espectros SERS de plasma sanguíneo sem pré-processamento. 

 

 Foram usadas 39 amostras na calibração e 14 amostras na previsão, 

sendo que alguns pré-processamentos foram realizados antes da construção do 

modelo. Os menores RMSEC (raiz quadrado do erro médio de calibração) e 

RMSEP (raiz quadrada do erro médio de previsão) foram obtidos com os dados 

escalados e também com o MSC. A figura 5.2 apresenta os espectros após o pré-

processamento.   

 

Deslocamento Raman (cm
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Figura 5.2. Espectros SERS de plasma sanguíneo após pré-processamento 

  

 O método de validação cruzada foi usado para a escolha do número 

ótimo de variáveis latentes, isto é, o menor número de variáveis latentes que 

conseguem capturar a maior variância dos dados para construir o modelo de 

calibração para quantificação do TSH, conforme ilustra a figura 5.3. Nessa figura 

pode-se observar que após a utilização de 7 variáveis latentes não existe mais 

uma diminuição do RMSEP de validação cruzada.  

 O modelo de calibração para o TSH foi desenvolvido utilizando 7 variáveis 

latentes capturando 97,34 % da variância de X (variáveis independentes) e 

86,03% da variância de Y (variáveis dependentes). Os valores obtidos dos erros 

foram: RMSEC de 0,03 μUI/mL e RMSEP de 0,04 μUI/mL. 
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Figura 5.3. Gráfico usado para a escolha no número de variáveis Latentes 

 

 O resultado do cálculo das figuras de mérito é apresentado na Tabela 5.2. 

O modelo linear parece se ajustar bem aos dados. As Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 

mostram o gráfico dos valores de referência contra os valores estimados, o gráfico 

do escalar NAS contra a concentração e o gráfico dos resíduos respectivamente.  

Esses gráficos demonstram o bom ajuste do modelo linear e a apresentação do 

modelo PLS na sua forma pseudo-univariada, assim como os erros com 

comportamentos aleatórios que tendem a confirmar o bom ajuste do modelo de 

calibração PLS. 
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Tabela 5.2. Resultados de figuras de mérito estimadas para o modelo PLS. 

Figuras de Mérito 

Exatidão* RMSEC 0,03 

RMSEP 0,04 

Sensibilidade** 3,00 

Inverso da Sensibilidade Analítica* 0,12 

Razão Sinal-Ruído Máx. 9,80x103 

Min. 8,38x103 

Seletividade 0,06 

 

Ajuste (Referência x Estimado) 

Inclinação 0,70 

Intercepto 0,1 

Coef. Corr. 0,97 

 

Ajuste NAS 

Inclinação 0,51 

Intercepto 2,4 

Coef. Corr. 0,97 

LD* 0,41 

LQ* 1,24 

(*)Resultados em µUI/mL de TSH em plasma sanguíneo, (**)µUI/mL de TSH-1 
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Figura 5.4. Valores de referência contra previstos pelo modelo para determinação 

de TSH. () calibração; () validação.  

 
 
 

 Os indicadores de exatidão (RMSEC e RMSEP) mostram que os valores 

das concentrações de TSH estimados pelo modelo de calibração, apresentam boa 

concordância entre si e também com os valores obtidos pelo método de 

referência.  

 Bons resultados foram encontrados para a sensibilidade e sensibilidade 

analítica dentro da faixa de concentração estudada. O parâmetro sensibilidade 

analítica é bem simples e mais informativo para comparar e avaliar a sensibilidade 

do método analítico de interesse, pois o inverso da sensibilidade (sensibilidade 

analítica) pode ser interpretado de forma mais clara, por sua relação direta com a 

concentração. Com este parâmetro é possível estabelecer o mínimo da diferença 

entre os valores de concentrações que podem ser medidas dentro da faixa de 

concentração utilizada na construção do modelo de calibração. Com base neste 

resultado, para TSH é possível distinguir diferenças entre as amostras com 
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diferença de concentração da ordem de 0,12 μUI/mL. No entanto, este valor é uma 

estimativa otimista que considera o ruído espectral representando a maior fonte de 

erro e não leva em conta a falta de ajuste do modelo. 

 

 

Figura 5.5. Escalar NAS contra as concentrações de Referência, (о) amostras de 

calibração, (*) amostras de validação. 

  

 Os resultados de relação sinal/ruído apresentados na tabela 5.2, mostram 

o quanto o escalar NAS está acima do desvio padrão da flutuação do sinal 

instrumental. Os resultados obtidos comprovam que o sinal está muito acima do 

ruído experimental, apesar de ser uma medida direta do espalhamento. Uma 

possível explicação para esses resultados é que a estimativa do ruído instrumental 

(δx) não representa a totalidade do conjunto de dados. Segundo os resultados, a 

menor razão observada foi 8,38x103, que representa um limite mínimo aceitável 

para determinações quantitativas. Este resultado sugere que a estimativa LD e LQ 

apresentados na Tabela 52 podem ser valores otimistas. 
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 Os valores de seletividade que são mostrados na Tabela 5.2 representam 

a fração média do sinal do espectro da amostra que é utilizado, por não ser 

ortogonal em relação à propriedade de interesse. Logo, esses valores não se 

referem à seletividade no seu significado físico, que é em geral empregado em 

Química Analítica. Eles indicam que apenas 6% do sinal é utilizado durante o 

cálculo do NAS. 

 Os limites de detecção e quantificação encontrados sugerem que apenas 

concentrações acima de 1,24 μUI/mL podem ser quantificadas, o que para as 

medidas efetuadas é suficiente para indicar problemas com altas quantidades de 

TSH, uma vez que valores de referência normais para TSH são de 0,50 a 3,50  

μUI/mL. 

   

 

Figura 5.6. Gráfico de erros absolutos contra as concentrações de referência. 
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CONCLUSÕES 
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 Determinações de pesticidas e TSH foram realizadas por modelos de 

calibração multivariada baseados em espectroscopia Raman de baixa resolução 

com amplificação do sinal por superfície. Assim pode-se utilizar um equipamento 

que tem um custo mais acessível para o desenvolvimento de uma metodologia 

que pode realizar a detecção de espécies em baixas concentrações. O problema 

inerente desses equipamentos que é a baixa resolução espectral pode ser 

contornado com a utilização de métodos quimiométricos de calibração 

multivariada.  

 Colóides de ouro foram empregados para a obtenção dos espectros 

SERS, sendo que não foi possível realizar determinações quantitativas com prata 

coloidal ou por sol-gel.   

 Os modelos foram construídos e validados usando amostras 

representativas cujos resultados foram bastante aceitáveis. Os erros de previsão 

foram baixos levando em consideração a técnica e a faixa das concentrações 

utilizadas na construção dos modelos de calibração multivariada. 

 Os modelos mostraram alta capacidade no parâmetro sensibilidade 

podendo assim diferenciar amostras com baixa diferença de concentração. Os 

resultados referentes à exatidão (RMSEC e RMSEP) e outras figuras de mérito, 

indicam que os modelos desenvolvidos para se determinar pesticidas e também 

TSH através da espectroscopia Raman amplificada por superfície, podem ser 

usados como métodos alternativos para monitoramento ambiental e também como 

método alternativo para exames de rotinas laboratoriais. 

 O procedimento desenvolvido para a determinação de “traços” de 

pesticidas é extremamente atraente dada a simplicidade experimental dos 

métodos envolvidos, a possibilidade de determinações simultâneas de pesticidas 

de um modo extremamente rápido, além de ter a vantagem de fazer análises in 

situ, vantagem que a técnica cromatográfica ainda não possui. 

 Para a determinação de TSH o procedimento SERS é também 

extremamente atraente dada à simplicidade experimental dos métodos envolvidos, 

os baixos limites de detecção possíveis de serem alcançados, a rapidez do 
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método para se obter o resultado e principalmente a isenção de reagentes 

radioativos e não-radioatios para determinação de TSH. 

 Contudo se desejarmos utilizar, com bastante eficiência, a espectroscopia 

Raman Amplificada por Superfície (SERS) para determinação de pesticidas e 

TSH, devemos inevitavelmente utilizar técnicas de pré-processamentos para tratar 

os espectros, caso contrário, os erros de calibração e previsão serão elevados.  
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