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RESUMO

CAMARGO, Roberto Mattos Mendes. Reagente de Biureto como ferramenta
forense para detecgdo de sémen simulado. 2019. 37.Trabalho de Concluséo
de Curso (Bacharelado em Engenharia Quimica) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Ponta Grossa, 2019.

Diante dos diversos métodos forense existentes, buscamos analisar o reagente
de Biureto como ferramenta forense que possa contornar os falsos-positivos e
negativos conhecidos dos métodos tradicionais. O reagente de Biureto possui
reacao caracteristica com mudanca de coloracdo azul para violeta ao entrar em
contato com solucédo proteica, sendo um ponto para facil aplicacdo in loco. Para
0s outros métodos de aplicacdo, buscamos investigar a aplicacdo por método
esfregaco e espectrofotométrico. Na situacdo de conflito de coloracdo de
reacdo e tecido, a possibilidade de aplicacdo de métodos de inteligéncia
artificial € um modo de contornar o problema, dada a sensibilidade do
computador em reconhecimento de cores. Todos 0os métodos estudados para
aplicacdo mostraram-se promissores, exceto pela inteligéncia artificial, que
ainda se encontra em desenvolvimento. Os resultados obtidos foram bastante
satisfatérios, mostrando o reagente de Biureto como 6timo potencial para
aplicacao forense real.

Palavras-chave: biureto; ciéncia forense; quimica forense;



ABSTRACT

CAMARGO, Roberto Mattos Mendes. Biuret reagent as forensics tool for
simulated semen detection. 2019. 37. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Engenharia Quimica) — Federal Technology University -
Parana. Ponta Grossa, 2019.

Given the various existing forensic methods, we seek to analyze the biuret
reagent as a forensic tool that can circumvent the known false positives and
negatives of traditional methods. The biuret reagent has a characteristic
reaction with a blue to violet color change upon contact with a protein solution,
making it a point for easy on-site application. For other application methods, we
sought to investigate the application by smearing and spectrophotometric
method. In the case of conflicting reaction and tissue staining, the possibility of
applying artificial intelligence methods is a way around the problem, given the
sensitivity of the computer in color recognition. All the methods studied for
application were promising except by artificial intelligence, which is still under
development. The results obtained were quite satisfactory, showing the biuret
reagent as a great potential for real forensic application.

Keywords: biuret test; forensics science; forensics chemistry;
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1. INTRODUCAO

Desde os primordios do processo civilizatorio da sociedade a pericia
criminal, é considerada como uma acdo destinada a proporcionar provas
periciais a investigacdes judiciais.

No ramo da quimica forense, o primeiro caso documentado envolvendo
a quimica na pericia criminal ocorreu no século XIX, no caso Mary Blandy, um
caso em que a ciéncia foi aplicada a um suposto envenenamento por arsénio
na Inglaterra.

No século XXI, com a evolugdo da ciéncia, a gama de ferramentas
quimicas que podem ser utilizados na solugdo de crimes cresceu de forma a
originar bibliografias destinadas a informar o perito dos diversos métodos para
buscar a prova pericial, como o handbook de quimica forense de Kobilinsky.

Na andlise de fluidos bioldgicos, com maior destaque ao sangue e
sémen, a gama de ferramentas varia de andlises visuais a ensaios
imunocromatogréficos. Dentre os métodos para a deteccdo de sémen, 0 uso de
luz ultravioleta é um dos método de deteccdo mais antigos, datado de 1927.
Porém, o método € inconclusivo, podendo ocorrer diversos falsos-positivos.

No caso do sangue como prova, o Luminol é uma das ferramentas oxi-
redutoras mais utilizada no mundo para deteccéo de sangue. O Luminol possui
uma reacao caracteristica de quimiluminescéncia, isto é, a liberacdo de energia

em forma de luz, ao acontecer a reagdo, como visto na figura 1.

Figura 1. Reag&o do Luminol, mostrando antes e depois, respectivamente

Fonte: De Vasconcellos; De Paula (2017)

Porém, é uma ferramenta importada e de custo elevado, chegando ao
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valor de 0,97dd6lares? por ml de solucdo, sendo assim um método de alto valor
para utilizagdo em cenas do crime. N&o obstante, o mecanismo de reagao que
ocorre no Luminol é no ion Fe?* presente na hemoglobina, como visto na figura

2, que em diversos casos pode ocasionar falso-positivos ou falso-negativos.

Figura 2. Mecanismo de reag&o do Luminol

NH, O | N O |t NH, O
[ J g “ I Ol——1[ -+ hv(425nm)
N _NH H,0,/0H G ke O N 2 A0
T Metal N T
0O 0 O

3-aminoftalato no estado excitado  3-aminoftalato no
estado fundamental

Fonte: De Vasconcellos; De Paula (2017)

Na busca por uma alternativa de menor custo e ampla para utilizagao
forense, analisamos a possibilidade de utilizar o reagente de Biureto como
reagente quimico forense. O reagente de Biureto ja possui documentacédo na
literatura que trabalha especificamente com sémen, e possui preco
extremamente baixo comparado ao Luminol, custando apenas 0,00037
délares? por mililitro.

A especificidade da reacdo do reagente de Biureto com proteinas, e a
mudanca visivel de cor € um ponto positivo ao se comparar 0 reagente de
Biureto aos métodos tradicionais forenses destinados aos fluidos biolégicos,
contornando falsos-positivos ou negativos de interferentes externos.

Ja com o conhecimento de que a cor é um item fundamental na reacéo
do Biureto, a busca por ferramentas que possam contornar situacdes de
conflitos de coloragédo é fundamental. O uso de inteligéncia artificial pode ser
eficiente, visto que o computador € capaz de reconhecer mais de 16 milhdes de
cores diferentes, logo, variagdes minimas de cor em um tecido, resultantes de

reacao, podem ser percebidas por um computador, mas nao pelo olho humano,

1Cotacéo do preco Luminol feito com a representante da Sirchie no Brasil, na data de 17 de
abril de 2017
2Cotacao do dolar do dia 14 de julho de 2019
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tornando assim, a maquina como uma potente aliada na ciéncia forense.

O trabalho abordou a temética da possibilidade de uso do reagente de
Biureto como possivel ferramenta complementar forense, através do estudo de
viabilidade de aplicacdo do reagente, pela analise da concentracdo ideal do
reagente, pelos métodos de aplicagdo em campo e laboratoriais, como o0s
métodos in loco, esfregaco e espectrofotométrico, e pelo contorno de possiveis
empecilhos decorrentes de superficies analisadas e coloracdo da reacédo. de
contorno de conflitos da reacdo em relacao a coloracéo dos tecidos.

Com a indicacao literaria que nos da apoio ao uso do reagente como
ferramenta forense, o objetivo da pesquisa € avaliar o reagente de Biureto
como possivel reagente forense, e especificamente, as formas de aplicacéo e
analise do material a ser coletado, visto sua vasta aplicacdo possivel na

quantificacdo de proteina, composto fundamental em fluidos biolégicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. QUIMICA FORENSE

Na ocorréncia de um crime, é o0 ato da pericia criminal que responde
pela responsabilidade de investigacdo e obtencdo das evidéncias para o
julgamento.

Datando a pericia criminal, documentos relatam nos tempos antigos, de
médicos redigindo relatorios de ferimentos, a inspetores especializados em
geometria e medicdo de areas, enviados pelo rei por requisicao de lesados por
perda de terreno (DA SILVA, 2010).

Rodrigues et al. (2012, p. 855), ressalta que “a pericia criminal
desempenha um papel relevante na rede interorganizacional de seguranca
publica e justica criminal. O valor essencial do servico é fazer o link entre a
ciéncia e a justica.”.

A quimica como proporcionadora da prova pericial ocorreu apenas no
século seguinte, no assassinato de Gustave Fougnies. A vitima era cunhado do
conde Hippolyte Visart de Bocarmé, que junto com a irmd da vitima, teria
obrigado Gustave a ingerir 6leo da planta de tabaco. O quimico belga Jean
Servais Stas (1813-91) foi responsavel por provar o envenenamento pela
planta.

Como nao havia métodos destinados a busca de evidéncias no ramo da
quimica, foi o caso Fougnies que deu inicio a quimica forense, ao criar um
método inédito que culminou na evidéncia necessaria para prender 0s

responsaveis pelo crime.

Prosseguindo com sua andlise dos orgdos de Gustave, Stas
conseguiu elaborar um método para detectar a presenca de nicotina
no corpo. [...] Stas foi capaz de identificar a preseng¢a de nicotina nos
o6rgdos de Gustave, e Heughebaert p6de prender e condenar os
Bocarmés pelo assassinato de Gustave. (NEWTON, 2007, p.3)

O inicio da quimica forense no século XIX foi lento, mas € no século XXl
que a gama de ferramentas possiveis se tornou densa e ampla, criando uma
grande area na ciéncia forense, em que a quimica é uma das primordiais

aliadas na investigacao criminal.
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2.2. REAGENTE DE BIURETO

O reagente ou método de Biureto, de acordo com Zaia et al. (1998), se
baseia na complexacdo do cobre em solucdo, em conjunto com hidréxido de
sédio, reagindo com proteinas formando um complexo quadrado planar com a

ligacdo peptidica, gerando bandas de absor¢cdo em 270 e 540 nm (FIGURA 3).

Figura 3. Reagente de Biureto aplicado em caldo de carne, sendo A, a referéncia, e B em
diante concentracgdes crescentes do caldo

=

Fonte: De Almeida et al. (2013)

A geracdo de bandas de absor¢cédo € um ponto fundamental na acdo do
Biureto, pela mudanca de coloracéo visivel a olho nu, caracterizando uma facil
observacéo de reacdo. A ampla utilizacdo ja é reconhecimento pela literatura,

principalmente na quantificagédo de proteinas.

As origens do método do Biureto podem ser tracadas desde a
proposta inicial de Autenrieth, em 1915; [...] tem sido aplicado para
determinar a concentracdo de proteinas totais em diversos meios,
sendo eles: soro ou plasma sanguineo, liquido cérebro espinal
(ligior), urina, saliva, alimentos” (ZAIA et al., 1998, p. 787)

A simplicidade da reacdo do Biureto acaba possibilitando a acdo de
interferentes, que podem, numa aplicacdo especifica, acabar sendo um ponto
negativo. Existem interferentes conhecidos para o reagente de Biureto (Quadro
1):
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Quadro 1. Interferentes relacionados ao reagente de Biureto

INTERFERENTES COMENTARIOS
Bilirrubina Absorve em 540 nm, sério interferente acima de 70 mg/L.
Aménio Sulfato de aménio usado como precipitante de proteinas;

em meio alcalino amédnia complexa cobre.

Lipidios Provocam turbidez nas amostras, com consequente

aumento da absorcdo das mesmas.

Hemoglobina Aumenta a absor¢cdo das amostras.

Dextran-40 e 70 Causa turbidez nas amostras, em meio alcalino
com tartarato, devido a formagdo de um complexo

insollvel entre o dextran e cobre.

Peptideos e aminoacidos livres Reagem com cobre, sendo interferentes em métodos
(His, Ser, Thr) baseados em cinética de reacao.
Melanina Provoca falso positivo
Tampao tris-HCl e glicose Reage com o cobre presente no reativo de biureto.
Lactose Provoca falso positivo
Amido Provoca falso positivo

Fonte: Zaia et al. (1998)

A acédo de interferentes com o reagente € extremamente circunstancial,
ocorrendo apenas em algumas situacbes, dependendo da solucdo a ser

analisada.

Com o conhecimento do principio de reacdo do reagente de Biureto, e
dos possiveis interferentes que podem ser empecilhos, conhecer a melhor

forma de aplicagcéo do reagente de Biureto e aplicagcbes ideais

2.3. DEEP LEARNING

Deep Learning é uma evolugao da inteligéncia artificial, utilizando redes
neurais mais profundas, com mais camadas de processamento, possibilitando
melhores resultados.

De acordo com Ponti e Da Costa (2017), Deep Learning revolucionou
diversas areas de aprendizado de maquina, principalmente pela disponibilidade

de base de dados com milh6es de dados e computadores com tempo de
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processamento reduzido.

Porém, existem estudo que mostram que, mesmo em tarefas triviais, o
Deep Learning pode falhar em classificagdo, ao por exemplo, se adicionar
ruidos em imagens, como pode ser visto na figura 4. Outros exemplos de falha
de classificacdo sdo imagens invertidas, ou apenas ruidos caracteristicos de

uma classe.

Figura 4. Adicdo de gradiente de imagens de guepardo em imagem de gaviédo
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Fonte: Ponti e Da Costa (2017)

Uma das principais framework de uso de Deep Learning é o TensorFlow,
criado pelo time Google Brains, e utilizado pela maior ferramenta de pesquisa
da internet, o Google, além de diversas outras ferramentas que dependem de
processamento profundo de inteligéncia artificial.

Abadi et al. (2016) mostra que o TensorFlow é capaz de suportar
diversas aplicagbes, com foco em treinamento e inferéncia em redes neurais
profundas.

Um dos pontos fundamentais do Deep Learning é a necessidade de uma
base de dados maior comparada a Machine Learning e inteligéncia artificial
padrao. Xia et al. (2017) mostra que, para classificacao de espécies de flores,
melhores resultados de classificagdo foram obtidos com banco de dados de
milhares de fotografias, mas resultados plenamente satisfatorios s6 foram
alcancados com banco de dados com quase 30 mil fotografias, com precisédo
de classificacdo de quase 100%. Esta analise pode ser feita pelo gréafico

presente na figura 5.
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Figura 5. Gréfico Precisdo x Nimero de fotografias
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Fonte: Xia et al. (2017)
Com bancos de dados suficientes, o Deep Learning pode ser um método
de classificacdo de dados extremamente eficiente e amplo, para qualquer
ramo, desde métodos numeéricos, até classificacdo de fotografia de reacdes

quimicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o estudo da concentracdo do reagente de Biureto, utilizamos um
protocolo de preparo padrdo, para que a partir deste fossem alteradas as
concentracdes (Camargo et al, 2017). O protocolo de preparo original é:

e Sulfato de Cobre Il penta hidratado (CuSO4.5H20) 6 mmol/L;
e Tartarato duplo de sodio e potassio 0,021 mol/L;
e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0,75 mol/L.

O sémen simulado para o experimento € uma solugdo de ovalbumina,
em concentracdes de 0,5 g/L; 1 g/L; 2,5 g/L; 5 g/L e 10 g/L. Para auxiliar na
solvatacdo da ovalbumina, cloreto de sédio em concentracdo 0,5 mol/L na
solucéo de ovalbumina é adicionado (Machado et al., 2007).

Para o preparo do reagente de Biureto e das solugbes de ovalbumina,
serd utilizado:

e Balédo volumétrico de 100 ml;
e Béquer;

e Balanca analitica;

e Agua destilada;

e Agitador magnético

O preparo do reagente de Biureto sera realizado pesando as massas
dos reagentes em um béquer, solvatado em agua destilada, e avolumado no
baldo volumétrico para o volume de 100 ml. O sémen simulado sera feita
pesando 1 g de ovalbumina em um béquer e 2,925 g de NaCl. Solubilizando
com &gua destilada, serd utilizado o agitador magnético para auxiliar no
processo, e apds a solvatacdo completa, sera transferido para um baldo
volumétrico, e avolumado a 100 ml. Para as concentragbes menores de
ovalbumina, serdo retirados 50 ml da solucdo e diluidos em outro balédo
volumétrico de 100 ml, de forma seriada para cada nova solugdo, até possuir
todas as concentracdes desejadas.

Também seréo preparadas solucdes do reagente do Biureto realizando a
variacdo de concentracdo dos reagentes. Variou-se as concentragées® em 5,

10 e 50vezes,para verificar a intensidade da reagdo do Biureto com as

SA alteracdo da concentracdo nao esta limitada a apenas um, ou a todos os reagentes
simultaneamente.
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proteinas da solucdo de ovalbumina 10 g/L, em quantidade de 2000 puL, e 300
UL de reagente de Biureto. Também foi substituido o tartarato duplo de sédio e
potdssio por acido tartarico e 4cido citrico e verificado o comportamento do
reagente de Biureto com o novo agente complexante. O reagente de Biureto
gue possuir o melhor comportamento de visualizagdo da reagcédo e conservacao
sera determinado como reagente padréo para as etapas seguintes.

O Biureto serd testado por métodos in loco, esfregaco e por curva de
calibracdo no espectrofotdmetro. No método in loco, o reagente é aplicado na
forma de spray em um tecido contaminado com as diversas solucdes
preparadas de sémen simulado, como visto na figuraé.

Em conjunto com o método direto de aplicagdo por spray, sera avaliado
também a aplicacdo adicional de um spray exclusivo de hidroxido de soédio
apos a aplicacdo do reagente de Biureto, na intencdo de intensificar a reacdo

do Biureto.

Figura 6. Aplicagcdo por metodologia in loco

Fonte: Autoria propria

No método do esfregaco, o tecido terd sua parte contaminada esfregada
com uma haste de algoddo e em seguida, esta € submersa no reagente de
Biureto contido em um tubo de ensaio, como visto na figura 7. Para analise do
resultado da reacdo do Biureto nas solugbes de ovalbumina, € utilizado o
espectrofotometro UV-Vis, e realizado uma curva de calibracdo utilizando-se as
solugbes de ovalbumina com o reagente de Biureto na melhor concentracéo,

sendo a proporcao determinada na primeira etapa.
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Figura 7. Metodologia de esfregaco e espectrofotbmetro

10 g/L 58/L  25g/L 1g/L 0,5 g/L

Ovalbumina

Fonte: Autoria propria

E desenvolvido também um algoritmo de Deep Learning, na biblioteca
de codigo aberto TensorFlow, capaz de ser treinado para reconhecer padrdes
em imagens. Serdo realizadas centenas de fotografias em diversos tecidos, de
diferentes estampas e coloracdes, para que sendo estas fotografias separadas
em duas categorias: reagido e nao reagido.

A categoria ‘ndo reagido’ séo fotografias de tecidos em que se aplica
diretamente o reagente de Biureto na forma de spray, sem a presenca anterior
de proteina. A categoria ‘reagido’ sdo fotografias de tecidos que foram
manchados com a solugéo proteica de albumina, e entdo aplicado o reagente.
As manchas proteicas feitas foram de padrbes diversos, para que nao
houvesse uma deteccao do algoritmo para um padrédo de mancha especifico.

Para verificagdo do treino da inteligéncia artificial, uma base de teste
feita com fotografias tiradas mas néo utilizadas para treinamento, sera utilizada
como imagens de teste e verificar se a classificagcdo das imagens pela
inteligéncia artificial estd sendo condizente com o dado real. A separagéo e

obtencao da base de testes pode ser visto na figura 8.
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Figura 8. Criacéo e separacao da base de imagens

NAO REAGIDO

BASE DE TESTES

\_. REAGIDO

Fonte: Autoria propria

Com o treinamento da inteligéncia artificial utilizando o algoritmo e a
base de imagens, utilizaremos futuras fotografias para verificar se um tecido
pode ser classificado corretamente pela inteligéncia artificial. Em caso de
classificacdo errbnea, sera feito treinamento com outros parametros de treino,
como mudanca de base de testes, passos de treino, e parametros internos do
algoritmo.

A metodologia criada é feita com tecidos devido a praticidade da
aplicacao e analise, porém nao é limitada a apenas este método. Superficies
rigidas ou quaisquer outros tipos de superficies podem ser aplicados os
métodos, observando as possiveis ocorréncias, como escorrimento do

reagente de Biureto em superficie ndo permeavel, por exemplo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ANALISE DA CONCENTRACAO E AGENTE COMPLEXANTE

O preparo de todos os reagentes mostrou que maiores concentragoes
de Biureto intensifica a coloracdo azul-escura do reagente, entrando em
condicBes de coloracéo de opacidade devido a coloracdo extremamente escura
da solucdo. A figura 9 contém 3 tubos de ensaio, que mostram o reagente, a
reacdo do Biureto original, e a intensificacdo da reacdo pelo aumento da
concentragéo do reagente.

Figura 9. Reagente de Biureto sem reacao (a esquerda), e com soluc¢des proteicas (ao centro e
a direita)

Fonte: Autoria propria

Dentre todas as solugbes e variantes de concentracdes, a solugdo que
obteve melhores resultados de contraste visual entre a coloragcédo original do
reagente de Biureto, e a coloracdo resultante da reacdo, foi a solucdo de
concentracdo 10 vezes maior que o protocolo de preparo original, porém,
mantendo-se a concentracdo de hidréxido de sodio.

As outras variagbes encontraram 3 problemas fundamentais: coloracéo
azul-escura intensa; precipitacdo de hidroxido de cobre; reagdo fraca. O
resultado de cada permuta de variagdo de concentragdo pode ser visto nos

quadros2, 3,4 e 5.
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Quadro 2. Comportamento das solugfes com CuS04.5H20 6 mM

CuS04.5H20 Agente Agente Agente Agente
6mM complexante complexante complexante complexante
21mM 0,105 M 0,21 M 1,05 M
NaOH 0,75 M Original Precipitacao Precipitacao Precipitacao
NaOH 3,75 M | Coloracédo forte | Precipitacdo Precipitacao Precipitacao
NaOH 7,5M Precipitacao Precipitacdo Precipitacao Precipitacao
NaOH 37,5 M Precipitacao Precipitacdo Precipitacao Precipitacao

Fonte: Autoria prépria

Quadro 3. Comportamento das solu¢Bes com CuS0O4.5H20 30mM

CuS04.5H20 Agente Agente Agente Agente
30mM complexante complexante complexante complexante
21mM 0,105 M 0,21 M 1,06 M
NaOH 0,75 M Precipitacdo Reacdao fraca Reacdao fraca Precipitacdo
NaOH 3,75 M | Coloragéo forte Funcional Precipitacdo Precipitacdo
NaOH 7,5 M Precipitacdo | Coloracéo forte | Coloracao forte | Precipitacédo
NaOH 37,5 M Precipitacdo Precipitacdo Precipitacao Precipitacao

Fonte: Autoria propria

Quadro 4. Comportamento das solu¢Bes com CuS04.5H.0 60mM

CuS04.5H20 Agente Agente Agente Agente
60mM complexante complexante complexante complexante
21mM 0,105 M 0,21 M 1,06 M
NaOH 0,75 M Precipitacdo Reacdao fraca Funcional Precipitacao
NaOH 3,75 M | Coloracéo forte Funcional Funcional Precipitacao
NaOH 7,5 M Precipitacdo Precipitacdo | Coloracéo forte | Precipitacdo
NaOH 37,5 M Precipitacdo Precipitacdo Precipitacao Precipitacao

Fonte: Autoria propria
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Quadro 5.Comportamento das solugdes com CuS04.5H20 0,3 M

CuS04.5H20 Agente Agente Agente Agente
0,3M complexante complexante complexante complexante
21mM 0,105 M 0,21 M 1,05M

NaOH 0,75 M Precipitacdo Reacéao fraca Reacdo fraca Precipitacéo

NaOH 3,75 M Precipitacdo Precipitacdo Precipitacéo Precipitacéo

NaOH 7,5 M Precipitacao Precipitacdo | Coloracéo forte | Precipitacdo

NaOH 37,5 M Precipitacao Precipitacdo | Coloracéo forte | Coloracao forte

Fonte: Autoria propria

A variacdo de concentracdo mostrou uma caracteristica fundamental a
ser explorada com o reagente de Biureto, que € a intensificacdo da reacao do
Biureto ao se adicionar hidréxido de sédio ao reagente. Outro ponto encontrado
€ que a falta de hidréxido de sédio pode ocasionar precipitacdo de hidroxido de
cobre no reagente, sendo facilmente corrigido pela adi¢do do hidroxido.

O agente complexante utilizado nos testes foi o acido tartérico,
preservando-se a devida molaridade, possuindo comportamento similar ao
tartarato duplo de sédio e potassio utilizado no protocolo original.

O acido citrico também foi utilizado nos testes, adaptando-se ao niamero
de grupos funcionais acidos presentes, porém o reagente preparado utilizando-
se esse agente complexante acabou adquirindo caracteristica de gel apdés um

periodo armazenado, como visto na figura 10.

Figura 10. Reagente de biureto preparado com &cido citrico

Fonte: Autoria propria
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Dadas as caracteristicas do reagente e os testes realizados, o reagente
de Biureto final, adaptado para uso forense, tem o seguinte protocolo de

preparo:

e Sulfato de Cobre Il penta hidratado (CuS0O4.5H20) 60 mmol/L;
e Acido tartarico 0,21 mol/L;
e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0,75 mol/L.

A coloracdo do reagente definido ndo é intensa, como podemos ver na
figura 11, e pode ser facilmente distinguida de uma coloragao violeta.

Figura 11. Reagente de Biureto

Fonte: Autoria propria

4.2. METODOLOGIA IN LOCO

O reagente de Biureto pelo método in loco mostrou resultados
satisfatorios ao destacar as manchas proteicas presente nos tecidos utilizados
nos testes. A figura 12 mostra a forma de aplicacdo, através da disposicdo do

tecido em uma camara.
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Figura 12. Modo de aplicacao por spray, in loco

Fonte: Autoria prépria

A aplicacdo do reagente no tecido na forma de spray destacou as
manchas proteicas presentes, evidenciando o padrdo composto pela fluido
presente no tecido. A figura 13 apresenta dois tecidos que, respectivamente,
possuem e ndo possuem manchas de sémen simulado, apos a aplicacéo por
spray do reagente.

Figura 13. Tecidos com e sem sémen simulado, respectivamente, apés aplicacao do reagente

Fonte: Autoria propria

O estudo da aplicacdo do spray de hidroxido mostrou resultados mistos.
O spray de hidroxido intensificou a reagdo do Biureto no tecido, como também
intensificou a coloragdo do reagente onde ndo houve reacdo, e também
contribuiu para a lavagem da proteina, deixando o tecido encharcado, devido
ao excesso de liquido presente. A reacao padréo e intensificada pode ser vista
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na figura 14, que mostra respectivamente, antes e apés aplicacdo do spray de

hidréxido.

Figura 14. Reacéao do Biureto sob aplicacéo de spray de hidroxido, antes e depois,
respectivamente

Fonte: Autoria propria

Isso mostra que a aplicacdo do spray de hidréxido pode ser util em
circunstancias que a reacdo do Biureto esteja pouco visivel, ou o tecido néo
aparente possuir a reacdo apos aplicacdo do reagente, porém, deve se
observar os possiveis empecilhos que podem surgir.

Também é importante se observar as condi¢cdes alcalinas da névoa
gerada pelo spray. A operacdo do spray deve ser em local ventilado, em
camara adaptada para aplicacdo, e com o operador utilizando mascara
semifacial para evitar respiracdo completa da névoa, dentro das especificacdes
da Norma Regulamentadora 6 (NR-6), que aborda a utlizacdo de

Equipamentos de Protecao Individual (EPIS).

4.3. METODO DO ESFREGAGCO E ESPECTROFOTOMETRICO

O método do esfregaco obteve também resultados satisfatérios. A coleta
com a haste de algodao embebido em solugéo salina resultou em uma reacéo
evidente ao dispor a haste em um tubo de ensaio contido reagente de Biureto.

A figura 15 mostra o método de coleta do sémen simulado no tecido.
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Figura 15. Método de coleta por esfregaco

Fonte: Autoria propria

A figura 16 contém dois tubos, sendo que a esquerda, € uma coleta de uma
solucdo salina, e a direita, uma coleta de sémen simulado, ambas no mesmo

tecido.

Figura 16. Coleta de solugédo salina e sémen simulado, respectivamente

Fonte: Autoria propria

A curva de calibracéo para a utilizacdo da amostra coleta foi feita com as
solucbes de ovalbumina preparadas anteriormente, pela utilizacdo de um
espectrofotometro UV-Vis. A varredura utilizando uma solugcdo 5g/L de

ovalbumina forneceu a o grafico visto na figura 17.
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Figura 17. Varredura do reagente de Biureto

Absorbancia
o = N w
(2] = (V2] N (9] w (9]
oe0® ®

o

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento (nm)

Fonte: Autoria propria

Aplicando a primeira derivada na varredura, obtemos o0 comportamento
presente na figura 18, no qual verificamos a intersec¢ao do eixo das abcissas

em 550 nm.

Figura 18. Grafico da primeira derivada da varredura
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Fonte: Autoria propria

Com as solucdes de ovalbumina, foi obtida a absorbancia em 550 nm
para todas as concentracdes, obtendo os resultados visto no quadro 6.
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Quadro 6. Absorbancia x Concentracao (g/L)

C (g/L) | Absorbancia
10,0 1,703
50 0,559
2,5 0,282
1,0 0,151
0,5 0,096

0 0

Fonte: Autoria propria

O valor obtido na concentracdo de 10 g/L foi descartado para se realizar
a curva de calibracdo, devido ao valor ser um outlier devida a coloracdo mais
escura decorrente de maior concentracao de proteinas, e consequentemente,
maior reacao do Biureto. Com os outros valores, obtemos a curva presente na

figura 19.
Figura 19. Curva de calibracdo Concentracdo (g/L) x Absorbancia
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Fonte: Autoria propria

Com a construgdo da curva de calibragdo, podemos concluir que a
utilizacdo do sémen real ou simulado é de viavel identificacdo e quantificacado
através do reagente de Biureto em conjunto com o meétodo do esfregaco e

espectrofotométrico.
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4.4. METODOLOGIA DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

O algoritmo desenvolvido foi adaptado da biblioteca opensource
disponibilizado pela desenvolvedora do TensorFlow, sob a licenca Apache
v2.0., que permite livre uso, redistribuicdo e alteracdo. Na mesma intencéo, o
algoritmo para este trabalho se encontra na ferramenta de repositorio e
versionamento GitHub do usuério TensorFlow, no repositério hub,
diretério/lexamples/image_retraining/retrain.py.

O algoritmo foi treinado com um total de 431 fotografias realizadas,
resultando em um modelo de treinamento que pode ser utlizado para
classificacdo. Porém, o numero de fotografias € insuficiente para obter
resultados satisfatorios.

Duas fotografias, vistas na figura 20 e 21, foram fornecidas a inteligéncia
artificial e verificado a classificacdo dada. A fotografia da figura 20 € uma
fotografia de um tecido com reacé&o do Biureto, sendo esta classificada com
94% de certeza como ‘Reagido’, logo, sendo uma classificagdo correta com

alta certeza.

Figura 20. Tecido com reacéo do Biureto

b oaps
97

Fonte: Autoria propria

Porém, a fotografia na figura 21 € uma fotografia de um tecido sem
reacdo do Biureto, classificado como ‘Reagido’ com 83% de certeza pela

inteligéncia artificial, sendo uma classificagéo incorreta com alta certeza.
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Figura 21. Tecido sem reacado do Biureto

o |

Fonte: Autoria prépria

O resultado da classificacdo errdbnea provavelmente se deve ao numero
de fotografias, pois como confirmado pela literatura, o nimero de fotografias
necessérias € acima dos milhares (Xia et al., 2017). Outras provaveis causas
sao os parametros utilizados para treinamento, inadequados para o objetivo da
inteligéncia artificial. Porém, uma vez obtido o0 nimero minimo necessario de
fotografias para se obter resultados satisfatérios, a inteligéncia artificial opera
sob alta confianca e em estado estacionario, com minima oscilacdo da certeza

em uma classificacao.
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5. CONCLUSAO

Atualmente o conjunto de ferramentas forenses disponivel ndo inclui
uma totalmente confidvel para deteccdo de sémen, tornando o spray de biureto
um novo aliado na identificacdo de fluidos corporais. Através dos resultados
obtidos, € possivel notar uma nova aplicacdo para um reagente conhecido ha

décadas.

O prego do reagente, em conjunto com sua gama de possibilidades de
uso, 0 encaixa como possivel complementar para uso em situacdes periciais.
Diante de um ramo dominado por pesquisas e produtos estrangeiros, uma
pesquisa nacional com o objetivo de auxiliar em investigacBes criminais é um
avango na ciéncia forense brasileira. As fotos experimentais iniciais mostraram
gue o uso do Biureto pode ser ainda potencializado pelo uso de luz de diversas
cores, obtida através de lanternas monocromaticas, frequentemente

encontradas entre as ferramentas do perito forense.

O uso de tecnologia como a inteligéncia artificial em ciéncias forenses é
um ramo ainda a ser explorado, dado o tempo necessario para alimentar um
banco de informagbes robusto, mas que pode ser a solugdo para uso do
reagente de Biureto em tecidos de cores altamente interferentes.

Finalmente, conclui-se que o reagente de Biureto, por seu baixo custo e
alta aplicabilidade, pode tornar-se uma robusta ferramenta para preencher a
lacuna dos testes de deteccdo de sémen.
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