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Resumo

Neste trabalho sdo apresentadas a sintese, caracterizacao e estudo fotofisico de cinco novos
derivados benzazolicos fluorescentes por um mecanismo de transferéncia protdnica
intramolecular no estado excitado (ESIPT). Estes derivados possuem grupamentos sulfénicos
que aumentam a sua solubilidade em meio aquoso e reatividade com biomoléculas. Além
disso, apresentam uma intensa emissdo de fluorescéncia, grande deslocamento de Stokes,
estabilidade térmica e fotoquimica, devido ao mecanismo de ESIPT. A sintese destes
derivados (HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13) foi efetuada utilizando o método de Hein,
que consiste na condensagdo de &cido salicilico substituido com derivados de anilinas orto-
substituidas em &cido polifosférico. Esses derivados foram obtidos com alto grau de pureza e
rendimentos baixo a moderados (16 - 71%). A caracterizacdo dos mesmos foi feita por
diversas técnicas espectroscopicas e espectrométricas (IV, RMN, absorcdo UV-visivel,
emissdo de fluorescéncia e MS). Os novos derivados sintetizados foram utilizados com
sucesso no desenvolvimento de uma nova metodologia forense com aplicagéo na revelacao de
impressoes digitais latentes em diferentes tipos de fitas adesivas, inclusive as fitas adesivas de

Ccor escura.
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Abstract

The synthesis, characterization and photophysic analysis of five new benzazole derivatives
fluorescent by an intramolecular proton transfer mechanism in the excited state (ESIPT) are
present in this work. These derivatives contain a sulfonic group which increase their solubility
in acqueous medium and react with biomolecules. Furthermore, they present an intense
fluorescence emission, with a large Stokes shift, high photochemical and thermal stability,
due to ESIPT mechanism. The synthesis of these derivatives (HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 and
HB-13) was carried out using the Hein’s method, that consist in the condensation of salicylic
acid derivatives with ortho-substituted anilines in polyphosphoric acid. These derivatives
were obtained with high purity and low to moderate yields (16 - 71%). The characterization
was made using the usual spectroscopic / spectrometric techniques (IR, NMR, UV-visible
absorption, fluorescence emission, and MS). The new synthesized derivatives have been
successfully used in the development of a new forensic methodology with application in the
visualization of latent fingerprints deposited in the sticky side of different types of adhesives

tapes, including dark tape.
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RI - corresponde ao indice de refracdo do solvente no qual a amostra foi preparada

Rl - corresponde ao indice de refracdo do solvente no qual a amostra de referéncia foi

preparada

K - constante de proporcionalidade

AFIS - Automated Fingerprint Identification System
n - obrbital molecular ndo- ligante

HBT - 2- (2’-hidroxifenil)benzotiazol

IDs - impressoes digitais

A.C- antes de cristo

m/v - massa por volume

Zn - zinco

Cd - cadmio

RP-Zn - complexo de zinco com parpura de Ruhemann

RP-Cd - complexo de cAdmio com purpura de Ruhemann
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DFO - 1.8-diazafluorenona

CA - cianoacrilato

PVC - Policloreto de vinila (polyvinyl chloride)

'H-RMN - ressonancia magnética nuclear de préton

3C-RMN - ressonancia magnética nuclear de carbono

APT - teste de proéton ligado (attached proton test)

DMSO-dg - dimetilsulfoxido hexa-deuterado

Hz - hertz

TMS - tetrametilsilano

J - constante de acoplamento ou Joule

ppm - parte por milhao

s - singleto

d - duplete

dd - duplo duplete

t - tripleto

m - multipleto

sl - sinal largo

pl - microlitro

eV - elétron volt

KBr - brometo de potassio

HB-6 - &cido 4- hidroxi- 3-(benzo [d] oxazol-2-il)benzenossulfonico
HB-7 - &cido 4-hidroxi- 3-(benzo [d] tiazol-2-il)benzenossulfonico
HB-9 - &cido 4-hidroxi-3- (6-metilbenzo [d] oxazol-2-il)benzenossulfénico
HB-11 - acido 2-(5-amino-2-hidroxifenil) benzo [d] oxazol-5-sulfnico
HB-13 - &cido 2-(4 (dietilamino) -2-hidroxifenil) benzo [d] oxazol-5-sulfonico

MHz - megahertz
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m.p - ponto de fusdo (melting point)

mL - mililitro

UV - ultravioleta

M - fon molecular

ESI - ionizacdo por eletrospray (Electrospray lonization)
m/z - razao massa/carga

MS - espectrometria de massa (mass spectrometry)

CCD - cromatografia de camada delgada

h - hora

1V - infravermelho

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and

Applied Chemistry)

cm - centimetro

L - litro

g - grama

mg - miligrama

t - tempo

o - alfa

B - beta

Y - gama

T - tempo no estado excitado

AE - variacao de energia

v - frequéncia

@ - rendimento quantico de fluorescéncia da amostra
@ s - rendimento quéntico de fluorescéncia de referéncia

n - orbital molecular pi ligante
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a* - orbital molecular pi anti-ligante

°C- grau Celcius

€ - coeficiente de absortividade molar

Amax - comprimento de onda do maxima de absorcao

€max - coeficiente de absortividade molar do maximo de absor¢éo

AAsT - deslocamento de Stokes
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1. INTRODUCAO
Motivacao

A Ciéncia Forense, area cientifica que trata da aplicacdo de técnicas e metodologias
especiais, a fim de atender aspectos de interesse juridico, continua em expansdo, tornando-se
cada vez mais necesséria diante da criminalidade que ao longo dos anos tem evidenciado uma
face sofisticada e procedimentos complexos de atuacdo dos criminosos. Desta forma, o
desenvolvimento de ferramentas forenses que possam ser aplicadas na elucidacdo de crimes
de diversas naturezas é de extrema importancia. Um dos motivos que nos levou a desenvolver
novos reveladores de impressdes digitais em fitas adesivas deve-se ao fato de que a maioria
dos reveladores atualmente comercializados fazem o uso de solventes organicos, o que
inviabiliza a aplicacdo em fitas adesivas, uma vez que, 0s solventes organicos dissolvem a
parte adesiva da fita ou podendo atacar por completo a fita adesiva. O Unico solvente
comercializado para revelagdo de impressdes digitais em fitas adesivas € a violeta genciana,
no entanto ela possui algumas limitacOes, tais como a baixa seletividade para impressoes
digitais, que faz com que ela reaja com toda a superficie da fita adesiva dificultando a
visualizacdo das Impressdes digitais. Além disso, ela ndo é comumente aplicada em
superficies escuras devido a sua cor escura que dificulta o contraste com essas superficies.
Para resolver este problema desenvolvemos novos reveladores de impressfes digitais
fluorescentes, sollveis em agua e altamente sensiveis a impressdes digitais, e que podem ser
aplicados em diferentes tipos de fitas adesivas, inclusive as fitas adesivas de cor escura, que

até entdo ndo havia nenhum revelador comercial que pudesse ser aplicado nessas superficies.

As fitas adesivas tém constituido evidéncias importantes na elucidacdo de crimes de
diversas naturezas. Elas sdo frequentemente usadas pelos criminosos para imobilizar vitimas
(por exemplo, em sequestro, estupros, roupos, etc.) e na fabricacdo de dispositivos eletrénicos
explosivos. As superficies adesivas, tais como fitas adesivas, possuem caracteristicas
relevantes para revelacdo de impressdes digitais latentes. Uma delas € a natureza receptiva
que permite que os residuos de IDs sejam retidos quando estas superficies sdo tocadas pelas
cristas papilares. Além disso, ¢ dificil manipular fitas adesivas quando se usa luvas, levando
com gque 0 manuseio das mesmas, por exemplo durante um crime, seja geralmente efetuado
com as maos desprotegidas, fazendo com que o criminoso acabe deixando suas impressoes
digitais. Esta caracteristica das superficies adesivas faz com que as fitas adesivas se tornam

evidéncias importantes para elucidagdo de um crime.
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Este trabalho surge como uma ponte entre a Sintese Organica e a Ciéncia Forense. O
Laboratdrio de Novos Materiais Organicos (LNMO) da UFRGS tem investido, nos Gltimos
anos, em sintese, purificacdo e caracterizacdo de compostos fluorescentes para estudos e
desenvolvimento de novas metodologias de aplicacdo. O custo de sintese de novos reagentes
em relacdo a sua potencialidade de aplicacdo na Ciéncia Forense, a atualidade e a
interdisciplinaridade do tema, bem como a parceria com o Instituto Geral de Pericia do estado
do Rio Grande do Sul, fizeram com que este trabalho se tornasse altamente atrativo do ponto

de vista de aplicacdo cientifica e tecnoldgica.

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar compostos benzazolicos fluorescentes por
ESIPT, com grupamentos que aumentam a sua solubilidade em &gua, e que possam interagir
com moléculas especificas, sem interferir na sua emissdo de fluorescéncia, sensibilidade,
estabilidade térmica e fotoquimica, e estudar sua aplicacdo na revelacdo de impressdes

digitais latentes em diferentes tipos de fitas adesivas.

Objetivos Especificos

As estratégicas especificas utilizadas para alcancar o objetivo geral deste trabalho
estdo subdivididas em:

a) Sintetizar compostos do tipo 2- (2’-hidroxifenil)benzazois substituidos que permitam
mecanismo de ESIPT.

( )
H-0 Hino
< ESIPT /
R —— —
X X
_ _J
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b) Sintetizar derivados benzazo6licos com grupamentos que permitam aumentar a

solubilidade em agua.

e N
fluoroforo
'\\' S -~ /\/\ confere solubili'dade em
{_SOgH com malculas spéficas
\ - J

c) Realizar estudos fotofisicos dos compostos de interesse.

d) Aplicar esses compostos sintetizados na revelagdo de impressdes digitais latentes em
diferentes tipos de fitas adesivas.

Par idnico

fluoréforo r‘/

/ © @ “\
\\\ 803 NH3R,'

e) Estudar a influéncia da concentracdo e temperatura no processo de revelagdo de

impressoes digitais latentes.
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2 . FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Luminescéncia

A luminescéncia ¢ um fendmeno de emissdo de luz ultravioleta, visivel ou
infravermelho de uma espécie eletrdnicamente excitada. Os diferentes tipos de luminescéncia

séo classificados de acordo com o modo de excitagéo, Tabela 1. !

Tabela 1. Diferentes tipos de luminescéncia.

Fendmeno Modo de excitagéo

Fotoluminescéncia Absorgéo de luz (féton)

Catodoluminescéncia Raios catodicos (feixe de elétron)
Termoluminescéncia Calor (irradiacdo radioativa)
Quimiluminescéncia Processos quimicos (Ex: oxidagéo, reducéo, etc.)
Triboluminescéncia Friccdo e forcas eletrostaticas
Eletroluminescéncia Campo elétrico

Bioluminescéncia Processos bioquimicos

Radioluminescéncia Radiag&o ionizante (raio-X, a, B, Y)
Sonoluminescéncia Onda de som

Os compostos luminescentes podem ser organicos (hidrocarbonetos aromaticos,
aminoéacidos, etc.), inorganicos (ion uranila, ion lantanideos, etc.) e organometalicos

(complexos de coordenacéo, etc.)

2.1.1. Fotoluminescéncia: Fluorescéncia e Fosforescéncia

A Fotoluminescéncia é dividida em duas categorias (fluorescéncia e fosforescéncia)
dependendo da natureza do estado excitado. ™ Se a emisséo da luz ¢ originada de um estado
excitado singleto, em que prevalece a orientacdo do spin do elétron excitado, na forma
desemparelhada, o fendmeno € designado por fluorescéncia. Portanto, neste caso, o retorno ao
estado fundamental é permitido, ocorrendo de forma rapida via emissdo de foton na ordem de
10®s™, com tempo de vida tipico de 10 s. O tempo de vida do fluoréforo é definido como a
média de tempo (1) que ele passa no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental.
(21 A fosforescéncia &, por sua vez, a emissdo da luz a partir de um estado excitado tripleto,
com mudanga na orientacdo do spin do elétron excitado, emparelhando com o elétron do
estado fundamental. Desta forma, sendo proibidas as transi¢des para o estado fundamental, as

taxas de emissdo s30 muito mais lentas, aparecendo na ordem de 10%-10° st
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Consequentemente, o tempo de vida € superior, na ordem de milissegundos ou segundos.
Entretanto, a emissdo de fosforescéncia nem sempre é observada em solugdes a temperatura
ambiente devido a muitos processos de desativacdo que competem com a emisséo, tais como

decaimento radiativo, nio radiativo e processos de supressao de fluorescéncia, Figura 1. ™

A fluorescéncia, para além de competir com a fosforescéncia, também compete com
um conjunto de processos que diminuem a sua intensidade. Dentre esses processos, tém-se 0s
processos intramoleculares, também conhecidos como processos ndo radiativos (CSI -
cruzamento entre sistemas, Cl- conversdo interna e RV- relaxacdo vibracional) e processos
intermoleculares resultantes da interacdo da molécula excitada com o meio (transferéncia de
préton, mudanga conformacional, etc.),

cruzamento fluorescéncia

fosforescéncia «— e e

COMversao

fluorescencia interna

hv \‘ /

|" MOLECULA
EXCITADA

transferéncia de carga
intramalecular

mudanga
confarmacional

transferéncia
de elétrons

\

transformagan transferéncia

fotoguimica de protons
formacéo de .. transferéncia de
exciplex formacao de energia
eximero

Figura 1. Processos radiativos e ndo radiativos associados as moléculas excitadas.

2.2. Processos de Desativacdo Radiativos, N&o Radiativos e de Supressdao de

Fluorescéncia entre Estados Eletronicos

2.2.1. Processos de Desativacdo Radiativos

O processo de desativacao radiativo pode ser divido em duas categorias: fluorescéncia
e fosforescéncia. A fluorescéncia € um processo de emissdo que ocorre a partir do estado
excitado singleto, ao passo que a fosforescéncia a emissdo ocorre a partir do estado excitado

tripleto. ™™ Mais detalhes serdo abordados e visualizados no diagrama de Jablonski, Figura 2.
31
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2.2.2. Processos de Desativacdo Nao Radiativos

Os trés principais processos de desativacdo ndo radiativos séo: converséo interna (Cl),
relaxagdo vibracional (RV) e cruzamento entre sistemas (CSI). Estes processos requerem uma
prévia conversdo de um estado quantico molecular em outro sem que haja emissdo de

radiacdo, Figura 2. 1!

2.2.3. Processos de Supressdo de Fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia é condicionada por diversos processos. A reducdo da
intensidade de fluorescéncia é designada de supressdo, e é descrita pelo método de Stern-
Volmer. ¥ A supressdo resulta do encontro difusivo entre o fluoréforo e o supressor durante o
tempo de vida do estado excitado do fluor6foro. Geralmente, esse processo é desencadeado
por uma variedade de interacdes intermoleculares, tais como reacdes de estado excitado,
transferéncia de energia, rearranjos intermoleculares, formacdo de complexos no estado

excitado, supressdo estética e supressao colisional ou dinamica. !

Outra possibilidade, porém, menos provavel, é a supressdo aparente, devido a elevada
densidade Otica na excitacdo e emissdao da amostra. No caso da supressdo colisional, o
supressor se difunde no fluoréforo durante o tempo de vida do seu estado excitado, fazendo
com que o fluordforo retorne ao estado fundamental sem emissdo de luz. Neste caso, ndo
ocorre qualquer mudanga permanente na molécula no estado fundamental, ou seja, auséncia
de reagdo fotoquimica. Ao contrario, na supressdo estatica, um complexo fluorescente
resultante da reacédo entre o supressor e o fluoroforo se forma no estado fundamental. O fato
de ocorrer diversas interacGes intermoleculares no estado excitado faz com que o processo de
supressao seja de grande utilidade como fonte de informacgdo sobre os sistemas biologicos.
Uma das informacgdes que se pode aferir sobre os estudos de supressdo € a localizacdo de
fluoroforos em proteinas e membranas, a acessibilidade e a permeabilidade dos fluoréforos
aos supressores. Se considerarmos um fluoréforo ligado a uma proteina ou lipideos de
membrana, e se a proteina ou membrana for impermeavel ao supressor, e o fluor6foro se

localizar no interior de uma macromolécula, nenhuma supresséo estatica podera ocorrer.

Uma das moléculas mais conhecida que age como supressor colisional, dentre uma

variedade de substancias que podem desempenhar a funcdo de supressor, &€ 0 oxigénio.
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Dependendo do tipo da amostra em investigacdo é frequentemente necessario remover o
oxigénio dissolvido de modo a obter resultados confiaveis nas medidas de fluorescéncia.
Outras moléculas, tais como aromaticas, acrilamida, halogénios, aminas alifatica, purinas,

pirimidinas, entre outras, sdo consideradas supressores bastante eficientes. -4

2.3. Diagrama de Energia de Jablonski

Os processos que ocorrem entre a absorcdo e a emissdo da luz sdo classicamente
ilustrados pelo diagrama de Jablonski, também conhecido por diagrama de Perrin-Jablonski,
Figura 2. B! Tal diagrama consiste em ilustrar os diversos estados eletrénicos de uma
molécula e o0s possiveis processos de transicdes entre estes estados. Foi nomeado em
homenagem ao professor e fisico Polonés Alexandre Jablonski devido a inUmeras
contribuicdes que deu a espectroscopia de fluorescéncia, tendo sido considerado Pai dessa

técnica espectroscopica.

Excitation
( A?ssorptlon) E;:cned Singlet States —
. 1 rationa
107" Seconds 52% ( ]-Energy States
o
Internal 2 Internal
Con:::’slon . ) Conversion
e Delayed
Vibrational - e
e atioes 51 2 4;\\4’_ Fluorescence
(10-14_ 10-11 Sec) © T g Excited
RA . ———z Triplet
! 1 State

Flu;)rescfnce - . 0 (r‘)
9 40" ntersystem
% & %) Crosyslng

Intersystem

Crossing Non-Radiative
e Relaxation
(Triplet)
Quenching
WA Phosphorescence

3 402
Non-Radiative g (10™- 10° Sec)

Relaxation [
A

O ANV

Ground State

Figura 2. Diagrama de Jablonski, também conhecido por diagrama de Perrin-Jablonski.

Dentre 0s processos quanticos que ocorrem entre a absorcao e emissao de luz, destaca-
se a absorcéo de fétons (mesmo spin - m.s), conversdo interna (m.s), relaxacdo vibracional
(m.s), cruzamento entre sistemas (spin diferente - s.d), fosforescéncia (s.d), fluorescéncia

(m.s) e transic&o tripleto-tripleto. Os estados eletronicos singletos, fundamentais, o primeiro e
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0 segundo, sdo designados por Sy, S; e Sp, respetivamente. Para cada um desses estados
eletronicos existem diferentes niveis energéticos vibracionais de energias proximas, descritos

por 0O, 1,2...n.

Com a luz ultravioleta ou visivel, a absorcéo de fétons ocorre com as moléculas de
energia vibracional mais baixa. O fluoro6foro no estado fundamental (So=0, Sp=1) é entdo
excitado para um nivel de energia mais alto dos seus estados singletos (S1=4) e (S,=3). Estas
transicdes ocorrem em um tempo da ordem de 10™°s. Imediatamente a seguir & absorcéo de
um foéton, varios processos ocorrerdo com probabilidades diferentes, mas o mais provavel sera
0 relaxamento para o menor nivel de energia vibracional do primeiro estado eletrdnico
singleto (S;=0). Este processo é caracterizado como ndo radiativo e é conhecido
como conversdo internae relaxamento vibracional (perda de energia na auséncia de
emissdo de luz). Geralmente, este tipo de processo ocorre em picosegundos ou menos (107 -
10*s). O excesso de energia vibracional é convertido em calor, que é absorvido por
moléculas de solvente vizinhas, mediante a colisdo com o fluor6foro no estado eletrénico

singleto S;.

O cruzamento entre sistemas é descrito como uma transi¢do nao radiativa entre dois
niveis de energias eletrdnicos vibracionais isoenergéticos de diferentes multiplicidades (S1=0
para T;=0). A baixa probabilidade desse processo deve-se, sobretudo, ao fato de que as
moléculas devem primeiro passar por uma conversao rotacional de modo a produzir elétrons
desemparelhados, o que constitui um processo desfavordvel. A transi¢do inversa (T;=0 para
S1=0), conhecida por cruzamento entre sistemas reverso é susceptivel de ocorrer somente
quando a diferenga de energia entre T; e S; for pequena e quando o tempo de vida T for
suficientemente grande. Este processo € responsavel pela fluorescéncia atrasada, onde o
espectro € o mesmo da fluorescéncia comum, no entanto o tempo de vida de decaimento da
fluorescéncia é maior devido a permanéncia do elétron no estado T, antes da emissdo a partir

do estado S;.

A transicdo (T, para Sp) € atribuida a emisséo de fosforescéncia e aparece sempre a
maiores comprimentos de ondas comparativamente a fluorescéncia. Por se tratar de uma
transicdo entre estados eletronicos de multiplicidades de spins diferentes, a taxa de emissdo é
de vérias ordens de magnitude menor que a fluorescéncia. Entretanto, o rendimento quantico
de fosforescéncia é aumentado quando a molécula possui um atomo metalico ou haleto

(brometo, iodeto, etc.) devido a facilidade de ocorrer o cruzamento entre sistemas. Por este
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motivo, as moléculas que possuem tais &tomos sdo frequentemente fosforescentes. O processo

de emissdo de fosforescéncia ocorre na ordem de 10%-102s™.

A emissdo de fluorescéncia resulta de um equilibrio térmico dos estados excitados,
mais concretamente, do nivel vibracional de menor energia (S;= 0). Apds absorcdo o
fluordforo transita para o nivel vibracional de energia mais alto do estado excitado (S;= 3 ou
S,=4). O excesso de energia € rapidamente dissipado pelo processo de relaxacao vibracional,
passando o fluordforo a situar no nivel vibracional de mais baixa energia do estado excitado
(S;= 0). Esta rapida relaxacdo vibracional é o fator preponderante na independéncia do
espectro de emissdo face ao comprimento de onda de excitacdao. Entretanto, os fluoréforos que
apresentam dois estados de ionizacdo podem ser excecdes a essa independéncia, apresentando
espectros de absorcdo e de emissao distintos. Um resultado interessante da emissao dos niveis
vibracionais excitados de mais alta energia € que 0 espectro de emissdo € tipicamente
sobreponivel ao especto de absorcdo da transicdo Sy para S;. Esta analogia ocorre devido ao
fato de que a excitacdo eletronica ndo altera significativamente a geometria do nucleo. Assim
sendo, 0 espacamento entre 0s niveis vibracionais excitados sdo iguais ao espagcamento entre
0s niveis vibracionais fundamentais, como consequéncia, a estrutura vibracional observada no

espectro de absorcdo e de emissdo é analoga. &

2.4. Fluoroforo

Um fluoréforo é um componente de uma molécula que faz com que ela seja
fluorescente. A sua funcdo é absorver uma determinada energia de comprimento de onda
especifica e posteriormente emitir em outro comprimento de onda. Entretanto, a quantidade
de energia e o comprimento de onda emitido dependem de alguns fatores como veremos mais
a frente. Os fluordforos se dividem em duas categorias, 0s intrinsecos e 0s extrinsecos. Os
fluordforos intrinsecos sdo aqueles que emitem luz naturalmente (as proteinas, tais como
triptofano, tirosina, fenilalanina, algumas enzimas encontradas dentro da célula, etc.),
podendo ser usados para estudo da autofluorescéncia e estruturas dindmicas das células e das
proteinas. J& 0s extrinsecos sdo aqueles adicionados a amostra com o propdsito de
desempenhar a funcdo de sonda (ex: sondas cianinas). Esses fluoréforos geralmente
apresentam alta sensibilidade e estabilidade no processo de sondagem. [ A Figura 3 apresenta

um espectro ilustrando as diferentes zonas eletromagnéticas. ™
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O espectro eletromagnético é o conjunto das varias radiacdes eletromagnéticas, tais
como ondas de réadio, microondas, infravermelhos, luz visivel, ultravioletas, raios-x, e raios-
gama. A energia das radiacdes se encontra por ordem crescente, isto €, quanto maior for a
frequéncia da radiacdo, maior é a energia que lhe esta associada, e consequentemente menor €

0 comprimento de onda.

MICROWAVE INFRARED GAMMA RAYS

10%10" ‘ 10*10° 10°-10* : = 10*-10" 10"-10*
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Figura 3. Frequéncias e comprimentos de onda do espectro eletromagnético.

2.5. Compostos Fluorescentes Benzazolicos

Este trabalho teve como foco o estudo de compostos heterociclicos fluorescentes da
familia dos benzazdis que propiciem mecanismo de transferéncia protdnica intramolecular no

estado excitado (ESIPT), como mostra a Figura 4.

X= 0, benzoxazol
X= N, benzimidazol
X= 8, benzotiazol

Figura 4. Compostos heterociclicos do tipo 2- (2’-hidroxifenil)benzazois.
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Os compostos heterociclicos benzazolicos do tipo 2- (2’-hidroxifenil)benzazdis ou
simplesmente conhecidos como benzazois sdo caracterizados por apresentar um anel azélico
condensado a um anel benzénico. Um anel azdlico caracteriza-se por possuir dois
heteroatomos nas posicdes 1,3 em um anel de 5 membros, sendo que um deles é sempre o
atomo de nitrogénio. A existéncia de um grupo hidroxila na posi¢do orto do anel benzénico
atribui uma caracteristica importante a esses compostos, isto €, a possibilidade do mecanismo
de ESIPT, tornando-os altamente atrativos do ponto de vista de aplicacfes. As moléculas que
contém grupos doadores e aceitadores de hidrogénio proximos sao susceptiveis a migracao de
protdbn de um grupo para outro, dando origem a formas tautoméricas que emitem

fluorescéncia com substancial deslocamento para comprimentos de ondas maiores.

Para aplicacfes sensoriais, essas moléculas que exibem ESIPT sdo especialmente
atraentes devido ao deslocamento entre a emissdo de luz da forma normal excitada e a forma
tautomerica que propicie ESIPT, podendo ser modulada pela molécula alvo. Entretanto, sem a
compreensdo dos mecanismos de reacbes ESIPT torna-se complicado estudar seus
comportamentos. Além disso, 0s compostos benzazélicos sdo conhecidos por possuir
importantes atividades bioldgicas, tais como anticancer, antibactéria, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiparasitaria, entre outras. (! Essa vasta gama de aplicacéo tem destacado
muito interesse dos pesquisadores a volta do mundo, em desenvolver novas abordagens

sintéticas para obtencdo de novos derivados benzazolicos e explorar novas aplicagdes.

2.6. Sintese de Compostos Benzazolicos

Véarios métodos sdo descritos na literatura para sintese de benzazois, tais como
ciclizagdo oxidativa catalisada por Pd, [! sintese mediada por liquido-ionico, ® 4cido
polifosférico, ) pentoxido de fosférico, ! cloreto de tionila, [ ésteres de imino, ¥ ciclizacéo
oxidativa por Bases de Schiff, [*! catalisadores mediados por polietileno glicol, % diferentes
catalisadores heteropoliacido, ! Estes métodos incluem condensacéo de 4cidos carboxilicos,

(121 aldeidos, ™34 nitrilas, ! amidas, com anilinas orto-substituidas. Esquema 1.
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NH»> N
i X
XH Catalizador

X=NH, 0, S
Y= COOH, COH, CN, CONH,

Esquema 1. Esquema geral de sintese dos compostos benzazdlicos.

2.6.1. Ciclizacdo Térmica

2.6.1.2. Por Acido Polifosforico (PPA)

A condensacdo de o-aminofenois (1, Z=H ou Cl) com um &cido carboxilico na
presenca de &cido polifosférico a 250 °C foi relata por Hein et al. ! Essa reacdo leva a

formacéo de 2-benzoxazdis substituidos ( Z=H (2a) ou CI (2b); R = Ph), Esquema 2.

( A
z NH, 7
250 °C N
\©i + RCOOH K \C[ \> R
OH 0]
1 2a-b

- /

Esquema 2. Sintese de 2-benzoxazois substituidos mediada por acido polifosforico.

2.6.1.3. Por Ester Polifosférico (PPE)

A sintese de 2-benzoxazoéis (4a-d e 2a) substituidos mediada por éster polifosforico
foi relatada por Kanoaka et al. ™ A reacdo consiste em aquecer uma mistura de o-
aminofenois (1) com &cido carboxilico livre ( R= Me (3a), Cl (3b), NO3 (3c), 4-(NHCOCHj3)-
Ph (3d), Ph (3e) a 100 °C, Esquema 3.
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NH,
100 °C N\
+ RCOOH ——>
PPE >—R
oH 3a-e o
1 4a-d
2a
\ J

Esquema 3. Sintese de 2-benzoxazois substituidos mediada por éster polifosforico.

2.6.1.4. Por Pentoxido de Fosforo

A sintese de 2-(o- hidroxifenil)benzoxazol (6) foi relatada por Wronski ! e consiste
em aquecer uma mistura de o-aminofenol (1) com acido salicilico (6) na presenca de

pentoxido de fosforo a 160 - 180 °C por 2 horas, Esquema 4.

HOOC
160 180 °C

Esquema 4. Sintese de 2-(o- hidroxifenil)benzoxazol mediada por pentdxido de fosforo.

Vs

2.6.1.5. Por Cloreto de Tionila

A ciclizacdo térmica mediada por cloreto de tionila para a formagdo do produto
racémico (10) foi relatada por Stack et al. ™™ Primeiramente o triacido de Kemp (7) foi
aquecido com ureia em triglime a 200 °C, seguido de tratamento com cloreto de tionila,
levando a formacédo do intermediario (8). A reducdo de um dos grupos carbonilos da imida
com borohidreto de sodio e trietilsilano em acido trifluoroacético leva a formacéo da amida
lactdmica (9). Aquecimento desse segundo intermediario com cloreto de tionila e piridina em

benzeno a 90 °C leva a formacédo do produto racémico (10) Esquema 5.
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COOH
COOH
COOH
7
Mistura
Racémica
10

1) Ureia, A
2) SOCl,

1) NaBH,
2) Et;SiH, TFA

SOCL/Py

CeHg, 90 °C

(0]
NH
HO
N
0 H
9

Esquema 5. Sintese de 2-benzoxazol substituido mediada por cloreto de tionila.

2.6.2. Ciclizacdo Oxidativa por Bases de Schiff

A preparacdo de alguns benzoxazdis nitro-substituidos do tipo 12a-b (*Ar = 4-NO,-

CeHs- (12a) NOs-CeHs- (12b), foi relatada por Stephens. ! Essa reacdo consiste na

condensacdo de o-aminofenol (1) com aldeidos aromaticos, passando pela formacdo da base

de schiff (11). A ciclizacdo oxidativa da base de schiff na presenca de Pb(OAc), em acido

acético glacial leva a formagdo dos benzoxazois (12a-b) .

Em uma patente, ' Dyson e

Stephens relatam que PbO, em &cido acético glacial com ou sem adicdo de anidrido acético

pode ser um substituto de Pb(OAc), no processo de ciclizagdo oxidativa mediada por Base de

Schiff na formacéo de benzoxazois, Esquema 6.
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NH,
Ar

CHO

OH
i 11

N—C—Ar
H

OH

Pb(OAc),
—_—

AcOH

Esquema 6. Sintese de 2-benzoxazdis substituidos mediada por Base de Schiff.

2.6.3. Por Oxido de Aluminio Ativado

A sintese de 2-fenilbenzoxazol (2a) foi relatada por Kozlov e colaboradores, ! e

consiste na mistura de nitrobenzeno (13) e éter benzilico sob éxido de aluminio ativado a 320

°C e na velocidade de 0.2 g/min com 10 % de rendimento. O mesmo produto foi também

relatado em outro procedimento em que o-nitrofenol (14) com &lcool benzilico ou éter

benzilico foi tratado nas mesmas condi¢cdes mencionadas acima, neste caso, com rendimentos

entre 30-34 %, Esquema 7.

NO,
+ (PhCH,),0
13
NO,
PhCH,OH
+ ou
(PhCH,),0
OH
14

4

ALO;
320 °C

2a

Esquema 7. Sintese de 2-fenilbenzoxazol sob 6xido de aluminio ativado.
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2.6.4. Por Esteres de Imino

Um método de preparagio de 2,2’-diaquil, 2,2’-diaril-6,6’-dibenzoxazois foi relatado
por Gitina e colaboradores, ?! que consiste na adic&o de cloridrato de éster etilico de &cidos
iminoacéticos (17) em uma solugdo em agitacdo de 3,3’-dihidroxibenzidina (16) em piridina a
quente. O tratamento posterior com 5 % de NaOH aquoso leva a formagéo do produto (18),

Esquema 8.

HO OH
HN R 1) Piridina, A
+ —_—
HoN NH; o
Ot 2) 5% NaOH aq.
18
clorohidrato
16 17

Esquema 8. Sintese de 2,2’-diaquil, 2,2’-diaril-6,6’-dibenzoxazo6is mediada por ésteres de

imino.

2.7. Mecanismo de Atuacdo de Acido Polifosférico na Sintese de Compostos

Benzazolicos

O acido polifosforico (PPA) tem ganhado destaque como catalisador em muitas
reacOes quimicas por ser de baixo custo e facil aquisicdo comercial. Além disso, € um bom
solvente para muitos compostos organicos e tem sido usado extensivamente em sintese
organica, nomeadamente em reacOes de acetilacdo, alquilacdo, ciclizacdo e reacdes

catalisados por acidos. [#?

Um estudo conduzido por Ying-Hung So e Heeschen, % sobre a formacéo de

compostos benzazolicos a partir de acido benzoico e o-aminofenol em PPA demonstra por
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espectroscopia de RMN resultados valiosos que permitam compreender outras reacgoes
promovidas por PPA e fornecer orientagcdes para a utilizagdo de PPA como reagente em

sintese organica.

O mecanismo de reacdo de &cido benzdico e o-aminofenol em PPA para formacéo de
2-fenilbenzoxazol é altamente complexo. A proposta mecanistica que foi consistente com 0s
resultados experimentais esta apresentada no Esquema 9. O acido benzdico é ativado através
da formacdo do &cido benzoico-anidrido fosférico. A mistura de &cido benzoico, anidrido e
PPA estdo em equilibrio dindmico. O grupo amino do 2-aminofenol é protonado, e acima de
90 % do grupo hidroxila existe como éster de fosfato. Todos os derivados de 2- aminofenol e
PPA estdo também em equilibrio dindmico. O benzoato de 2-aminofenila € proposto como a
primeira reacdo intermediaria. Um rapido equilibrio é esperado entre a amina protonada e a
amina livre. A rapida migracdo da acila do éster gera o 2- hidroxibenzanilida (1) que sofre o
fechamento do anel por catalise acida para gerar entdo o 2-fenilbenzoxazol. 2*24%! O estudo
ndo descarta a possibilidade de ciclizacdo do benzoato de 2-aminofenila para formar o 2-
fenilbenzoxazol. A formacdo do 2-fenil- 5-benzoilbenzoxazol (2) sugere que o cation benzoila

pode se desenvolver na reacéo.

HO 0
o Q -
0. 2D e D)
== . ———
oD S Vale— () e

O Q)
@-(\:J(j benzoic acid + o - aminophenol 20 |

Esquema 9. Proposta mecanistica para formagdo do composto benzazélico.
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2.8. Transferéncia Protdnica Intramolecular no Estado Excitado

Os compostos que propiciem mecanismo de transferéncia protonica intramolecular no
estado excitado (ESIPT) tém se tornado um campo muito atrativo para pesquisa devido a
ampla aplicacdo desses compostos. Dentre as inumeras aplicagdes possiveis destaca-se a
possibilidade de serem usados como marcadores para seguranca militar, ) na quimica
forense, %! sondas bioldgicas 27, corantes para laser, ®?% na marcacdo de DNA, B
protefnas, B! etc. Todas estas importantes e promissoras areas de aplicacdo deve-se,
sobretudo, ao fato de que esses compostos apresentam uma elevada sensibilidade, estabilidade
térmica e fotofisica, e por apresentar uma intensa emissdo de fluorescéncia. 233% Os
sistemas de ESIPT tém sido largamente estudados em inumeras estruturas moleculares.
[35,36,37,38]

A Figura 5 representa de um modo geral os mecanismos envolvidos na ESIPT para 0s
compostos benzazoélicos. A forma cis-enol (E) representa a espécie predominante no estado
fundamental, devido a uma forte ligacdo por ponte de hidrogénio intramolecular entre os
atomos de nitrogénio e do oxigénio fendlico. ® A excitacéo dessa espécie gera a forma cis-
enol excitada (E*), na qual é rapidamente convertida na forma cis-ceto excitada (K*) através
da transferéncia protonica intramolecular (10*? s™* para o 2-(2’ hidroxifenil)benzotiazol). [**

Estudos tedricos mostraram que a forma cis-ceto excitada (K*) é mais estavel do que a
forma cis-enol excitada (E*) por 1,5 Kcal/mol no estado excitado. “Y A forma cis-ceto (K*)
emite luz quando do retorno para estado fundamental. A forma cis-ceto (K), no estado
fundamental, através da transferéncia protdnica regenera na forma cis-enol (E) mantendo as
mesmas propriedades fotogquimicas. 42l Como mostra a Figura 5, existem duas formas enol e
duas formas ceto nas geometrias cis e trans. A designacao cis e trans se refere a posicédo
relativa do atomo de nitrogénio em relagdo ao a&tomo de oxigénio fenolico. Apesar do fato de
existir duas formas conformacionais, cis e trans, apenas a forma cis-enol excitada (E*)
propicie 0 mecanismo de ESIPT para formar o conférmero cis-ceto excitado (K*). Isto deve-

se ao fato do conférmero cis-enol (E) ser mais estavel que o conférmero trans-enol (E’).
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Figura 5. Mecanismo de transferéncia prot6nica intermolecular para compostos benzazoélicos.

Essas reacdes de ESIPT sdo muito rapidas (sub-picosecundos) e a presenca simultanea
de bandas de emisséo referentes as formas excitadas cis-enol (E*) e cis-ceto (K*) pode ser

devida aos fatores cinéticos e termodinamicos.

Na cinética, pode-se observar o equilibrio da reagdo de ESIPT deslocado no sentindo
da forma cis-ceto (K*). Entretanto, as formas excitadas cis-ceto (K*) e cis-enol (E*) sdo
separadas por uma barreira de energia que faz com que a reacédo seja lenta e comparavel com
a taxa de emissdo. Essa barreira de emissdo aparece devido a presenca de conférmeros
desfavoraveis para a transferéncia protonica (forma trans-enol e trans-ceto). Em ambientes
préticos, a troca de hidrogénio intermolecular pode competir com a troca de hidrogénio com o
meio. Isso retarda a reacdo de ESIPT e a emissdo a partir da forma cis-enol (E*) ocorre no

decurso da sua transicdo para a forma cis-ceto (K*).

Na termodinamica, a reacéo de ESIPT pode ser muito rapida, mas a reacdo reversa se
da numa escala de tempo mais rapida do que a emissdo, permitindo assim estabelecer um
equilibrio entre as formas cis-ceto (K*) e cis-enol (E*), de modo que duas bandas de emissdo

com intensidades semelhantes podem ser observadas. Um aumento do momento dipolar da
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forma cis-enol (E*) pela substitui¢cdo adequada no cromdéforo permite ndo so alterar a posicdo
da banda, mas também a razéo das intensidades (e~ /Ix+), tornando-a altamente sensivel para

interacdo com o ambiente.

2.9. Propriedades dos Espectros de Absorcéo Optica

Uma determinada molécula quando submetida a radiagdo eletromagnética dois
processos podem ocorrer. A radiacdo pode ser espalhada e a direcdo de propagacdo ser
modificada. Por outro lado, ela pode ser absorvida, ocorrendo transferéncia de energia da
radiacdo para a molécula. Essa energia transferida a molécula pelo processo de absorcdo é
diretamente proporcional a frequéncia de radiacdo e inversamente proporcional ao

comprimento de onda, segundo equacdes:

AE = hv Equacéo 1
h
AE = TC Equacéo 2

E: energia (J)
v: frequéncia (Hz)
c: velocidade da luz (m.s™)

A: comprimento de onda (hm)
h: constante de Planck (6.626x10734).s)

Num modelo diatdmico simples, como mostra a Figura 6, a energia potencial de um
dado estado dependera da distancia entre os ndcleos dos atomos. Em cada estado eletronico

da molécula existe um conjunto de niveis de energia rotacional e vibracional permitidos. 4

\ \?—— ||— Estado Excitado

(a) |— Estado
Fundamental

Energia

(b)

I

—O
kx4~

A8

Figura 6. Modelo de uma molécula diatdmica simples com os varios niveis de energia.
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O tipo de espectro esta relacionado com os niveis de energia envolvidos nas
transicdes. O espectro de UV-Visivel esta relacionado com transicGes eletrdnicas e constitue o
fundamento do estudo das técnicas espectroscopicas de absorcdo e fluorescéncia. Ja o
espectro de infravermelho envolve transi¢cbes de niveis vibracionais, enquanto, a faixa de

micro-ondas esta relacionado com transicées que envolvem apenas niveis rotacionais. **!

Em virtude das transicGes eletronicas, a densidade de elétron aumenta em uma
determinada regido da molécula e diminui em outras. Como consequéncia, 0s nucleos
inicialmente em estado estacionario sofrem acdo de um novo campo de forca, respondendo
esta acdo com vibracdo e oscilagdo. Segundo o principio de Franck-Condon, ““ uma transicéo
eletronica ocorre a uma velocidade muito mais rapida do que a do ndcleo pelo fato da
estrutura do nucleo ser muito maior do que a dos elétrons, e estas ocorrem sem qualquer
mudanga na posi¢do dos nucleos. Estas transicGes sdo sempre desenhadas como linhas
verticais e indicam passagem de elétrons entre niveis de um estado fundamental para niveis de

um estado excitado, como representada nas curvas de potenciais, Figura 6.

A molécula pode ser excitada em muitos niveis de energia vibracional ou rotacional do
primeiro estado excitado, resultando num espectro de absorcdo com muitas riscas espectrais
bastante proximas, sendo que, na pratica o que se vé ¢ uma banda resultante das vérias

transicOes vibracionais e rotacionais.

2.10. Propriedades dos Espectros de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia sdo habitualmente apresentados como espectro de
emissdo. Um espectro de emissdo € uma curva de intensidade de fluorescéncia (I) versus
comprimento de onda (L) em nandmetros (nm) ou numero de ondas (cm™). As caracteristicas
do meio no qual uma molécula fluorescente se encontra dissolvido, a natureza dos grupos
constituintes da molécula e a estrutura quimica sdo trés parametros preponderantes no
comportamento do espectro de emissdo da mesma. Uma condi¢do fundamental para que
ocorra a fluorescéncia € a existéncia de estrutura rigida capaz de minimizar a perda de energia
absorvida sob a forma de processos néo radiativos, aumentando a probabilidade de transi¢oes
radiativas, isto é, a fluorescéncia. A existéncia de uma ponte de hidrogénio propicia uma

rigidez consideravel para as moléculas.
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A natureza dos grupos constituintes da molécula por sua vez influencia no
comportamento de espectro de fluorescéncia, por exemplo, se o grupo for um doador de
elétron pode ocorrer um deslocamento do espectro de emissdo para o vermelho (efeito
batocrémico). Por outro lado, o espectro de emissdo pode também ser deslocado para o azul

(efeito hipsocrémico) se um determinado grupo for um receptor de elétron. [*!

2.10.1. Deslocamento de Stokes

O deslocamento de Stokes é conhecido como a diferenca entre 0os comprimentos de
onda do méximo de absorcdo e o maximo de emissdo, ! Figura 7. Este fenomeno foi
observado pela primeira vez pelo fisico George Gabriel Stokes, o qual ficou conhecido como
deslocamento de Stokes em sua homenagem. Uma causa comum para o deslocamento de
Stokes € a rapida relaxacdo da estrutura para niveis vibracionais mais baixos a partir de Sy,

como apresentado anteriormente no diagrama de Jablonski.

A maioria dos compostos organicos apresenta um deslocamento de Stokes na faixa de
50 a 70 nm. Entretanto, quando da existéncia de uma espécie de menor energia no estado
excitado, geralmente resultante de processos de fototautomerismo, como € o caso dos
compostos 2- (2’-hidroxifenil)benzazélicos, o deslocamento de Stokes pode atingir valores na

ordem dos 200 nm. ("]

Desvio de Stokes

Intensidade

Comprimento de onda

Figura 7. Comprimento de onda do maximo de absorcéo e de emisséo.
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2.10.2. Rendimento Quantico de Fluorescéncia

O rendimento quéantico do fluordforo representa uma medida quantitativa da eficiéncia
de emissdo de fluorescéncia e é expresso como a razdo entre 0 numero de fétons emitidos
(Nem) € 0 NUmMero de fotons absorvidos (naps) pela amostra, Equacdo 3. Em outras palavras, o
rendimento quantico representa a probabilidade de um dado fluoréforo excitado produzir
emissdo de fotons (fluorescéncia). Os valores tipicos de rendimento quantico estdo entre 0 e 1.
Entretanto, os fluoréforos comumente empregados como sondas em microscopia possuem

rendimento quantico muito baixo (0.05 ou menor). 1®!

Op =< Equacéo 3

Em geral, um elevado rendimento quéantico € desejavel na maioria das aplicacBes de
imagens. Fatores como pH, o meio onde se encontra o fluor6foro, a temperatura e a natureza
do solvente, influenciam fortemente o rendimento quéantico, como mostra a secc¢do 2.10.3.

(Fatores que afetam a emisséo de fluorescéncia na reagéo de ESIPT)

Outro método comumente usado no célculo de rendimento quéntico é o de William e
colaboradores. [***% Este método envolve o uso de um padrdo bem caracterizado, cujo valor
de rendimento quéantico é conhecido e adotado como referéncia (®rs). A razdo da intensidade
de fluorescéncia integrada das solucGes do padrdo e da amostra sob condicGes idénticas
resulta na razdo dos valores de rendimento quantico. Os valores de rendimento quantico de

fluorescéncia (®g) podem ser obtidos pela Equacéo 4.

2
Aref RI

2
AFpef RI%pef

Qp =@ X Equacédo 4

@ rendimento quantico de fluorescéncia da amostra

®rr: rendimento quantico de fluorescéncia de referéncia

A: intensidade de absorcao da amostra

A intensidade de absorcéo de referéncia

Frer: area sobre a curva de emissdo de fluorescéncia em um determinado comprimento de onda
de excitacdo de referéncia

RI: corresponde ao indice de refragdo do solvente no qual a amostra foi preparada

Rlwes: corresponde ao indice de refracdo do solvente no qual a amostra de referéncia foi
preparada.
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Em espectrofotometria de UV-visivel assim como em fluorescéncia existe um limite
de valor e de intensidade que corresponde a linearidade da intensidade de luz em funcéo da
concentracdo. Essa linearidade é expressa segundo a Equacdo 5, onde | é a intensidade de
fluorescéncia, ¢ é a concentracdo e K é uma constante de proporcionalidade. Para que se

verifique esta linearidade o valor da concentracao deve ser baixo.
I =Kc Equacéo 5

Em altas concentracdes o efeito de auto-absorcéo e autosupresséo pode desencadear a
ndo linearidade da intensidade em funcéo da concentracdo. ™ Em determinadas situacdes em
gue um processo fotoquimico de interesse compete com outros processos de desativacdo ou
reacOes fotoquimicas, o rendimento quantico geralmente é menor que uma unidade (®f < 1).
Outro fator a ter em consideragdo é o tipo de estrutura molecular, onde moléculas flexiveis

tém um rendimento quantico pequeno, como ilustrado na Tabela 2. 1®!

Tabela 2. Relacgdo entre rigidez molecular e rendimento quéantico

Estrutura d Descricao
rl”*w’“‘% 0,2 Molécula rigida.
= P Hal=" *
N Transicdo t—x .
|/'“‘~- 0,7 Molécula rigida.
rﬁ“’/\T Transicdo t—>x .
LA
[’ "““‘*1 0,05 Molécula flexivel.
o P Cn .
~ I|’ = Transi¢do n—n
e
\[/ 0,001 Molécula flexivel.
o] . .
TransicdBo n—x .
Pequeno GAP no estado de transigdo.
J(i <0,0001 Molécula flexivel.
P TN L .
| | Transicdo n—m .
Ny

Pequeno GAP no estado de transigao.
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2.10.3. Fatores que afetam a Emissdo de Fluorescéncia

2.10.3.1. Efeito da Natureza do Solvente

O mecanismo de ESIPT é extremamente dependente da natureza do solvente. B+525%
Inimeros estudos tém sido realizados com o proposito de melhor compreender a influéncia da
natureza do solvente na estabilizacdo das vérias espécies em solugdo. [P4°>%657585% Epy
solvente prético e /ou polar existe uma forte competicdo entre a transferéncia de préton
intramolecular e intermolecular com o solvente, enfraquecendo a ligacdo de hidrogénio
intramolecular. °%Y Esse enfraquecimento da ligagdo de hidrogénio intramolecular pode
levar a estabilizacdo do conformero cis-enol aberto, que se forma a partir da ruptura da
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo hidroxilo fenolico e o &tomo de nitrogénio
seguido de rotagdo de 180 °C do grupo 2’-hidrofenil sob a ligagdo C,-C;-. Uma das
consequéncias inerentes a ruptura da ponte de hidrogénio intramolecular pelo solvente prético
é a deslocalizacdo do maximo de absorc¢do para o azul, devido, sobretudo, a destabilizagdo da
estrutura. [°6*%41 Em solvente apolar ou fracamente polar, conférmero do tipo trans-enol e

trans-enol aberto pode ser estabilizado.

Todos os conférmeros susceptiveis de relaxacdo normal podem competir com a
espécie cis-enol, responsavel pelo mecanismo de ESIPT, apresentando normalmente uma
dupla emissdo de fluorescéncia em um mesmo solvente. Além disso, alguns solventes podem
provocar a desprotonacdo da forma cis-enol levando-a a forma aniénica como é o caso do
corante 2- (2’-hidroxifenil) benzotiazol (HBT), Figura 8.

O aumento da viscosidade da solugéo onde se encontra o fluordforo, por sua vez, leva
a diminuicdo da taxa de colisdes moleculares levando a uma diminuicdo da difusdo dos fétons

de fluorescéncia. [
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cis-enol em solventes polares
Basicos

solvente \solvente
\ H\\

/
I
cis-enol aberto em solventes préticos
(doadores e aceitadores de proténs)

ZIII

i

trans-enol

x

trans-enol aberto

Figura 8. Geometrias da forma enol e seus comportamentos em solventes proticos e polares.

2.10.3.2. Efeito da Temperatura e do pH

O aumento da temperatura tem como consequéncia um aumento na eficiéncia de
desativacdo do estado excitado pelos processos de conversdo interna (Cl). No entanto, por ser um
fendbmeno de tempo de vida relativamente curto, esse fator é menos critico no caso da
fluorescéncia, o que permite facil observacio do fendmeno na temperatura ambiente. 7}

No caso do pH do meio, a fluorescéncia de compostos com funcionalidades acidas ou
béasicas apresentam forte dependéncia com o mesmo, desta forma, é importante manter o pH do
meio sempre constante. Dependendo do meio onde se encontra 0 composto benzazolico pode
ocorrer a desprotonacdo da forma cis-enol levando-a a forma aniénica como é o caso do
corante 2- (2’-hidroxifenil) benzotiazol (HBT). [*®!
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3. APLICACAO

3.1. Introducéo

A identificacdo de indicios de impressdes digitais (IDs) latentes é frequentemente
chave na resolucdo de um crime. As IDs resultam do contato das cristas papilares encontradas
nos dedos, mdos e nos pés, com determinadas superficies (porosas, ndo porosas, ou semi-
porosas). Estas impressdes digitais consistem numa mistura de diferentes componentes
quimicos secretados pelas glandulas sudoriparas (écrinas e apocrinas) e as glandulas sebaceas.
[%8] Entretanto, outros componentes podem ser encontrados, resultantes da contaminagéo com
0 proprio ambiente onde essas impressdes digitais se encontram. O conhecimento da
composi¢do dos residuos de IDs e a compreensdo da natureza e das caracteristicas das
superficies onde elas se encontram sdo fatores determinantes no processo de revelacdo de

impressoes digitais latentes.

3.2. Histdria das Impressdes Digitais

Por milhares de anos, os seres humanos tém sido fascinados pelos padrdes encontrados
na pele dos seus dedos. Ainda ndo se sabe exatamente a quanto tempo atrds 0S nossos
ancestrais se aperceberam que esses padrGes poderiam ser utilizados para identificacdo
individual. Arquedlogos descobriram impressdes digitais marcadas em objetos de argila que
remonta 1792-1750 A.C na Babildnia. ' Segundo os historiadores chineses, * na china
antiga, nomeadamente a partir do terceiro século A.C. pensava-se que era uma pratica comum
0 uso de impressdes digitais como forma de autenticar documentos oficias. Na cultura
ocidental, o registro mais antigo de estudos referentes aos padrdes de impressdes digitais em
maos humanos ¢é de 1684. ¥ Dr. Nehemiah [ escreveu um artigo descrevendo os padrdes
de IDs que ele viu em maos humanas sob microscépio, incluindo as cristas papilares. Em
1788, Johann Christoph Andreas Mayer @ continuou este trabalho, descrevendo que os
padrdes dos arranjos das cristas papilares e dos sulcos sdo Unicos para cada pessoa. Ele foi
provavelmente o primeiro cientista a reconhecer este fato. Em 1823, Jan Evangelista Purkynje
[72.731 descreveu nove padrdes de 1Ds distintas, incluindo presilhas, espirais, circulos e espirais
duplas. William Herschel ™ comecou a coleta de IDs em 1856. Ele observou o que Johann
Mayer ja tinha relatado, isto é, que os padrGes eram Unicos para cada pessoa, e concluiu que

0S Mesmos ndo se alteravam com o tempo. Em 1879, Alphonse Bertillon, 7 um funcionario
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assistente no escritério de registros da Delegacia de Policia em Paris criou uma maneira de
identificar os criminosos. O sistema, muitas vezes chamado de Bertillonage, foi usado pela
primeira vez em 1883 como método de identificacdo. Em 1888, Francis Galton juntamente
com Edward Henry ® desenvolveram o primeiro sistema de classificagdo de impressées
digitais que é até hoje usado nos Estados Unidos de América e na Europa. O mesmo foi
creditado em 1902 com a resolucdo do primeiro caso de assassinato usando IDs.

lvan Vucetich, ™ em 1891, desenvolveu seu préprio sistema de classificacdo e
inventou a melhor forma de coletar as impressdes digitais. Edward Henry, ® com ajuda de
dois colegas, criou um sistema que divide as impressdes digitais coletadas em trés grupos
designados de arco, verticilo e presilhas. Estas designacGes se baseiam nos padrdes de

desenho das cristas papilares, "8 Figura 9.

Presilha 65%

Figura 9. Padrdes basicos de impress@es digitais e suas frequéncias de ocorréncia na
populacéo.

Cerca de 60 % da populacdo possui presilhas, 30 % verticilo e 5 % arco. Estes trés
padrdes formam a base para o sistema de classificacdo de impressoes digitais.

A identificacdo de um individuo no entanto se di& mediante a comparacdo com
minucias e elementos que possam contribuir na individualizacdo, Figura 11. Algumas dessas

mindcias estdo representadas na Figura 10. [
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Final de estria
Encerro 0

Bifurcagdo

\ \

Figura 11. Comparacdo entre uma impressdo digital impressa (esquerda) e latente (direita).
Identificacdo pela correspondéncia de catorze pontos caracteristicos (mindcias).

3.3. Principios Fundamentais da Papiloscopia

As impressdes digitais constituem um meio Unico e imutavel na identificagdo humana.
Estas caracteristicas fizeram com que as IDs se tornassem uma parte integral da ciéncia
forense. A Papiloscopia € a ciéncia que trata de identificacdo humana por meio de impressdes

digitais, palmares e plantares. Ela se basea em alguns principios fundamentais:

3.3.1. Primeiro principio: Perenidade

Descoberto em 1883 pelo anatomista holandés Arthur Kollman, " diz que os
desenhos das impressdes digitais em cada ser humano ja estdo definitivamente formados

ainda dentro da barriga da mée, a partir do sexto més de gestacdo. Esses desenhos papilares
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observados em um recém-nascido permanecem até sua velhice com a Unica diferenca do

aumento do tamanho.

3.3.2. Segundo principio: Imutabilidade

O principio da imutabilidade, por sua vez, diz que estes desenhos formados nédo se
alteram com o tempo, exceto algumas alteragdes que podem ocorrer devido a agentes
externos, como gqueimaduras, cortes ou doencas de pele. Mesmo em alguns casos extremos, 0s

desenhos regeneram e mantém as mesmas caracteristicas que permitem identifica-los.

3.3.3. Terceiro principio: Variabilidade

O principio da variabilidade garante que os desenhos das impressdes digitais sdo
diferentes de pessoa para pessoa e entre 0os dedos do mesmo individuo. Ou seja, ndo ha
possibilidade de encontrar dois desenhos de impressdes digitais idénticos, nem mesmo em

uma mesma pessoa, ou em gémeos univitelinicos.

3.4. Composicdo dos Residuos de Impressdes Digitais

A composicao do suor que é depositado quando as cristas papilares entram em contato
com uma determinada superficie é uma mistura complexa. [ Estudos recentes tém
identificado centenas de compostos presentes nos residuos das impressdes digitais. &% Em
particular, se tem investigado como a composicdo quimica destes residuos altera com o
tempo, pois constitui um importante problema para um examinador de IDs. Estudos tém
demonstrado que alteracOes significativas na composicdo dos residuos de IDs comecam a

ocorrer logo apos a sua deposicao.

Trés glandulas primarias sdo responsaveis pela produgdo do suor. Estas sdo as
glandulas sudoriparas (écrinas e apdcrinas) e as glandulas sebaceas. Cada glandula produz
uma mistura unica de compostos quimicos. Varios milhdes de glandulas, principalmente as
écrinas, estdo distribuidas por todo corpo, maioria comumente nas papilas (elevacGes da pele
presentes nas polpas dos dedos das maos e dos pes). Estas glandulas produzem uma secrecéo
gue é composta principalmente por agua (99%) e outros compostos em pequenas quantidades,

dentre eles compostos organicos. 828381 Estes compostos organicos, principalmente
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aminoacidos (Figura 12) e proteinas, sdo de importancia primordial para a revelacdo de
impressdes digitais. A Tabela 3 mostra valores normalizados de abundancia de amino&cidos

listados, em relag&o ao aminoécido mais abundante (serina) encontrado nas IDs. [*>%°!

Tabela 3. Abundancia relativa de aminoacidos nas impressées digitais.

Aminodcidos Abundancia relativa (%)
Serina 100
Glicina 60

Lisina- Ornitina 45
Ornitina 41
Alanina 30

Acido Aspartico 18
Treonina 15
Histina 15
Valina 10
Leucina 9

Acido glutamico 8
Isoleucina 7

Fenilalanina 6

Lisina 7.5
Terosina 5

o [¢]
o
HsC
OH
HO OH HoN HoN OH
OH
NH, NH,

NH,

Serina (Ser) Glicina (Gly) Ornitina (Orn) Alanina (Ala)
o)
o
CH, 9 N CHj o)
HO oH
OH OH < /
Ho N NH, HyC oH
o NH, NH,
NH,
Acido aspéartico (Asp) Treonina (Thr) Histina (His) Valina (Val)

Figura 12. Estrutura dos principais aminoacidos encontrados nas impressoes digitais.

As glandulas sebaceas séo relativamente pequenas e podem ser encontradas em todo o
corpo, principalmente nos locais associados aos pélos (ex: couro cabeludo, face, nariz, axilas
e ouvidos), exceto nas papilas. No entanto, os compostos secretados por estas glandulas
podem ser transferidos para as cristas papilares através do contato com areas que possuem

estas glandulas. Os principais compostos presentes nas secre¢des sebaceas sdo lipideos. A
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Tabela 4 lista os valores percentuais aproximados para as varias classes de lipideos

presentes nas secrecdes sebaceas, como relatado por Goode e Morris. 87!

Tabela 4. Percentagens aproximadas de lipideos secretados pelas glandulas sebaceas.

Lipideos Percentagens
Glicerideos 33
Acidos graxos 30
Esteres de cera 22
Esteres de colesterol 2
Colesterol 2
Esqualeno 10

3.5. Revelacao de Impressdes Digitais Latentes

O grande desafio de um examinador de impressdes digitais latentes passa pela
revelacdo e identificacdo de IDs. Para isso é importante reconhecer potenciais areas que
podem conter impressdes digitais latentes (aquelas que ndo visiveis) e fazer o uso de técnicas
adequadas para o seu reconhecimento e revelacdo, fazendo com que se tornam visiveis. O
processo de examinagdo de impressdes digitais latentes € o0 mesmo de qualquer outro tipo de
exame forense. Este processo envolve reconhecimento, identificacdo, individualizagdo e

reconstrucdo, Figura 13.
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Figura 13. Exame de impressoes digitais latentes.

3.6. Métodos de Revelacdo de Impressdes Digitais

Existe uma variedade de métodos de revelacdo de impressdes digitais latentes, tais
como fisicos e quimicos. No entanto, a escolha de um desses métodos ou a combinagdo de
métodos depende exclusivamente da natureza da superficie a ser processada, do tipo de matriz
e do estado das IDs. Atualmente diversos metodos tém sido aplicados na revelacdo das
mesmas, porém existem algumas limitagdes que ainda precisam ser superadas. Uma das
grandes limitagdes, principalmente no uso de reagentes quimicos, é a capacidade de
diferenciar as impressdes digitais quando o fundo da superficie a ser analisado é colorido.
Superficies coloridas tendem a dificultar a identificagdo e captura fotografica de impressdes
digitais. %2

O contraste de IDs latentes na superficie do material a ser analisado pode ser
melhorado usando corantes fluorescentes e uma fonte de excitacdo que pode ser uma lampada

de luz ultravioleta. No entanto, para revelar IDs latentes com sucesso é preciso que o corante
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fluorescente reaja com algum componente ou combinagdes de componentes constituintes das

mesmas, mas nunca com a superficie onde as impressdes se encontram.

E importante realcar que fatores como idade, exposicio ao meio ambiente e a
superficie na qual as IDs se encontram tém grandes efeitos na revelacio das mesmas. Agua e
alcoois sdo os primeiros componentes constituintes de impressdes digitais a ser perdidos com
0 passar do tempo. Consequentemente, marcadores que reagem ou aderem a esses
componentes apresentardo menor éxito com o decorrer do tempo, enquanto os marcadores que
reagem com 0s componentes oleosos podem apresentar melhores resultados. A superficie
sobre a qual as IDs latentes se encontram, por sua vez, pode também comprometer o
resultado, diluindo ou absorvendo componentes oleosos, ndo deixando nenhum sinal
discernivel das cristas papilares. Sendo assim, pode fazer-se necessario que o examinador
tenha que usar um namero de reveladores sequenciais. Entretanto, muitos reveladores séo
destrutivos, podendo alterar a composicdo quimica de IDs com a qual eles reagem. E
extremamente importante que o examinador compreenda a sequéncia correta do uso dos

reveladores de IDs de modo a evitar a destruicdo da prova criminal. %!

3.6.1. Métodos de Revelacdo de Impressfes Digitais em Superficies Porosas

3.6.1.1. NINIDRINA

A ninidrina reage com aminas primarias e secundarias (incluindo amino&cidos,
proteinas e péptidos) para formar um produto de cor roxo escuro, conhecido como purpura de
Ruhemann, de acordo com a reagdo descrita no Esquema 10. ® O uso de ninidrina na
revelacdo de impressfes digitais latentes foi primeiramente proposto em 1954 por Odén e
Von Hoften. *? Desde entéo, tem-se tornado um método popular para revelacdo de IDs
latentes em superficies porosas. A ninidrina ndo € um reagente especifico para detecgdo de um
determinado aminoéacido. Ela reage da mesma forma com todos os aminoacidos encontrados
nas IDs (Tabela 3), de modo que, cada aminoacido presente nas IDs contribuird para a
revelagdo das mesmas. Os aminoacidos sdo moléculas estaveis e aderem facilmente a
superficie de papel devido a sua alta afinidade com a celulose. Como resultado, impressdes
digitais antigas que se encontram nestes tipos de superficies podem ser perfeitamente

reveladas com ninidrina. Além disso, a composicdo de aminoacidos secretados pelas
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glandulas écrinas parecem se manter constante. Estas carateristicas fazem da ninidrina um

método efetivo para revelacdo de IDs em superficies porosas (papel, cartdo, etc.)

OH H,0
(0]
OH +H0
[¢]
o] NH,
ninidrina |
R—(|:—H
CoyH

aminoaacido

®
Py
@TI
IO——X
(@)

O O o
+ ninidrina
—_—
NH, N
O (o] (0]
o

purpura de Ruhemann

Esquema 10. Reacdo quimica entre ninidrina e aminas primarias e secundarias, e o produto

roxo resultante, conhecido como purpura de Ruhemann.

A reacdo passa pela formagdo de um intermediério imina resultante da reacdo da
ninidrina com uma tri-cetona, que subsequentemente é descarboxilado dando origem a uma
amina que reage com a segunda molécula de ninidrina para formar o produto roxo conhecido
como purpura de Ruhemann. Tendo em conta a complexidade desta reacdo, as condicoes
reacionais devem ser rigidamente controladas de modo a obter étimo rendimento do produto.
A velocidade da reacdo € fortemente depende da temperatura, umidade relativa, e do pH. Tem
sido relatado que uma 6tima velocidade de reacdo é alcancada a condigdes ligeiramente

4cidas, em torno de pH 5. !
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As superficies como papel sdo geralmente tratadas em solucdo de ninidrina por
imersdo (concentragédo tipico 0.5 % m/v num solvente organico) ou, como alternativa, com
aplicacdo na forma de spray. Os objetos sdo entdo deixados a temperatura ambiente até
revelacdo completa. E possivel acelerar a reagdo por aquecimento, no entanto, nem sempre é
recomentada, uma vez que pode levar a coloracdo do fundo da superficie pela reacdo da
ninidrina com a propria superficie do objeto a ser revelada. A reacdo é mais eficiente quando

a umidade relativa se situa entre 50 a 80 %.

3.6.1.1.1 Tratamento Secundario com Sais de Metais

As imagens de impressdes digitais reveladas com ninidrina podem ser melhoradas
com um processo adicional que consiste em colocar estas impressdes em contato com uma
solucdo de sais de metais como zinco (Zn), magnésio (Mg) ou cadmio (Cd). Este processo
resulta na mudanca de cor (laranja para Zn e vermelho para Cd) devido a formacdo de um

complexo de coordenacdo entre a plrpura de Ruhemann e o sal de metal, ®**! Esquema 11.

Estes complexos formados apresentam uma forte absorcdo em relacdo a purpura de
Ruhemann. Como resultado, estes complexos se tornam Uteis quando se trata de superficies
escuras onde existe pouco contraste entre o fundo da superficie do objeto e as impressGes
digitais latentes reveladas com ninidrina inicial. Um melhor contraste (aprimoramento da
fotografia) pode ser alcangado com modos de absorc¢éo especificos, usando barreiras de filtros
a frente da camera com comprimentos de onda carateristicos aqueles absorvidos pelos
complexos formados (RP- Zn a 490 nm e RP-Cd a 505 nm) ou pelo uso de fontes de luz

forense de iluminacgéo equivalente.

Mais importante que as mudancas de coloracao é a fluorescéncia que € produzida apos
tratamento com zinco e cddmio. A emissdo de fluorecéncia, que é muito fraca sob condicdes
normais, € significativamente aumentada a baixa temperatura por resfriamento de IDs
reveladas com nitrogénio liquido (-196 °C, 77 K). A emisséo de fluorescéncia ocorre nas
regides verde-amarelo e laranja para os complexos RP-Zn (A=550 nm) e RP-Cd (A=590 nm),

respetivamente.
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MX,
" C
H,0

o o M =Zn, Cd, Mg
X=CL1,NO;

purpura de Ruhemann (roxo escuro)

OH, H,0

Complexo de coordenag@o (RP-Zn, RP-Cd ou RP-Mg)

Esquema 11. Tratamento da pdrpura de Ruhemann com sais de metais e 0 complexo de

coordenacao resultante.

3.6.1.2. DIAZAFLUORENONA (DFO)

O composto 1,8-diazafluorenona (DFO) é um reagente sensivel ao aminoacido e ao
reagir com ele produz um composto de cor roxo palido. A vantagem desse reagente é que,
sem qualquer tratamento adicional, as impressoes digitais latentes reveladas apresentam uma
forte fluorescéncia a temperatura ambiente quando iluminadas com uma fonte de excitacdo
(Laser). °® Pensa-se que a reacdo envolvida neste processo é similar & reacdo entre a ninidrina
e 0s aminoacidos presentes nas IDs. Grigg e colaboradores ! caracterizaram um conjunto de
intermediarios e foram capazes de detalhar uma possivel reacdo entre DFO e 0s aminoacidos,
Esquema 12. O produto final da reacdo proposta por este grupo tem sido identificado por
cristalografia de raio-x. ®® O processo de revelacdo e simples e rapido. O objeto (ex: papel) é
imergido numa solucéo de DFO, depois €é secado, e posteriormente aquecido a 100 °C por 20
minutos. Como alternativa, Stoilovic ! mostrou que 20 a 30 segundos a 160 °C ou 10
segundos a 180 °C (usando ferro de passar) produz um resultado mais eficiente, isto é, maior
luminescéncia e menor coloragdo do fundo da superficie. O espectro de excitagdo é muito
largo e cobre a regido de 430 a 580 nm, com méximo de excitacdo a 460, 530, e 560 nm. Uma
maior luminescéncia pode ser obtida com excitacdo entre 540 a 570 nm, no entanto se a
excitacdo nestas regides produzir uma forte luminescéncia de fundo, entdo as outras duas
bandas de excitagdo podem ser usadas para excitacdo do produto da reacdo. Foi constatado
gue a luminescéncia é maxima logo apds o processo de aquecimento e que ela decai

lentamente com o tempo devido a absorcdo da umidade do ambiente. No entanto, a
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intensidade da luminescéncia pode ser recuperada por reaquecimento do objeto processado.
Experiéncias tem mostrado que o DFO apresenta uma eficiéncia duas ou trés vezes superior a
ninidrina. %1% Entretanto, ela requer fonte de luz forense (Laser) com filtros apropriados

para a visualizacdo de IDs processadas.

_

aminoacido

Produto de reagdo de DFO com aminoacido

Esquema 12. Possivel reacdo entre DFO e aminoacidos para a formacdo de um produto

luminescente.

Sequéncia de Métodos Recomendada no Processo de Revelagdo de Impressdes Digitais

Latentes em Superficies Porosas

A aplicacdo de mais do que um método ou reagente para revelacdo de impressdes
digitais latentes pode ser uma forma eficiente de melhorar a qualidade de IDs latentes
reveladas. No entanto, € muito importante que se conheca a sequéncia correta de aplicacdo
desses métodos. °? A escolha ou aplicagdo da sequéncia incorreta pode impedir o uso
posterior de uma outra técnica ou diminuir sua eficacia. Atualmente inimeras sequéncias tém
sido adotadas na revelacdo de IDs latentes de acordo com a natureza das superficies
envolvidas. 8"19%%% A Figura 14 ilustra uma sequéncia de métodos recomendada no processo

de revelacéo de IDs latentes em superficies porosas.
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/ [ Superficie porosa ] \
@ Molhada

7

( Deteccédo (’)ticaj
U U

DFO [Revelador ﬁsico]

[Visualizag?io de luminescéncia] >
{Tatamento com sais de metais J <:[Exame de absorgﬁo]

(ex: solucdo de nitrato de zinco)

U

\ .
[Exame de absorc¢io ou de 1uminescéncia)3:> [ Revelador ﬁs1co]

Figura 14. Sequéncia de métodos recomentada no processo de revelacdo de impressdes
digitais em superficies porosas secas e molhadas (ex: papel, cartdo, etc.).

3.6.2. Métodos para Revelacdo de Impressfes Digitais em Superficies Nao Porosas

3.6.2.1. TECNICA DO PO

A técnica do p6 é uma ferramenta tradicionalmente usada na revelacdo de impressdes
digitais em superficies ndo porosas. Ela é usada geralmente na cena do crime para revelacdo
de IDs em superficies fixas ou objetos que ndo podem ser facilmente transportados para
laboratdrios. Trata-se de um processo fisico em que as particulas do p6 aderem a umidade,
substancias pegajosas ou gordurosas constituintes de IDs. O processo de aplicacdo do po é
relativamente simples e de baixo custo, contudo, requer alguma experiéncia préatica para se
obter resultados satisfatorios. As impressdes digitais latentes reveladas com pé podem ser
retiradas usando fitas adesivas ou géis. Apesar dessas vantagens, a técnica de p6 sé pode ser
aplicada em IDs relativamente novas. Isto deve-se ao fato de que com o tempo, as IDs secam

ou perdem substancias pegajosas. Além disso, as superficies que apresentam elevada
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aderéncia a pos ou que absorvem rapidamente os residuos de IDs ndo sdo adequadas. Esta
técnica tem sido usada desde inicio de 1900 e, desde entdo, muitas formulagdes tém sido
desenvolvidas para superficies especificas e com coloracdo que permite alto contraste com as
superficies. ["® Dentre os corantes mais usados, tem-se os oxidos metalicos, sulfitos e os

carbonatos, oferecendo uma larga faixa de cores possiveis para diferentes aplicacoes.

O uso de pos fluorescentes, caraterizados por apresentar luminescéncia sob luz UV,
tem a vantagem de revelar superficies refletivas ou multicolor onde o contraste pode ser um
problema para aplicacdo com pds convencionais. No entanto a escolha dos pos fluorescentes
adequados para uma determinada superficie vai depender da prépria natureza da superficie do

objeto a ser revelado e da experiéncia e conhecimento do profissional.

Os po6s magnéticos sdo as Ultimas apostas feitas neste campo, com potencial para ser
uma técnica eficiente na revelagdo de impressdes digitais latentes frageis, onde a aplicacdo de
pds convencionais poderiam destruir as impressdes digitais. *°*! No entanto, a técnica é de
dificil aplicacdo em superficies verticais. Estes pos geralmente sdo obtidos pela mistura de
particulas de ferro com aluminio ou cobre em pd, e sdo aplicados com auxilio de uma varinha
magnética. Atualmente existem inimeras formulacfes desenvolvidas e comercialmente
disponiveis. ®! Mais recentemente, foi relatado um novo método em uma patente, % em
que se utiliza nanoparticulas de silica para deteccdo e visualizacdo de impressdes digitais

latentes.

3.6.2.2. METODO DE CIANOACRILATO (VAPORIZACAO)

Os ésteres de cianoacrilatos sdo monémeros incolores que se apresentam na forma
liquida, comercialmente vendidos como “supercola”. Estes mondmeros quando aquecidos
formam vapores que reagem com certos componentes écrinos e sebaceos de impressoes
digitais latentes. Os vapores s&o seletivamente polimerizados nas cristas papilares para formar
um polimero rigido e branco, conhecido como policianoacrilato, Esquema 13. PY 0O
mecanismo envolvido na formagéo desse polimero é bastante complexo e se encontra descrito

em Anexo 1 ( pagina 121).

As impressdes digitais ricas em componentes sebaceos sdo geralmente muito sensiveis
ao vapor de cianoacrilato, embora o vapor também reaja com misturas e alguns componentes

solGveis em agua (écrinas) presentes nas IDs latentes. Este método foi desenvolvido pela
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Divisdo de Identificacdo Criminal da Agéncia de Policia Nacional Japonesa em 1978. ["®
Desde entdo o cianoacrilato (CA) tem se tornado uma ferramenta largamente usada em

laboratdrios na revelacdo de impressdes digitais em superficies ndo porosas.

- N
H
H CN H CN H CN H
o . A I I 1 O O
H \  — Ry R>
—- NI
CoR polimerizagio H CO,R [ H CO,R| H CO,HH
2
_ - n
cianoacrilato (liquido incolor) policianoacrilato (sélido branco)

Esquema 13. Reacdo de polimerizagdo de cianoacrilato na formacao do polimero rigido e
esbranquigcado conhecido como policianoacrilato.

Atualmente varios métodos de tratamento de IDs latentes com CA tém sido propostos
e comercializados. [191%1%1 O sistema de processamento do método pode ser facilmente
construido e de baixo custo. Este geralmente consiste numa camara (ex: aquario de vidro) que
deve ser selado de modo a reter todo o vapor de cianoacrilato produzido pelo aquecimento. A
fonte de aquecimento pode ser um ferro de solda modificado, uma chapa elétrica, ou uma
lampada. E importante que a umidade do meio seja suficiente de modo a garantir uma boa
eficiéncia na revelacdo de IDs. Neste caso, um recipiente de agua pode ser colocado no
interior da cAmara de modo a fornecer umidade necessaria. O objeto a ser processado pode ser
suspenso ou colocado dentro da camara, e uma pequena quantidade de cianoacrilato (Super-
Bonder® ou de outra marca) é aquecida em torno de 80 a 100 °C de modo a produzir a

quantidade de vapores necessaria.

As camaras comerciais apresentam vantagem em relacdo aos sistemas caseiros, tais
como melhor controle da temperatura e melhor eficiéncia na circula¢do dos vapores, levando
a uma melhor revelagdo. Também, o fato de facilitar a retirada de todos vapores da camara
quando terminado o processo de revelagdo, minimiza a exposicao do profissional aos vapores
de cianocrilato. Os vapores de cianoacrilato sao classificados como irritantes aos olhos e aos

sistemas respiratorios, além de altamente alergénicos, de modo que a exposicdo deve ser
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minimizada. Além disso, o cianoacrilato quando aquecido a temperaturas elevadas (acima de

205 °C) leva a formacéo do gés cianeto de hidrogénio que é extremamente téxico. %

3.6.2.2.1. Aprimoramento do Contraste das Impressfes Digitais Latentes Processadas

com Cianoacrilato

O contraste produzido pelas impressdes digitais processadas com cianoacrilato (CA)
pode ser aprimorado com aplicacdo de um composto colorido ou luminescente, geralmente
designado de corante. Para se obter bons resultados com estes corantes é necessario que 0
processamento com CA seja rigorosamente controlado de modo a evitar a exposicao
excessiva do objeto com os vapores de cianoacrilato. Além disso, as impressdes digitais
latentes processadas com CA devem ser deixadas 24 horas antes da aplicacdo da solucdo de
corante de modo a garantir a rigidez do polimero produzido nas cristas de IDs e, assim, evitar
que ele seja retirado no processo de lavagem (remocdo do excesso do corante na superficie do
objeto). A escolha do corante dependera da cor e das propriedades luminescentes das
superficies a ser processadas. E sempre aconselhavel testar um determinado corante numa

superficie similar a da evidéncia antes de prosseguir com o processo de revelacgéo.

Compostos coloridos, tais como violeta genciana, podem ser usados no aprimoramento
de impressdes digitais processadas com CA, entretanto, 0 seu uso é geralmente restrito a
superficies ligeiramente coloridas. O uso de corantes luminescentes é 0 mais indicado para
superficies ndo luminescentes. Além disso, o processo é mais sensivel e pode produzir
resultados em superficies escuras e multicoloridas. No entanto, o uso de corantes
luminescentes requer o uso de fonte de luz apropriada para visualizar a luminescéncia. Os
corantes luminescentes mais comumente aplicados no aprimoramento de impressdes digitais
processadas com CA incluem a Rodomina 6G, M2 Ardrox 970-P10, 192113114 ¢ o Amarelo

40 basico. [103.115]

O processamento para revelacdo de impressdes digitais em superficies ndo-porosas

usando cianocrilato e pé pode se dar como ilustrado na Figura 15. !
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Sequéncia de Métodos Recomentada no Processo de Revelacdo de Impressfes Digitais
em Superficies Nao Porosas

/ [Superﬁcie nao porosa] \
B BEREEEEEEEEE Molhada

74

Deteccdo dtica Deteccdo otica

[Vapores de cianoacrilato (CA) ] [Reagente de particulas pequenas]
[Anélise no modo de reflexdo difusa ] > [Deposigéo de metal em Vécuoj

U U

[Aplicagio do corante luminescentej < [Anélise no modo de reflexio difusa]

[Visualizagﬁo de luminescéncia ]

Figura 15. Sequéncia de métodos recomendada no processo de revelacao de impressdes
digitais latentes em superficies ndo porosas, secas e molhadas (ex: plasticos, vidros, etc.). As
superficies molhadas podem ser secadas a temperatura ambiente.

3.6.3. Métodos de Revelacdo de Impressdes Digitais Latentes em Superficies Adesivas

As superficies adesivas, tais como fitas adesivas, possuem caracteristicas relevantes
para revelacdo de impressdes digitais latentes. Uma delas € a natureza receptiva que permite
gue os residuos de IDs sejam retidos quando estas superficies sdo tocadas pelas cristas
papilares. Além disso, € dificil manipular fitas adesivas quando se usa luvas, levando com que
0 manuseio das mesmas, por exemplo durante um crime, seja geralmente efetuado com as
méaos desprotegidas, fazendo com que o criminoso acabe deixando suas impressoes digitais.
Esta caracteristica das superficies adesivas faz com que as fitas adesivas se tornam evidéncias

importantes para elucidacdo de um crime.
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Atualmente um namero elevado de métodos tém sido proposto para revelagdo de IDs
em superficies adesivas, M%7 118 sendo que a mais eficiente até agora é a violeta de cristal,
também conhecida por violeta genciana, contudo ela possui algumas limitagdes, tais como

baixa seletividade e ndo é comumente aplica em superficies escuras devido a sua cor escura.

Uma das grandes dificuldades de revelacdo de 1Ds em superficies adesivas deve-se ao
fato de que tais superficies, muitas vezes, se encontram aderidas a outras superficies ou a si

mesma e precisam ser separadas, 0 que acaba muitas vezes por destruir as I1Ds latentes.

3.6.3.1. VIOLETA GENCIANA

A violeta genciana, também conhecida por violeta de cristal € um corante que interage
com a parte gordurosa das impressdes digitais. E comumente usada na revelacdo de
impressdes digitais latentes em superficies adesivas, tais como Sellotape, fita adesiva de
papel, e fita isolante de PVC. O método consiste em processar a fita adesiva com a solugédo de
corante (violeta genciana), contendo fenol que facilita a absorcdo do corante pelas substancias
sebaceas constituintes das IDs. O tratamento pode ser efetuado por imersdo ou flutuacdo da
fita adesiva em solucdo de corante, ou ainda por aplicacdo da solucdo de corante sobre a fita
com auxilio de pipeta. O excesso de corante é removido da superficie da fita por lavagem com
agua. O resultado é um produto de cor pdrpura que permite o contraste e a visualizacdo de
IDs. O grau de coloracdo do fundo da superficie é dependente da natureza da fita adesiva e

dos contaminantes presentes.

A solucdo de corante deve ser manipulada usando luvas adequadas e o0 processo
conduzido dentro de um exaustor pelo fato do fenol ser considerado altamente carcinogénico
e toxico. Outras formulagdes do corante sem o uso do fenol tém sido propostas, mas com
resultados menos eficientes. ™% A Figura 16 ilustra uma sequéncia de métodos

recomendada no processo de revelacdo de IDs latentes em superficies adesivas. 1]
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Sequéncia de Métodos Recomentada no Processo de Revelacdo de Impressdes Digitais

em Superficies Adesivas

( Superficie adesiva }

U

( Deteccéao (’)ticaj

U

Aplicacao da técnica para processar a superficie nao adesiva primeiro
(ex: lado ndo adesiva da fita adesiva)

U

( Escolha da técnica para processar o lado adesivo da fita adesivaJ

U

( Violeta genciana)

Figura 16. Sequéncia de método recomendada no processo de revelacdo de impressdes
digitais latentes em superficies adesivas (ex: fitas adesivas).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese dos novos derivados benzazdlicos fluorescentes do presente trabalho foi

efetuada aplicando o método de Hein. ! O método consiste na condensacéo de derivados de

anilinas orto-substituidas com &cido salicilico substituido. Os dados relevantes das condi¢des

sintéticas se encontram sumarizados na Tabela 5. Os detalhes das reacOes se encontram na

parte experimental.

Tabela 5. Sintese de derivados benzazélicos HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13.

Designagéo Derivados anilinas
substituidas

Acidos salicilicos
substituidos

Produto Tempo Rendimt;anto mp (°C)°
(Horas)a (%)

NH,

HB-6

OH

HB-7

(X
e

SH
NH,
v X
OH
HB-11

HB-13

NH,
L
SO,H NH,
L

SOzH : COOH
OH

SOzH : COOH
H

(¢]

©[\>_Q 4 54 > 300

N 15 71 157- 160
0 )
S
N 4 16 136- 137
N\
(0]
805 N 5 54 > 300
0
()

\C[\> 2> > 6 65 248 (dec)?

Condigdes reacionais: reacdo na presenca de acido polifosférico, * tempo de reacdo, ° rendimento do produto
isolado, °todos os produtos s&o sélidos.
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4.1. Caracterizacdo Espectroscopica dos Derivados Benzazolicos Fluorescentes
Sintetizados

4.1.1. Caracterizagdo por Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho serviram para investigar a
presenca de vibragOes de ligacBes especificas das moléculas, isto é, identificar determinados
grupos funcionais da molécula.

A Tabela 6 mostra os dados relevantes de frequéncias observadas para os principais

grupos funcionais encontrados nos derivados benzazolicos sintetizados.

Tabela 6. Dados relevantes de frequéncias observadas para os derivados benzazolicos
sintetizados.

Produto OH, OH*, NH c=C C-N C-0-C S=0

(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
HB-6 3000-3500 1650 - 1250 1040
HB-7 3500 1625 1300 1250 1040
HB-9 3330, 3000 1550 1300 1250 1040
HB-11 3400 1625 1300 1250 1040
HB-13 3400 1600 1350 1250 1040

* Proveniente do grupo sulfonico.

Como era de se esperar, 0s espectros dos derivados benzazdlicos sdo bastante
parecidos ( Anexo 2, pagina 122). As regides abaixo de 1750 cm™ mostram picos afilados,

caracteristicos de moléculas insaturadas.

Tomando como exemplo o composto HB-6 (Figura 17), o perfil esperado para a regido
em torno de 3000 cm™ seria uma banda caracteristica do estiramento O-H de moléculas que
apresentam ligacGes intramoleculares como o caso dos derivados benzazolicos que propiciam
mecanismo de ESIPT. Em funcdo da ligagdo intramolecular, a banda correspondente ao
estiramento O-H se desloca para frequéncias menores aqueles em que geralmente aparecem,
3500 - 3700 cm™. Entretanto, A presenca de grupo hidroxilo do agrupamento sulfonico faz
com que o perfil da banda que se observa seja largo, em torno de 3000 - 3500 cm™. Além
disso, esta banda larga abrange os sinais referentes ao estiramento da ligagdo C-H simétrico
de carbonos sp®.
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O sinal em 1550 - 1650 cm™ representa o estiramento das ligaces C=C do anel
aromatico, que aparecem em frequéncias inferiores as frequéncias normais quando a

conjugacdo é aumentada (1600 cm™).

100 -
90 |
| ™ 2300
© \
S 804 \
C ‘\
P 4 \
g ‘
2 704 /
@ 3000
R )
R el \ | ‘ 10110
3500 o N _2:\ 1625 | 1250 | |
50 i [\.f\ -/ \\'4 1500 .:‘ \
50,4 J 750
1125
T T TR A S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de Onda (cm™)

Figura 17. Espectro de infravermelho do composto HB-6.

Os sinais ligeiramente abaixo de 3000 cm™ nos espectros de HB-9 e HB-13

representam o estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo C-H do carbono sp®.
O sinal intenso que aparece a 1040 cm™ em todos os espectros representa a vibrag&o
da ligacdo S=0 do grupo sulfénico.

No espectro de HB-11 como era de se esperar, 0 estiramento NH, primario é
observado a 1625 cm™ e a banda de Fermi de deformacéo de NH, se encontra sobreposta com

as demais na banda larga em 3400 cm™.

As bandas harménicas dos aromaticos sdo observadas na regi&o entre 2000-1700 cm™,
sendo que a sua ocorréncia nas moléculas é confirmada pelos sinais de intensidade média na

regi&o entre 900 e 650 cm™.
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4.1.2. Caracterizacao por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os dados referentes aos espectros de ressonancia magnética nuclear estdo

representados na parte experimental e nos anexos 4 - 5.

Riel 5 HB-6, X= 0, R,= H, R,= H, R;= SO;H, R,=H
HB-7, X=S, R;= H, R= H, Ry= SO;H, R,= H
p HB-9, X= 0, R,=H, R,= CH;, Ry= SO;H, R,=H
. . HB-11, X= O, R;= SO;H, R,= H, R;= NH,, R,=H
2

HB-13, X= O, R,= SO;H, Ry= H, Ry= H, R,= N(CH,CHj;)

Para todos os produtos sintetizados ndo foi possivel observar nos espectros de ‘H-
RMN o singleto correspondente ao hidrogénio da hidroxila fendlica devido, provavelmente a

troca do protén com o solvente.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos sdo semelhantes para 0s
derivados HB-6 e HB-7. Ambos apresentam o sistema ABCD, correspondente aos
hidrogénios Hs, Hs, Hg € H7, e 0 sistema ABX correspondente aos hidrogénios Hj:, Hs- € He:.
Tomando o derivado HB-7 como exemplo (Figura 18), pode-se observar claramente os dois
sistemas, ABCD e ABX.

75



IZUIREAEREVIT Lk
A SAWY L) 1 FIE+08

7 "H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.48 (d, J= 2.1 Hz, IH), 8.12 (dd, /= 21.1, 7.9 Hz, F3E+08
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Figura 18. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-7.

Os sinais referentes aos hidrogénios Hy e H; saem muito proximos em 8.12 ppm como
dois dubletes devido ao acoplamento com os hidrogénios Hs e Hg, respetivamente. Os sinais
referentes aos hidrogénios Hs e Hg ja saem mais afastados e numa zona mais blindada, entre
7.54 - 7.45 ppm como multipleto. Em 8.48 ppm sai o duplete correspondente ao hidrogénio
Hs- com uma constante de acoplamento meta de 2.1 Hz devido ao acoplamento com o
hidrogénio H4.. O hidrogénio H4 por sua vez aparece como um duplo duplete devido ao
acoplamento com o hidrogénio Hg’, com uma constante de acoplamento meta de 2.2 Hz, e
com o hidrogénio Hs- com Jorto de 8.5 Hz. O hidrogénio Hs- sai como um duplete com uma
constante de deslocamento grande devido ao acoplamento orto de 8.5 Hz com o hidrogénio
H,-. A integracdo dos sinais coincide com o nimero de hidrogénios aromaticos da molécula

como era de se esperar.

Nos espectros de 'H-RMN dos compostos HB-9 e HB-13, para além dos sinais
referentes ao sistema ABX dos hidrogénios aromaticos, também se observa os sinais dos
hisrogénios alifaticos ligados aos anéis aromaticos. No espectro do composto HB-9 sai um

singleto a 2.5 ppm referente ao hidrogénio do grupo metila ligado ao anel aromético. Ja no
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espectro do composto HB-13 sai sinais referentes aos hidrogénios dos carbonos primarios e

secundarios dos grupos etilas a 1.5 ppm (tripleto) e 2.5 ppm (quarteto), respetivamente.
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Figura 19. Espectro de *H-RMN do composto HB-9.
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Figura 20. Expanséo da regi#o alifatica do espectro de *H-RMN do composto HB-13.

Quanto aos espectros de *C-RMN APT foi possivel atribuir a identidade dos carbonos

[1211'¢ com auxilio de

com base em estudo bidimensional (HECTOR) descrito na literatura
software de simulacdo de espectros (ChemBioDraw Ultra). Um espectro de HECTOR baseia-

se na correlagdo heteronuclear, isto é, correlagdo dos sinais de *H com os sinais de *C.

Tomando novamente o derivado HB-7 como exemplo (Figura 21), o primeiro sinal
voltado para baixo é atribuido ao carbono C;- em 116 ppm. Os carbonos C, e C; saem
proximos em 122 ppm, do mesmo modo que os hidrogénios Hs e H; saem proximos no
espectro de *H-RMN. Os carbonos Cs e Cg assemelham-se quimicamente e saem proximos
em 125 e 126 ppm, respetivamente. O carbono Cs- sai a 126 ppm e o carbono Cg4 sai numa
zona mais desblindada devido ao efeito de ressonancia e efeito indutivo do grupo eletroatrator
(grupo sulfénico), saindo a 130 ppm.

No mesmo espectro sai voltado para cima os sinais referentes aos carbonos que néo se
encontram ligados a nenhum hidrogénio. O primeiro sinal a 117 ppm é referente ao carbono
C1’, e deslocado para a zona mais desblindada sai os sinais a 134, 140 e 142 correspondentes
aos carbonos Cg, Cs- e Co-, respetivamente. Os carbonos C,: e C, sai muito desblindados pelo

fato de estarem ligados diretamente a atomos eletronegativos. O atomo de C,: se encontra
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ligado diretamente ao 4&tomo de oxigénio e sai com um deslocamento quimico de 152 ppm e 0
atomo C, se encontra ligado diretamente a dois &tomos eletronegativos, nitrogénio e enxofre,

aparecendo a 164 ppm.
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Figura 21. Espectro de **C-RMN APT do composto HB-7.

Nos espectros de “*C-RMN APT dos compostos HB-9 (Figura 22) e HB-13 (Figura
23) para além dos sinais referentes aos carbonos dos anéis aromaticos, também se observa os
sinais dos grupos alifaticos ligados aos anéis aromaticos. No espectro do composto HB-9 sai
um sinal a 21 ppm referente ao grupo metila ligado ao anel aromatico. Ja no espectro do
composto HB-13 sai sinais referentes aos carbonos primarios e secundarios dos grupos etilas

a 13 e 44 ppm, respetivamente.
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4.1.3. Caracterizagdo por Espectrometria de Massa

Nos espectros de massa foi possivel identificar alguns picos resultantes da
fragmentacdo das moléculas (Anexo 5, pagina 121). Tomando como exemplo o espectro de
massa do composto HB-7 foi possivel identificar o pico intenso de m/z 227 correspondente a
perda do ion sulfénico (perda de SO3’). O pico de m/z 199 (- CO;) e m/z 173 ( - CH,=CH, ou

fragmento positivo de C¢Hs04S). Neste caso ndo aparece o pico referente ao ion molecular.

vertfl:Scan RelTme: [4.942]-[9.150-> 32200] Scanit: [594] - [1099 -> 3865]
% Base Peak: 227/5,595,304
30.0~ mz 6505 ADbs. inten 2% R 0.40
| 2l
4
2504
]
20.04 89
1
: 88
15.0- 99
-
10.04
] i
4 45
5.0+ S8
1 154
3 MI'l whdl e Tl o L Mi
oe“ : - [ l || l “x z| N LL_.J_'.“A i ” JJ.;.:I J_.ll Il' l - 210 ; 241
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Figura 24. Espectro de massa do composto HB-7.

Ja o espectro de massa do composto HB-11 apresenta o pico base referente ao ion
molecular protonado (MH") de m/z 307, bem como os picos correspondentes a perda de
fragmentos, tais como o pico de m/z 290 resultante da perda do grupo hidroxilo (- OH), m/z
279 (- C=0), m/z 227 (- SO3") e m/z 198 (- C;H304NS).

No espectro de massa do composto HB-13 é possivel identificar o pico de m/z 198
correspondente a perda do grupo (- C;H404NS), m/z 169 resultante da perda do grupo anterior
seguido da perda do grupo (-CH,CHpg), e m/z 155 resultante da perda do atomo de nitrogénio

a partir da dltima fragmentacéo.
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4.1.4. Caracterizacdo por Absor¢do UV-Visivel e Emissdo de Fluorescéncia

Os espectros de absor¢do UV-Visivel e de emissdo dos derivados HB-6, HB-7, HB-9,
HB-11 e HB-13 foram efetuados em solventes de diferentes polaridades e estdo representados
na Figura 25. Os dados relevantes se encontram sumarizados na Tabela 7. O comprimento de
onda do maximo de absorcdo desses corantes apresenta pouca dependéncia da polaridade do
solvente, isto €, o efeito solvatocrdmico quase ndo se verifica, exceto para o corante HB-13.
Este mostra um comportamento fotofisico com maior dependéncia da polaridade do solvente,
com 0s maximos de absorcdo em variando entre 313 a 423 nm para diferentes solventes,
respetivamente, devido ao efeito indutivo e de ressonancia do grupo substituinte dietilmina
ser maior na posicéo 4 em relacdo aos outros substituintes em outras posi¢des. Os valores de

coeficiente de absortividade molar (€) estdo de acordo com a transicdo n-m*.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos usando o comprimento de
onda do méaximo de absorcdo para excitacdo. Os dados relevantes estdo sumarizados na
Tabela 7. Como era de se esperar, 05 compostos que exibem ESIPT, como € o caso desses
derivados sintetizados, podem apresentar dupla emissdo de fluorescéncia dependendo do
solvente, uma vez que o mecanismo de ESIPT é bastante dependente da polaridade do
solvente. B Geralmente, a dupla emissdo apresenta uma banda de maior comprimento de
onda atribuida a emissdo por parte da forma cis-ceto excitada (K*) (banda ESIPT), resultante
da transferéncia protonica intramolecular da forma cis-enol no estado excitado (E*). Uma
banda mais deslocada para o azul (hipsocrémica) € devido a emissao por parte da forma cis-
enol excitada (E*) (banda normal) ou de outras formas conformacionais que sao estabilizadas

em solugéo.

O derivado HB-6 apresenta em agua uma banda principal a 470 nm atribuida a forma
ceto (banda ESIPT) com maior intensidade e uma banda adicional (banda normal) de menor
intensidade, atribuida a forma enol, mais deslocada para o azul, localizada a 365 nm. E
importante salientar que as intensidades dessas bandas de emissdo sao alteradas em metanol,
etanol e acetato de etila, tendo a banda ESIPT (421, 526 e 510 nm, respetivamente) aparecido
com menor intensidade em relagdo a banda normal (365, 429 e 426 nm, respetivamente)

devido ao fato de ocorrer menor conversdo da forma enol na forma ceto nesses solventes.

O derivado HB-7 apresenta comportamento fotofisico parecido com HB-6 em agua e

metanol. No entanto, a intensidade da banda ESIPT é mais intensa que a banda normal em
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etanol e localiza-se em 503 e 424 nm, respetivamente. Em acetato de etila aparece uma Unica
banda a 464 nm atribuida & banda ESIPT.

O derivado HB-9 apresenta a banda principal (a mais intensa) atribuida a banda ESIPT
a 499, 473, e 508 nm para agua, metanol e acetato de etila, respetivamente, e a banda mais
deslocada para a azul (menos intensa) atribuida a banda normal a 423, 366 e 425 nm,
respetivamente. Em etanol a intensidade da banda ESIPT (495 nm) e a banda normal (430
nm) alteram-se de intensidade, passando a banda normal a apresentar maior intensidade que a
banda ESIPT.

O derivado HB-11 apresenta a banda de maior intensidade atribuida a banda ESIPT a
447, 511 e 489 nm e as bandas normais, mais deslocadas para o azul, a 360, 420 e 372 nm em
agua, metanol e etanol, respetivamente. Em acetato de etila a banda ESIPT localizada a 508

nm apresenta menor intensidade que a banda normal a 449 nm.

O derivado HB-13 apresenta a banda ESIPT a 468 e 506 nm e a banda normal a 365 e
420 nm em &gua e acetato de etila, respetivamente. Em metanol e etanol aparece uma Unica

banda atribuida a banda ESIPT a 550 e 488 nm, respetivamente.

Estes comportamentos fotofisicos confirmam o equilibrio tautomérico em solugdo no

estado excitado. Y

Os deslocamentos de Stokes para os derivados benzazolicos descritos aqui estdo na
faixa de 31-116 nm e 67-207 nm para forma enol e ceto, respetivamente (Tabela 7). Estes

valores estdo de acordo com 0s compostos que propiciam mecanismo de ESIPT.
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Figura 25. Espectros normalizados de absorcao e de fluorescéncia dos compostos HB-6, HB-
7, HB-9, HB-11 e HB-13 em solventes de diferentes polaridades.
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Tabela 7. Dados relevantes do especto de absorcdo UV-Visivel e de emissao de fluorescéncia
dos derivados benzazdlicos HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13.

Corante Solvente Absorcdo UV-Visivel Fluorescéncia
Forma enol Forma ceto
;\'max gmax kmax A)VST xmax A>¥ST
(hm)  (x10°L.mol *.cm™) (nm) (nm) (nm) (nm)

HB-6 Agua 292 0.359 365 48 470 153
Metanol 297 0.341 364 40 471 147
Etanol 293 0.467 429 110 526 207
Acetato de 292 0.690 426 108 510 192
etila

HB-7 Agua 329 0.587 369 40 449 120
Metanol 331 0.420 379 48 - -
Etanol 332 0.518 424 92 503 171
Acetato de 333 0.450 - - 464 131
etila

HB-9 Agua 320 0.359 423 103 499 179
Metanol 295 0.500 366 45 473 152
Etanol 295 0.718 430 109 495 174
Acetato de 295 0.560 425 104 508 187
etila

HB-11 Agua 329 0.381 360 31 447 118
Metanol 332 0.425 420 88 511 179
Etanol 338 0.454 372 34 489 151
Acetato de 333 0.565 449 116 508 170
etila

HB-13 Agua 313 0.402 365 52 468 155
Metanol 423 0.399 - - 550 127
Etanol 420 0.421 - - 488 67
Acetato de 261 0.488 420 81 506 167
etila

A Figura 26 mostra os espectros normalizados de absorcdo e de fluorescéncia dos
compostos em agua, metanol, etanol e acetato de etila. Como era de esperar, a presenca de
grupo doador, tal como o grupo metila (HB-9), teve influéncia no deslocamento do
comprimento de onda do maximo de emissdo de fluorescéncia comparativamente com o
composto ndo substituido (HB-6). Quanto aos outros compostos nada se pode concluir devido
a auséncia de dados de fluorescéncia dos compostos nao substituidos nos solventes estudados.

Esta auséncia de dados deve-se ao fato de que os compostos ndo substituidos (auséncia do
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grupo sulfénicos) ndo séo soluveis nos solventes em que se fez os estudos fotofisicos desses

novos reveladores sintetizados.

O composto HB-13 mostrou um comportamento fotofisico (absorcao e fluorescéncia)
bastante diferente dos outros compostos. Isto pode ser explicado pelo fato desse composto ter
um grupo doador de elétrons por efeito indutivo e de ressonancia (grupo dietilamnina) na
posicdo para em relagdo ao anel azblico. Isto faz com que os elétrons sejam deslocados ao

longo de toda a estrutura benzazdlica.

A influéncia dos grupos doadores e atratores nas bandas de absorgédo e de emissao de
fluorescéncia foi explicado com base em resultados de célculos de orbitais moleculares, dos

niveis de energia eletronicos e das transicées eletrdnicas que ocorrem entre eles. %%
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Figura 26. Espectros normalizados de absor¢éo e de fluorescéncia dos compostos HB-6, HB-
7, HB-9, HB-11 e HB-13 no mesmo solvente.
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Na Figura 27 estdo representadas imagens dos compostos sintetizados no estado
solido, sob luz visivel (A) e sob luz ultravioleta - 365 nm (B), onde se pode observar uma

intensa emissao de fluorescéncia, principalmente dos compostos HB-7, HB-9 e HB-13.

Figura 27. Imagens dos corantes HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13 no estado sélido. A -
sob luz visivel; B - sob luz ultravioleta - 365 nm.
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Na Figura 28 estdo representadas imagens dos compostos sintetizados em solugédo
aquosa, sob luz visivel (A) e sob luz ultravioleta - 365 nm (B), onde se pode observar uma

intensa emissao de fluorescéncia em quase toda a faixa do espectro visivel (azul - laranja).

Figura 28. Imagens dos corantes HB-6, HB.7, HB.9, HB-11 e HB-13 em solugédo aquosa. A -
sob luz visivel; B - sob luz ultravioleta - 365 nm.

4.2. Amostras de Impressdes Digitais Latentes

Diferentes doadores depositaram as impressdes digitais (IDs) latentes em diferentes
tipos de fitas adesivas e de coloragdo variadas. Em alguns casos as IDs foram depositadas
esfregando um dos dedos numa parte oleosa do rosto e, em seguida, cinco séries consecutivas
de impressbes digitais foram depositadas sem necessidade de recarga do dedo (estudo
sequencial). Outras amostras de IDs foram tomadas de doadores sem a prévia recarga dos
dedos nas partes oleosas do rosto. Isto serviu para produzir impressdes digitais de quantidades
de secrecdo variadas. As amostras de 1Ds foram tratadas com diferentes corantes fluorescentes

e fotografadas usando uma camera Canon EOS 1100D (abertura 3 e velocidade 1SO-1200).
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4.3. Performance dos Diferentes Tipos de Fitas Adesivas

Diferentes tipos de fitas adesivas de uso comum e de investigacdo forense foram
usados para estudo da potencialidade de revelacdo de IDs nos mesmos, e para demonstar que
esses novos derivados benzazoélicos fluorescentes podem ser usados como reveladores de

impressodes digitais latentes em fitas adesivas de diferentes naturezas.

(A) Scotch tape® (fita transparente)

(B) Scotch tape® (fita castanha)

(C) Tactape® ou Black electrical tape (fita isolante elétrica preta)
(D) Duct tape® (fita cinzenta ou prateada)

4.4. Formulacdo das Soluc¢des de Corantes de Impressdes Digitais Latentes

Solucao stock: preparou-se uma solucdo 1 % (m/v) do corante em agua destilada.

Solucdo de trabalho: a partir da solucdo stock prepararam-se quantro solugdes aquosas nas
seguintes concentracfes: 0.5 %, 0.25 %, 0.1 % e 0.01 % (m/v).

Cada solucdo do corante foi preparada colocando o corante num erlenmeyer e
adicionando o volume adequado de agua destilada para atingir a concentracdo pretendida. A
mistura foi deixada sob agitacdo até o corante dissolver totalmente, aquecendo-a quando se
fez necessario. No caso de existéncia de particulas ndo dissolvidas, estas foram retiradas da

solucdo por filtracdo.

4.5. Metodologia Sequencial e o Processamento da Técnica de Revelacdo de Impressdes

Digitais Latentes

a) As impressoes digitais sdo colocadas na fitas adesiva pressionando levemente os dedos

sobre a fita adesiva.

b) Para a revelacdo de impressdes digitais latentes em fita adesiva, coloca-se a solugdo do
corante (solucéo de trabalho) num becker ou recipiente adequado para conter a fita adesiva a

ser analisada. A quantidade de solucao deve ser suficiente para imergir a fita adesiva.

c) A fita adesiva permanece imersa na solucéo entre 0.5 - 2 minutos.
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d) Apds o término do tempo de imersdo, pode ser necessario lavar a fita adesiva com agua
corrente para remover todo excesso do corante do fundo da superficie da fita adesiva.

e) A fita adesiva é secada a temperatura ambiente ou com auxilio de um secador.

f) A fita adesiva é exposta a uma fonte de luz ultravioleta com comprimento de onda de 365
nm ( ex: uma ldmpada de luz negra comercialmente disponivel) a fim de observar as
impressoes digitais latentes reveladas. Quando a revelagcdo se mostrar insuficiente repete-se o

tratamento com a solucdo do corante, seguindo 0s mesmo passos anteriores.

g) As impressdes digitais reveladas sdo fotografadas para comparacdo, documentacao, e

proposito de arquivamento, utilizando uma camera digital.

4.6. Imagens de Impressdes Digitais Latentes Reveladas em Fitas Adesivas

A Figura 29 mostra diferentes tipos de fitas adesivas processadas com o corante HB-7
e fotografadas sob luz visivel e ultravioleta. Como se pode observar as impressdes digitais
latentes nas fitas adesivas sob luz visivel ndo sdo perceptiveis. No entanto, quando as fitas
adesivas séo vistas sob luz ultravioleta elas se tornam visiveis devido a fluorescéncia emitida
pelo corante. A alta seletividade do corante em relacdo aos residuos das impressdes digitais
faz com que o corante reaja apenas com as IDs e ndo com toda a superficie da fita adesiva
processada, tornando a técnica de revelacdo de IDs com o corante fluorescente potencialmente

importante.

Luz Visivel Luz Ultravioleta
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Figura 29. Imagens de diferentes tipos de fitas adesivas processadas com o corante
fluorescente HB-7, sob luz visivel e sob luz ultravioleta - 365 nm. A - fita adesiva
transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); B - fita adesiva castanha (Fita
para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); C - fita adesiva preta (Fita isolante elétrica —
“Tectape®”); D - fita adesiva prateada (Fita Multi-Uso "Duct tape®”).

Nas imagens de impressdes digitais latentes processadas com os corantes sintetizados
neste trabalho, conforme apresentadas nas Figuras (30 - 33), foi possivel observar a revelacéo
das cristas papilares correspondentes as IDs em todos os tipos de fitas adesivas analisadas
(“Scotch tape®”, “Tectape®” e “Duct tape®”), inclusive as de cor escura que até entdo nao
havia nenhum revelador eficiente que pudesse ser aplicado nessa superficie. Isto demonstra o
potencial de aplicacdo desses corantes na revelacdo de IDs em superficies de cor clara, bem
como as de cor escura, com elevada sensibilidade, fazendo com que eles reajam apenas com

os residuos das IDs e ndo com toda superficie da fita adesiva.
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Figura 30. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-7
em: A - Fita adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); B - Fita
adesiva castanha (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); C - Fita adesiva preta (Fita
isolante elétrica — “Tectape®”); D - Fita adesiva prateada (Fita Multi-Uso "Duct tape®”).
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Figura 31. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-9
em: A - Fita adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); B - Fita
adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); C - Fita adesiva preta
(Fita isolante elétrica — “Tectape®”); D - Fita adesiva prateada (Fita Multi-Uso "Duct
tape®”).
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Figura 32. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-
11 em: A - Fita adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); B - Fita
adesiva castanha (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”); C - Fita adesiva preta (Fita
isolante elétrica — “Tectape®”); D - Fita adesiva prateada (Fita Multi-Uso "Duct tape®”).

Os reveladores de impressbes digitais latentes atualmente comercializados ndo séo
satisfatorios, e possuem algumas limitagcbes. Uma das limitacdes € a ineficiéncia dos corantes
em corar apenas as impressoes digitais, sendo que, muitas vezes, acaba por corar todo fundo
da superficie do objeto a ser analisado, impossibilitando a identificacdo das IDs. Outra
limitacdo deve-se ao fato de que a maioria dos corantes fluorescentes comercializados fazer o
uso de solventes organicos, o que inviabiliza sua aplicacdo em fitas adesivas uma vez que o
solvente organico dissolve a parte adesiva e/ou ataca por completo a fita adesiva fazendo
perder as impressdes digitais. Além disso, 0 uso de solventes organicos constitui um risco a
salde de quem os manuseia. O preco é certamente um fator importante, pois 0s outros
métodos destinados a revelacdo de IDs em fitas adesivas, tais como microscopia de

infravermelho e de elétron, sdo geralmente muito dispendiosos, com excecdo do corante
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violeta genciana. Este além de ser barato tem mostrado também potencialidades na revelagéo
de IDs latentes em fitas adesivas, embora possui algumas limitagdes, tais como a baixa
seletividade que faz com que, muitas vezes, toda a superficie da fita fique tingida com o
corante, o que dificulta a visualizacdo de IDs. Isso leva a uma metodologia de trabalho que
exige muito cuidado para ndo corar intensamente o fundo que ndo contém as impressdes
digitais e corar de maneira adequada as impressoes digitais, de modo a permitir sua perfeita
visualizacdo. Aléem disso, a violeta genciana é pouco usual para revelacdo de impressdes
digitais em superficies escuras (ex: fita isolante elétrica preta) devido a dificuldade em
fotografar as IDs. Ele também pode ser utilizado em superficies escuras. Nesse caso, apos a
revelacdo das impressdes digitais latentes, elas precisam ser transferidas da superficie original
para uma nova superficie, geralmente de cor clara, através de um processo chamado de
sublimacéo térmica. Esse processo pode afetar a qualidade e os detalhes das cristas e vales das

impress@es digitais (mindcias), comprometendo a analise papiloscdpica posterior.

Os corantes sintetizados neste trabalho permitem corar superficies adesivas de
qualquer cor, desde as usuais transparentes até as fitas isolantes de cor preta (usadas na
fabricacdo de dispositivos eletronicos explosivos), passando pelas de cor acinzentada
(usualmente usadas para imobilizar vitimas em caso de sequestros, estupros, roubos, etc). Nao
ha a necessidade de cuidar da saturacdo da superficie adesiva contendo as impressées digitais,
pois os corantes ndo aderem as outras superficies, ficando restritos as IDs. A visualizagdo €
muito fécil, bastando iluminar as fitas adesivas com uma luz UV de onda longa (luz negra) e

fotografar as impressdes digitais reveladas.

A alta estabilidade fotoquimica e fotofisica dos corantes € mais uma caracteristica
importante desses corantes, permitindo armazenar a evidéncia por longos periodos sem
qualquer tipo de degradacédo (cadeia de custddia). Esse é um dado importante, pois no campo
da ciéncia forense € importante conservar as evidéncias para eventuais necessidades de serem

analisadas novamente, como por exemplo, na abertura de um processo judicial.

A cor dos fluoréforos (corantes usados na revelacao) sob luz visivel é outra vantagem
destes corantes e da técnica descrita. Eles ndo possuem cor o que facilita ler, visualizar ou
fotografar o resto da evidéncia sem o comprometimento de uma coloragéo adicional resultante

do uso do corante.

Esses corantes sdo de facil utilizacdo, atendem as necessidades de superficies adesivas

escuras permitindo uma facil e perfeita visualizacdo das impressdes digitais latentes e seu uso
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pode ser ampliado para o emprego em diversas outras superficies de interesse forense, tais
como plasticos, vidros, metais, ceramica, madeira, entre outras. Possuem como vantagem
adicional o emprego da 4gua como solvente e a concentracdo extremamente baixa (10*M),
podendo ser reutilizada a solucéo de corante, tornando-os ecologicamente muito mais corretos

(quimica verde).

Outras vantagens desses corantes em relacdo aos corantes atualmente comercializados
sédo a alta eficiéncia na revelagdo de IDs latentes num curto intervalo de tempo e a alta
estabilidade quimica e fotofisica devido ao mecanismo de transferéncia protonica

intramolecular no estado excitado (ESIPT).

Esses corantes apresentam uma excelente relacdo custo-beneficio, pois sdo obtidos a
partir de materiais de baixo custo e aplicando métodos de sintese usualmente empregados em

laboratdrios de sintese organica.

Quanto as concentracdes dos corantes testadas na revelacao das impress@es digitais, foi
possivel constatar que mesmo em concentracdes baixas do corante, 0.1 (m/v), as IDs foram
perfeitamente reveladas. No entanto, as solu¢fes com concentracdes abaixo deste valor ndo

tiveram o mesmo éxito.

O tempo de processamento da técnica de revelacdo de IDs mostrou pouca influéncia na
eficiéncia de revelacdo das mesmas, tendo conseguido excelentes resultados com tempos

variando entre 0.5 segundos e 5 minutos.

Todos os objetos revelados com esses derivados benzazdlicos fluorescentes foram
guardados durante 1 ano e analisados novamente sob lampada de UV - 365 nm, apresentando
0s mesmos resultados, o que demonstra a importancia dessa técnica na conservacdo das

evidéncias (cadeia de custddia).

A existéncia de grupamentos sulfénicos atribui a esses derivados benzazélicos uma boa
solubilidade em &gua, eliminando o uso de qualquer solvente organico. Além disso, pensa-se
que os grupos sulfénicos sdo responsaveis pela marcacdo das impressées digitais pela ligacao

s, [123124125]  Toactas de

aos aminoacidos e/ou proteinas constituintes das impressdes digitai
revelagdo de impressdes digitais em fitas adesivas usando compostos similares, sem a
presenca de grupo sulfonico, ndo tiveram sucesso. Tsopelas e Sutton (23] propuseram uma
reacao quimica do grupo sulfénico dos corantes com o grupo amina livre das proteinas, tais

como grupos aminas de lisinas ou argininas, ou até mesmo com grupos hidroxilas dos
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aminoacidos. A reacgdo consiste na perda da 4gua quando o grupo sulfénico do corante reage
com a amina livre das proteinas para formacdo da sulfonamida, ou éster no caso da reagéo
com grupo hidroxila (Proposta 1). Essa proposta de reago foi contestada por Wilbur 2! que
propbs que os componentes da reacdo sdo descritos como ions em condic@es fisioldgicas, e
que a reagdo ndo se da por ligacdo covalente mais sim por interacdo idnica (Proposta 2).
Bossers e seus colaboradores %% ilustraram essa interagdo ionica entre o grupo sulfonico

ionizado de um corante com uma protéina (Proposta 3).

s N
(0]
|
Proteina—NH, + SOzH——Corante ——  Proteina NH IS Corante
condigdes
fisiologicas
(6]
§ J

Proposta 1. Complexo proteina-corante formado por reacdo quimica do grupo amina da
proteina com o grupo sulfonico do corante (ligacdo covalente).

( N
® S ® O
Proteina NH; + Corante SO3 —>  Proteina NH; O3S——Corante
condicdes (par i6nico)
fisioldgicas
- Y,

Proposta 2. Formac&o do par ionico resultade da interacdo dos ions da proteina e do corante
(ligagéo néo covalente).
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Proposta 3. llustragdo mostrando uma interacdo entre o amido Black e uma proteina. A
estrutura em hélice representa uma configuracao possivel de proteina com grupos R = laterais.
Os grupos laterais cationicos (R*) podem ser, por exemplo, histidina protonada, lisina,

arginina ou cadeias laterais que podem atrair os grupos sulfonicos ionizados do amido Black.

Todos os compostos sintetizados mostraram eficazes na revelacdo de impressdes
digitais latentes, com exce¢do para os compostos HB-6 e HB-13. O composto HB-6 néo teve
sucesso na revelacdo de impressdes digitais latentes, muito provavelmente pelo fato do grupo
sulfonico estar na forma de sal de sodio, originado quando a mistura reacional foi tratada com
bicarbonato de sddio. Considerando que a interacdo do atomo de sodio carregado
positivamente (Na") com o grupo sulfonico carregado negativamente é mais forte que a
interacdo ibnica proposta anteriormente entre o corante e proteina, entdo o composto HB-6
ndo interage ou interage muito pouco com a proteina constituinte dos residuos das IDs. O
composto HB-13 também ndo mostrou eficaz na revelacdo de impressdes digitais latentes,
provavelmente devido ao grupo dietilamnina substituinte na posicdo para, que consegue
colocar uma carga negativa do outro lado do anel aromético, dificultando a perda do préton

para formacdo do grupo sulfénico carregado negativamente, Figura 33.
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Figura 33. Estrutura do composto HB-6 na forma de sal de sodio e a estrutura de ressonancia

do composto HB-13.

Estudo Comparativo de Fotos de Impressfes Digitais Tiradas Com e Sem Filtro

A Figura 34 faz uma comparagdo entre fitas adesivas processadas com corante e
observadas sob luz ultravioleta na presenca e auséncia de filtro. Os filtros sdo ferramentas
importantes quando se pretende melhorar a visualizacdo de impressdes digitais reveladas,
principalmente quando a superficie a ser revelada possui autofluorescéncia, como é o caso da
fita adesiva prateada (C,). Usando um filtro adequado é possivel eliminar a fluorescéncia do

fundo e observar apenas a luz emitida pelo corante.
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Figura 34. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-
11 em: Fita adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”)- A;
(usando filtro - cor laranja) e A, (auséncia de filtro); Fita adesiva castanha (Fita para
Embalagem Polisil — “Scotch tape®”) - B; (usando filtro - cor laranja) e B, (auséncia de
filtro); Fita adesiva prateada (Fita Multi-Uso "Duct tape®”) - C; (usando filtro - cor laranja) e
C. (auséncia de filtro).

Estudo da Influéncia do Envelhecimento e da Quantidade de Residuos Depositados no
Resultado da Revelacdo de Impressfes Digitais Latentes com os Novos derivados

Benzazolicos Fluorescentes

Um primeiro estudo foi feito com o intuito de avaliar a capacidade do corante revelar
impressOes digitais latentes deixadas por um determinado tempo antes de serem reveladas.
Para isto, as IDs foram depositadas e deixadas para serem processadas em diferentes tempos.
O que se obteve foi um conjunto de IDs com diferentes idades, sendo que a idade das IDs &
definida como o tempo decorrido do momento da deposi¢cdo das mesmas até 0 momento que

que elas foram reveladas.
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No primeiro caso (tempo= 0 dia) as impressdes digitais foram depositadas e reveladas
no mesmo instante. Em outros casos elas foram depositadas e deixadas durante 2, 8 e 15 dias
antes de serem processadas com o corante. Esse estudo foi feito em fitas adesivas castanha e
pretas e as imagens das IDs estdo apresentadas nas Figura 35 e Figura 36, respetivamente.

O resultado demonstra que o corante usado na revelagédo de IDs possui excelente
capacidade de revelar impressdes digitais, mesmo que elas tenham sido deixadas varios dias
antes de serem processadas. Este € um dado importante pois muitas evidéncias deixadas nos
locais de crime sdo encontradas depois de passado algum tempo da ocorréncia do crime ou

somente podem ser processadas pelo laboratério muito tempo depois do ocorrido.

0 Dia 2 Dias

8 Dias 15 Dias

Figura 35. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-7
em fita adesiva castanha com idades das impressoes digitais latentes de 0, 2, 8 e 15 dias.

102



0 Dia 2 Dias

8 Dias 15 Dias

Figura 36. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-7
em fita adesiva preta com idades das impressées digitais latentes de 0, 2, 8 e 15 dias.

No segundo estudo avaliou-se a sensibilidade do corante em revelar impressoes
digitais latentes. Para isto, IDs com diferentes quantidades de residuos foram depositadas de
forma sequencial e reveladas com o corante fluorescente HB-7. As IDs foram depositadas por
uma Unica pessoa. Apos a primeira deposicado, varias outras foram feitas de forma sucessivas
com o mesmo dedo de modo a avaliar se a diminuicdo de residuos depositados influenciaria
na eficéncia de revelacdo de impressfes digitais. Foi usado para esse proposito fita castanha,
transparente e preta. Os resultados do processamento dessas fitas com o corante HB-7 estdo
apresentados na Figura 37, onde se pode observar uma ligeira diminuicdo na eficiéncia de
revelacdo em todas as fitas adesivas a medida que diminui a quantidade de residuos com o

deposito sequencial das mesmas (1-5).
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Figura 37. Imagens de impressdes digitais latentes depositadas em sequéncia (1-5) e reveladas
com o corante fluorescente HB-7 em: A- Fita adesiva castanha (Fita para Embalagem Polisil —
“Scotch tape®”); B - Fita adesiva transparente (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch
tape®”) e C - Fita adesiva preta (Fita isolante elétrica — “Tectape®”).

As fitas adesivas processadas com os corantes fluorescentes sintetizados neste trabalho
foram guardadas durante 1 ano e observadas novamente sob luz ultravioleta. Como se pode
ver na Figura 38, os resultados mantiveram inalterado mesmo passado um tempo longo de
armazenamento. Isso demonstra que esses novos reveladores para além de serem muito
sensiveis e seletivos, como visto anteriormente, também sdo extremamente estaveis. Esta
Gltima é uma caracteristica extremamente importante no campo da ciéncia forense uma vez
que as evidéncias muitas vezes precisam ser guardadas para eventual necessidade de serem

analisadas novamente (cadeia de custddia).
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Figura 38. Imagens de diferentes tipos de fitas adesivas processadas com o0 corante
fluorescente HB-7 e guardadas durante 1 ano. A - Fita transparente (Fita para Embalagem
Polisil — “Scotch tape®”); B- Fita castanha (Fita para Embalagem Polisil — “Scotch tape®”);
C- Fita preta (Fita isolante elétrica — “Tectape®”).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e Instrumentacéo

Todos os reagentes e solventes utilizados na sintese foram adquiridos na Sigma-
Aldrich e Merck, respetivamente. Ambos foram utilizados sem purificacdo adicional.
Solventes espectroscopicos (Merck) foram usados nas medidas de absor¢do UV-visivel e
emissdo de fluorescéncia. Espectros de emissdo de fluorescéncia e de excitacdo foram
medidos num espectrofluorimetro Hitachi modelo F-4500. A Absorcdo UV-Visivel foi
registrado num espectrdmetro Varian Cary 50. Todos os experimentos fotofisicos foram
efetuados a temperatura ambiente em cubetas de quartzo de 1 ¢cm de caminho Optico e
concentragdes na faixa de 10° M. Espectros de ‘H-RMN e *C-RMN foram efetuados em
DMSO-ds (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) num espectrometro Varian INOVA-300,
operando a frequéncias de 300 MHz, e num Bruker Avance - 400, operando a frequéncia de
400 MHz, para hidrogénio e de 75 MHz para carbono. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em parte por milhdo (ppm), tendo tetrametilsilano (TMS) como padréo interno de
referéncia para *H-RMN. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e
as multiplicidades de spin expressas em: singleto - s, duplete - d, duplo duplete - dd, tripleto -
t, multipleto - m, sinal largo - sl. Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro
Shimadzu acoplado a cromatografia gasosa - GCMS, modelo QP20105 com analisador
quadrupolo, via insercdo direta de solu¢bes de amostras diluidas (1 ul) em metanol e
fragmentacdo por impacto eletrénico de 70 eV (espectro de HB-7, HB-11 e HB-13) e em um
espectrometro com fragmentacdo por eletrospray (espectro de HB-6 e HB-9). Os espectros de
absorcéo na regido de Infravermelho foram efetuados num espectrometro Mattson Galaxy
Series 3000 FT-IR em KBr.

5.1. Procedimentos Gerais de Sintese dos Derivados Benzazdlicos Fluorescentes (HB-6,
HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13)

A sintese dos novos derivados benzazolicos fluorescentes do presente trabalho é
efetuada aplicando métodos de sintese usualmente empregados em laboratérios de sintese
organica. ! Essas reacdes consistem na condensacdo de acido salicilico substituido com
derivados de anilinas orto-substituidas em &cido polifosforico a temperaturas variando entre
140 a 180 °C por aproximadamente 5 horas.
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+ > \ R4
140-180 °C
Ry X R4 R
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1,X=OH,R=H,R,=H

2, X=SH,R;=H, R;=H 3, R3=S0:H, Ry=H HB-6, X= 0, R,;= H, R,= H, Ry= SO;H, R,= H
3,X=OH, R,= H, R,= CH, 6, Ry= NH,, Ry~ H HB.7 X=S. R H. Roe H. Roc SO, R e H
4, X= OH, R,= SO3H, Ry~ H 7, Ry= H, Ry= N(CH,CH5)

HB-9, X= 0, R,= H, R,= CH;, R;= SO;H, R,= H
HB-11, X= 0, R;= SO;H, R,= H, Ry= NH,, R,= H
HB-13, X= 0, R;= SO;H, R,= H, Ry= H, Ry= N(CH,CH,)

Figura 39. Processo sintético para obtencdo dos derivados benzazdlicos fluorescentes, HB-6,
HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13.

» Sintese de derivado 2- (2’-hidroxifenil) benzoxazol substituido (HB-6)
Nome IUPAC: acido 4- hidroxi- 3-(benzo [d] oxazol-2-il)benzenossulfénico

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 10.01 g de
acido 5-sulfosalicilico 5 (0.0458 moles) e 5.02 g de 2-aminofenol C[N\
1 (0.0458 moles) em 10 mL de &cido polifosforico (PPA) e

aqueceu-se a mistura a 170 °C sob agitacdo durante 4 horas. Em

HO

SOgH

seguida a mistura reacional foi vertida em 200 mL de gelo e o precipitado foi filtrado sob
vacuo. O sélido obtido (cor roxa) foi dissolvido em 20 mL de uma solucéo 10 % de carbonato
de sodio e ajustou-se o pH até a formacao do precipitado, aproximadamente pH= 7. Filtrou-se
0 precipitado sob vacuo, deixando-o secar a temperatura ambiente e procedeu-se a
recristalizacdo do mesmo em &gua/acetona. O rendimento bruto foi de 54 % (3.15 g, 0.0245
moles). O produto apresentou fluorescéncia azul sob exposi¢do a luz UV 365 nm; Ponto de
fusdo (mp) > 300 °C; *H-RMN (300 MHz, DMSO) & 8.00 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.87 —
7.78 (m,J=9.3,4.9, 1.8 Hz, 2H), 7.49 - 7.42 (m, J = 7.4, 3.7, 1.5 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 7.5
Hz, 1H), 7.02 — 6.95 (m, 1H); **C-RMN - APT (75 MHz, DMSO) & 163, 159, 149, 140, 134,
128, 126, 125, 119, 119, 118, 111.4, 111; IR (KBr): 3500, 3250, 3000, 2325, 1650, 1500,
1250, 1120, 880, 750 cm™; MS (ESI): m/z: 289, 291 [M*], 302, 304, 316, 321 325.
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» Sintese de derivado 2- (2’-hidroxifenil) benzotiazol substituido (HB-7)
Nome IUPAC: &cido 4-hidroxi- 3-(benzo [d] tiazol-2-il)benzenossulfénico

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 1.74 g de

acido 5-sulfosalicilico 5 (0.0069 moles) e 0.86 g de 2- C[N

N\
aminotiofenol 2 (0.0069 moles) em 3 mL de &cido polifosforico

S

HO

(PPA). A mistura foi aquecida lentamente até 160 °C sob SoH

agitacdo durante 1h30, tempo em que se formou um precipitado verde na mistura reacional. O
material foi vertido sobre 200 mL de gelo e deixado em repouso até formacdo completa do
precipitado. O precipitado (cor amarelo) foi filtrado sob véacuo e lavado com agua destilada,
deixando-o secar a temperatura ambiente seguido de recristalizacdo em &gua/acetona. O
rendimento bruto foi de 71 % (1.77 g, 0.0049 moles). O produto apresentou fluorescéncia
verde sob exposicdo a luz UV 365 nm; Ponto de fusdo (mp): 157-160 °C; *H-RMN (400
MHz, DMSO) 6 8.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.12 (dd, J = 21.1, 7.9 Hz, 2H), 7.63 (dd, J = 8.5,
2.2 Hz, 1H), 7.58 — 7.52 (m, J = 11.2, 4.1 Hz, 1H), 7.49 — 7.42 (m, 1H), 7.03 (d, J = 8.5 Hz,
1H); *C-RMN- APT (75 MHz, DMSO) & 164, 156, 151, 140, 134, 130, 126, 126.4, 125, 122,
122, 117, 116; IR (KBr): 3500, 1625, 1500, 1250, 1040, 750 cm™; MS (ESI) m/z: 227, 199,
173, 167.

» Sintese de derivado 2- (2’-hidroxifenil) benzoxazol substituido (HB-9)
Nome IUPAC: &cido 4-hidroxi-3- (6-metilbenzo [d] oxazol-2-il)benzenossulfénico

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 2.64 g de
acido 5-sulfosalicilico 5 (0.0104 moles) e 1.28 g de 6-amino-m- /CEN
cresol 3 (0.0104 moles) em 6 mL de acido polifosférico (PPA) e

HO,

aqueceu-se a mistura a 180 °C sob agitacdo durante 4 horas. Em
seguida a mistura reacional foi vertida em 200 mL de gelo e deixada em repouso até formagéo
completa do precipitado. O precipitado (cor verde acinzentada) foi filtrado sob vacuo e lavado
com &gua destilada, deixando-o secar a temperatura ambiente seguido de recristalizacdo em
agua/acetona. O rendimento do produto puro foi de 16 % (0.51 g, 0.0017 moles). O produto
apresentou fluorescéncia verde sob exposicdo a luz UV 365 nm; Ponto de fusdo (mp): 136 -
137 °C; *H-RMN (300 MHz, DMSO) & 7.98 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.64 — 7.61 (m, 1H), 7.55 — 7.46 (m, J = 8.4, 7.3, 1.7 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.8, 0.7 Hz,
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1H), 7.14 — 7.02 (m, J = 16.9, 8.3, 0.9 Hz, 2H); *C-RMN- APT (75 MHz, DMSO) & 162,
158, 149, 137, 136., 134, 127, 126, 120, 118, 117, 111, 110, 21; IR (KBr): 3300, 3000, 2900,
1725, 1500, 1250, 1040, 850, 750 cm™; MS (ESI) m/z: 302, 303, 304, 305 [M*], 307, 308,
309.

» Sintese de derivado 2- (2’-hidroxifenil) benzoxazol substituido (HB-11)
Nome IUPAC: &cido 2-(5-amino-2-hidroxifenil) benzo [d] oxazol-5-sulfonico

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 1 g de N

acido 3-amino-4-hidroxibenzenosulfonico 4 (0.0065 moles) e \C:\
1.23 g de acido 5-aminosalicilico 6 (0.0065 moles) em 4 mL J

NH,

de &cido polifosférico (PPA). A mistura foi aquecida a 150 °C
sob agitacdo durante 5 horas. O controle da reagdo foi feito por CCD extraindo o produto da
mistura reaccional com acetil acetato e usando como eluente diclorometano/metanol (1:1). A
mistura reacional adicionou-se acetona e ajustou-se o pH com carbonato de sodio até a
formagdo de um precipitado cinzento. O precipitado foi filtrado sob vécuo e lavado com
acetona, deixando-o secar a temperatura ambiente, seguido de recristalizacdo em acetona. O
rendimento do produto puro foi de 54 % (1.07 g, 0.0035 moles). O produto apresentou
fluorescéncia verde sob exposicdo a luz UV 365 nm; Ponto de fusdo (mp) > 300 °C; *H-RMN
(300 MHz, DMSO) & 7.86 (t, J = 1.0 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 1.1 Hz,
2H), 7.41 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C-RMN- APT (101 MHz,
DMSO) 6 164, 156, 151, 140.04, 140.01, 134, 130, 127, 126, 125, 122, 117, 116; IR (KBr):
3400, 3050, 2600, 1625, 1400, 1250, 1100, 1040, 775, 700, 600 cm™; MS (m/z): 307 (MH™),
279, 241, 227, 214, 198.

» Sintese de derivado 2- (2’-hidroxifenil) benzoxazol substituido (HB-13)
Nome IUPAC: &cido 2- (4 (dietilamino) -2-hidroxifenil) benzo [d] oxazol-5-sulfonico

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 1.2 g de

acido 3-amino-4-hidroxibenzenosulfénico 4 (0.00635 SOH N HO>\: >
N N

moles) e 1.22 g de 4-(dietilamino)salicilaldeido 7 (0.00635 \C[o \]

moles) em 5 mL de acido polifosférico (PPA). A mistura

reacional foi aquecida a 170 °C sob agitacdo durante 6 horas. Em seguida adicionou-se uma
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mistura de dioxano/acetona (1:1) a mistura reacional. O precipitado formado (cor amarelo) foi
filtrado sob vacuo e deixado secar & temperatura ambiente, seguido de recristalizacdo em uma
mistura de dioxano/acetona (1:1). O rendimento do produto bruto foi de 65 % (1.50 g, 0.0042
moles). O produto apresentou fluorescéncia laranja sob exposicdo a luz UV 365 nm; Ponto de
fusdo (mp): 248 (dec); *H-RMN (400 MHz, DMSO) & 8.67 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.48 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 6.80 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
6.24 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 5.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.42 — 3.33 (m, 4H), 2.51 (g, J = 3.6,
1.8 Hz, 2H), 2.09 (s, 1H), 1.21 — 1.00 (m, 3H); *C-RMN - APT (101 MHz, DMSO) § 167,
157, 152, 134, 132, 124, 116, 115, 109, 104, 97, 63, 44, 31, 13; IR (KBr): 3450, 2900, 1600,
1500, 1350, 1250, 1040, 750 cm™. MS (m/z): 307, 227, 198, 169.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados cinco novos derivados benzazolicos fluorescentes
(HB-6, HB-7, HB-9, HB-11 e HB-13) que propiciam mecanismo de transferéncia protonica
intramolecular no estado excitado (ESIPT). Esses derivados apresentam intensa emissdo de
fluorescéncia em quase toda a faixa de luz visivel (azul - laranja). Estudos fotofisicos foram
efetuados em solventes de diferentes polaridades, tendo mostrado pequeno efeito
solvatocrdomico. Alguma variacdo na localizacdo e na intensidade do maximo de absorcéo e
de emissdo de fluorescéncia foi verificada em funcdo da polaridade do solvente, com
deslocamento de Stokes variando de 31 a 116 nm e 67 a 207 nm para forma enol e ceto,
respetivamente. Na ocorréncia da dupla emissdo de fluorescéncia, a banda localizada em
maiores comprimentos de onda (para o vermelho) se refere a forma cis-ceto e a banda
localizada em menores comprimentos de onda (para o azul) se refere a forma cis-enol e 0s
demais conférmeros estabilizados pelo solvente e que relaxam competindo com o mecanismo
de ESIPT.

A confirmacdo da formacdo dos derivados benzazoélicos fluorescentes foi feita por
espectroscopia de ressonancia magnética de proton e de carbono, espectroscopia na regido de

infravermelho e espectrometria de massa.

Os novos derivados benzazdlicos fluorescentes sintetizados podem ser aplicados com
sucesso para revelacdo de impressdes digitais latentes em diferentes tipos de fitas adesivas.
Além disso, 0 método desenvolvido para revelacdo de impressdes digitais latentes mostrou-se
ser muito sensivel e seletivo, tendo corado apenas impressdes digitais e ndo toda a superficie
das fitas adesivas. O método mostrou-se muito eficiente mesmo quando se utilizou solugéo
de corante numa concentracdo muito diluida. Todos os compostos sintetizados com excegéo
dos corantes HB-6 e HB-13 mostraram eficazes na revelagcdo de impressdes digitais latentes
em todos os tipos de fitas adesivas processadas. O método desenvolvido ndo requer
instrumentos complexos, nem requer pré ou pds-tratamento. Uma outra vantagem é o fato de
esses reagentes serem sollveis em agua, 0 que evita a utilizagdo de solventes organicos,
muitas vezes toxicos, e que coloca em risco a saude de quem os manuseia. A elevada
estabilidade quimica e fotofisica, bem como 0 baixo custo associado a obtencdo desses

reveladores fazem com que o método seja muito versatil do ponto de vista de aplicagéo.
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Perspetivas Futuras

O estudo de aplicacao desses novos derivados como reveladores de impressoes digitais
latentes em outras superficies de interesse forense, tais como metal, plastico e vidro, também
mostrou potencialidades, existindo assim, a possibilidades de dar continuidade a essa

pesquisa.

Figura 40. Imagens de impressdes digitais latentes reveladas com o corante fluorescente HB-7
em lata de refrigerante (esquerda) e em objeto de plastico (direita), sob luz ultravioleta - 365
nm.

Aplicacdo desses novos derivados como sondas bioldgicas parece ser mais uma area
promissora para desenvolvimento futuro. Excelentes resultados de teste de diagndstico de
doengas em cavalo provocados por verminoses eqiiinos foram obtidos com o uso dos corantes

sintetizados neste trabalho.

Figura 41. Imagens de oocistos de Oxyuris equi tratado com corante fluorescente HB-7,
obtidos por microscopia de fluorescéncia. A, E - filtro UV; B - filtro vermelho; C, D - filtro
azul.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Mecanismo proposto para polimerizacéo de cianoacrilato de etila.

Nu
N@ CH2 \O /\
" H J o CH,
= N — o}
N OMe N=—"
OMe
OMe
\ ‘ ‘ o)
\ Nu
N
N~ CH,
OMe
N
%
s
b@
MeO OH

OMe

Cianoacrilato de etila

121



Anexo 2. Espectros de *H-RMN.
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Figura 42. Espectro de *H-RMN do composto HB-6.
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Figura 43. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-6.
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Figura 44. Espectro de *H-RMN do composto HB-7.
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Figura 45. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-7.
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Figura 46. Espectro de *H-RMN do composto HB-9.

H-RHN arpgre V-9 8 8§ 838 razz2RYe RNREX RELER LT 8500
LYY (O ROV R (VEW) (VAVEVEY)
MO 8000
'H NMR (300 MHz, dmso) & 7.98 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.70 (d.
Hye o . J=8.1 Hz, 1H), 7.64— 7.6 (m, 1H), 7.55 — 7.46 (m, J = 8.4, 7.3,1.7 L7000
P [ Mz 1H),7.26(dd[J~ 88, 0.7 Hz, 1H), 7.14 ~/7.02 (m, J = 169,83,
0”1\ o Joonz2m. / - 6500
on /
J ) J 6000
g 5500
5000
4500
A (o) C{m) E (¢d) L4000
798 ] 7270 763 751 7.26 709
—_— —_ ——— —_— B -)m
3000
]
| 2500
| . | 2000
) !
1500
.. i
u I I | 1000
‘ L J UV J JU" P
D L VR . \ii o JVi__JUUU A
- —— . g
I Y : : : 520
Dm &m 7.;) 715 7:” 7.'75 7.70 7&6 7.“) 7-5'5l (w7“$)0 7.;3 7.’«) 7.’35 7.'” 7.&5 7.1‘0 7.'IS 7.‘10 Z'OS 7.&

Figura 47. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-9.
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Figura 48. Espectro de *H-RMN do composto HB-11.
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Figura 49. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-11.
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Figura 50. Espectro de "H-RMN do composto HB-13.
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Figura 51. Expanséo da regido alifatica do espectro de *H-RMN do composto HB-13.
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Figura 52. Expanséo da regido aromatica do espectro de *H-RMN do composto HB-13.

Anexo 3. Espectros de *C-RMN APT.
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Figura 53. Espectro de **C-RMN APT do composto HB-6.
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Figura 54. Espectro de **C-RMN APT do composto HB-7
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Figura 55. Espectro de **C-RMN APT do composto HB-9.
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Figura 56. Espectro de **C-RMN APT do composto HB-11.
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Anexo 4. Espectros de infravermelho.
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Figura 58. Espectro de infravermelho do composto HB-6.
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Figura 59. Espectro de infravermelho do composto HB-7.
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Figura 61. Espectro de infravermelho do composto HB-11.
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Figura 62. Espectro de infravermelho do composto HB-13.

Anexo 5. Espectros de massa
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Figura 63. Espectro de massa do composto HB-6.
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Figura 64. Espectro de massa do composto HB-7.
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Figura 65. Espectro de massa do composto HB-9.
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Figura 67. Espectro de massa do composto HB-13.
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