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Resumo

Residuos de tiro (GSR) sao evidéncias fisicas de grande valor forense em casos
envolvendo o uso de armas de fogo. Mas apesar de sua importancia, existe uma
caréncia metodologica para a caracterizacdo do GSR proveniente de municao
ambiental (NTA). Adicionalmente, o tamanho micrométrico das particulas
geradas torna sua deteccdo em uma cena de crime ou em um suspeito uma
tarefa dificil, podendo originar falsos-negativos. Neste sentido, tem sido proposto
0 uso de materiais luminescentes para a marcacdo quimica e Optica de
municdes. O presente trabalho aborda o desenvolvimento de marcadores
luminescentes baseados na rede metal-organica (MOF) [Ln(BTC)] (em que BTC
= &cido trimésico), desde a sua sintese, aplicacdo e avaliacdo da toxicidade,
assim como seu uso na codificacdo de muni¢édo e sua caracterizacao junto aos
residuos organicos de disparo (OGSR). Por isto, este trabalho é dividido em
cinco capitulos. No primeiro séo discutidos aspectos relativos a sintese da MOF
[Eu(BTC)] e a sua influéncia nas propriedades estruturais, térmicas e
espectroscopicas dessa rede. Para tal, os métodos de sintese hidrotermal
convencional e hidrotermal assistido por micro-ondas (MW), com diferentes
tempos de sintese e propor¢cdes metal:ligante, sdo analisados. Com os métodos
adotados, a MOF [Eu(BTC)] foi obtida com elevada cristalinidade, estabilidade
térmica e luminescéncia. Adicionalmente, sinteses mais curtas e proporcao
metal:ligante 1:1 produziram redes com maior pureza de fase. Neste caso, o
método assistido por micro-ondas se destacou devido ao rapido tempo de
sintese. No segundo capitulo é apresentada a eficiéncia dessa MOF como
marcador luminescente de muni¢cdes. Com esta rede, além da deteccéo visual
dos residuos luminescentes (LGSR), técnicas como espectroscopia de emissao
e microscopia eletronica de varredura acoplada a espectroscopia por disperséo
de energia (MEV/EDS) foram usadas para caracterizar e confirmar a presenca
do LGSR nos residuos coletados, tanto da arma como das maos do atirador. No
terceiro capitulo sdo apresentados os dados relativos & avaliacdo da toxicidade
oral aguda e subaguda da MOF [Eu(BTC)] em ratos. Para avaliacdo da
toxicidade aguda, o protocolo 423 da OECD (Organisation for Economic Co-

operation and Development) foi utilizado. Como resultado, nenhum sinal de



toxicidade foi observado até mesmo para a dosagem mais elevada, e a dose
letal média (DLso) foi estimada em 5000 mg/kg. Com isto, a MOF [Eu(BTC)] foi
classificada na categoria menos toxica do GHS (Globally Harmonized System).
A toxicidade subaguda foi avaliada através da administracdo por 7 dias
consecutivos de 300 mg/kg e, apesar de observados sinais graves de toxicidade,
estes foram atribuidos a aspiracdo do material particulado para o pulméao, e ndo
a toxicidade do marcador. Estes resultados atribuem a MOF [Eu(BTC)] uma
elevada margem de seguranca para aplicagdo como marcador de GSR. No
quarto capitulo € proposto um método de codificacdo de municdo baseado no
uso de marcadores co-dopados [Y1xLnx(BTC)] com os ions Eu®*, Sm3*, Th3* e/ou
Yb3*. Apos a realizacédo de disparos, o marcador utilizado em cada munigéo foi
identificado por MEV/EDS em fung¢édo da composicao quimica dos residuos em
100% dos casos (sem que o analista tivesse conhecimento do marcador
presente em cada municao). Além disso, foi possivel estabelecer correlacdes
atirador-arma-local do disparo através da composi¢cao dos residuos em 89% dos
casos. E no ultimo capitulo é abordada a caracteriza¢édo simultanea dos residuos
organicos e luminescentes por meio da microscopia Raman. Com a metodologia
proposta, através de uma Unica medida foi possivel determinar o tipo de
marcador e poélvora utilizados, fornecendo um codigo muito seguro para
caracterizacéo e classificacdo inequivoca dos residuos como provenientes de
disparo de arma de fogo. Além disso, o LGSR atuou como sonda luminescente
ajudando a coletar o OGSR em distancias acima daquelas normalmente

abordadas na literatura.

Palavras-chaves: Residuo de tiro. Marcadores luminescentes. Toxicidade
aguda. MOF. [Eu(BTC)]. [Y1xLnx(BTC)].



Abstract

Gunshot residue (GSR) are physical evidences of great forensic value in
firearms-related crimes. Despite its importance, there is a methodologic need for
the characterization of GSR from non-toxic ammunition (NTA). In addition, the
micrometric size of the generated particles makes its detection in a crime scene
or on a suspect a hard task, which may produce false-negatives. In this sense,
the use of luminescent materials has been proposed for chemical and optical
marking of ammunition. This work presents the development of luminescent
markers based on the metal-organic framework (MOF) [Ln(BTC)], since its
synthesis, application and toxicity evaluation, as well as its ability to encode
ammunitions and its simultaneous characterization with the organic gunshot
residue (OGSR). Hence, this work is divided in five chapters. In the first chapter,
aspects related to the synthesis of the MOF [Eu(BTC)] and its influence on the
structural, thermal and spectroscopic properties are discussed. To this end,
conventional hydrothermal synthesis and microwave(MW)-assisted hydrothermal
synthesis, with different reaction times and metaliligand proportions are
analyzed. With the chosen methods, the MOF [Eu(BTC)] was obtained with high
crystallinity, thermal stability and luminescence. However, faster synthesis and
1:1 metal:ligand proportion produced frameworks with higher phase purity. In this
case, the MW-assisted method stood out due to the faster reaction time. In the
second chapter, the efficiency of the MOF [Eu(BTC)] as a luminescent marker for
ammunition is presented. With this framework, besides visual detection of the
luminescent residues (LGSR), techniques as emission spectroscopy and
scanning electron microscopy with energy dispersive X-ray spectroscopy
(MEV/EDS) were used to characterize and confirm the presence of LGSR in the
residues collected, both on the gun and in the shooter’s hand. In the third chapter,
data related to the evaluation of acute and subacute oral toxicity of the MOF
[Eu(BTC)] in rats is presented. For evaluation of acute oral toxicity, the OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) 423 guideline was
used. As a result, no signs of toxicity was observed even at the highest dose, and
the median lethal dose (LDso) estimated was 5000 mg/Kg. There by, the MOF
[Eu(BTC)] was classified in the less toxic category of GHS (Globally Harmonized



System). The subacute toxicity was evaluated by consecutive administration of
300 mg/Kg for 7 days and, despite severe toxicity signs were observed, they were
attributed to the aspiration of the particulate material into the lungs, but not to the
marker’s toxicity. These results give a high safety margin for application of this
MOF as a GSR marker. In the fourth chapter an ammunition encoding method is
proposed based on the use of the co-doped markers [Y1-xLnx(BTC)] with the ions
Eu3*, Sm3*, Tb3* and/or Yb3*. After shots, the markers used in each ammunition
was identified by SEM/EDS due the chemical composition of the residues, in
100% of the cases (without the analyst’s knowledge of which marker was present
in each ammunition). Furthermore, shooter-weapon-location correlations was
established by the composition of the residues in 89% of the cases. And in the
last chapter the simultaneously characterization of the organic and luminescent
residues was performed by Raman microscopy. With the proposed methodology,
the type of marker and gunpowder used were identified by a single run, providing
a security code for its characterization and the unequivocal classification of the
residues as coming from firearm discharge. Furthermore, the LGSR acted as a
luminescent probe, helping to collect the OGSR further than those reported in the

literature.

Keywords: Gunshot residue. Luminescente markers. Acute toxicity. MOF.
[Eu(BTC)]. [Y1xLnx(BTC)].
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Apresentacao

Sabe-se que, do ponto de vista forense, a caracterizacdo dos residuos
produzidos por disparos de armas de fogo, ou GSR (do inglés gunshot residue),
é de fundamental importancia. Isto porque a anélise do GSR pode, por exemplo,
relacionar um suspeito a um evento em que uma arma de fogo foi disparada. E
no Brasil, onde mais de 70% dos homicidios sdo cometidos com armas de

fogo,>? a demanda por este tipo de andalise é ainda maior

Estima-se que no Brasil apenas 5 a 8% dos homicidios séo elucidados.?
A caréncia no quadro pessoal e falta de instalacdes adequadas a investigacao,
com equipamentos e tecnologias apropriadas, sdo apontados como 0s principais
agravantes para o alto indice de inquéritos policiais nédo resolvidos.® Estes
indices geram na sociedade um sentimento de impunidade que agrava ainda
mais a situacdo da seguranca publica no Brasil, pois terminam por aumentar a
violéncia armada.®4 Tudo isso deixa o pais em uma situacdo de violéncia
endémica, com indices de homicidios mais elevados do que muitos paises em

guerra.®

Aliado a esse cenario perturbador, o desenvolvimento de um novo tipo de
municdo, chamada de municdo ambiental, livre de chumbo ou ainda NTA (non-
toxic ammunition) — a qual visa reduzir a exposicdo de atiradores frequentes
(policiais, instrutores de tiro, etc.) ao chumbo presente na muni¢cao convencional
— deixou uma lacuna para a caracterizagdo do GSR desse novo tipo de
municdo,® tornando a situacdo ainda mais preocupante. Neste contexto, se

mostra indispensavel o desenvolvimento de novos métodos que permitam a
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caracterizacdo do GSR (tanto de muni¢cdo convencional como ambiental) de

forma réapida e precisa, e que facilitem as investigagfes policiais.

Desde 2006 nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo marcadores
luminescentes para identificagdo de GSR, visando fornecer aos profissionais
forenses alternativas vidveis para a caracterizacdo de residuos desta natureza.
Os marcadores luminescentes aparecem como uma importante ferramenta, pois
permitem a identificacdo dos residuos formados tanto por municdes
convencionais, quanto por munic¢des livres de chumbo, diretamente no local,
utilizando apenas uma lampada ultravioleta. Além disso, facilitam a coleta do
GSR, permitem a analise rapida e confiavel do atirador, da arma, da vitima e da
cena do crime e permitem a realizacdo de diversas andlises de contraprova nédo

destrutivas.”®

Os primeiros materiais a apresentarem resultados promissores na
marcacdo de muni¢cdes foram as redes metal-organicas (MOFs) isoestruturais
[Ln(DPA)(HDPA)] (em que H2DPA = &cido dipicolinico; Ln = Eu®*, Tbh%*, ou
Yb3*/Th3*).”8 Estes marcadores utilizam as emissGes caracteristicas de ions
lantanideos para visualizacdo do GSR in loco. Medidas de emissao e analise
composicional também permitem caracterizar o GSR. Desta forma, os ions
lantanideos atuam ndo somente como marcadores 6pticos, mas também como
marcadores quimicos.® Além disso, mecanismos de down e up-conversion,
associados a microandlise de MOFs co-dopadas deram inicio ao processo de

codificacdo de municdes.’

Além das MOFs, outros materiais luminescentes contendo ions
lantanideos, como o complexo [Eu(PIC)3(NMK)3]*° (em que PIC = &cido picrico;

NMK = N-metilcaprolactama) e o 6xido semicondutor ZnAl2O4:L.n3* (em que Ln =
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Tb e Eu),'*? mostraram promissoras aplicacbes como marcadores
luminescentes para GSR. Neste contexto, a sintese de marcadores
luminescentes que possuam diferentes ions lantanideos e diferentes ligantes

abre novas perspectivas para o processo de codificacdo de municéo.

Apesar dos grandes avancos alcancados ao longo dos anos, muitos
desafios permanecem. A otimizacdo de marcadores e a ampliagéo do projeto de
codificacéo e rastreabilidade de munic&o requerem o desenvolvimento de novos
marcadores eficientes, co-dopados e com diferentes ligantes. Além disso, um
dos pontos de maior importancia para a viabilidade dos marcadores diz respeito
a sua toxicidade. Como uma das principais aplicacdes dos marcadores € em
muni¢cdes ambientais, sua aplicacdo so € justificavel se os marcadores, por si s0,

nao representem um risco a saude de atiradores.

Desta forma, este trabalho aborda diversos temas relacionados ao
desenvolvimento de marcadores luminescentes baseados no &cido trimésico
(BTC) e sua aplicacdo, sendo dividido em cinco capitulos. No primeiro capitulo
sdo apresentados os dados relativos a sintese, caracterizacdo estrutural e
espectroscopica da MOF [Eu(BTC)]. No segundo € apresentada a avaliagdo
dessa MOF na marca¢édo de municdo ambiental e deteccdo de residuos de tiro.
E no terceiro € avaliada a toxicidade oral dessa MOF em ratos. No quarto
capitulo é apresentada uma proposta de codificagdo de muni¢cdes baseada no
uso de MOFs co-dopadas [Y1xLnx(BTC)]. No quinto € apresentado o uso da
espectroscopia Raman para identificacdo simultanea dos residuos organicos e

luminescentes apés disparos com muni¢cdes marcadas.
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As redes metal-orgéanicas, ou MOFs (do inglés Metal Organic Framework),
representam uma classe de materiais hibridos cristalinos e nanoporosos, que se
destaca como uma das classes de compostos quimicos mais estudadas nos
altimos anos.-° Na construcao das MOFs, o centro metalico ou cluster inorganico
se mantém fortemente conectado a um ligante organico multidentado, formando
estruturas com duas ou trés dimensdes.

Nestas redes, enquanto que o centro metalico pode ser responsavel por
propriedades oOpticas, elétricas ou magnéticas do material, o ligante é o principal
responsavel pela estrutura.’® O tamanho do ligante, sua forma, rigidez,
guantidade e posicao dos atomos doadores (por exemplo O- e N-), e as possiveis
interacdes metal-ligante, séo critérios decisivos para a formacéo da rede.” Desta
forma, a compreensdo das regras de auto-organizacdo molecular pode ser a
chave para a construcdo de sistemas com estruturas sofisticadas e fungdes
especificas.!t

Sabe-se, entretanto, que devido aos diversos modos de coordenacao que
podem ser adotados pelos ligantes multidentados, a baixa previsibilidade
estrutural se tornou um desafio na modelagem destas redes de coordenacéo.®
Com o intuito de diminuir o problema associado a previsibilidade, diversos
pesquisadores adotaram como estratégia a construcdo de SBU (Secondary

Building Units) (figura 1.1).
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Figura 1. 1 — Estrutura da MOF-3 [Zn3(BDC)3-6CH30OH] mostrando a SBU
(poliedro azul).'?

O termo SBU, introduzido e popularizado por Yaghi e colaboradores,'? se
refere as subunidades formadas pelo ambiente quimico do metal, associado ao
modo de coordenacdo do ligante. O conceito sugere que, em condi¢coes de
sinteses bem estabelecidas, a rede se auto organiza em funcdo desta
subunidade, definida pelo modo de coordenacéo metal-ligante. Assim, o conceito
de SBU leva a formacao de protocolos reacionais voltados a predicao topoldgica
da rede,”%1? sendo também utilizado para classificar as MOFs segundo sua
topologia.®

Uma vez estabelecidas tais condicdes € possivel reproduzir as
subunidades utilizando, até mesmo, uma combinacao com outros ligantes (figura
1.2),12 em que a estabilidade destas estruturas ird depender principalmente da

SBU formada e da forca de ligacéo entre o ligante organico e a SBU.*3
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Figura 1. 2 - (a) UiO-66: Zr-MOF que utiliza o BDC (1,4-benzenodicarboxilato)
como ligante; (b) UiO-67: Zr-MOF que utiliza o BPDC (4,4'-bifenildicarboxilato)
como ligante; (c) UiO-68: Zr-MOF que utiliza o TPDC (terfenildicarboxilato)
como ligante. Todas apresentando a mesma SBU; (UiO = University of Oslo).*3

1.1.2 Métodos de Sintese

Diversos métodos de sintese tém sido empregados na obtencdo das
redes metal-organicas.'* De acordo com Stock e Biswas,® estes métodos
podem ser classificados como convencionais, 0s quais empregam aquecedores
elétricos convencionais como fornos e placas aguecedoras, ou métodos nao-
convencionais, adotados mais recentemente com o intuito de reduzir o tempo de
sintese e produzir cristais menores e mais uniformes,'* como apresentado na

figura 1.3.

Os métodos convencionais podem ser divididos em solvotermais e néo-
solvotermais. Enquanto os solvotermais utilizam sistemas hermeticamente
fechados, com pressédo autogerada e temperatura acima do ponto de ebulicdo
do solvente, as sinteses nao-solvotermais ocorrem em sistemas abertos (a
pressao atmosférica) e em temperatura igual ou inferior ao ponto de ebulicdo do

solvente, como as sinteses de cristalizacdo aberta'®'’ e precipitacdo diretal®19,
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Os métodos solvotermais, por sua vez, sdo comumente classificados em
funcdo do tipo de solvente utilizado. Assim, os métodos que empregam agua
como solvente sédo chamados hidrotermais,?°-?* os que utilizam liquido idnico séo
conhecidos como ionotermais,?>?® e o termo solvotermal é tradicionalmente

utilizado para a sintese com solventes orgéanicos.?’-29

Os meétodos solvotermais utilizam temperaturas relativamente baixas,
entre 100°C e 200°C,>*8930 e o sistema é mantido em um recipiente
hermeticamente fechado, como um reator de teflon revestido com camisa de aco
inox. A pressao pode ser controlada através do volume do solvente e da
temperatura da sintese. O tempo de sintese desempenha um papel importante
pois esté relacionado a cinética de nucleacéo e crescimento dos cristais.> 7931
Enquanto que a termodinamica do processo esta relacionada a temperatura da
sintese. Parametros como concentracdo e pH do meio também sé&o

fundamentais na definicdo da estrutura gerada e topologia da rede.

Em condicbes solvotermais, a solubilidade de particulas amorfas
aumenta, favorecendo processos de dissolucdo e reprecipitacdo. Além disso, o
crescimento dos cristais também é favorecido. Cristais menores se dissolvem
para formar cristais maiores, com menor energia de superficie e maior qualidade,
adequados para a andlise estrutural.3?33 Estas caracteristicas, aliada a facilidade
de sintese, colocam os métodos solvotermais entre os mais empregados na

sintese das MOFs.

Nos ultimos anos, entretanto, métodos ndo convencionais como 0s
assistidos por micro-ondas,?3" eletroquimico,®® mecanoquimico®® e
sonoquimico®’*° tém apresentado resultados promissores por reduzirem

consideravelmente o tempo de sintese das MOFs. Enquanto que reacdes
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convencionais podem durar dias, as sinteses ndo-convencionais podem levar a
obtengcdo da mesma rede em minutos. Estas técnicas destacam-se ainda por
fornecerem particulas uniformes, com estreita distribuicdo de tamanho, e pelo
facil controle da morfologia e dos parametros de sintese.” Entretanto, ndo sdo
adequadas para a obtencdo de monocristais, pois uma alta taxa de nucleacgéo é

privilegiada e o crescimento dos cristais ndo é favorecido.®

E importante ressaltar que, partindo dos mesmos precursores, mudancas
no meétodo de sintese podem levar a formacdo de estruturas totalmente
diferentes. Desta forma, diferentes métodos sdo empregados visando maior
controle do produto final, seja através de sua fase, morfologia, tamanho de
particula, rendimento da sintese, para a obtencdo de MOFs com finalidades
especificas, como filmes, membranas, compdsitos, assim como a

implementacgéo de producédo em larga escala.'41®
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Sintese das MOFs
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Figura 1. 3 — Classificacao dos principais métodos empregados para a sintese
das redes metal-organicas (Adaptada de Stock e Biswas?®).
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1.1.3 Aplicagdes das MOFs no campo dos materiais porosos

1.1.3.1 Armazenamento de Gas

O grande interesse nas redes metal-organicas é resultado principalmente
de sua elevada area superficial e do tamanho de poro ajustavel, aliados a sua
estabilidade térmica e quimica. Com base nestas caracteristicas, as MOFs vém
promovendo grandes avancos no campo dos materiais porosos, como em
armazenamento de gas,’3%41-43 catalisadores,6-3%44 agentes de separacéo e de
purificacdo,*>*6 carreamento e liberacéo controlada de farmacos,’#748 etc.

Durante muitos anos este campo foi dominado pelos compostos
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inorganicos, como as zedlitas ou o carvao ativado, entretanto, o tamanho de poro
limitado destes materiais abriram espaco para uma incessante busca por outros
mais eficientes. Prova da popularidade das MOFs no armazenamento de gas é
que no ano de 2008, para os 387 artigos publicados na area, apenas 1 citava o
uso de MOF, enquanto que em 2016, para cada 34 artigos publicados, 1 relata

as MOFs. Um aumento de mais de 1000% em 8 anos, como mostra a figura 1.4.
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Figura 1. 4 — Percentual de artigos utilizando MOFs em armazenamento de
gas.!

Um exemplo do uso de MOFs como materiais porosos € no
armazenamento de hidrogénio, que € um dos principais desafios da sociedade

atual para o uso de energia alternativa. O Departamento de Energia Americana

! Pesquisa realizada utilizando a op¢do de busca avancada no
ScienceDirect.com com as palavras ‘gas storage’ e ‘gas storage & MOF’ contidas

no titulo, abstract ou palavras-chave.
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(DOE) estabeleceu como limite minimo para esta aplicacdo, que o material
apresentasse um armazenamento de 6,5% de H2 por peso da matriz. A MIL-101
(4rea superficial = 5900 m?/g; tamanho de poro = 29 x 34 A) (em que MIL =
Materials of Institut Lavoisier) e MOF-177 (area superficial = 4500 m?/g; tamanho
de poro = 11x17 A) apresentam armazenamento de 6,1% e 7% em peso,
respectivamente, comparado a 1,8% apresentado pelas zedlitas.” Estes dois
materiais se destacam ainda por apresentarem uma das maiores areas

superficiais especificas ja reportadas.’

Aplicacdes de MOF na biomedicina e nas ciéncias farmacéuticas também
vém recebendo bastante atencédo, com destaque para o carreamento e liberacéo
controlada de farmacos (drug delivery), e para o uso como agente de contraste
em ressonancia magnética por imagem. As MOFs tém mostrado resultados
superiores aos materiais utilizados atualmente, tanto na capacidade de
aprisionamento como na liberacéo controlada do farmaco, evitando o indesejavel
efeito burst (liberacdo inicial muito rapida do farmaco) apresentado por
carreadores convencionais. A titulo de comparacdo, a MOF MIL-101 apresentou
capacidade de armazenamento de Ibuprofeno quatro vezes superior a
nanoparticula de silica mesoporosa MCM-41 (Mobil Crystalline Material).’

O sucesso das MOFs em drug delivey é resultado principalmente de sua
porosidade elevada, que permite aprisionamento de uma grande quantidade de
farmaco, da possibilidade de se ajustar o tamanho de poro através da escolha

do ligante, permitindo o aprisionamento de drogas com dimensdes especificas,
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e da existéncia simultdnea de componentes hidrofilicos e hidrof6bicos,” que
possibilita a interacdo com farmacos com diferentes propriedades fisico-
quimicas. Além disso, a superficie dessas redes pode ser funcionalizada para

garantir uma melhor interagdo com um local especifico.4"48

MOFs Iluminescentes baseadas em ions lantanideos (Ln-MOFs,
Lanthanide Organic Framework) também tém atraido bastante atencdo por
agregar as caracteristicas tipicas das MOFs as propriedades 6pticas desses
fons.+18.29.39,49-52 Assim, aplicagGes ndo convencionais, como sensores para ions
e pequenas moléculas,® nanotermometros,® Diodos Organicos Emissores de
Luz (OLED)*, Dispositivos Moleculares Conversores de Luz (DLMC),>5 assim
como marcadores luminescentes para deteccdo de residuos de tiro,%¢ tém sido
propostas.

Para compreensdo das caracteristicas que fazem as Ln-MOFs tao
promissoras, serdo abordados a seguir alguns conceitos sobre estes materiais
luminescentes, como luminéforos, ions lantanideos, as regras de selecdo dos
ions lantanideos, efeito antena, além dos espectros de emissao tipicos destes
ions. Além disso, serdo abordados os ligantes carboxilatos utilizados nas

sinteses das Ln-MOFs.
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Materiais que apresentam a capacidade de converter determinados tipos
de energia em radiacéo eletromagnética, sdo chamados de luminéforos.>”58 Os
luminéforos podem ser inorganicos, organicos, ou, como no caso das MOFs,
hibridos. Os inorgéanicos sdo conhecidos por sua alta estabilidade, os organicos
por apresentar alto brilho e eficiéncia, ja os hibridos tém a capacidade de
apresentar o melhor das duas espécies.>®

Basicamente, os luminéforos sdo formados por uma matriz inerte e por
um centro luminescente (podendo conter também um sensibilizador), e a
excitacdo pela matriz normalmente é preferivel.57.5860 Como centro
luminescente, os ions lantanideos se destacam por apresentarem linhas de
emissdo bem definidas e que séo largamente independentes do ambiente
quimico ao seu redor, o que resulta em uma elevada pureza da cor emitida.5?

Os lantanideos séo os elementos da tabela periddica que vao do lantanio
ao lutécio, possuem configuracéo eletronica 4f" 5s2 5pf 5d! 6s? (1 <n < 14), e
sao caracterizados pelo preenchimento ao longo da série do orbital 4f". Nestes
ions, os elétrons do orbital 4f sdo altamente blindados e, portanto, sofrem pouca
influéncia do ambiente quimico.57-60.62 |sto faz com que os ions lantanideos sejam
muito semelhantes quimicamente. Entretanto, estes diferem principalmente
quanto as suas propriedades 6pticas.®3 ions como Eu3*, Sm3*, Th3*, Dy3* e Tm3",
por exemplo, emitem respectivamente na regido do vermelho, laranja, verde,
amarelo e azul, enquanto outros ions como Yb3*, Nd3* e Er®* sdo conhecidos por
emitirem no infravermelho préximo.6!

Sabe-se que nos lantanideos, as transicdes responsaveis pela

luminescéncia séo as transi¢oes f-f desses ions. Sabe-se também que as regras
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de selecdo proibem essas transicbes por ndo serem acompanhadas por
mudanca de paridade. Assim, ions lantanideos puros ndo apresentam transi¢cdes
f-f. Entretanto, quando coordenado, a influéncia do campo ligante, ainda que
fraca, € suficiente para provocar mudanca de paridade e relaxar a regra de
selecéo, fazendo com que as transicdes f-f ocorram.>":5863.64 Essas transicdes
costumam apresentar tempos de vida longos (na ordem de microssegundos a
milissegundos) e linhas de emissdo finas e que apresentam energias
praticamente independentes da matriz utilizada.>"°8:61.63.64 portanto, sdo essas
transi¢cdes que tornam os ions lantanideos tao interessantes opticamente.
Apesar das notaveis propriedades luminescentes, todos os ions
lantanideos apresentam absortividade molar baixa, ou seja, séo ineficientes em
absorver energia. Isto significa que excitar diretamente o ion lantanideo pode
resultar em uma fraca luminescéncia.®! Entretanto, este inconveniente pode ser
contornado com 0 uso e a excitagao de matrizes que favorecam o efeito antena
(matrizes que absorvem e transferem a energia para o lantanideo). Um diagrama
simplificado mostrando as transferéncias de energia envolvidas na excitacéo do

fon lantanideo através do efeito antena é apresentado na figura 1.5.%°
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Figura 1. 5 — Diagrama simplificado dos processos de transferéncia de energia
envolvidos na excitacao indireta do ion lantanideo através do ligante (efeito
antena). Na figura, F = Fluorescéncia, P = fosforescéncia, S = singleto, T =

tripleto, CIS = cruzamento intersistema e TE = transferéncia de energia
intramolecular. As linhas azuis correspondem aos estados fundamentais e a
linha vermelha corresponde ao nivel emissor do Ln®* (adaptado de Bunzli e
Piguet).®

No efeito antena, o ligante é excitado até um nivel vibracional do estado
singleto Si, passando rapidamente para o nivel vibracional mais baixo desse
mesmo estado através de decaimentos nédo-radiativos.>”61 A partir deste ponto,
o estado singleto pode ser desativado através de decaimentos radiativos para o
estado fundamental So (fluorescéncia molecular) ou ndo-radiativos para o estado
tripleto T1 (cruzamento intersistema). De maneira similar, o estado tripleto pode
ser desativado por decaimentos radiativos para o estado fundamental So
(fosforescéncia molecular) ou pode transferir energia para um estado excitado
do ion lantanideo (transferéncia de energia intramolecular).5”61 Apesar de

possivel a transferéncia de energia diretamente do estado singleto Si para o
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estado excitado do lantanideo, este processo ndo é comum devido ao curto
tempo de vida do estado singleto.61.6°

Uma vez povoado o estado excitado do lantanideo, decaimentos néo-
radiativos devem ocorrer para que o nivel vibracional mais baixo do estado
excitado seja atingido. E uma vez neste nivel (chamado nivel emissor), tanto
decaimentos ndo-radiativos quanto radiativos devem ocorrer para que o ion
lantanideo retorne ao estado fundamental. Neste Ultimo caso, os decaimentos
radiativos (ou emissdo) ocorrem através das transi¢fes f-f dos lantanideos, e
dependendo do ion utilizado, pode ser observado na forma de luz visivel.
Entretanto, para que o efeito antena ocorra, o nivel tripleto do ligante deve estar
acima do nivel emissor do lantanideo.®57:58.60

Neste sentido, os ligantes carboxilatos aromaticos apresentam-se como
fortes candidatos para a sintese de luminoferos que favorecam o efeito antena.
Isto porque enquanto ions emissores fortes como o Eu®*, Sm3*, Th3* e Dy3*
possuem estados emissores com energia variando entre 17250 e 20960 cm2,!
a maioria dos ligantes carboxilatos arométicos possuem o nivel tripleto com
energia entre 18500 e 27000 cm™.%¢ Assim, as chances de favorecer o efeito
antena sdo grandes quando ligantes carboxilatos aromaticos adequados sao

utilizados.

Além de favorecer o efeito antena, os ligantes carboxilatos aromaticos se
destacam por permitir a formacao de estruturas rigidas, onde o metal, por estar

conectado a ligagdes do tipo M-O-C, fica aprisionado pelas carboxilas e formam
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SBUs bastante rigidas.'? A figura 1.6 mostra o metal aprisionado no centro do
cluster pelas carboxilas do ligante BDC, formando uma SBU rigida que, por sua

vez, da origem a redes metal-organicas rigidas.

Figura 1. 6 — SBU rigida formada através das ligacdes M-O-C, onde o0 metal
esta aprisionado no centro do cluster pelas carboxilas do ligante BDC,
formando estruturas rigidas (na figura: roxo = metal, vermelho = oxigénio, cinza
= carbono).*?

Além da robustez, os ligantes carboxilatos tém a capacidade de formar
estruturas diversificadas, uma vez que podem sofrer desprotonacdo total ou
parcial em cada das carboxilas presentes, e adotar diferentes modos de
coordenacao, como monodentado, quelato, bidentado em ponte (syn-syn, syn-
anti e anti-anti) e tridentado, como mostra a figura 1.7.57.68 Além disso, estes

ligantes formam estruturas com porosidade bem definida. 132449
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Figura 1. 7 — Diferentes modos de coordenacéo do grupo carboxilico: a)
monodentado [n'], b) quelato [n?], c) bidentado em ponte syn-syn [u2 : n*-nt Z-Z
(0,0")], d) p2 : n*-n* Z-Z (0,0), e) bidentado em ponte syn-anti [u2 : n*-n! Z-E],
f) bidentado em ponte anti-anti [z : n*-n! E-E], g) tridentado ponte-quelato [2 :

r]2_r~|l]_68

O ligante utilizado neste trabalho foi o acido trimésico, ou acido 1,3,5-
benzeno-tricarboxilico (BTC). Como pode ser visualizado na figura 1.8, o BTC
possui trés carboxilas que podem ser desprotonadas total ou parcialmente,
possibilitando diversos modos de coordenacdo. Entretanto, a principal
caracteristica que o torna propicio a formacdo de MOFs luminescentes é que,
além de formar estruturas rigidas, ele favorece fortemente o efeito antena.>5%¢

A energia do estado tripleto do BTC foi determinada em uma série de
compostos Ln-BTC, e em todos 0s casos mostrou ser superior a 25000 cm=,% o
gue é consideravelmente superior ao estado excitado dos ions lantanideos
emissores fortes, como Eu3*, Th3*, Sm3* e Dy3*, como mostra a figura 1.9. Assim,

o BTC é um ligante muito promissor para a sintese de materiais luminescentes
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Figura 1. 9 — Diagrama de energia mostrando os estados emissores (linhas
vermelhas) e fundamentais (linhas azuis) dos ions Sm3*, Eu®*, Tb®* e Dy**, e a
faixa de energia esperada para o nivel tripleto dos ligantes carboxilatos
aromaticos (retangulo verde) e para o BTC (retangulo amarelo).>>:66



42

Para a sintese de materiais luminescentes eficientes, além do uso de
ligantes robustos e que favorecam o efeito antena, canais de decaimentos néo-
radiativos devem ser evitados. Nos lantanideos, sabe-se que o principal canal
supressor da luminescéncia € a presenca de moléculas de agua em sua esfera
de coordenacéo.®*? Neste caso, a presenca de moléculas pode ainda reduzir a
estabilidade térmica da rede, uma vez que a estrutura inicia sua degradacédo a
temperaturas inferiores.

Como elevada luminescéncia e elevada estabilidade térmica sao preé-
requisitos basicos para a aplicacdo de qualquer material como marcador
luminescente de residuos de tiro, a presenca dessas moléculas coordenadas €
indesejavel. Entretanto, a diversidade estrutural proporcionada pelo ligante BTC
aliada a possibilidade do controle estrutural através das condicfes de sintese,
torna possivel a construcdo de MOFs adequadas a esta aplicacao.

A literatura relata diversas condicdes de sintese que levam a formacao de
diferentes estruturas da MOF Ln-BTC. Yang et al.,’® por exemplo, em condicdes
solvotermais, sintetizaram a rede 3D [Eu(BTC)(H20)] tetragonal pertencente ao
grupo especial P4322. Nesta rede, o Eu3* apresentou nliimero de coordenacéo
(NC) igual a 7, estando ligado a seis oxigénios de seis diferentes moléculas de
BTC e a um oxigénio de uma molécula de agua. Enquanto isso, através da
cristalizacdo aberta em condigbes brandas, Gustafsson et al.'® sintetizaram a
familia tridimensional isoestrutural da MOF [Ln(BTC)(H20)]-guest (em que Ln =
Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Ho, Er e Yb; e guest = DMF ou H20; com DMF = N,N-

dimetilformamida).
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Liu et al.,*819.71-74 gintetizaram redes 1D [Ln(BTC)(H20)s] (em que Ln =
La, Eu, Tb, Ce, La/Eu/Tb), com estruturas monoclinicas pertencentes ao grupo
espacial Cc através da precipitacdo direta e em condicBes bastante brandas.
Essas redes sdo isoestruturais a MOF previamente reportada por Wen et al.”> O
nimero de coordenacéo do Ln3* foi igual a 9, estando coordenado a trés atomos
de oxigénio de trés diferentes moléculas de BTC, e seis &tomos de oxigénio de

moléculas de agua.

Daiguebonne et al.’® obtiveram monocristais das MOFs 1D
[SM(BTC)(H20)6] (isoestrutural a MOF [La(BTC)(H20)s]), 1D
[SM(BTC)(H20)s]-(H20), triclinica, pertencente ao grupo espacial P-1, e 2D
[Sm(BTC)(H20)3]-1,5(H20), monoclinica, pertencente ao grupo espacial C2/c,
através da difusdo em gel. As diferencas na estrutura foram obtidas alterando a
forca do meio gel. Nas trés redes, ligacbes de hidrogénio mantiveram as

camadas monodimensionais ou bidimensionais unidas, formando soélidos 3D.

Em todos os casos reportados acima, foi observada a presenca
indesejavel de moléculas de agua na esfera de coordenacao do ion lantanideo.
Entretanto, outros métodos de sintese reportam a obtencdo de redes Ln-BTC
sem agua coordenada. Li et al.,}” por exemplo, sintetizaram as MOFs
isoestruturais 3D [Ln(BTC)(DMF)2]-H20 (em que Ln = Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb),
monoclinicas com grupo espacial C2/c, através da cristalizacdo aberta em
condicdes relativamente brandas. Nestas redes, o Ln®" apresentou NC = 8,
encontrando-se coordenado a seis &tomos de oxigénios de quatro moléculas de

BTC, e dois oxigénios de duas moléculas de DMF.

Serre et al.,”” utilizando condicdes hidrotermais, sintetizaram a MOF 3D

MIL-78 (ou [Ln(BTC)], em que Ln = Y3* e Eu®'], com estrutura monoclinica,
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pertencente ao grupo espacial C2/m. Nesta rede, o Ln®" encontrou-se
coordenado a oito &tomos de oxigénio, todos pertencentes a ligantes BTC. Esta
mesma rede foi obtida via mecanoquimica por Singh et al.3® a temperatura

ambiente, sem adi¢ao de solventes e em um intervalo de tempo menor (7 horas).

Os principais métodos e parametros de sintese utilizados para a obtencao
das redes descritas neste item séo apresentados na figura 1.10, assim como 0s
diferentes modos de coordenacédo apresentado pelo BTC em cada uma das
estruturas. Como podemos observar, mudancas nos métodos e parametros de

sintese levaram a formacéao de estruturas totalmente diferentes.

[Ln(BTC)(H.0).] [Ln(BTC)(DMF),]¢H,0 [Ln(BTC)(H,0)] [Ln(BTC)]
_®
NC=8
H0=0
. /L'KIQ ¢
RT 55°C 85°C 220°C
Método: Precipitagdo direta Cristalizag&o aberta Cristalizagio aberta Solvotermal Hidrotermal
Tempo: 0 min 120 hrs 16 hrs 120 hrs 120 hrs
Solventes: H,0 + EtOH DMF + EtOH DMF + H,0 DMF H.0
(Serre et al.)

Autores: (Liu et al.) (Lietal) (Gustafsson et al.) (Yang et al)

Figura 1. 10 — Métodos e parametros utilizados para a sintese de redes metal-
organicas compostas por ions lantanideos e BTC, e os diferentes modos de
coordenacao apresentados por cada rede (NC = numero de coordenacgéo do
Ln3*; H20 = quantidade de moléculas de 4gua na esfera de coordenacéo do

Ln3*; RT = temperatura ambiente).

A partir dos dados de decomposicao térmica fornecidos para algumas dessas
MOFs, o diagrama da figura 1.11 foi construido. Neste diagrama, as barras verdes e

vermelhas indicam respectivamente as faixas de temperatura da liberacédo de moléculas
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de agua (e/ou DMF) e a degradacéo do ligante.? JA os valores nas barras indicam a
porcentagem de massa perdida em cada intervalo. Como esperado, as amostras com
agua ou DMF coordenados iniciaram sua decomposicdo em temperaturas inferiores
(iniciando até mesmo a temperatura ambiente). J& a degradacao do ligante em todas as
redes s ocorreu em temperaturas superiores a 350 °C. Entretanto, as MOFs [Y(BTC)] e
[Y,Eu(BTC)] (ou MIL-78) se destacaram, apresentando estabilidade térmica superior a
todas as outras redes. Esta caracteristica torna a MOF MIL-78 promissora para aplicacao

como marcador de GSR.

[Y(BTC)]

[Y.Eu(BTC)]

[NG(BTC)(H,0)]-guest

[Er(BTC)(DMF),]-H,0O

[La(BTC)(H;0),]

' I I | ! | ! | ' I v | !
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura de decomposig¢ado (°C)

Figura 1. 11 — Diagrama mostrando a decomposi¢ao térmica de redes Ln-BTC,
a partir de dados fornecidos na literatura para as redes [Y(BTC)]®,
[Y,Eu(BTC)]”’, [Nd(BTC)(H20)]-guest,® [Er(BTC)(DMF)2]-H20'" e
[La(BTC)(H20)6].28

1.2 Objetivos

2 No caso da amostra [Er(BTC)(DMF).]-H20, a decomposi¢cdo de uma molécula de DMF ocorreu na faixa
de temperatura da barra verde, e outra na vermelha.
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Este trabalho teve por objetivo a obtencdo de uma rede metal-organica
rigida, que apresentasse elevada luminescéncia, elevada estabilidade térmica e
que ndo apresentasse 4gua de coordenacdo. Tudo isso, sem que solventes
organicos fossem utilizados na sintese. Desta forma, foram utilizados os
métodos de sintese hidrotermal convencional e hidrotermal assistido por micro-
ondas para obtencdo de redes Eu-BTC. Foi avaliada ainda a influéncia de
parametros como tempo de sintese e propor¢cdo metal-ligante sobre as

propriedades estruturais, térmicas e espectroscopicas dessas redes.
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Para a sintese das MOFs contendo eurdpio e BTC, duas metodologias
foram adotadas. Na primeira, utilizando o método hidrotermal convencional,
0,175 mmol de Eu203 (Sigma Aldrich, 99,5%), 0,35, 0,7 ou 1,05 mmol de &cido
trimésico (Sigma Aldrich, 95%) e 5 mL de agua deionizada foram adicionados a
um reator de teflon revestido com ac¢o inoxidavel com capacidade de 10 mL. As
concentracbes foram estabelecidas de modo a se manter proporcdes
metal:ligante de 1:1, 1:2 e 1:3, respectivamente. O reator foi mantido na
temperatura de 150 °C por 72 ou 120 horas. Ao fim da reacédo, o precipitado
obtido foi lavado com agua deionizada e acetona, e seco a aproximadamente 60

°C. As seis amostras foram nomeadas de M0O1 — MO6.

No segundo método, utilizando as mesmas concentragdes mencionadas
acima, trés amostras foram preparadas através do método hidrotermal assistido
por micro-ondas (amostras M0O7 — M09). Foram utilizados reatores de quartzo
com capacidade de 10 mL e um micro-ondas da CEM Corporation modelo
Discover Proteomics®, com poténcia de 100 W. Ao final de 20 minutos foi obtido
um precipitado branco, que foi lavado e seco como descrito no item anterior. Os

parametros de sintese utilizados sdo apresentados na tabela 1.1.
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Tabela 1. | — Condic¢des de sintese das MOFs [Eu(BTC)].

Reagcédo | Eu | BTC | Tempo
MO1 HC 1 1 72h
M02 HC 1 2 72h
M03 HC 1 3 72h
MO04 HC 1 1 120h
MO05 HC 1 2 120h
MO06 HC 1 3 120h
MO7 MW 1 1 20 min
M08 MW 1 2 20 min
M09 MW 1 3 20 min

* HC = Hidrotermal Convencional; MW = Micro-ondas;

As MOFs sintetizadas foram caracterizadas por:

Difratdmetro Bruker D8 Advanced com Davinci design com anodo de
cobre (Aka1 = 1,5406 A, Mka2 = 1,5444 A, la2/lar = 0,5). As andlises por
difracdo de raios X de p6 foram realizadas a temperatura ambiente. As
intensidades foram coletadas através do método passo a passo num
intervalo de 20 entre 5 e 50°, com A26 de 0,01°.

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV, FEI Quanta 200 FEG)
acoplado a espectroscopia por dispersao de energia, operando com fonte
de emissdo eletrostatica (FEG, Field Emission Gun), em baixo vacuo,
voltagem de 20 keV, distancia de trabalho de aproximadamente 15 mm e
detector de elétrons retroespalhados;

Espectrofluorimetro (Espectrofotdmetro, Horiba Jobin Yvon FL3-22), com

lampada de xenbnio de 450 W.
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e Analisador Termogravimétrico modelo TGA/DTG-60 da Shimadzu, em
atmosfera de nitrogénio, com taxa de aquecimento de 10°C/min, até 900

°C.

Programas como o Diamond 3.0 (da Crystal Impact) e Mercury 3.3
(Cambridge Crystallographic Data Centre — CCDC) foram utilizados para
simulagdo das estruturas obtidas utilizando o arquivo CIF fornecido da

isoestrutura.



50

Os DRXs das amostras sintetizadas via hidrotermal convencional e
hidrotermal assistida por micro-ondas apresentaram a fase majoritaria da MOF
MIL-78, com picos estreitos tipicos de materiais cristalinos, entretanto, com
elevada orientacdo preferencial. Este efeito é relativamente comum e ocorre
quando os cristais se orientam preferencialmente de acordo com um plano
cristalogréfico especifico, ndo aleatorio, alterando as intensidades relativas dos
picos de difragdo, como aconteceu com o pico em 11° em todas as amostras.
Estes difratogramas podem ser visualizados em anexo, nas informacoes

complementares (figura S.1 e S.2).

Para reduzir o efeito da orientacdo preferencial, procedimentos de
preparacdo de amostra, como moagem e maceracdo, podem ser utilizados.
Assim, as amostras M01-M07 foram moidas em almofariz de porcelana e novos
difratogramas foram obtidos (figura 1.12), os quais tiveram suas linhas bases
suavizadas.® J4 as amostras M08 e M09, sintetizadas por micro-ondas, néo
foram submetidas ao procedimento de maceracdo e a nova coleta de dados
porque, j& no DRX inicial, estas apresentaram grande quantidade de impurezas
guando comparadas as demais, como pode ser observado na figura S.1.2 do
material complementar. Além disso, as amostras M08 e M09 apresentaram baixa

intensidade de luminescéncia, como sera mostrado posteriormente. Estes

3 A correc3o da linha base se mostrou necessaria provavelmente devido a pequena quantidade de
amostra disponivel, que permitiu que sinais oriundos do porta amostra fossem observados.
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resultados sugerem que a proporcao metal:ligante é um fator determinante para
a obtencdo da fase da MIL-78, em que o excesso de ligante colabora para a
formacdo de fases indesejadas, seja pela formacdo de estruturas nao

identificadas ou pela presenca de ligante livre junto a rede.

Impurezas:
o N&o identificada
*BTC

& MIL-78 calc
M Aroamt A

e

U‘XAJ o MO7
*
*

Tt MO6

* * M05

I
L
Y
| 5

ot A M04

Intensidade Relativa (a.u.)

L E

|* * I MO03
MO02
* * *

MO1

20 30 40 50

Figura 1. 12 — DRX das amostras M01-M07 apds maceramento e suavizacao
da linha base e o DRX calculado através do CIF da MIL-78.

Como se pode observar na figura 1.12, os procedimentos adotados para

diminuicAio da orientacdo preferencial nas amostras M01-MO07 foram
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satisfatérios. Nos novos difratogramas é possivel observar a fase da MOF MIL-
78, além de picos de baixa intensidade referentes a fases secundarias,
identificados em sua maioria como pertencentes ao ligante BTC na sua forma
livre. O DRX do BTC encontra-se no material suplementar (figura S.1.3).
Observou-se ainda um aumento na intensidade dos picos relativos ao BTC com
0o aumento da quantidade de ligante utilizada na sintese. Desta forma, a
proporcdo metal:ligante 1:1 mostrou ser a mais adequada para a obtengao da

MOF [Eu(BTC)].

Nos difratogramas da figura 1.12 é possivel observar ainda um pequeno
deslocamento para a esquerda em relacdo ao DRX calculado para a MIL-78. A
MIL-78 utiliza o Y3* como centro metalico, que possui raio idnico ligeiramente
menor do que o Eu, R(v**)= 1,019A e R(e.*)= 1,066A para NC = 8.78 Desta
forma é razoavel esperar que os parametros de rede, e consequentemente a
distancia interplanar (d) das MOFs que utilizam o Eu®*, sejam ligeiramente
maiores. De acordo com a Lei de Bragg (2d-sen6=nA), quanto maior o valor de
d, menor sera o valor de 8, provocando um deslocamento dos picos de difracéo

para a esquerda.

Em relacédo ao tempo de sintese, dentro da série hidrotermal, o tempo de
72 horas mostrou ser suficiente para a obtencao da MOF [Eu(BTC)] com elevada
pureza e cristalinidade. Entretanto, quando um excesso de ligante € utilizado, a
sintese mais longa permite um maior consumo dos reagentes durante a
cristalizagao, reduzindo a quantidade de ligante livre restante na amostra, como
pode ser observado no DRX. Entretanto, pode-se dizer que a sintese nas
condi¢gbes da amostra MO1 foi a mais adequada para a obtencéo de uma rede

mais pura. No entanto, é importante destacar que o tempo de sintese pode ser
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consideravelmente reduzido com o uso da sintese assistida por micro-ondas.
Neste caso, foi possivel reduzir o tempo de sintese em mais de 200 vezes, e
produzir a MOF [Eu(BTC)] com relativa pureza e cristalinidade em apenas 20

minutos.

A elevada reducdo no tempo de reacdo ocorre porque, ha sintese
assistida por micro-ondas, a radiacao eletromagnética interage diretamente com
o momento de dipolo das moléculas polares.'>3” A irradiacdo por micro-ondas
faz com que, ao tentarem se alinhar ao campo elétrico oscilante, as moléculas
polares passam a girar e colidir entre si, resultando em um rapido aumento da
energia cinética e, consequentemente, da temperatura do sistema, reduzindo o
tempo da sintese.*1537 S&o reportados, por exemplo, casos em que a reducéo
de tempo de sintese pode chegar a 1000 vezes quando comparado a sintese

convencional.3’

A partir do CIF fornecido por Serre et al.”” para a MIL-78, também foi
possivel descrever a estrutura da MOF [Eu(BTC)], como apresentado nas figuras
1.13 — 1.16. Nesta rede, o Eu®* esta coordenado a oito atomos de oxigénio de
seis diferentes moléculas do ligante BTC, e seu poliedro de coordenacdo € um
dodecaedro D2d (figura 1.13), geometria frequente para estruturas com NC = 8.
Nesta geometria o ligante adota dois diferentes modos de coordenacéao,
bidentado em ponte syn,syn [u2:n'-nt Z-Z (0,0)]%8"° e tridentado ponte-quelato
[U2:n?-n']%87°, no qual cada molécula de BTC esta ligada a seis fons Eu3* (figura
1.14). Ja a célula unitaria desta rede (figura 1.15), apresenta estrutura
monoclinica pertencente ao grupo espacial C2/m. Podemos destacar a auséncia

de moléculas de agua na esfera de coordenacéo do Eu3*.
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A vista, ao longo do eixo b, da rede propagada pode ser visualizada na
figura 1.16. Nesta imagem podemos observar que a rede se propaga em 3D
devido aos modos de coordenacao adotados pelo BTC. As imagens das figuras
13 - 16 foram geradas com o programa Diamond 3.0, a partir do CIF da MIL-78

fornecido por Serre et. al.”’

0(28B)
0(3)

3

Figura 1. 13 - Poliedro de coordenacéo do ion Eu®* na MOF [Eu(BTC)]
elaborado a partir do arquivo CIF da MOF isoestrutural MIL-78.
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Figura 1. 14 - Imagem mostrando os dois modos de coordenagéo do BTC
(bidentado em ponte syn,syn e tridentado ponte-quelato) da MOF [Eu(BTC)],
elaborada a partir do arquivo CIF da MOF isoestrutural MIL-78.

Figura 1. 15 — Celula unitaria da MOF [Eu(BTC)] elaborada a partir do arquivo
CIF da MOF isoestrutural MIL-78.
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Figura 1. 16 — Vista, ao longo do eixo b, da MOF [Eu(BTC)] estendida,
elaborada a partir do arquivo CIF da MOF isoestrutural MIL-78.

1.4.2 Andlise Termogravimétrica

Para realizacdo das analises termogravimétricas (figura 1.17), foram
selecionadas apenas as amostras MO1 a M0O7, uma vez que estas apresentaram
maior pureza de fase e propriedades luminescentes superiores (as quais serao
discutidas posteriormente). A andlise termogravimétrica mostrou que,
dependendo da proporcdo metal:ligante utilizada na sintese, as amostras

apresentaram dois comportamentos térmicos distintos.
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Para as amostras com propor¢do 1:1, exceto por um pequeno evento
proximo de 100 °C presente nas amostras M04 e MO7, foi observada uma
elevada estabilidade térmica, com as redes se mantendo estaveis até 430 °C.
SO a partir dessa temperatura as redes comecam a se degradar, perdendo
aproximadamente metade de suas massas atraves de um Unico evento
exotérmico, que é finalizado por volta de 600 °C. E importante ressaltar que os
eventos proximos de 100 °C podem ser atribuidos a agua adsorvida nas
cavidades ou superficie do material, uma vez que quando as moléculas de 4gua
fazem parte da estrutura, uma maior energia normalmente € necesséria para a

sua liberacao.

Ja para as amostras com proporc¢des superiores a 1:1, a degradacéo da
parte organica apresentou dois estagios claramente distintos. O primeiro, entre
300 e 440 °C, pode ser atribuido a degradacao do ligante na sua forma livre. De
acordo com Rezende,® o BTC se decompde totalmente na regido entre 300 °C
e 450 °C através de 3 eventos endotérmico consecutivos. Desta forma, as perdas
observadas nessa regido podem ser atribuidas ao ligante livre ligado apenas
fisicamente a rede, como consequéncia de seu excesso nas sinteses. O segundo
evento, entre 440 e 600 °C, pode ser associado a degradacdo da rede
propriamente dita e eliminacdo do ligante estrutural, em acordo com o observado

para as sinteses realizadas com a proporcéo 1:1.

Além disso, foi observado que a quantidade de ligante livre nas amostras
foi proporcional a quantidade de ligante utilizada nas sinteses e inversamente
proporcional ao tempo de sintese, como mostra a figura 1.17. Tais resultados

estdo de acordo com as informacdes obtidas na difracao de raios X.
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Figura 1. 17 — Curvas de TGA e DTA e proporcéao de ligante livre nas amostras
MO1 a MO7.
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Para avaliar se a quantidade de BTC estrutural na rede estava de acordo
com o valor tedrico para a MOF [Eu(BTC)], assumiu-se que apos a liberacdo da
adgua ou a degradacdo do ligante livre, apenas a MOF estaria presente. Assim,
a quantidade de BTC estrutural nas amostras M01-MO7 foi estimada (Tabela 1.11)
e mostrou boa concordancia com o valor calculado para a degradacao do BTC
nesta MOF (de 51%). Resultados semelhantes foram reportados por Serre et

al.”” e Singh et al.*®

Tabela 1. Il - Proporcéao de agua, do BTC na sua forma livre e da MOF
[Eu(BTC)] nas amostras M01-M0Q7. E quantidade estimada do BTC na MOFs
[Eu(BTC)] em cada amostra.

Amostra 20 | BT Ciire n[aE;ﬁ?(;rsct:r);* BTC na
(%) | (%) MOF** (%)
(%)
MO1 0 0 100 51,8
MO2 0 32,5 67,5 54,7
MO3 0 34,2 65,8 53,6
MO04 6,2 0 93,8 53,4
MO5 0 20,5 79,5 54,1
MO06 0 28,5 71,5 53,1
MO7 3 0 97 49,5

* 9% da MOF [Eu(BTC)] estimada em cada amostra = 100% - %H,0 - %BTCire
**0BTC na MOF = (BT Cestruturax100)/[Eu(BTC)]

1.4.3 Andlise da Fotoluminescéncia

Os espectros de excitacdo e emisséo e o tempo de vida das amostras
sintetizadas via hidrotermal convencional (MO1 a M06) e assistidas por micro-
ondas (MO7 a MQ9) foram obtidos a temperatura ambiente. Os espectros de

excitacao foram obtidos na regido entre 240 e 500 nm, enquanto que a emisséo
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do eurdpio em 617 nm era monitorada (figura 1.18). Nestes espectros pode-se
verificar a presenga de uma banda larga centrada em 303 nm associada a
transicao eletrénica T-* do ligante,!® além de bandas mais estreitas referentes
as transicoes internas do Eu®* (f-f). Estas transicdes, centradas em 361, 380 e

393 nm correspondem respectivamente as transicbes ’Fo-°Da, 'Fo-°Ge, "Fo-

5L6.71’80’81

A partir dos espectros de excitacao € possivel afirmar que a absorcao de
energia através do ligante, ou seja via efeito antena, € o principal mecanismo de
excitacdo das amostras M01-M07, uma vez que a intensidade relativa da
transicdo TT-1* € superior as demais. Entretanto, nas amostras M08 e MQ9 é
possivel observar uma mudanca de comportamento, provavelmente devido a
grande quantidade de impurezas presentes, onde o principal mecanismo passa
a ser a excitagdo direta do Eu®. Como os ions lantanideos possuem
absortividade molar baixa, este mecanismo é menos eficiente do que o efeito

antena apresentado pelas amostras M01-MO7.
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Figura 1. 18 — Espectros de excitacdo das amostras sintetizadas via
hidrotermal convencional (M01-MO06) e hidrotermal assistida por micro-ondas
(M07-M09), monitorando o comprimento de onda de emissédo em 617 nm.

Os espectros de emissédo das amostras M01-M09 foram obtidos na regido
entre 525 e 720 nm, utilizando o comprimento de excitacdo maxima destas
amostras, ou seja, 303 nm para as amostras M01-M07 e 393 nm para as
amostras M08 e M09 (figura 1.19). Estes espectros apresentaram as transicoes
5Do-"F3 (J = 0 - 4) caracteristicas do Eu3*,%"181 com as transices °Do-"F1 e °Do-
’F2 apresentando intensidades relativas muito préximas, o que indica que o Eu3*
se encontra em um ambiente de alta simetria. Este comportamento muda para

as amostras M08 e M09, onde a intensidade das transicGes °Do-’F2 é superior.
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Figura 1. 19 — Espectro de emissao das amostras sintetizadas via hidrotermal
convencional (M01-MO06) e hidrotermal assistida por micro-ondas (M07-MQ09),
com excitacdo em 303 nm (amostras M01-MO07) e 393 nm (amostras M08 e
MO09).
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Ao olho nu, as amostras M01-M0O7 apresentaram uma luminescéncia
intensa e muito semelhante quando expostas a radiacéo ultravioleta, emitindo
uma cor vermelha alaranjada como a apresentada na figura 1.20. Enquanto isso,

as amostras M08 e M09 apresentaram luminescéncia menos intensa.
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Figura 1. 20 — Imagem das amostras M01-MO09 sob radiacdo UV (A = 254 nm).

As medidas de tempo de vida foram realizadas utilizando os maximos de
excitacdo e de emissdo de cada amostra. Como resultado, o decaimento do
estado excitado °Do para o estado ‘F2 do Eu3* foi descrito como um decaimento
exponencial simples (y=A1e®/%+yy), indicando que, em cada amostra, todos o0s
fons Eu®* se encontram em ambientes com a mesma simetria (figura 1.21). Além
disso, foram obtidos tempos de vida longos, na ordem de milissegundos.”082
Para as amostras M01-M07 o tempo de vida variou entre 0,92 ms e 1,29 ms,
sem apresentar correlagdo com os parametros de sintese utilizados. Ja nas
amostras M08 e M09, os tempos de vida foram consideravelmente inferiores
(0,23 ms e 0,18 ms, respectivamente). A reducdo no tempo de vida destas
amostras pode estar relacionada a maior quantidade de canais supressores

nestas amostras, que desfavorecem os decaimentos radiativos.

Até o momento, ndo foi reportado medidas de tempo de vida para a MOF
MIL-78. Entretanto, outras MOFs sintetizadas com o mesmo ligante, como a
[Eu(BTC)(H20)6]°° e [Eu(BTC)(H20)]"° apresentaram tempos de vida de 0,23 e
0,84 ms, respectivamente. Essas diferengas frequentemente estdo associadas
a canais supressores de luminescéncia, em que decaimentos nao-radiativos sédo

favorecidos.®
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Um dos canais supressores mais efetivos é a presenca de moléculas de
agua coordenadas.®*° Prova disto é o tempo de vida de 0,23 ms para a rede
[Eu(BTC)(H20)6].°® Entretanto, outros canais supressores podem existir, como
transferéncia de energia entre ions da mesma espécie (auto supressao ou
quenching por concentracdo),®® ou de espécies diferentes (relaxacédo
cruzada),*® transferéncia de energia do metal para o ligante (retro

transferéncia),®® presenca de osciladores no ligante,® entre outros.

E importante ressaltar que ndo foram observadas alteragcbes nos
espectros de excitacdo e emissdo, assim como no de tempo de vida das

amostras M01-MO7.

f (i)
= -
y=Ae "ty

t1= 0,98 ms

’;:“ t,=1,26 ms
L t=1,16 ms ——MO01 = FitCurve 1
g t = 1,‘]3 ms - M02 e Flt Curve 2
& ‘o —M03 Fit Curve 3
2 =129 ms — Mo4 Fit Curve 4
3 t;= 1,01 ms —MO05 - FitCurve5
3 t, =0,92ms ——M06  + FitCurve 6
2 t =023 ms ——MO07 + FitCurve7
2 8 —— M08 + FitCurve8
= 1,=018ms  ___Mog - FitCurve 9
T T T T T T T T T T T T

Tempo (ms)

Figura 1. 21 — Curvas de decaimento do estado excitado °Do do Eu®* e tempo
de vida nas amostras M01-M09, mostrando um decaimento exponencial de
primeira ordem.
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Sabe-se que o ion Eu®* é utilizado como sonda espectroscopica para se
estudar a simetria local.®®* Isto porque, enquanto a transicdo de dipolo
magnético (DM) °Do-"F1 é amplamente independente do ambiente, as transicées
de dipolo elétrico forgcado (DEF) séo fortemente afetadas por ele, principalmente
a hipersensitiva °Do-’F2 (quanto mais baixa a simetria, mais favorecida é esta
transicdo). Portanto, a transicdo DM é utilizada como parametro interno da
emissdo do Eu3*.85 Neste contexto, informacdes estruturais podem ser obtidas
calculando a razdo de assimetria (R), os parametros de intensidade de Judd-
Ofelt Q2 e Q4, as taxas de decaimentos radiativos (Arad) € ndo radiativos (Anrad) €

a eficiéncia quantica (n). Estes parametros s&o apresentados na tabela 1.111.

Tabela 1. lll - Raz&o de assimetria (R), parametros de intensidade Q2 e Qa,
taxas de decaimentos radiativos (Arad) € ndo radiativos (Anrad), € eficiéncia
quantica (n) das amostras M01-M09.

R Q. Q4 Arad Anrad n

(10°cm?) (10%°cm?) (s1) (s1) (%)
MO1 1,83 3,22 3,59 206 810 20,3
M02 1,81 3,15 4,13 212 583 26,7
MO3 1,79 3,12 3,47 201 664 23,2
M04 1,85 3,20 3,89 209 676 23,7
MO5 1,77 3,19 3,88 209 566 27,0
MO6 1,79 3,13 3,34 199 789 20,2
MO7 1,84 3,29 3,73 210 870 19,5
M08 3,15 5,59 4,92 298 4061 6,8
M09 3,97 6,99 5,52 349 5086 64

A razdo de assimetria (R), que é a razdo entre as intensidades das
transicdes °Do-’F2 e °Do-’F1, pode ser obtida através da area sob a curva das

mesmas. A titulo de comparacao, foram reportados na literatura valores de R
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variando entre 2,8 e 6,3 para MOFs com baixa simetria.®81.86.87 Assim, os valores
apresentados pelas redes M01-M07 podem ser considerados baixos (1,77 e
1,85), o que sugere um ambiente de elevada simetria ao redor do ion Eu®*. Além
disso, estas amostras apresentarem valores de R muito proximos. Ja as
amostras M08 e M09 apresentaram valores de R superiores, indicando uma

simetria mais baixa para estas redes.%8*

Enguanto isso, os parametros de intensidade Q2 e Q4 estdo relacionados,
respectivamente, as transicdes de dipolo elétrico forcado °Do-’F2 e °Do-"F4, €
utilizam como referéncia a transicéo de dipolo magnético °Do-’F1. Enquanto que
o parametro Q2 fornece informacgdes pontuais relacionadas as variagbes no
ambiente quimico do metal, o parametro Q4 esta relacionado a efeitos a longa
distancia, como a rigidez da rede.®# Para o calculo dos parametros, foram

utilizadas as equacdes 1.1 a 1.8 descritas abaixo*9:55:88;

e Calculo da probabilidade da transi¢do 5Do-"Fai:

Apr = 0,31 x 1071 x n3(0y)3 (Eq. 1.1)

e Calculo da probabilidade das demais transigdes:

AojX9; _ Soj (Eq. 1.2)
Ap1X0q So1

e Calculo dos parametros de intensidade Q2 e Qu:

n(nz + 2)2 (Eq. 1.3)

A02 = 2,33 X 108 X (0-2)3 X 9 X ﬂz

(Eq. 1.4)
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n(n? + 2)?

Aoy = 2,4 %X 108 X (0,)3 X 5

X Q4

e Célculo das taxas de decaimentos radiativos (Arad) € ndo-radiativos (Anrad):

4
Arad = ZAO] (Eq 15)
J=0
(Eq. 1.6)
Atotol = 77t
(Eq.1.7)

Anraa = Atotal — Araa

e Calculo da eficiéncia quantica (n):

A
= "+ 100% (Eq. 1.8)
Atotal

Para tal:
Ao; = probabilidade das transi¢des °Do-"F3 (J = 0 - 4);
n = indice de refracdo do composto (n = 1,5);
03 = Energia associada ao baricentro das transi¢cdes °Do-"Fis (J =0 - 4)
(em cm™);
Sos = Areas sob a curva das transi¢ées *Do-"F3 (J = 0 - 4);

T = tempo de vida (em ms).

Os valores de Q2 para as amostras M01-M0O7 apresentaram pequena
variacéo (3,12 - 3,29), mostrando que mesmo o excesso do ligante ou a presenca

de uma pequena quantidade de agua adsorvida a superficie do material nédo
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alterou o ambiente quimico em que o Eu®" estd inserido. O mesmo
comportamento foi observado para o parametro Qs, relacionado a rigidez da
rede. Este comportamento muda, entretanto, para as amostras M08 e M09,

enfatizando uma mudanca na simetria e na rigidez destes sistemas.

A titulo de comparacdo, Rodrigues et al.* reportaram valores de Q2 e Q4
iguais a 4,32:10%° e 1,51:10%° cm? para a MOF [Eu(DPA)(HDPA)(H20)2-4H20],
ambos considerados baixos, enquanto que valores elevados foram reportados
por Rezende et al.>® para a MOF [Eu(BTC)(Hz20)e], sendo eles 10,8-10%° e
10,4-102° cm?, respectivamente. Deste modo, os parametros de intensidade
apresentado pelas MOFs [Eu(BTC)] sintetizadas neste trabalho podem ser
considerados baixos, indicando um ambiente de coordenacédo em torno do Eu3*
pouco polarizavel (Q2 baixo) e a formagédo de arranjo estrutural rigido (Qa

baixo).49:55.88

As taxas de decaimentos n&o-radiativos das amostras M01-MO7
apresentaram valores aproximados (566 a 870 s1), ndo apresentando correlacédo
com os parametros de sintese. O mesmo foi observado para a eficiéncia quantica
(cerca de 20%). Entretanto, as amostras M08 e M09 apresentaram elevadas
taxas de decaimentos ndo-radiativos (4061 e 5086 s™) e baixa eficiéncia quantica

(inferiores a 7%).

Comparando com a literatura, as taxas de decaimentos nao-radiativos
apresentadas pelas MOFs [Eu(DPA)(HDPA)(H20)2-4H20]* e [Eu(BTC)(H20)6]*°
(de 1454,8 e 3820 s!, respectivamente) foram consideravelmente superiores as
apresentadas pelas amostras M01-MO07, sugerindo que estas possuem uma
menor quantidade de canais supressores de energia, como por exemplo a

auséncia de agua de coordenacdo. Alem disso, a eficiéncia quantica das
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amostras M01-M0O7 se mostraram superior as duas MOFs reportadas acima

(12,7 e 12%, respectivamente).*5°

E importante destacar que, como mencionado anteriormente, os testes
realizados por nosso grupo com a MOF [Eu(DPA)(HDPA)(H20)2-4H20]*
mostraram que esta rede atua como excelente marcador luminescente para
deteccdo de GSR.19%6 Tais resultados tornam as MOFs [Eu(BTC)], sintetizadas
nas condi¢cdes das amostras M01-M07, promissoras candidatas para o sistema

de marcacao e codificacdo de municao.

Para analise por MEV, uma amostra de cada método foi selecionada. Nas
micrografias da amostra sintetizada pelo método hidrotermal convencional
(amostra M06) € possivel observar a coexisténcia de particulas relativamente
pequenas com agregados maiores que formam blocos de até 250 um (figura
1.22). Uma tendéncia a formacéao de estruturas tipo agulha pode ser observada,
(figura 1.22.c). Enquanto isso, na micrografia da amostra sintetizada por micro-
ondas (amostra MQ07) € possivel observar que, apesar da presenca de
aglomerados com morfologia similar aos da sintese convencional, estes
possuem um tamanho consideravelmente inferior (figura 1.23). Essas diferencas

sao consequéncia dos métodos e dos tempos de sintese utilizados.

Sabe-se que na sintese por micro-ondas, uma elevada taxa de nucleacao

é favorecida devido ao aquecimento rapido e uniforme do sistema, e a cinética
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mais rapida observada nestas reac¢des ndo favorece o crescimento dos cristais.
Assim, a sintese assistida por micro-ondas tem a caracteristica de formar cristais

menores e mais uniformes.
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Figura 1. 22 — Micrografias obtidas por detec¢cdo simultanea de elétrons
secundarios e retroespalhados da amostra MO06.

72



4.5 mm 20.00 kV| DualBSD

Figura 1. 23 — Micrografias obtidas por deteccéo simultanea de elétrons
secundarios e retroespalhados da amostra M07.
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Este trabalho consistiu em estudar a influéncia dos parametros de sintese
(método, tempo e proporcdo metal:ligante) na estrutura da MOF [Eu(BTC)]. De
acordo com a difracdo de raios X, os parametros adotados, tanto na sintese
hidrotermal convencional como na sintese assistida por micro-ondas,
possibilitaram a obtencdo da MOF [Eu(BTC)], isoestrutural a MIL-78, com
elevada cristalinidade como fase majoritéria. As redes sintetizadas apresentaram
simetria monoclinica pertencente ao grupo espacial C2/m, com tendéncia a
formacao de estruturas tipo agulha que podem se aglomerar e formar blocos

relativamente grandes.

Dentre as amostras sintetizadas, a MO1 foi a que apresentou maior pureza
de fase. Entretanto, as amostras M01-MO7 apresentaram resultados muito
semelhantes no tocante a formacédo de fases (excetuando-se a presenca
minoritaria de impurezas), cristalinidade e luminescéncia. Neste caso, as
condicdes de sintese da amostra MO7 (assistida por micro-ondas, 20 min)
ganharam destaque pela rapidez. Ja& as amostras M08 e M09 mostraram
desempenho inferior (maior quantidade de impurezas, menor luminescéncia,

etc.) em todos os critérios avaliados.

A analise termogravimétrica das amostras M01-MO7 mostrou que estas
redes ndo apresentam moléculas de dgua coordenadas, e que a decomposicao
final da parte organica da MOF s6 ocorre por volta de 600 °C, evidenciando a
elevada estabilidade térmica das redes. A andlise da fotoluminescéncia mostrou
gue as amostras M01 a MO7 apresentaram preferencialmente o processo

indireto de excitacao, via excitacdo do ligante. A avaliacdo dos espectros de
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emissao sugere que o ambiente quimico do ion apresenta elevada simetria e
uma estrutura rigida (o que pode favorecer a estabilidade das redes). Além disso
foram observados elevado tempo de vida (cerca de 1 ms) e eficiéncia quantica

(tipicamente de 20%).

A andlise critica dos parametros de sintese mostrou que, na faixa de
tempo estudada, o parametro “tempo de sintese” ndao demonstrou causar
alteracdes nas propriedades dos materiais. Portanto, as sinteses mais curtas
foram consideradas melhores. Por outro lado, o parametro “proporgéo
metal:ligante” influenciou um pouco as propriedades estruturais, luminescentes
e térmicas das redes. Esta influéncia pode ser melhor percebida nas amostras
obtidas na sintese assistida por micro-ondas, em que o excesso de ligante ndo
s6 contribuiu para a formacdo de uma quantidade maior de impureza, mas

também nas propriedades luminescentes destas redes.
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Figura S.1. 1 — Difratograma de Raios-X das amostras sintetizadas via

hidrotermal convencional MO1 — MOG6.
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Figura S.1. 2— Difratograma de Raios-X das amostras sintetizadas via
hidrotermal assistida por micro-ondas M0O7 — M09 (as setas indicam picos
relativamente intensos em 6,8°, 10,3°, 13,5° e 17,5° referentes a fases
secundarias nas amostras M08 e M09).
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CAPITULO I

Avaliacao da MOF [Eu(BTC)] como Marcador Luminescente para Deteccao
de Residuos de Tiro
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Quando uma arma de fogo é disparada, os produtos de detonacdo da
carga iniciadora (primer), da combustédo da poélvora, além de outros elementos
metalicos provenientes do cartucho e da prépria arma, formam o que sao
chamados de GSR.1®> Apesar da complexa composicdo, estes residuos séo
divididos em duas classes, os organicos (OGSR) e os inorganicos (IGSR, ou
apenas GSR). Enquanto que a composic¢do dos residuos organicos depende do
tipo de pélvora e aditivos utilizados,®* o inorganico terd em sua composicdo
elementos metalicos provenientes do cano da arma, do estojo e principalmente

de sua carga iniciadora.=®

A carga iniciadora de municdes convencionais € composta por sais de Sb,
Ba e Pb (geralmente trissulfeto de antimdnio, nitrato de bario e estifinato de
chumbo). ApGs o disparo, sdo produzidos residuos que apresentam morfologia
esferoide e que contém os metais Sh, Ba e Pb.}>1% Sido essas duas
particularidades, morfologia e composi¢cdo, que permitem que o GSR seja

diferenciado de outras particulas de origem ambiental ou ocupacional.

Diversas técnicas de analise elementar em massa podem ser utilizadas
para a caracterizacdo do GSR, como Espectrometria de Absorcdo Atdmica
(AAS),1® Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES),'” Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-MS),*819 pois permitem a identificacdo desses elementos em
escala de nanogramas. Entretanto, tais técnicas podem apenas sugerir a
presenca de GSR, uma vez que ndo descartam a possibilidade de que cada um

dos elementos seja oriundo de uma fonte distinta.
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Para confirmacdo do GSR, a andlise morfologica e composicional se torna
necessaria. Assim, a ASTM (American Society for Testing and Materials)
preconiza o uso da Microscopia Eletronica de Varredura Acoplada a Microanalise
(MEV/EDS) para sua caracterizacédo,'® uma vez que essa técnica é capaz de
garantir que 0s elementos caracteristicos estejam presentes na mesma

particula, e que essa possua morfologia esferoide.?0-24

Embora fontes ambientais ou ocupacionais gerem particulas com
composi¢cdo semelhante ao GSR convencional (como fogos de artificio e pastilha
de freio),?>26 um exame cuidadoso por MEV/EDS permite a sua diferenciacao,
uma vez que fontes ambientais ou ocupacionais geram também elementos
adicionais inconsistentes com o0 GSR.?5 Entretanto, este cenario com protocolos
bem estabelecidos para a caracterizagdo do GSR mudou quando as muni¢cdes
livres de chumbo (também conhecidas como muni¢cGes ambientais ou non-toxic
ammunition (NTA)), foram introduzidas no mercado, e as técnicas convencionais

se mostraram ineficientes para a sua caracteriza¢do.?’

O desenvolvimento da munigdo ambiental se tornou necessario quando
um estudo realizado pelo NIOSH (National Institute Occupational Safety and
Health) mostrou que o nivel de chumbo no sangue de atiradores frequentes
(policiais, instrutores de tiro, etc.) estava préximo do limite maximo aceitavel, que
é de 60 ug de Pb/100 g de sangue.?® Apesar dos beneficios desse novo tipo de
municdo, a auséncia dos elementos caracteristicos do GSR (Sh, Ba e Pb) deixou

uma lacuna para a sua caracterizagéo.?’

Como forma de suprir essa caréncia, outras formas de se identificar os
residuos de tiro vém sendo propostas. Dentre elas, destacam-se a analise da

fracdo organica dos residuos de tiro (que sera estudada no capitulo V) e a
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introducdo de marcadores as munic¢des. No tocante a utilizagdo de marcadores,
tem-se as possibilidades de usar marcadores quimicos ou luminescentes. Os
marcadores quimicos sao conhecidos ha bastante tempo. Ja em 1973, Livesey
prop6s a adicdo de uma série de elementos quimicos em propor¢des
determinadas que permitisse identificar os residuos e rastrear a origem das
municdes.?® Recentemente foi reportado o uso do gadolinio, que é um elemento
do grupo dos lantanideos e € incomum no ambiente, como marcador quimico no
primer das muni¢ces NTA fornecidas a policia alema.*® Enquanto que os
marcadores luminescentes foram inicialmente propostos por nosso grupo3! e

vém sendo difundidos na Ultima década.

O grande diferencial dos marcadores luminescentes € que estes permitem
a visualizacdo de residuos Iluminescentes (LGSR) diretamente no local,
utilizando apenas uma lampada ultravioleta. Esta caracteristica facilita a analise
da cena do crime, a coleta dos residuos e sua caracterizagcao em laboratorio por
técnicas ndo destrutivas.®?-3> Recentemente foi reportada a eficiéncia desses
marcadores em circunstancias que simulavam situacfes reais, como tiros
efetuados de dentro (ou contra) veiculos; disparos em vitimas simuladas
efetuados a diferentes distancias; a transferéncia do LGSR para objetos
manipulados pelo atirador; a coleta em locais n&o convencionais (como narina);
assim como a persisténcia a lavagem das maos. Em todos os casos, 0s
marcadores luminescentes forneceram informac¢des importantes que podem

ajudar imensamente na investigacdo de uma cena de crime.3¢

Com a simplicidade e eficiéncia da metodologia proposta, os marcadores
luminescentes tém despertado cada vez mais interesse, e novos materiais vém

sendo desenvolvidos visando uma marcacao mais eficiente e a codificacéo de
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municéo.3?-3537.38 Entretanto, para que um material atue eficientemente como
marcador, dois requisitos devem ser atendidos: elevada luminescéncia e

estabilidade térmica.

Neste contexto, a MOF [Eu(BTC)] sintetizada no capitulo | apresentou os
requisitos basicos para a marcacdo de municdo, apresentando estabilidade
térmica e propriedades luminescentes superiores a outras MOFs Eu-BTC
reportadas na literatura (como as redes [Eu(BTC)(H20)]3%4° e
[Eu(BTC)(H20)6]*14?). Assim, para realizacdo do teste como marcador foi
escolhida a MOF [Eu(BTC)] sintetizada pelo método hidrotermal assistido por

micro-ondas (amostra M07) devido ao rapido tempo de sintese.
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Esse trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da MOF [Eu(BTC)]
como marcador luminescente de residuos de tiro, visando a ampliacdo do

processo de codificacdo de municdo. Para tal, pretende-se:

e Avaliar se a rede permanece luminescente ap0s elevadas condicdes de
temperatura e pressao do momento do disparo;

e Avaliar se os residuos luminescentes séo eficientemente coletados das
maos do atirador e da arma,;

e Caracterizar os residuos coletados por espectroscopia de emissao (com
0 Video Spectral Comparator — VSC) e por MEV/EDS para constatar a

presenca do LGSR.
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Para realizacéo do teste como marcador luminescente para identificagao
de residuos de tiro, a MOF [Eu(BTC)], sintetizada pelo método hidrotermal
assistido por micro-ondas (amostra M0O7 sintetizada no capitulo I), foi adicionada
a poélvora de muni¢cdes 9mm NTA. Para tal, 4 muni¢des foram abertas com um
martelo de inércia e 32 mg de marcador foi adicionado a poélvora de cada
municdo (10% da massa da pdlvora). Em seguida, as municfes foram fechadas
utilizando uma prensa de recarga em um processo conhecido como crimpagem,

como ilustra a figura 2.1.

4) Munigdo

o -
T |
.7 do Martelo de Inércia 8 Recarregada Marcada

Separagao do Pr OJetll l
apos o impacto

| Bloco e Madeila |

2) Separacao dos Componentes

Espoleta Estojo Pélvora Prensa de

T Recarga

Adigdo do Marcador 4
‘ 3) Crimpagem

Figura 2. 1 — Incorporagdo do marcador a muni¢des, com o uso de martelo de
inércia e prensa de recarga.
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Uma vez obtidas as muni¢cbes marcadas, partiu-se para os testes de
disparos com arma de fogo. Os ensaios foram realizados no stand de Tiro
fechado do Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal (INC-DPF —
Brasilia), utilizando uma pistola Glock G17. Apdés uma sequéncia de quatro
disparos, as maos do atirador e a arma foram observados sob radiagéo

ultravioleta (254 nm) a procura por GSR luminescente (LGSR).

O LGSR foi coletado utilizando stubs para microscopia eletrbnica de
varredura revestidos com fita condutora adesiva de carbono. O procedimento
consistiu em pressionar repetidas vezes o stub contra a superficie em que se
desejava realizar a coleta. Uma vez coletado, o LGSR foi analisado por técnicas
como espectroscopia de emissdao e MEV/EDS. Foram utilizados os seguintes

eguipamentos:

e Video Spectral Comparator (VSC 6000/HS e VSC40/HS), da Foster &
Freeman, com obtencdo de imagem e espectros de emissao utilizando
radiacdo UV em 254 nm;

e Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV, FEI Quanta 200 FEG) com
detector de Raios-X de Dispersao de Energia (EDS) acoplado, operando
com fonte de emissao eletrostatica (FEG, Field Emission Gun), em baixo
vacuo, voltagem de 20 keV, distancia de trabalho de aproximadamente 15

mm e detector de elétrons retroespalhados.
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Quando uma arma de fogo é disparada, 0 GSR se dispersa em toda regiao
proximo ao local do disparo, sendo possivel se depositar sobre o corpo e
pertences do atirador. Entretanto, uma das grandes dificuldades para a analise do
GSR esta relacionada ao tamanho micrométrico (ou até submicrométrico) das
particulas geradas,® o qual torna dificil a sua visualizagdo. Mesmo quando
municdo convencional, contendo Sbh-Ba-Pb, é empregada, uma ‘coleta cega’
precisa ser realizada. Assim, ndo ha garantias de que o GSR seja coletado, ainda
gue esteja presente na superficie da amostragem. Entretanto, quando marcadores
luminescentes sdo utilizados, particulas luminescentes podem ser visualizadas
diretamente na superficie, utilizando apenas uma fonte de radiagdo ultravioleta,

como mostra a figura 2.2.

Nestas imagens, obtidas por VSC (254 nm), residuos luminescentes na
coloragéo vermelha sdo facilmente visualizados na méo do atirador e na arma,
apos disparo com muni¢cdes marcadas com a MOF [Eu(BTC)]. Residuos
luminescentes também foram visualizados no local do disparo, como ja havia sido

reportado para outros marcadores.36
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Figura 2. 2 — Imagens obtidas por VSC (sob radiacdo UV em 254 nm) mostrando
0 LGSR na coloracdo vermelha na méo do atirador (a) e na arma (b) apos
disparos com muni¢des contendo o marcador [Eu(BTC)]
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Como particulas luminescentes ndo sao comuns no ambiente, a
visualizagdo de pontos luminescentes nas maos de um suspeito, por si so, ja é
um forte indicio da presenca de LGSR. Com a visualizacdo dos residuos, além da
coleta ser realizada diretamente onde se vé 0s pontos luminescentes (coleta
direcionada), a eficiéncia da coleta pode ser acompanhada em tempo real. Para
tal, basta iluminar o stub com radiacdo UV e verificar se o residuo esta sendo
eficientemente transferido da superficie em que estava aderido (no caso as maos
ou a arma) para o stub. Nas imagens da figura 2.3 € possivel observar a grande
guantidade de LGSR transferido para os stubs através da coleta direcionada. Este
procedimento, além de garantir a coleta do LGSR, facilita a posterior analise dos

residuos em laboratério, uma vez que uma maior quantidade de LGSR é coletada.
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Figura 2. 3 — Imagens obtidas por VSC (254 nm) mostrando o LGSR coletado
das maos do atirador (a) e da arma (b) quando utilizadas municbes marcadas
com a MOF [Eu(BTC)].
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Uma vez coletados, os residuos foram analisados por VSC para a
aquisicao de espectros de emissao e por MEV/EDS para avaliar o perfil quimico
do LGSR. Outra grande vantagem da metodologia utilizada é que as duas
técnicas propostas para caracterizacdo do LGSR ja sao utilizadas em unidades
de pericia. O VSC, por exemplo, € um equipamento tipicamente usado na area
de documentoscopia. Apesar de ter pouca ou quase nenhuma aplicacdo em
outras areas, € um equipamento altamente difundido entre as unidades de
pericia. Por exemplo, a maioria das unidades de pericia da Policia Federal
dispbe de um VSC, assim como as principais unidades de pericia da Policia Civil,
tornando bastante adequado as andlises de LGSR em situagfes reais. Enquanto
isso, o MEV/EDS j4 é o equipamento recomendado pela ASTM para a

caracterizacdo do GSR convencional e é utilizado nas principais unidades.®

No caso do VSC, este equipamento além de possuir um moderno sistema
de obtencdo de imagens, com camera de alta resolucédo e diferentes tipos de
iluminacéo (como a UV), ele conta também com um micro-espectrémetro capaz
de obter espectros de emissdo em tempo real. Apesar de fornecer espectros com
menor resolucdo do que espectrometros especificos, estas caracteristicas

tornam o VSC bastante adequado a caracterizacdo do LGSR.

Os espectros de emissao obtidos por VSC (A = 254 nm) do LGSR coletado
das maos do atirador e da arma sdo apresentados na figura 2.4. Nestes
espectros pelo menos duas transicdes °Do-'Fi (J=1-2) do Eu3* sdo observadas.
Tais resultados confirmam que o ion Eu3* é o responsavel pela coloragdo
vermelha visualizada nos residuos e garantem que a emissao observada nao é
oriunda de outra particula ambiental, como 6xidos de metais ou material

organico. Assim, como particulas contendo ions Eu®* raramente sédo encontradas
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como contaminacdo ambiental (poeira, etc.) ou ocupacional (como é o caso da
pastilha de freio, que geram particulas semelhantes ao GSR de municdes
convencionais),?® os espectros de emissdo podem ser considerados um forte
indicativo de que se trata de LGSR. A baixa resolu¢ao do espectro, assim como
a auséncia de algumas transicbes menos intensas ndo sdo limitantes para a

caracterizacao do LGSR.

Arma D -F

Intensidade Relativa (a.u.)

T T T T | ! | ! I
560 580 600 620 640
A{nm)

Figura 2. 4 — Espectros de emissao obtidos por VSC (A=254nm) do LGSR
produzido por muni¢gdes contendo a MOF [Eu(BTC)].

Na analise por MEV/EDS dos residuos coletados nas méaos do atirador e
na arma, particulas com morfologia semelhante a do marcador puro foram
encontradas, tornando a varredura mais facil. A microanalise dessas particulas

mostrou que, além de elementos comuns do GSR de muni¢bes ambientais
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(como Al, Si, K e Ca)?’ detectou-se também o elemento Eu (figura 2.5). Desta
forma, o perfil quimico dos marcadores soma-se as suas propriedades fotofisicas

como ferramenta para caracterizar as particulas de GSR.

A possibilidade de usar a metodologia atualmente recomendada pela
ASTM?® para as municdes convencionas é um fator muito positivo, pois permite
gue unidades de pericia que utilizam a microscopia eletrdnica de varredura
acoplada a microanéalise possam continuar usando-a, assim como permite que
se tenha um teste de contraprova para a identificacdo feita com base na
luminescéncia (visual e espectroscopica). Resultados semelhantes ja haviam

sido reportados por nosso grupo para outros marcadores desenvolvidos.32-3%
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Figura 2. 5 — EDS do LGSR coletado nas méos do atirador e na arma apos
disparos realizados com muni¢cdes NTA marcadas com a MOF [Eu(BTC)].

Por fim, € importante destacar que a rede [Eu(BTC)] se mostrou estavel o
suficiente para resistir a elevada temperatura do momento do disparo e
permanecer luminescentes, marcando eficientemente as munigdes NTA,
significando um passo importante no desenvolvimento do processo de

codificagéo de municéo.
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Neste trabalho foi avaliado a eficiéncia da MOF [Eu(BTC)], sintetizada
através do meétodo hidrotermal assistido por micro-ondas, como marcador
luminescente de residuos de tiro. Apds disparos com municbes NTA contendo
esse marcador, uma grande quantidade de residuos luminescentes foi
visualizada diretamente nas maos do atirador, na arma e no local do disparo
utilizando apenas uma lampada ultravioleta. Com isso, a eficiéncia da coleta foi
verificada em tempo real, sem a necessidade de qualquer andlise instrumental.
Além disso, com os residuos sendo visualizados, o local do disparo pode ser
rapidamente inspecionado (visualizacdo da posicdo do atirador, distancia
aproximada do disparo, trajetoria do projétil, etc.), como ja havia sido reportado

para outros marcadores.¢

Desta forma, os beneficios apresentados por este marcador representam
uma ferramenta extremamente Gtil para a investigacédo de crimes envolvendo o
uso de arma de fogo. Com as metodologias atuais, em que os residuos de tiro
dificilmente séo visualizados, a coleta e caracterizacdo do GSR, mesmo que de
muni¢cdo convencional, € muito mais dificil. Além disso, como particulas
luminescentes ndo sdo comuns no ambiente, a visualizacdo dessas particulas,

por exemplo, nas mdos de um suspeito, ja € um forte indicio da presenca do

LGSR.

Aléem da andlise visual, equipamentos como VSC e MEV/EDS foram
utilizados para caracterizar o LGSR em laboratorio. Os espectros de emisséao do
LGSR obtidos por VSC mostraram as transicdes caracteristicas do Eu®*,

enquanto que a analise por MEV/EDS confirmou a presenca desse elemento nos
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residuos. Como os ions lantanideos ndo sdo comuns no ambiente, o Eu3* atua
ndo apenas como marcador luminescente, mas também como marcador
quimico. E importante ressaltar que a metodologia apresentada € bastante
precisa, confiavel e compativel com as andlises de rotina de identificagdo de
GSR ja estabelecidas e técnicas espectroscopicas disponiveis em servicos de

pericia.

Por fim, considerando a elevada demanda de investigacdo de casos que
envolvem o uso de arma de fogo e a quantidade de crimes que nao sao
elucidados (principalmente no Brasil), a utilizacdo de mecanismos que facilitem
a investigacdo da cena de um crime se mostra indispensavel nos dias atuais.
Além disso, a caréncia de metodologia para caracterizacéo inequivoca do GSR
proveniente de municdo ambiental requer que novas metodologias sejam
desenvolvidas e implementadas. Neste contexto, os marcadores luminescentes
se apresentam como uma alternativa muito promissora para a identificacdo de
residuos de tiro, e o desenvolvimento de um novo marcador eficiente representa

mais um avanco para o processo de codificacdo de municao.
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CAPITULO llI

Avaliacao da Toxicidade Oral da MOF [Eu(BTC)] em Ratos
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Toxicidade € a capacidade de um agente toxico provocar efeitos nocivos
a um organismo, e é uma caracteristica intrinseca de todas as substancias.! O
efeito toxico pode ser influenciado por um conjunto de fatores, como processos
de biotransformacéo, processos fisioldgicos e de defesa do individuo exposto ao
agente toxico, assim como a participacdo concomitante de outros compostos
quimicos.! Toda substancia pode ser nociva ao organismo, entretanto, é a
dosagem que ira diferenciar, por exemplo, um remédio de um veneno.! Desta
forma, o potencial toxicoldgico de cada substancia pode ser estimado a partir da
menor dosagem necessaria para provocar um efeito nocivo ao organismo.

Quanto menor for essa dosagem, maior sera seu potencial toxicolégico.

A toxicidade pode ser estudada de diferentes formas. A toxicidade aguda
€ decorrente da exposicdo do organismo a uma Unica dosagem, ou multiplas
exposicdes em um periodo de 24 horas. A toxicidade crénica ou subcronica é
decorrente do contato recorrente com o agente toxico. A citotoxicidade é o efeito
causado nas estruturas e no funcionamento de células (in vitro). Entretanto,
todas elas tém como objetivo estabelecer o grau de seguranca de uso da

substancia analisada.

Uma das formas mais utilizadas para estabelecer se uma substancia é
nociva, é estimando a Dose Letal média (DLso — ou dose letal 50%), ou seja,
calculando estatisticamente a dose com que provavelmente 50% dos individuos

utilizados para experimentacdo serdo levados a o6bito.! Estes valores,
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tradicionalmente, sdo usados para classificar as substancias quanto ao seu
caréater toxicologico, entretanto, devem ser analisados com cautela, uma vez que
substancias que apresentem baixa toxicidade aguda (elevada DLso) podem
provocar intoxicagdo quando absorvidas cronicamente. A figura 3.1 ilustra a
intoxicagdo aguda, decorrente de um contato Unico de uma dosagem critica, e a
intoxicacdo cronica, onde a absorcdo recorrente, mesmo de pequenas

dosagens, pode provocar a morte.

Saude A B

A: Intoxicagdo aguda
Intoxicagdo Crénica

[w=]

Estado normal de saide
Possibilidade de morte
Recuperagéo total

1 Recuperagdo com seqguelas
-f: Déficit progressivo de salde

Tempo

mo o oW

Enfermidade | b

Figura 3. 1 — llustracéo da intoxicacédo aguda e cronica em fungéo do tempo.?!

Em geral, estudos de toxicidade sdo feitos em mamiferos, principalmente
roedores, com destague para o rato e o camundongo.? Estes animais S&o
escolhidos por apresentarem similaridades fisiolégicas com o ser humano. Além
disso, por serem animais de pequeno porte, ocupam pouco espaco e necessitam
da administracdo de pequenas doses, apresentam metabolismo acelerado

(resultados rapidos) e podem ser adquiridos a custos relativamente baixos.
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O estudo da toxicidade de substancias, entretanto, deve seguir protocolos
rigorosos e internacionalmente aceitos, tanto no que diz respeito ao bem-estar
animal, quanto a padronizacdo dos resultados. A seguir, serdo apresentados
alguns dos principais métodos utilizados para o estudo da citotoxicidade e da

toxicidade aguda de substancias.

A International Standard Organization (ISO), através da norma ISO
10993-5 de 2009,° recomenda diferentes métodos para a avaliagdo da
citotoxicidade in vitro. Estes métodos tém como objetivo determinar a resposta
bioldgica provocada por um agente em células de mamiferos, através do estudo
de parametros bioldgicos apropriados. Dentre os mais utilizados, destacam-se
0s meétodos colorimétricos baseados na reducdo do sal de tetrazélio a um
corante formazan, realizada por células metabolicamente ativas. S8o estes 0s

métodos MTT e XTT.

No geral, os procedimentos para a realizacdo desses testes envolvem a
escolha da linhagem celular apropriada ao objetivo do estudo e do meio de
cultura adequado ao seu crescimento, a incubacdo dessas células com a
substancia teste em ambiente controlado e finalmente a incubag&o com o sal de
tetrazolio. Enquanto o método MTT envolve a reducdo do sal de tetrazélio de
coloracdo amarela em um corante formazan violeta insoltivel, o método XTT
envolve a reducdo do sal de tetrazolio incolor (ou levemente amarelo) em um
corante formazan laranja soluvel (figura 3.2). Esta caracteristica faz com que o

XTT necessite de uma etapa a menos durante o ensaio.®*
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Estes métodos tém a capacidade de avaliar o estado metabdlico das
células, uma vez que apenas células metabolicamente ativas tem a capacidade
de reduzir o sal de tetrazélio a formazan.3°% Apesar da alteracéo visual da cor,
a viabilidade celular é quantificada através de medidas de absorbancia em
espectrofotometro de placa (em 570 nm para o método MTT e em 450 nm para
o0 método XTT). Uma reducdo em mais de 30% na viabilidade celular é

considerada como efeito toxico.34

Sal de tetrazoélio —_— Formazan

e =
Método MTT ©_</® N @_{ZN NH
=N -
N N _
\I// CH, N=N
S >:N
CH,

s
w/)\CHS

Método XTT @NH L ¢e i — NH $0®

0N ’
0 sof @—NHJ]—H—N=N NO,
H,C

NO, :

Figura 3. 2 — Estrutura dos sais de tetrazélio e do formazan MTT e XTT.
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Os testes que avaliam a toxicidade aguda tém como objetivo classificar e
rotular substancias em funcdo do seu potencial toxicoldgico, estabelecendo
assim limites de seguranca para sua utilizacdo. A OECD incorporou o teste da
DLso (Dose letal média) em 1981 (OECD 401). Naquela época, os testes
utilizavam uma grande quantidade de animais, nos quais para cada substancia
testada, 3 grupos de 10 animais (5 de cada sexo) eram utilizados. S6 em 1987
esse teste foi revisado, passando a utilizar animais de apenas um sexo, com a
necessidade de se confirmar que ndo haviam alteracdo nos resultados de
toxicidade para o outro sexo (através da administracdo de apenas uma
dosagem). Entretanto, por usarem ainda uma grande quantidade de animais e
utilizarem o critério morte como o objetivo final, esse teste foi banido pela OECD

em 2002, e novos métodos passaram a ser recomendados e adotados.’

Atualmente, a OECD adota trés diferentes metodologias para o estudo da
toxicidade aguda oral em roedores, sao eles: OECD 420: Teste de Dose Fixa
(TDF);2 OECD 423: Teste de Toxicidade Aguda de Classe (TAC);? e OECD 425:
Teste “Up and Down” (TUD).!1° Estes protocolos adotam o0s mesmos
procedimentos no que diz respeito a escolha do modelo animal, armazenamento,
tempo de exposicdo a droga, jejum, pesagem, tempo de observacdo, assim
como a recomendacédo de necropsia para observacao de alteracdes patoldgicas
e exame microscoépico dos érgdos atingidos, além de apresentarem resultados
muito semelhantes. Entretanto, diferem principalmente em fung&o do critério do

ponto de parada.
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Enquanto que o objetivo dos testes 423 e 425 é estimar a menor dose que
causa mortalidade. O teste 420 tem como principal ponto de parada a
observacdo de sinais evidentes de toxicidade. Entretanto, os trés métodos
permitem classificar as substancias de acordo com o Globally Harmonized

System (GHS) e estimar valores para a DLso.

Os protocolos da OECD envolvem uma série de passos pré-definidos,
onde a proxima dose ira depender dos sinais de toxicidade observados na dose
anterior. Assim, se forem observados sinais de toxicidade evidente (para o teste
420) ou letalidade (para os demais), a préxima dose sera reduzida. Ja se nenhum
sinal de toxicidade evidente ou letalidade for observado, a proxima dose sera
aumentada. O fluxograma da figura 3.3, proveniente do protocolo 423 da OECD,
exemplifica este procedimento para a selecdo da préxima dose. Neste caso, foi
estabelecido como dose inicial 300 mg/kg, que € a dose recomendada quando
nao se tem informacé&o da droga utilizada. Entretanto, qualquer um dos 4 valores

pode ser definido como dose inicial.
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Y

5maglkg 50mglkg 300mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais

2000mg/kg
3 animais

2000mglkg
3 animais
1
<D, o
o>
A \ 4
GHS Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5 ou
> 05 > 5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 nao-classificada

3 (a 50)
na 1% elap§

DLg
mag/kg p.c.

- Por etapa, sdo utilizados 3 animais de um dnico sexo (normalmente femeas);
-0, 1, 2, 3: Nimero de animais moribundos ou mortos por etapa;
- GHS: Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagio (mg/kg p.c.).

- = : ndo-classificado
- Teste a 5000 mg/kg p.c.: ver anexo 3

Figura 3. 3 — Procedimentos para selecao de dose no teste de toxicidade
aguda adotado pela OECD 423, utilizando como dose inicial 300 mg/kg.°

Estudos mostram que no teste 423 geralmente sdo necessérios de 2 a 4
passos para avaliar a toxicidade aguda de uma substéancia, o que significa a
utilizacdo de 6 a 12 animais.® No teste 420, geralmente 1 a 2 etapas do estudo
de observacao e 1 etapa do estudo principal séo suficientes, significando em
média a utilizacdo de 5 a 7 animais.® Estes nimeros sdo consideravelmente
inferiores aos testes da “era da DLso”. Além disso, varios modelos de paradas

sdo estabelecidos visando o bem-estar animal.

Animais moribundos, por exemplo, ou apresentando sinais graves de dor
ou sofrimento continuo, devem ser humanamente sacrificados e considerados
nos resultados. Doses que se sabe causar dor ou sofrimento ndo devem ser
administradas. Assim como um intervalo de 3 a 4 dias entre as doses deve ser

respeitado para garantir que nenhum animal apresente sinais de toxicidade
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retardada.®-'! A preocupacdo com o bem-estar animal denota um grande avanco

no que diz respeito a avaliagdo da toxicidade em animais.

Diversos trabalhos envolvendo a avaliacdo da toxicidade de MOFs vém
sendo desenvolvidos pelo grupo de Horcajada e colaboradores, no Instituto
Lavoisier (Franca).'~18 Com o objetivo de avaliar a aplicacdo de uma série de
nanoMOFs baseadas em ferro e ligantes carboxilatos como carreadores de
farmacos antitumorais e retrovirais, os autores estudaram a toxicidade in vitro e
in vivo e a estabilidade destas redes em condicbes que simularam o meio

fisiol6gico.®

A citotoxicidade destas MOFs foi avaliada utilizando o método MTT. Para
a nanoMOF MIL-88A (formada pelo &cido fumarico), foi utilizada a linhagem
celular J774.A1 (macréfagos de camundongos),® ja para a MIL-100 (formada
pelo &cido trimésico), foram utilizadas as linhagens celulares CCRF-CEM
(leucemia humana), RPMI-8226 (mieloma multiplo humano) e J774 (macréfagos
de ratos).’® A primeira rede apresentou ICso (concentragdo em que ocorre
inibicdo do crescimento de 50% das células) igual a 57 + 11 ug/mL
(moderadamente citotéxica) e a segunda nao se mostrou citotoxica até 50 ug/mL
(viabilidade celular > 80%). Neste caso, a citotoxicidade moderada da rede MIL-
88A pode estar relacionada a sua maior degradabilidade em meio fisiol6gico nas

primeiras 24 horas de experimentagao, quando comparada a MIL-100.
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Horcajada et al.*® também estudaram a toxicidade aguda destas redes em
ratos Wistar fémeas através da administracdo intravenosa. Diferentemente dos
ensaios tradicionais de toxicidade da OECD, em que 0s animais Sao expostos a
diferentes dosagens da substancia, neste trabalho 4 grupos de 8 animais foram
expostos a uma unica dosagem de 220 mg/kg das MOFs. Esses grupos foram
sacrificados em um periodo entre 1 dia e 3 meses apos a administracao,
permitindo assim avaliar a reversibilidade dos possiveis efeitos toxicos. Além
disso, parametros comportamentais, evolucdo do peso dos animais e dos
orgdos, atividade enzimatica, além de testes sorolégicos para avaliacdo da

funcdo hepatica e reacdes inflamatdrias foram monitorados.

Como resultado, ndo foram observadas alteracdes significativas entre os
grupos administrados com as nanoMOFs e o grupo controle, exceto por um
pequeno aumento no peso dos rins e do figado, sendo este revertido entre 1 e 3
semanas. A quantificacdo da interleucina 6 (IL-6) mostrou que n&do houve
reacdes imunes ou inflamatérias. A avaliacdo da atividade do citocromo P450
(ou Cyp-450), envolvido na biotransformacdo de compostos enddgenos e
exdgenos, mostrou que as MOFs estudadas ndo sdo metabolizadas por esta
enzima, sugerindo que os ligantes organicos podem ser diretamente excretados
do organismo sem biotransformacao. Essa hipotese foi fortalecida quando, em
outro estudo, foi determinada a concentracdo do ligante BTC no figado (1,24
mg/g), no baco (2,10 mg/g) e na urina (0,03 mg/mL) de ratos 1 dia apds a

administracédo de 220 mg/kg da nanoMOF MIL-100.%4

A toxicidade subaguda da MOF MIL-88A foi estudada através da
administracéo de 25 ou 150mg/kg por quatro dias consecutivos.'® Cada dose foi

administrada em dois grupos de 4 animais, sendo estes sacrificados 5 ou 10 dias
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apos administracdo. Apesar de observada uma diminuicdo no ganho de peso
proporcional ao aumento da dose, ndo foram observadas diferengas

significativas nos pesos dos 6rgéos, na IL-6 e na funcdo hepética.

Da Cunha,?® com o intuito de avaliar a aplicacédo da MOF [Zn(BDC)(H20)z]
como carreador de farmaco, estudou a toxicidade aguda desta rede em
camundongos suicos albinos, utilizando o protocolo 423 da OECD.?° O uso deste
protocolo permitiu classificar a MOF [Zn(BDC)(H20)2] como pertencente a
categoria 5, que é a categoria menos téxica do sistema de classificacdo GHS,
sendo a DLso estimada em 2500 mg/kg. Entretanto, apesar da ndo ocorréncia de
alteracdes comportamentais extremas para a dosagem mais elevada, a analise
histopatoldgica dos 6rgaos revelou uma elevada toxicidade sobre o tecido renal,
hepatico, pulmonar e cardiaco.?® Ndo foi avaliada a reversibilidade destas

lesoes.

Também com o intuito de avaliar o potencial de aplicacdo da Zeolite
Imidazolate Framework-8 (ou ZIF-8, formada por zinco e o ligante imidazolato)
nanométrica (didmetro médio de 200 nm) como carreador de farmaco
antitumoral, Alves e colaboradores®?! estudaram a citotoxicidade desta rede
frente a trés linhagens de células tumorais humanas (NCI-H292: carcinoma
mucoepidermdide de pulmdo; HT-29: adenocarcinoma de cdlon; HL-60:
leucemia promielocitica). Utilizando o método MTT, foi observado que a ZIF-8
nao apresentou efeito citotoxico frente as trés linhagens celulares até a dosagem

testada, que foi de 25 pg/mL.>21

Zhuang et al.??2 avaliou a influéncia do tamanho das particulas na
citotoxicidade da ZIF-8 frente as células de cancer de mama MCF-7, também

utilizando o método MTT. Nesse caso, enquanto que a ZIF micrométrica (com
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didametro médio de 1 ym) ndo se apresentou citotoxica até a concentracao de
100 pg/mL (a viabilidade celular continuou préximo de 100% para essa
concentracéo), a ICso de nanoesferas de diametro médio aproximado de 70 nm
foi de aproximadamente 50 pg/mL (citotoxicidade moderada). No geral,
particulas nanométricas sdo mais téxicas porque conseguem penetrar mais
facilmente as células. Entretanto, estudos sugerem que as nanoparticulas de

zinco sdo ainda mais téxicas por induzirem estresse oxidativo.??

Ruyra e colaboradores?* estudaram a citotoxicidade in vitro e a toxicidade
in vivo de 16 nanoMOFs.* Para a avaliacao da citotoxicidade foram utilizadas as
linhagens celulares tumorais humanas do figado (HepG2) e da mama (MCF7) e
o método XTT. A citotoxicidade dos ligantes e dos metais que compdem cada
rede também foi avaliada frente a células HepG2. Como resultado, nenhum dos
ligantes apresentou citotoxicidade significativa, mesmo nas dosagens mais
elevadas. Entretanto, tanto os sais de Cu e Mn, quanto as MOFs compostas por
estes metais, apresentaram elevada citotoxicidade (Cu-MOF-74, HKUST-1,
NOTT-100 e Mn-MOF-74). Foi observado também que, apesar do sal de Zn nao
ter se apresentado citotoxico, as nanoMOFs com este metal apresentaram
elevada citotoxicidade (MOF-5, Zn-MOF-74 e ZIF-8), provavelmente por
induzirem estresse oxidativo.?® A ZIF-7 apresentou-se como moderadamente

toxica apenas para a linhagem celular MCF7.

4As MOFs avaliadas foram as redes: MIL-100 [Fe3O(H20)>Cl(btc)2], MIL-101 [FesCl(H20)>0(NH2-bdc)s], MOF-
5 [Zn40O(bdc)3], M-MOF-74 [M2(dhbdc)] (também conhecida como familia M-CPO-27, onde M = Zn, Cu, Ni,
Co, Mn e Mg), ZIF-7 [Zn(Ph-im)2], ZIF-8 [Zn(Me-im)2], Ui0-66 [Zrs04(OH)s(bdc)s], UiO-66-NH2
[Zre04(OH)a(NH2-bdc)s], UiO-67 [ZreO4(OH)a(bpdc)s], HKUST-1 [Cus(btc)2] e NOTT-100 (ou MOF-505)
[Cuz(bptc)]., Os ligantes sdo: btc = acido 1,3,5-benzenotricarboxilico; NH2-bdc = dcido 2-aminobenzeno-1,4-
dicarboxilico; bdc = acido 1,4-benzenodicarboxilico; dhbdc = acido 2,5-di-hidroxi-1,4-benzenodicarboxilico;
Ph-im = benzilimidazol; Me-im = 2-metilimidazol; bpdc = 4cido bifenil-4,4'-dicarboxilico; bptc = acido
3,3',5,5'-bifenil-tetracarboxilico;
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A grande variag&o na citotoxicidade destas redes mostra a importancia do
estudo de cada MOF, independente da similaridade que venham a apresentar
com outros materiais. Mesmo redes isoestruturais, como a familia M-MOF-74,
apresentaram grande variagdo no potencial citotoxico dependendo do metal
utilizado. Estes resultados sugerem que a citotoxicidade das MOFs esta
fortemente relacionada ao grau de solubilizagdo destas redes no meio, e por
consequéncia, a liberacédo de ions metéalicos moderada ou altamente citotoxicos.
MOFs que apresentam elevada degradacao e que possuem em sua cCOmposi¢cao

metais toxicos, possuem tendéncia a serem altamente citotoxicas.

Das 14 nano-MOFs apresentadas acima, 9 delas foram selecionadas para
a avaliacdo da toxicidade em embriGes de peixe-zebra.® O peixe zebra possui
genoma muito similar ao do ser humano?® e é aceito pelo National Institutes of
Health (NIH, USA) como um modelo alternativo para explorar doencas humanas,
além de ser reconhecido por institutos internacionais de satde ambiental como
um excelente modelo para se estudar a toxicidade ambiental.?* Para as
nanoMOFs avaliadas, os resultados mostraram que existe uma forte correlacao
entre o grau de citotoxicidade in vitro e o grau de toxicidade in vivo nos embrides.
Entretanto, exceg¢des foram observadas, como a MOF MIL-101 que foi mais
toxica em embrides do que em cultura de células. Diferengas entre os testes in
vitro e in vivo também foram observados por Alves.® Tais resultados sugerem
que o estudo in vitro pode fornecer informacdes preliminares importantes a
respeito de uma substancia, mas nao substitui o teste in vivo. A principal

7

diferenca dos testes in vivo € que neles diferentes sistemas trabalham

5> Foram selecionadas redes que apresentaram diferentes graus de citotoxicidade no teste in vitro, como
as MOFs ZIF-8 e HKUST-1 (elevada citotoxicidade), ZIF-7, MIL-100 e MIL-101 (moderada citotoxicidade) e
Ui0-66, Ui0O67, Co-MOF-74 e Mg-MOF-74 (pouca ou nenhuma citotoxicidade).
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simultaneamente desde a absorgéo, distribuicdo, biotransformacdo até a
eliminacdo da substancia. Apesar disto, a maior parte dos trabalhos que
envolvem a avaliagdo da toxicidade de MOFs reportados envolvem apenas o

estudo da citotoxicidade in vitro.

Neste trabalho, buscou-se desenvolver MOFs para aplicacdo como
marcadores para identificacdo de GSR. Apesar de nesta aplicacdo nao haver a
introducédo intencional da MOF em seres vivos, como ocorre com o0s carreadores
de farmacos, € importante para a saude ocupacional de atiradores frequentes
(policiais, militares, etc.) que estes marcadores apresentem baixa toxicidade,
uma vez que parte dos marcadores expelidos em um disparo sera absorvida
através das vias orais, dérmicas e aéreas do atirador.?® Além disso, seu uso em
municdes NTA so é justificAvel caso apresentem toxicidade consideravelmente
inferior ao marcador intrinseco utilizado nas muni¢cdes convencionais (Sb, Ba e
Pb). E importante salientar que muito pouco é conhecido a respeito da toxicidade
de marcadores luminescentes para residuos de tiro. Dos poucos trabalhos

reportados na literatura,?’-32 apenas um avaliou a sua toxicidade.33

Como esperado, ndo ha protocolo estabelecido para a avaliacdo de
toxicidade de GSR, portanto, neste trabalho a avaliacdo do marcador foi feita por
meio de um protocolo de avaliacdo da toxicidade oral aguda (protocolo 423 da
OECD). E importante ressaltar que, até onde temos conhecimento, esse é o
primeiro trabalho envolvendo a avaliacdo da toxicidade aguda em ratos de uma

MOF luminescente.
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Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade oral aguda (utilizando
0 protocolo 423 da OECD) e subaguda (por sete dias consecutivos) da MOF
[Eu(BTC)] em ratos, visando sua aplicacdo como marcador luminescente de

GSR.

Com isso, pretendeu-se:

e Estimar a DLso e classificar a MOF [Eu(BTC)] de acordo com o0 GHS
(através do estudo de toxicidade aguda);

e Estabelecer uma margem de seguranca para a utilizacdo dessa
rede como marcador luminescente de residuos de tiro através da
exposicao aguda e subaguda;

e Avaliar alteracdes clinicas ou comportamentais, no consumo de
agua e ragdo, no peso corporal, na temperatura corporal, no peso
e morfologia dos 6rgédos, alteracdes teciduais, e alteracbes em
marcadores bioquimicos relacionados a funcdo hepatica e renal
dos animais, devido a exposicdo aguda e subaguda da MOF

[Eu(BTC)].
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Ratos Wistar (fémeas, com 8 semanas de idade, pesando entre 170 e 190
gramas, do biotério da Universidade de S&o Paulo) foram alojados em grupos de
trés animais por gaiola, com racdo padrdo de ratos e agua ad libitum. As gaiolas
foram abrigadas em sala com temperatura controlada (22 + 3 °C) e com um ciclo
de claro e escuro de 12 horas (luzes ligadas as 07:00 horas). Todos os animais
foram aclimatados por uma semana antes do inicio dos procedimentos. A
utilizacéo e o cuidado dos animais foram realizados em total conformidade com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Este estudo foi
previamente aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade de Brasilia (UnB), protocolo numero 131598/2015.

A toxicidade aguda oral da MOF [Eu(BTC)] foi avaliada em ratos, através
da administracdo de uma Unica dose, seguindo o protocolo 423 da OECD.° Este
protocolo € um procedimento passo a passo que utiliza 3 animais de um anico
Sexo por passo, em que a proxima dose é definida baseada na mortalidade e/ou
estado moribundo apresentados pelos animais na dose anterior. Com o objetivo
de monitorar a temperatura corporal, transmissores operados a bateria (Subcue
dataloggers, Calgary, Canadd) foram implantados na cavidade abdominal dos
ratos, sob anestesia com uma mistura de cetamina e xilazina (60 e 10 mg/kg,
intraperitoneal — i.p.). Uma semana de recuperacado foi fornecida aos animais

antes da experimentagdo com o marcador.

Para administragédo oral, os animais foram submetidos a jejum na noite

anterior ao experimento (apenas racéo) e 4 horas ap0s a administracdo (dgua e
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racao). A MOF foi suspensa em uma solucéo salina (30 ou 100 mg/mL) com a
ajuda de banho ultrassonico e agitador de tubo vortex. Em seguida, a suspenséo
contendo o marcador foi administrada em uma Unica dose por gavagem,
utilizando uma cénula de polietileno (PE-50, com 4 cm de comprimento)
conectada a uma agulha e uma seringa de plastico de 5 mL. O volume
administrado variou entre 1,7 e 4,0 mL, dependendo do peso do animal e da
dose. A dose inicial foi de 300 mg/kg, como recomenda o protocolo quando nao
se possui informacodes a respeito da toxicidade da substancia, e o grupo controle

recebeu apenas solugéo salina.

Apos administracdo, os ratos foram periodicamente observados durante
as primeiras 24 horas (com especial atencéo as primeiras 6 horas) e diariamente
pelos 14 dias seguintes. Todas as observacdes foram registradas, incluindo o
peso corpoéreo e o consumo de agua e racdo. Ao fim do experimento, os animais
foram anestesiados (cetamina 120 mg/kg e xilazina 20 mg/kg) para a coleta de
sangue da veia cava inferior (utilizando heparina como anticoagulante) e foram
eutanasiados por decapitacdo. Todos os animais foram sujeitos a autépsia geral.
O peso do coracao, baco, figado e rins de cada animal foi registrado. De acordo
com o protocolo, a analise histopatolégica é recomendada apenas em 0rgaos

mostrando sinais evidentes de patologia.®

O sangue coletado foi centrifugado a 5000 g por 5 minutos e o0 soro foi
coletado e armazenado a -18 °C até a realizacdo das analises. Parametros
bioguimicos relacionados a funcdo hepatica (alamina aminotransferase — ALT) e
renal (ureia) foram realizados por métodos espectrofotométricos
(Espectrofotébmetro UV/Vis LAMBDA™ 35 Series, PerkinElmer®) utilizando kits

comerciais (LABTEST, Diagnostica S.A.).
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A analise estatistica dos parametros bioquimicos foi realizada utilizando o
software GraphPad. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e foram expressos como média * erro padrdo da média. Valores de p inferiores

a 0,05 foram considerados significantes.

Para avaliar a toxicidade subaguda desta rede, um grupo de 4 animais
(nomeado G5) foi administrado com 300 mg/kg de marcador por 7 dias
consecutivos. Com excecado da realizacao de repeticGes (diferentes etapas), 0s
demais procedimentos seguiram as recomendacdes do protocolo 423 da OECD

descritos acima.
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A toxicidade aguda oral da MOF [Eu(BTC)] foi acessada em ratos Wistar fémeas,
através de uma Unica dose, de acordo com o protocolo 423 da OECD.® Seguindo
0s passos do protocolo, foram utilizados quatro grupos de trés animais,
nomeados grupos G1, G2, G3 e G4, os quais receberam 300, 300 (repeticéo),
2000 e 2000 (repeticdo) mg/kg de marcador respectivamente, além do grupo
controle (CG), como mostra a figura 3.4. Para todas as doses avaliadas, nenhum
animal mostrou qualquer sinal de toxicidade, comportamento anormal ou foi a
Obito. Também ndo foram registradas mudancas no peso corporal e no peso dos
orgédos (coracéo, baco, figado e rins) nem no consumo de agua e ra¢do quando
comparado ao grupo controle (figura 3.5). Assim, os resultados indicam que a
DLso estimada para a MOF [Eu(BTC)] € de 5000 mg/kg, sendo classificada na

categoria 5 da GHS, o que sugere nenhuma toxicidade deste composto.
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Inicio

G1: 300 mg/kg > G3: 2000 mg/kg
3 animais 3 animais

()<

G2:300 mg/kg G4: 2000 mg/kg
3 animais 3 animais
Categoria GHS: 5
DLsy: 5000 mg/kg

Figura 3. 4 - Procedimento passo a passo seguido do protocolo 423 da OECD
para determinacdo da DLso e classificagdo de acordo com o sistema de
classificacdo da GHS. Os numeros nos circulos verdes indicam o numero de
animais mortos ou moribundos em cada passo.
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Figura 3. 5 - a) Evolucao do peso corporal dos grupos (média + desvio padréo);
consumo de b) racdo e c) agua em funcéo do peso do grupo; e d) peso dos
orgaos em funcao do peso corporal em cada grupo (média + desvio padrao).

Sabe-se que alteracdes na temperatura corporal pode servir como
indicador da condicao clinica do animal. Quando a temperatura corporal humana
cai abaixo de 27 °C durante uma hipotermia severa, por exemplo, as alteracbes
neuromusculares, cardiovasculares, hematol6gicas e respiratérias podem ser
fatais.®* Da mesma forma, quando a temperatura corporal humana sobe acima
de 42 °C, uma desnaturacao proteica pode resultar em insuficiéncia dos 6rgaos
e até mesmo a morte.®® Por estas razdes, a temperatura corporal dos ratos foi
monitorada desde 4 horas antes da administracdo, até o fim do experimento,

através dos transmissores implantados.
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O padrdo de variacdo de temperatura ao longo dos dias pbde ser
aproximado como uma fung¢ao senoidal, em que os valores de temperatura
méaximas ocorrem durante a noite e as minimas durante o dia devido ao habito
noturno dos roedores (figura 3.6). Neste caso, alguns picos fora da curva foram
observados em todos os grupos (incluindo o grupo controle) e foram atribuidos
a Hipertermia Induzida pelo Estresse (SIH),%® causado pela manipulacdo dos
animais (seja para administracdo da dose, pesagem, troca de 4gua e racéo,
assim como limpeza das gaiolas). Assim, a auséncia de alteracdes nos padroes
de temperatura corporal entre os grupos administrados com o marcador e o
grupo controle ressalta a auséncia de condi¢des clinicas deteriorantes devido a
administracdo desta MOF. Além disso, ndo foram observadas quaisquer

alteracdes patolégicas nos 6rgdos durante a autépsia.
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Figura 3. 6 - Evolucdo temporal da temperatura corporea média dos grupos G1,
G2, G3, G4 e CG. A tabela mostra a temperatura média (com desvio padrao —
SD) dos grupos nas 4 horas anteriores a administracao e nos 14 dias
seguintes. A tabela apresenta ainda os valores de temperatura maxima,

minima e a moda apos a administracao.

Quando uma substancia toxica esta presente em um organismo € comum

a ocorréncia de

lesbes nos o6rgaos

responsaveis por sua absorcao,

biotransformacédo e excrecdo. Por isso, é bastante usual que em ensaios de

toxicidade sejam analisados os parametros bioquimicos relacionados a funcao

hepatica e renal.’” Alteracdes nos parametros biogquimicos relacionados ao

figado, por exemplo, pode ser consequéncia de uma série de fatores, como o

vazamento de enzimas atravées da membrana plasmatica dos hepatocitos

(células do figado), o aumento na producdo de enzimas, assim como uma

deficiéncia da funcdo hepatica (capacidade de sintese e capacidade de
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absorcéo, transformacéo e excre¢do).3’ Uma das enzimas que escapam quando
o figado sofre uma leséo € a alamino transferase (ALT), sendo muito utilizada
para avaliar a funcdo hepatica. Outras enzimas que também podem fornecer
informagdes importantes sdo a aspartato aminotransferase (AST), gama
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FAL), assim como a proteina
albumina. Entretanto, além de possuir tempo de vida longo, a ALT é
relativamente especifica para os ratos, dada a sua elevada atividade no

citoplasma hepatocelular dessa espécie.®’

Para a avaliacdo da funcéo renal, parametros como ureia e creatinina
costumam ser avaliados. Essas substancias, apés producao respectivamente no
figado e no musculo, sdo transportadas até os rins, onde sdo filtradas e
excretadas através da urina. Entretanto, quando os rins sofrem uma leséo, a taxa
de filtracdo do sangue pode ser reduzida e o nivel dessas substancias no sangue

se tornar elevado, indicando assim uma insuficiéncia renal.38

O resultado da analise bioguimica do soro dos animais € apresentado na
figura 3.7. A analise estatistica mostrou que ndo foram observadas alteracdes
significativas entre a concentracao de ureia e ALT entre o grupo controle e 0s
grupos tratados com as MOFs. Esses resultados mostram que, mesmo para a
dosagem mais elevada de 2000 mg/kg, ndo foram observados sinais de dano
hepatico ou renal em todos os animais, 14 dias ap6s a administracéo, reforcando

a auséncia de toxicidade e a classificacdo dessa MOF na categoria 5 da GHS.
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Figura 3. 7 - Analise bioguimica dos ratos 14 dias ap6s a administracdo com a
MOF [Eu(BTC)]. Os valores foram expressos como meédia + erro padrao da
média. Nas figuras, dose = 0 mg/kg representa o grupo controle.

Comparando a toxicidade do marcador [Eu(BTC)] com a chumbo, um
marcador intrinseco das muni¢des convencionais, essa MOF aparece como uma
alternativa eficiente e nao toxica para a identificacdo de residuos de tiro. Por
exemplo, de acordo com o National Institute for Occupational Safety and Health
(NIOSH), a dose letal mais baixa (LDLo) do Pb(CN)2 em ratos é de 100 mg/kg
(intraperitoneal) e a dose letal oral humana € de 714 mg/kg de acetato de
chumbo (aproximadamente 450 mg/kg de chumbo).’® De acordo com o
International Program of Chemical Safety (IPCS),*° a DL50 oral em ratos para o
tetraetil e tetrametil de chumbo sdo 1,2 e 105 mg/kg, respectivamente,
mostrando a elevada toxicidade para compostos de chumbo e a elevada margem

de seguranca para a MOF [Eu(BTC)] para esta aplicacao.

A dose de 5000 mg/kg para uma pessoa de 70 kg, por exemplo, é
equivalente a 350 gramas de marcador, que é suficiente para marcar mais de 10
mil munic¢des. Estes resultados mostram que a MOF [Eu(BTC)] apresenta larga

margem de seguranca para aplicagdao como marcador de GSR.
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Diferentemente dos resultados obtidos com o teste de toxicidade aguda, no
teste por doses repetidas alguns animais apresentaram sinais graves de
toxicidade. A partir do quarto dia de administracdo os animais ndo apenas
deixaram de ganhar peso, como um dos ratos (rato R1) apresentou acentuada
perda de massa (observada entre 0 4° e o 7° dia), como pode ser observado na
figura 3.8. Esse mesmo animal apresentou ainda alteracdes clinicas como
piloerecao, hiperventilacdo e hipotermia severa (figura 3.9), sendo o principal
responsavel pela reducdo do peso médio do grupo e do consumo reduzido de
agua e racao apresentados na figura 3.10. Apesar dos sinais clinicos graves,

esse animal sobreviveu aos 14 dias de experimento.

Além disso, um rato faleceu apls a terceira administracdo de marcador
(rato R3). Quando realizada a autOpsia, observou-se uma hemorragia no
intestino delgado e um aumento no peso do figado (em fungéo do peso corpéreo)
quando comparado ao grupo controle. Entretanto, a analise dos dados mostrou
que nao existe diferenca estatistica significativa entre a média dos 6rgaos do
grupo G5 e CG. De uma forma geral, dos quatro animais experimentados, 3
sobreviveram e 1 faleceu. Dos trés sobreviventes, apenas 1 apresentou

alterac@es clinicas graves.



Aumento do Peso Corporal (g)

- ]
- -
A
]
. //' o
~. s -
v v
y
N
L I// “
‘.‘\ / \ ,./-
Vo N
-5 \ S/ -
P
_1 D T T T T T T T T T T T
-2 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempoe (dias)

131

Figura 3. 8 — Alteracao do peso corporal dos quatro ratos do grupo G5 durante

Temperatura corporal (°C)

os 14 dias de experimento.
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Figura 3. 9 — Evolucéo da temperatura dos ratos do grupo controle (CG) e do

grupo G5.



132

a) b) -
30 — 2 010
| —=CG 2
—* G5 n g 008
s 2
AN o 0,08 -
- . g
S 20 v . ) o 0074
— " w
= . _ L u @
g . _g 0.06
a 15 ; T S 0,05
8 g
g 10+ ; 2 004+
foT o
* Pl 5 000
54 ! e
/) © 0,02
i g
e
0 [ 2 0,01
(=]
T T T T T T T T U 0.00 T T T T T T T M T T T
0 2 4 8 ] 10 12 14 18 2 4 5 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
c) Do d) s
2 e G R CC
§ e G5 4.0 IG5
= 0,25 | é 3.5
o =
2 a0
2 0204 g~
2 =
a 3 25
©0,15 4 e ™ @ 20
© . \- a~
[ 4 T / R %
k] E— - . HO 45
20,104 e =
= K=l
© o 1,0
=} o
o o
£ 0,05 - 0 054
2 - ]
3 0,0
O 000 —_— — S — N ! )
2 4 [ 8 10 12 14 Coraggo Bago Rins Figado
Tempo {dias)

Figura 3. 10 - a) Evolucao do peso corporal dos grupos CG e G5 (média +
desvio padréo); consumo de b) racéo e c) agua em funcao do peso do grupo; e
d) peso dos 6rgaos em funcdo do peso corporal em cada grupo (média +
desvio padrao).

Os parametros bioquimicos do grupo G5 em comparacao com os demais
grupos sao apresentados na figura 3.11. Neste caso, além do grupo controle,
foram utilizados os dados dos grupos G1, G2, G3 e G4 para aumentar a
populacao (n° de amostras) e melhorar o nivel de confianca da andlise. Apesar
do maior nivel de ureia no sangue do grupo 5, o que poderia indicar uma
insuficiéncia renal, a analise estatistica mostrou que ndo existe variagdo
significativa entre este grupo e os demais, tanto para o nivel de ureia (p = 0,5049)

como de ALT (p = 0,9741).
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Figura 3. 11 — Nivel de ALT e ureia sérica do grupo G5 comparado ao grupo
controle (dose = 0) e aos ratos administrados com 300 e 2000 mg/kg de
marcador.

Durante a necropsia dos animais sobreviventes, foram observadas
alteracdes macroscopicas nos pulmdes (figura 3.12). Assim, os mesmos foram
examinados microscopicamente para a observacdo de alteracdes teciduais.
Para tal, os pulmdes foram fixados em parafina, cortados em um micr6tomo em

camadas finas, corados e coletados em laminas para observacdo em

microscopio.
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Figura 3. 12 — Fotografia dos pulmdes do rato R1, R2 e R4 do grupo G5.

A figura 3.13 ilustra a presenca de nédulos linfoides encontrados no tecido
pulmonar de ratos do grupo controle. Embora os linfocitos sejam células do
sistema imunoldgico e estejam normalmente relacionados a processos
inflamatérios,*! sua presenca no grupo controle fez com que fosse considerado
como caracteristica padrao para os ratos analisados. O mesmo padrédo foi
observado para os ratos R2 e R4 do grupo G5. Entretanto, neste ultimo
observou-se também a presenca de corpos estranhos (provavelmente o

marcador) e a formacao inicial de granulomas (figura 3.14).

Um granuloma nada mais é do que um agregado de macréfagos (células
fagocitarias do sistema imunitario) morfologicamente alterados.*?> Quando um

corpo estranho € detectado pelo organismo, um processo imunitario € iniciado



135

para isolar e destruir o agente exdgeno, justificando a presenca de linfocitos,

macréfagos, assim como a formacgéo de nodulos linfoides e granulomas.

i

Figura 3. 13 — Microfotografia do tecido pulmonar de rato pertencente ao grupo
controle mostrando a presenca de alvéolos (1), canais alveolares (2), septo
alveolar (3), bronquiolos (4) e nddulos linfoides (6).
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Figura 3. 14 — Microfotografia do tecido pulmonar de rato R4 do grupo G5
mostrando a presenca de alvéolos (1), canais alveolares (2), septo alveolar (3),
corpo estranho (5) e formacéo inicial de granulomas (8).

Enquanto isso, no tecido pulmonar do rato que apresentou sinais clinicos
graves (rato R1), uma maior quantidade de corpos estranhos e de granulomas
foi observada (figura 3.15). Neste caso, a quantidade de granulomas foi téo
elevada que dificultou as trocas gasosas e provocou uma insuficiéncia
respiratéria no animal. Por sua vez, a baixa concentracdo de oxigénio (hipdxia)
reduziu a temperatura corpérea e provocou uma severa hipotermia,*® justificando
todos os sinais clinicos observados. Este animal foi diagnosticado com

pneumonite granulomatosa.
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)

Figura 3. 15 — Microfotografias do tecido pulmonar de rato administrado com o
marcador (G5 — R1) mostrando a presenca de alvéolos (1), canais alveolares
(2), septo alveolar (3), corpo estranho (5) e granulomas (7).

Durante a experimentacdo com os animais foi observado que, quando o
rato € administrado repetidas vezes por gavagem, 0 mesmo passa a apresentar
um comportamento mais agressivo no momento da administracdo, chegando
inclusive a mastigar a canula e/ou regurgitar o material administrado. Durante
esse processo de regurgitamento é possivel e bastante provavel que parte do
marcador seja aspirado para o pulmé&o. Desta forma, a presenca de uma grande
quantidade de corpos estranhos e granulomas nos pulmdes de metade dos
animais sugere que a toxicidade observada ndo pode ser atribuida ao marcador,
mas sim a aspiracdo do material particulado para o pulméo. Este problema pode
ser evitado alterando a forma de administracdo. Assim, a adi¢cdo da substancia

teste & agua ou a ragdo dos animais pode ser uma alternativa eficiente para se
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avaliar a toxicidade por doses repetidas. Além disso, a dose de 300 mg/kg para
uma pessoa de 70 kg, por exemplo, € o equivalente a 21 gramas de marcador,

o qual é suficiente para marcar aproximadamente 600 munic¢des por dia.
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Com o protocolo 423 da OECD foi possivel determinar a DLso da MOF
[Eu(BTC)] utilizando um numero reduzido de animais (15 animais), em um
processo de apenas 4 etapas. Para avaliagao da toxicidade, diversos parametros
foram avaliados, como comportamento animal, evolu¢cdo do peso, consumo de
agua e racao, parametros bioquimicos relacionados a fungéo renal e hepética,
avaliacdo macroscopica geral dos 6rgéos e peso do coracéo, figado, baco e rins.
Para todos os parametros avaliados, nenhuma alteracdo ou efeito toxico foi
observado, mesmo para uma dosagem tao elevada quanto 2000 mg/kg. Assim,
de acordo com o protocolo, a DLso foi estimada em 5000 mg/kg e a substancia
foi classificada na categoria menos toxica da GHS (categoria 5), conferindo uma
elevada margem de seguranca para a aplicacao dessa rede. Desta forma, a MOF
[Eu(BTC)] mostrou ser uma alternativa ndo toxica e segura para a detecgéo de
residuos de tiro, principalmente quando comparado aos marcadores intrinsecos

das muni¢des convencionais.

No teste de toxicidade por doses repetidas, metade dos animais testados
apresentaram sinais clinicos graves, como hiperventilacdo, piloerecéo,
hipotermia ou até mesmo a morte, além de alteracbes macroscopicas nos
pulmdes. Quando realizado o exame histopatoldgico, verificou-se a presenca de
uma grande quantidade de corpos estranhos e a formacdo de granulomas.
Entretanto, estas alterac6es ndo puderam ser atribuidas ao marcador, mas sim
a aspiracdo do material particulado para o pulm&o dos animais no momento da
administracdo. Desta forma, conclui-se que a gavagem ndo € um procedimento

adequado para administracdes repetidas. Neste caso, sugere-se a introdugao do
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material & racio dos animais. E importante salientar que este é o primeiro estudo
de que temos conhecimento da avaliacdo da toxicidade aguda e subaguda de

uma MOF luminescente.
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CAPITULO IV

Processo de Codificacdo de Municdes através do uso de marcadores co-
dopados
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Quando se trata de crimes envolvendo armas de fogo, determinar a origem
da municdo e estabelecer correlacdes entre os residuos encontrados em
diferentes locais é fundamental para a reconstrucdo da cena do crime,
especialmente quando multiplas armas e municdes estdo envolvidas.! A
possibilidade de associar, por exemplo, os residuos encontrados nas maos de um
suspeito com o0s residuos encontrados na vitima pode ser decisivo para
elucidacdo de um caso. Permitindo, na pior das hipéteses, a exclusdo de
suspeitos. Entretanto, fazer essas associa¢cdes com base na analise do GSR nem
sempre é facil, uma vez que os residuos inorganicos das muni¢des convencionais

apresentam basicamente a mesma composicdo (Sbh, Ba e Pb).1-3

Neste contexto, o uso de diferentes marcadores luminescentes pode ajudar
a rastrear a origem da municdo, seja pelo uso de diferentes ligantes ou de
diferentes lantanideos nestes materiais.*® Uma quantidade muito grande de
codigos pode ser criada através da sintese de marcadores co-dopados com
composicdes quimicas bem definidas, criando uma espécie de codificacdo para
as municodes. Estes cddigos podem ser utilizados, por exemplo, para diferenciar a
origem da municdo (uso civil, policial, militar, esportiva, seguranca, etc.), o
fabricante, calibre ou um lote exclusivo (desenvolvido para um grupo, evento ou
operacao especifica), assim como identificar desvio ou contrabando de municdes.
Entretanto, é importante que a luminescéncia e a estabilidade desses marcadores

ndo sejam reduzidas devido a introducdo dos novos elementos a rede.

A sintese de materiais luminescentes que apresentem elevada eficiéncia

7

guantica nem sempre é uma tarefa facil.° Estes materiais, além de absorver
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radiacdo eficientemente e preferencialmente através do ligante (efeito antena),
devem apresentar baixas taxas de decaimentos néo radiativos. Portanto, canais

supressores de energia devem ser evitados.

Diversos canais supressores podem estar presentes em um material
luminescente, como a presenca de agua na esfera de coordenacdo do ion
lantanideo;%!! a transferéncia de energia entre ions da mesma espécie (auto
supressdo ou quenching por concentracdo)!?'® ou de espécies diferentes
(relaxagdo cruzada);!! transferéncia de energia do metal para o ligante (retro

transferéncia);'%1* a presenca de osciladores no ligante;'* entre outros.

Sabe-se que na rede metal-organica (MOF) [Eu(BTC)], o ion lantanideo
esta ligado a oito atomos de oxigénio do ligante BTC e ndo apresenta moléculas
de agua em sua esfera de coordenacdo. Sabe-se também que o processo de
retrotransferéncia pode ser considerado insignificante, uma vez que o nivel tripleto
do BTC esta localizado muito acima do nivel emissor do Eu®* (assim como de
todos os ions Ln3* utilizados neste trabalho).'® Entretanto, a elevada concentracéo
do ion Ln3* nesta rede pode favorecer o processo de auto-supressdo. Neste caso,
a sintese de marcadores dopados (co-dopados) com pequenas quantidades de
ions lantanideos ndo apenas podera aumentar a possibilidade de codificacdo de
munic¢ao, como também podera reduzir a auto-supressao, produzindo marcadores

mais eficientes.

A MOF [Ln(BTC)] € uma isoestrutura da MOF MIL-78 sintetizada por Serre
et. al.1%, que é originalmente composta pelos ions Y3+ e Eu3*. Nessa rede, o metal
em maior propor¢do é o Y3*, que pertence ao grupo dos terras raras e possui raio
idnico semelhante aos Ln®" (devido a contracdo lantanidica). Além disso, o Y3*

tem propriedades quimicas muito semelhantes aos lantanideos e permite uma
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maior substituicdo na rede com pouca tendéncia a distor¢do estrutural.*”:'8 Por
fim, o itrio possui um custo significativamente inferior aos lantanideos como térbio
e europio, o que representa uma consideravel reducéo no preco final do material.
Por isso, optou-se pela sintese de marcadores luminescentes baseados na rede
[Y1xLnx(BTC)] utilizando o itrio como metal em maior proporcdo, e variando a

concentracéo de ions lantanideos como o Eu, Sm, Tb e Yb.
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Esta etapa do trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um método
de codificacdo de municdo baseado no uso de marcadores luminescentes co-

dopados. Para tal, pretende-se:

e Sintetizar uma série de MOFs dopadas (co-dopadas) [Y1-xLnx(BTC)]
através do método hidrotermal assistido por micro-ondas (devido a
sua rapidez), utilizando proporg¢ées dos ions lantanideos Eu3*, Th3,
Sm3* e Yb3* variando entre 5 e 10% (o que significa a introducgéo
total de até 20% destes ions Ln** nas redes co-dopadas);

e Estudar as propriedades luminescentes das redes co-dopadas,
incluindo processos de transferéncia de energia, auto-supressao e
eficiéncia quantica,

e Avaliar a eficiéncia dessas redes como marcadores luminescentes
para a identificagdo de residuos de tiro;

e Avaliar a capacidade de se identificar a municdo de origem dos
residuos em funcdo da composicdo dos marcadores co-dopados,
utilizando MEV/EDS (processo de codificacao);

e Avaliar se os residuos coletados em diferentes locais podem ser
correlacionados em funcdo de sua composicado (e.g.: residuos
coletados no atirador tem a mesma composicdo dos residuos
coletados em uma determinada arma e em um local de disparo

especifico).
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Um conjunto de 8 MOFs [Y1xLnx(BTC)] (em que Ln = Eu®*, Sm3*, Th3* e/ou
Yb3*, BTC = &cido trimésico e X = 0,05 — 0,2), isoestrutural a MIL-78,%¢ foi
sintetizado utilizando o método hidrotermal assistido por micro-ondas. Para tal, os
oxidos Y203 (Alfa Aesar, 99,99%), Eu203 (Sigma Aldrich, 99,5%), Sm203 (Sigma
Aldrich, 99,9%) e Yb203 (Sigma Aldrich, 99,99%) foram utilizados para preparar
seus respectivos nitratos, seguindo protocolo descrito na literatura.® Enquanto
isso, 0 ThCls:(H20)s (Alfa Aesar, 99,9%) e o ligante BTC (Sigma Aldrich, 95%)

foram utilizados da forma como adquiridos.

Para a sintese, 0,35 mmol de metal (soma de todos os metais) e 0,35 mmol
do ligante foram adicionados a um reator de quartzo de 10 mL contendo 5 mL de
agua deionizada. A reacao foi realizada em um micro-ondas CEM Corporation
(Discover Proteomics®) com poténcia maxima de 100W, 20 minutos, 150 °C e
pressao autogerada. O p6 obtido foi lavado com &gua deionizada e acetona e seco

a 75 °C. As redes foram nomeadas segundo a tabela 4.1.
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Tabela 4. | — Quantidade tedrica dos ions lantanideos nas redes [Y1xLnx(BTC)].

MOF (%) tedrica de Ln3*
M1 5% Eu
M2 10% Eu
M3 5% Eu + 5% Sm
M4 10% Eu + 10% Sm
M5 5% Th
M6 10% Thb
M7 10% Yb + 5% Tb
M8 10% Yb + 5% Tb + 5% Eu

As MOFs foram caracterizadas por:

o Difracdo de raios X (Bruker D8 Advanced) para verificar as fases cristalinas
formadas;

e Espectroscopia de fotoluminescéncia (Espectrofluorimetro Fluorolog
Horiba Jobin Yvon FL3-22) para avaliar as propriedades espectroscopicas
das redes com diferentes lantanideos;

e MEV/EDS (FEI Quanta 200 FEG) para avaliacdo morfologica e
principalmente composicional das redes. Neste caso, o teor médio dos
metais presentes nas MOFs foi obtido através da analise de 5 particulas

em cada amostra.
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Para realizacdo dos testes como marcador luminescente de residuos de
tiro, os 8 marcadores sintetizados foram adicionados individualmente & pélvora
(5% em peso) de muni¢cdes 9 mm NTA, seguindo metodologia descrita no capitulo
Il (item 2.3). Foram preparadas 3 muni¢des para cada marcador. Uma vez obtidas
as muni¢des marcadas, partiu-se para os testes de disparos com armas de fogo.
Diferentes atiradores participaram do ensaio e o piso do stand de tiro foi revestido

com papel pardo (o qual foi substituido apds cada teste para evitar contaminacao).

Todos os disparos foram realizados no stand de tiro fechado do Instituto
Nacional de Criminalistica do Departamento da Policia Federal (INC/DPF —
Brasilia/Brasil). Para cada marcador foi utilizada uma pistola diferente, totalizando
8 pistolas (modelos Glock G17, Glock G26, Jericho, Taurus e Norinco). Apos uma
sequéncia de trés disparos para cada marcador, o local do disparo, as méaos do
atirador e a arma foram observadas sob radiacao ultravioleta (254 nm) para avaliar

a eficiéncia dos marcadores.

Para realizacdo do teste de codificacdo foram utilizados 8 conjuntos de 3
muni¢cdes NTA 9mm, cada uma contendo 5% de marcador (3 muni¢des para cada
marcador). Para que nem o0s atiradores e nem o0 analista soubessem a

composicdo das muni¢cbes, cada conjunto de muni¢cdes recebeu um cédigo
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escolhido por um voluntario e essa informacéao foi mantida em um envelope selado

até o fim dos experimentos.

Em seguida, um atirador foi instruido a entrar sozinho no stand de tiro,
escolher um conjunto de munigdes, indicar seu cédigo em um formulario e efetuar
os disparos. Este formulario também foi mantido em um envelope selado até o fim
dos experimentos. Apos os disparos, foi permitido ao analista entrar no campo de
tiro com uma lampada UV (254 nm) e coletar o LGSR no piso, nas maos do
atirador e na arma utilizando stubs recobertos com fita adesiva condutora de
carbono. Os stubs foram identificados com o nimero do disparo e o local de coleta
(e.g., disparo 1 - atirador, arma ou piso). O mesmo procedimento foi realizado por

8 diferentes atiradores e pelo analista.

Todos os disparos foram realizados no campo de tiro fechado do Instituto
Nacional de Criminalistica do Departamento da Policia Federal (INC/DPF —
Brasilia/Brasil). Antes de cada disparo, o piso do stand de tiro foi revestido com
papel pardo (o qual foi substituido a cada novo teste para evitar contaminacgao).
Para cada disparo foi utilizada uma pistola diferente, totalizando 8 pistolas

(modelos Glock G17, Glock G26, Jericho, Taurus e Norinco).

Os stubs contendo os residuos coletados foram analisados por VSC (Foster
& Freeman® VSC 6000/HS) para a aquisicdo de espectros de emissédo (254 nm)
e por MEV/EDS (FEI Quanta 200 FEG) para analise morfoldgica e composicional.
Para determinagéo do teor de metais, foram analisados, em média, 5 particulas
por stub. A varredura foi realizada de forma manual, em que particulas com
morfologia semelhante a dos marcadores puros foram procuradas e analisadas.
Em funcdo da propor¢cdo metalica obtida por MEV/EDS o analista procurou

identificar o marcador usado. As conclusdes relativas a composi¢cdo do marcador
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foram anotadas pelo analista e guardadas em envelopes selados até o fim do
experimento. Terminada a caracterizacao, todos os 17 envelopes foram abertos
(na presenca de 5 pessoas) para confrontar a escolha do atirador, a conclusao do

analista e o sistema de codificacdo do voluntario.
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Os padrdes de raios X apresentados na figura 4.1 mostram que, utilizando
o método hidrotermal assistido por micro-ondas e diferentes lantanideos, 8
MOFs cristalinas e isoestruturais a MIL-78 foram obtidas. Apesar da presenca
de uma pequena quantidade de impurezas, nao foi observada nenhuma relacao
entre essas impurezas e o tipo ou a quantidade do dopante utilizado. E
importante mencionar que, nestas redes, cada ion metalico é coordenado a oito
atomos de oxigénio de 6 ligantes BTC, ndo apresentando moléculas de agua em
sua esfera de coordenacado, e que os modos de coordenacédo adotados pelo

ligante permitem o crescimento em 3D dessas redes.

Neste caso, sabe-se que a auséncia de moléculas de agua na esfera de
coordenacao dos ions lantanideos favorece as propriedades luminescentes e a
estabilidade térmica das redes, como apresentado no capitulo I. E que estas
duas caracteristicas sdo pré-requisitos para a aplicacdo de qualquer material

como marcador luminescente de GSR.
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Figura 4. 1 — DRX das MOFs [Y1xLnx(BTC)] e padré&o calculado para a MIL-78
utilizando o CIF fornecido por Serre et al.'®

Os espectros de excitacdo e emissao (figura 4.2 e 4.3) e os tempos de
vida das 8 amostras foram obtidos a temperatura ambiente. Para excitacédo
(linhas pontilhadas), as transi¢des °Do-'F2 (618 nm) ou °Ds-’Fs (545 nm) foram
monitoradas para as amostras dopadas/co-dopadas com Eu3* e Tb3,
respectivamente. Em todos os casos, uma banda larga e intensa centrada em
302 nm foi observada, mostrando que assim como na MOF [Eu(BTC)], discutida
no capitulo I, a excitacdo dos ions lantanideos se da preferencialmente via
mecanismo indireto (efeito antena). Também foram observados picos de baixa
intensidade referentes as transicdes f-f dos ions Eu®*, Sm3* e Tb%, os quais
experimentaram um pequeno aumento na intensidade relativa quando a

concentracéo desses ions na rede foi aumentada.

Os espectros de emisséo (linhas solidas) foram obtidos excitando as

amostras em 302 nm. Para aquelas dopadas com Eu®* (figura 4.2.a), as
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transicoes °Do-'Fi (J = 0 - 4) deste fon foram observadas, enguanto que para
amostras co-dopadas com Sm?3* (figura 4.2.b), além das transicées do Eu®*,
foram observadas ainda as transicdes de baixa intensidade *Gss — ®Hs/2 € “Gsye
— ®Hg2 do Sm®*. Em todos os casos, as transicGes do Eu®* foram favorecidas.
Para as amostras dopadas com Tbh3* ou co-dopadas com Th3* e Yb3* (figura
4.3.a), as transicoes °Ds — 'F3 (J = 6 — 2) do Th®* foram observadas. Para a
amostra co-dopada com Th3*, Yb3* e Eu®* (figura 4.3.b), foram observadas tanto
as transicdes do Th3* quanto as do Eu®*, e as transicoes referentes ao Eu®* foram

favorecidas.

As transicdes do Eu®* sdo favorecidas porque o nivel emissor deste ion é
mais baixo do que o do Sm3* e do Th?*, favorecendo transferéncia de energia
para o Eu®* (figura 4.4). Esse fendmeno pode ser melhor observado quando se
excita diretamente os ions Sm3* (403 nm) ou Th3* (336 nm) (figura 4.5). Nesses
casos, as transicdes do Eu3* nos espectros de emissdo aparecem com
intensidade relativa similar ou até mesmo superior aquelas dos ions Sm?* e Th3*,

evidenciando a transferéncia de energia entre os lantanideos.
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Figura 4. 2 — Espectros de excitacéo (linhas pontilhadas) e emissao (linhas
sélidas) das MOFs dopadas com Eu®* (a) e co-dopadas com Eu®* e Sm3* (b).
Espectros de excitacdo obtidos monitorando a emisséo do Eu®* em 618 nm e

espectros de emissao obtidos excitando em 302 nm.
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Figura 4. 3 — Espectros de excitacao (linhas pontilhadas) e emisséao (linhas

solidas) das MOFs dopadas com Th3* ou co-dopadas com Th3* e Yb3* (a) e co-
dopadas com Th3*, Yb®* e Eu®* (b). Espectros de excitacédo obtidos

monitorando a emisséo do Th3" em 543 nm (a) e do Eu®* em 618 nm (b).
Espectros de emissao obtidos excitando em 302 nm.
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Sm3*, Eu®* e Tb®" nas MOFs [Y1xLnx(BTC)].
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Figura 4. 5 — Espectros de emissdo das amostras co-dopadas com 10% de Eu
e 10% de Sm (esquerda) e 10% de Yb, 5% de Tb e 5% de Eu (direita), quando
excitados, respectivamente, os ions Sm3* ou Th3*,
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Em todas as redes, os ions Eu®* e Th® apresentaram tempos de vida
longos (figura 4.6), mesmo quando comparados aos de outras MOFs Ln-BTC
(como as redes [Eu(BTC)(H20)s] (0,23 ms)*® e [Eu(BTC)(H20)] (0,84 ms)*°) ou
até mesmo ao tempo de vida de sua isoestrutura [Eu(BTC)] (0,92 ms)
apresentada no capitulo I. JA o Sm3" apresentou tempo de vida curto,
provavelmente por apresentar nivel emissor ressonante ao nivel °Do do Eu* e

ser rapidamente desativado através da transferéncia de energia Sm3*-Eu®*.

Para todos as redes, foi observada uma leve reducdo no tempo de vida
com o0 aumento da concentra¢cdo dos lantanideos, provavelmente devido a auto-
supressdo. Essa reducdo € mais acentuada quando se compara as amostras
com 5 e 20% de Ln3*. Além disso, o decaimento do estado excitado foi descrito
como monoexponencial, indicando que, em cada amostra, todos os fons Eu3*,

Sm3* ou Th3* encontram-se em sitios com a mesma simetria.
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Figura 4. 6 — Curvas de decaimento dos estados excitados do ions Eu3*, Th3* e
Sm3* nas MOFs [Y1xLnx(BTC)] e os respectivos tempos de vida. Na figura, o
ion em que foi monitorado o decaimento encontra-se entre parénteses.

A razao de assimetria (R), os parametros de intensidade de Judd-Ofelt Q2
e Qa, as taxas de decaimentos radiativos (Arad) € ndo radiativos (Anrad) € a
eficiéncia quantica (n) foram calculados®%1%20 para as redes dopadas com Eu3*
e sao apresentados na tabela 4.11. Infelizmente, os mesmos procedimentos néo
podem ser aplicados para o ion Tb%*, uma vez que esse ndo possui transicao
hipersensitiva e transicdo puramente de dipolo magnético (DM) que possa ser

utilizada como parametro.*°
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Tabela 4. Il - Razao de assimetria (R), parametros de intensidade de Judd-
Ofelt Q2 e Q4, taxas de decaimentos radiativos (Arad) € nao radiativos (Anrad) €
eficiéncia quantica (n) das MOFs [Y1xLnx(BTC)].

< o Arap  AnraD n
Amostra R (10 (10%° (s) 1) (%)
cM?) cM?) 0

MO7* 1,87 3,29 3,73 210 870 19
M1 1,69 2,99 3,34 194 166 54
M?2 1,73 3,06 3,49 199 169 54
M3 1,55 2,73 3,19 183 237 44
M4 1,60 2,83 3,18 186 372 33
M8 1,53 2,71 2,91 179 479 27

* MOF[Eu(BTC)] (amostra M07) apresentada no capitulo | desta tese.

Assim como as MOFs [Eu(BTC)] apresentadas no capitulo I, as redes co-
dopadas apresentaram valores de R, Q2 e Q4 baixos, o que indica um ambiente
ao redor do Eu®* de elevada simetria, pouco polarizavel e um arranjo estrutural
rigido.%10.15.20-23 Entretanto, menores taxas de decaimentos nao-radiativos foram
observadas para menores concentracdes de lantanideos.

Sabe-se que uma elevada concentracdo de ions lantanideos pode
provocar auto-supressao (ou quenching por concentracdo).?13 Esse fendmeno
ocorre quando ions da mesma espécie estao proéximos o suficiente para transferir
energia entre si (e.g., de um Eu®* excitado para um ndo excitado), e costuma
ocorrer quando a distancia entre eles € inferior a 5A.91° No caso da MIL-78, a
distancia mais curta calculada entre os ions Ln3" é de 3,96 A, o que permite a
transferéncia de energia entre os ions. Assim, o quenching por concentracao
explica os altos valores de decaimentos ndo-radiativos observados nas amostras
com teor de Ln3" maior ou igual a 20%. Desta forma, ao se reduzir a
concentracéo do Eu®* de 100 para 5%, além de reduzir o custo da MOF, foi obtida

uma rede com eficiéncia quantica quase 3 vezes superior.
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Uma leve alteragcéo nas cores de emissao foi observada. Neste caso, a
adicdo do Sm3* ou do Th3* a rede com Eu®* fez com que estas apresentassem
uma coloracdo mais alaranjada. Entretanto, todas as redes apresentaram
elevada luminescéncia visual quando expostas a luz UV, tornando-as
promissoras no processo de codificacdo de muni¢cdo. As imagens obtidas por
VSC sob radiagdo UV (254 nm) e o diagrama de cromaticidade das amostras

séo apresentados na figura 4.7.

(0.633, 0,365)

(0.634, 0.364)

(0.626, 0.366) " (0.357,,0.601)

4) 10% Eu, 10% Sm 8) 10% Yb, 5% Tb, 5% Eu

(0.625,0,366) 0.596, 0,604
0 4 e 3 x 4 5 8 T 8 : )

Figura 4. 7 — Imagem sob radiagéo UV (254 nm) e diagrama de cromaticidade
CIE 1931 das MOFs [Y1xLnx(BTC)], obtidas por VSC.

A analise por MEV mostrou a presenca de estruturas na forma de agulha,

presentes tanto de forma isolada como em aglomerados. No geral, as amostras
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apresentaram morfologia bastante similar, independentemente do tipo de

lantanideo utilizado (figura 4.8).
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Figura 4. 8 — Micrografias das MOFs [Y1xLnx(BTC)] com a) 5% Eu, b) 10% Eu,
c) 5% Eu + 5% Sm, d) 10% Eu + 10% Sm, €) 5% Tb, f) 10% Tb, g) 10% Yb +
5% Tb, h) 10% Yb + 5% Tb + 5% Eu.
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A quantidade relativa dos metais presentes nas redes foi determinada por
EDS (tabela 4.111). Neste, foi observado que a proporgéo dos ions Eu, Sm e Tb
foi um pouco inferior aos 5 ou 10% esperados para estas redes (dada a
quantidade de reagentes utilizados durante a sintese), o que pode ser atribuido
a elevada higroscopicidade dos sais utilizados. Assim, para 0 processo de
codificacdo e rastreamento de municOes, devem ser utilizados o0s teores

metélicos dos marcadores puros apresentados na tabela 4.1l

Tabela 4. 11l — Propor¢cdo média + SD dos ions terras-raras presentes nas
MOFs [Y1xLnx(BTC)] obtidas por MEV/EDS.

Amostra Y (%) Eu (%) Sm (%) Tb (%) Yb (%)
M1 96,6 +0,2 34+0,2 - - -
M2 91,7+0,2 8,3%0,2 - - -
M3 930+06 36%+03 34+0,3 - -
M4 846+09 79205 75+05 - -

M5 96,7+ 0,5 - - 3,3+0,5 -
M6 92,4+0,8 - - 7,6 +0,8 -
M7 86,0+ 0,7 - - 36+0,2 10,4+0,6
M8 81,8+25 3,3+0,8 - 39+0,7 11,0+1,2

O bom desempenho da MOF [Eu(BTC)] como marcador de municdes ja
havia sido demonstrado no capitulo Il. Estes resultados apontavam que
desempenhos semelhantes deveriam ser obtidos com as redes co-dopadas [Y1-
xLnNx(BTC)]. Entretanto, comparando as MOF [Eu(BTC)] e [YixLnx(BTC)], a

substituicdo do Eu®* por Y3* como principal metal na rede e a introducdo de
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novos ions lantanideos poderia provocar alteragfes estruturais que afetassem a
estabilidade térmica e a eficiéncia dessas redes na marcacdo de municdes.
Assim, apds caracterizadas, as MOF co-dopadas foram incorporadas em

munigcdes NTA e os testes como marcadores luminescentes foram realizados.

Apoés os disparos com as muni¢cdes marcadas, residuos luminescentes
foram visualizados nas maos dos atiradores, armas e no piso (figura 4.9), para
todos os 8 marcadores utilizados, utilizando apenas uma lampada ultravioleta
(254 nm). Este resultado demonstra que os marcadores co-dopados apresentam
estabilidade térmica tdo elevada quanto a MOF [Eu(BTC)] apresentada no

capitulo II.

Neste caso € importante destacar que os testes com a MOF [Eu(BTC)]
foram realizados utilizando 10% (em relacdo ao peso da pélvora) de marcador,
engquanto que para as redes co-dopadas, apenas 5% de marcador foi utilizado.
Isto acentua a eficiéncia dos marcadores co-dopados na marcacdo de municoes.
Estes resultados sugerem que a maior eficiéncia quantica e as propriedades
espectroscopicas superiores das redes co-dopadas devem favorecer seu

desempenho como marcadores, quando comparadas a MOF [Eu(BTC)].

Ainda assim, performance distintas foram observadas para 0os 8
marcadores co-dopados, ou seja, uma quantidade maior ou menor de residuos
luminescentes foi visualizada nas maos ou na arma apds disparos com
determinados marcadores. Entretanto, este comportamento foi atribuido aos
diferentes modelos de armas utilizadas (posicéo dos orificios de escape de gas,
tamanho do cano da arma, etc.) que faz com que os residuos se dispersem de

formas distintas, ou até mesmo ao processo de crimpagem das municdes.
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A medida que o cano da arma aumenta, por exemplo, a pluma de gas
formada no focinho da arma se distancia do atirador. Com isso, é provavel que
uma menor quantidade de residuos se deposite sobre ele. Adicionalmente, como
as municdes precisam ser abertas para a introdu¢do do marcador, é possivel
que o processo de crimpagem produza fechamentos diferentes para as
municdes, alterando parametros internos como a pressao e consequentemente
a dispersao dos residuos. Nos disparos em que uma menor quantidade de LGSR
foi observada nas maos, por exemplo, uma grande quantidade de residuos foi
observada no interior do cano da arma. Isto sugere que o aparente desempenho
inferior estd mais associado a dispersédo dos residuos do que a uma possivel

supresséo da luminescéncia (perda de eficiéncia como marcador).

Nestes resultados, destaca-se ainda a visualizacdo de duas cores
distintas para os residuos (vermelha e verde). As diferentes cores dos
marcadores podem ser utilizadas para diferenciar, por exemplo, muni¢cdes de
uso civil e policial, 0 que pode ser especialmente importante em casos que
envolve trocas de tiro com a policia. Isto porque a visualizacdo dos residuos
luminescentes em uma cena de crime ou em um suspeito, além de facilitar a
coleta, facilita a reconstrucéo da cena do crime, ajudando a determinar a posicao
do atirador e a trajetoria do projétil, ou até mesmo a origem dos residuos

encontrados em uma vitima.
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Figura 4. 9 — Imagens de residuos luminescentes sob radiacdo UV (254 nm)
nas maos dos atiradores, nas armas e no piso do campo de tiro quando
utilizadas munic6es 9mm marcadas com as MOFs [Y1xLnx(BTC)].

Por fim, como o preco do oxido de itrio é consideravelmente inferior ao de
lantanideos como Th3* e Eu®*, a sintese das MOFs co-dopadas representa uma
reducdo de até 82% no custo da grama do marcador. Com base no preco de
reagentes analiticos (Sigma-Aldrich), por exemplo, 1 g do marcador [Eu(BTC)]

custa 7,65 ddlares, enquanto que 1g do marcador [Yo,9sEu0,05(BTC)] custa 1,36
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dolares. Essa quantidade é suficiente para marcar 31 muni¢cdes (com 10% de
marcador) ou 62 munic¢des (com 5% de marcador). Uma caixa de municéo Sellier
& Bellot® 9mm 124 Grain FMJ contendo 50 unidades é vendida ao consumidor
por aproximadamente 14 délares.?* Com base nestes valores, a tabela 4.1V
apresenta o custo de marcador por muni¢cdo (utilizando 5 ou 10% dos
marcadores [Eu(BTC)] ou [Yo,95Eu0,05(BTC)]) € 0 quanto isso representa no preco
final da municdo. Observa-se, portanto, que os marcadores co-dopados
representam uma alternativa economicamente mais viavel para a marcagao de
muni¢bes. E importante salientar que estes valores sdo baseados no uso de
reagentes com padrdo analitico e em escala laboratorial. Claramente, a
produgdo dos marcadores em escala industrial apresentaria um custo

significativamente reduzido.®

Tabela 4. IV — Custo de marcador por muni¢éo (em $) utilizando 5 ou 10% dos
marcadores [Eu(BTC)] ou [Yo,95Eu0,05(BTC)] e 0 correspondente aumento no
preco da municéo

Marcador 10% de marcador 5% de marcador
[Eu(BTC)] 0,24% (186%) 0,12% (143%)
[Yo,905EU0,05(BTC)] 0,043 (114%) 0,023 (17%)

625 g de Eux03 (99,5%, Sigma Aldrich) = 329 ddlares?®
Preco médio por quilo de Eu203 (99,99%) para compras de barris (de 25 a 50 kg) = 72,50 délares?®
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Apbs os disparos com muni¢cdes em que 0os marcadores utilizados eram
desconhecidos pelos atiradores, e apds a coleta dos residuos (das méos dos
atiradores, da arma e do piso), os stubs de coleta (identificados de acordo com
a sequéncia do disparo e o local da coleta) foram analisados por VSC e por
MEV/EDS, sem que o analista soubesse a qual marcador pertencia cada grupo

de residuos.

Nos espectros de emissao (figura 4.10) obtidos por VSC (254 nm), foram
observadas as principais transicdes dos fons Eu3* (°Do-'F3, em que J=0-3), Th3*
(°Da-"F3, em que J=6-3) e Sm3" (*Gs/2-®Ho2) presentes nos marcadores puros.
Desta forma, apenas com a andlise por VSC, foi possivel classificar os residuos
em 4 diferentes grupos, os que possuiam ) apenas Eu®* (disparos 1 e 3), Il) Eu®*
e Sm3* (disparos 2 e 5), Ill) apenas Th3* (ou Tb®* e Yb3*) (disparos 6, 7 e 8) ou
IV) Eu*, Tb3* e Yb3* (disparo 4). As transi¢cdes do Sm3*, apesar de apresentarem
baixa intensidade, podem ser visualizadas quando os espectros de emissao dos
residuos contendo esse ion sdo sobrepostos aqueles contendo apenas o Eu®*,

como mostra a figura 4.11.

Este resultado € ainda mais interessante porque o VSC ja € um
equipamento utilizado nos institutos de criminalistica da policia federal, tornando
vidvel a sua utilizacdo em casos reais. Além disso, as medidas séo faceis de
serem realizadas, uma vez que o0 equipamento conta com uma camara de alta

resolucao que permite diferentes magnificacdes; possui diferentes comprimentos
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de onda de excitacao ultravioleta; e conta com um micro espectrometro capaz
de fornecer medidas simultaneamente (i.e., a0 mesmo tempo em que as
amostras sdo focalizadas no equipamento). Assim, as particulas sob radiacao
UV podem ser visualizadas através da camara, focalizadas e as medidas
adquiridas em poucos minutos, o que é interessante devido a elevada demanda

de analises de GSR.

Além disso, é uma técnica ndo destrutiva (importante para analise de
amostras forenses) e que ndo necessita de preparacdo de amostra (as medidas
sédo realizadas diretamente nos stubs de microscopia). Apesar da menor
resolucdo dos espectros (quando comparados aos espectros obtidos por
espectrofotometros especificos), residuos com quantidades tdo pequenas de
lantanideos e perfis tdo semelhantes (como os residuos que possuiam apenas
Eu®* ou Eu®* e Sm?3') puderam ser diferenciados em 4 grupos, ajudando a

determinar a origem da municgao.



Intensidade Relativa (a.u.)

Intensidade Relativa (a.u.)

173

DISPARO 1

DISPARO 2

Atirador Atirador
T T T T T T T 1 ! 1 T T T T T T T
560 580 600 620 640 660 560 580 600 620 640 660
A (nm) A (nm)
DISPARO 3 DISPARO 4

Atirador

Atirador

T T T T T T T
560 580 600 620
A (nm)

T 1
640 660

—
480

—
510

540

. 570 ‘
A (nm)

T
600

— T T 1T
630 660



174

DISPARO 5 DISPARO 6

3
O
S
[
=
&
(]
e
Q
=}
(1]
i)
w)
c
(]
2
£
Atirador
T ¥ L] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
560 580 600 620 640 660 480 510 540 570 600 630
A (nm) A (nm)
DISPARO 7 DISPARO 8

Intensidade Relativa (a.u.)

Atirador

T T T ; ; LA B S S L S R —
480 510 540 570 600 630 480 510 540 570 600 630
A (nm) A (nm)

Figura 4. 10 — Espectros de emisséo obtidos por VSC (254 nm) dos residuos
luminescentes coletados em diferentes locais ap0s cada sequéncia de disparo.
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Figura 4. 11 — Sobreposicao dos espectros de emissdo dos residuos contendo
apenas Eu®* (disparo 3) e dos residuos contendo Eu3* e Sm3* (disparo 5),
mostrando que as transicdes do Sm3* podem ser observadas nos residuos,
inclusive nas analises por VSC (254 nm).

Nas analises por MEV/EDS foram analisadas apenas particulas com
morfologia semelhante a dos marcadores puros, e foram adquiridos espectros
apenas daquelas que apresentassem, ao menos, um dos elementos presentes
nos marcadores.” E importante mencionar que nenhum outro elemento do grupo
dos terras raras (além dos utilizados nos marcadores) foi detectado nos residuos,
mostrando como o risco de contaminacdo ambiental ou ocupacional € baixo

guando terras raras sao utilizados como marcadores.

7 Durante a aquisicio do espectro de EDS de uma particula, caso fosse observado a auséncia de terras
raras, a aquisicdo era interrompida, reduzindo o tempo de analise.
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Do total das 112 particulas em que foram adquiridos espectros de EDS, 5
apresentaram em sua composicdo apenas Y ou Yb, 2 apresentaram a
composicdo Y-Yb, e outras 7 particulas foram claramente provenientes de
contaminacao de outros disparos. Estas 14 particulas ndo foram utilizadas pelo
analista para construcdo dos gréficos da figura 4.12, que apresentam o teor

médio dos lantanideos nos residuos e os desvios padrdes.
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Figura 4. 12 — Teor médio dos ions lantanideos presentes nos residuos
coletados em diferentes locais, quando utilizados os marcadores [Y1-
xLnx(BTC)].
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Com base no teor dos lantanideos presentes nos marcadores puros
(apresentados na tabela 4.1l) e no teor dos lantanideos encontrados nos
residuos (figura 4.12), o analista tentou identificar qual marcador estava presente
em cada um dos 24 stubs. Os resultados séo apresentados na tabela 4.V. Como
pode ser observado, apenas 3 stubs ndo puderam ter seus marcadores
identificados (disparo 3: arma e maos; e disparo 8: maos), uma vez que as
particulas analisadas apresentaram em sua composi¢ao apenas Y, Yb ou Y-Yb
(ou foram visivelmente provenientes de contaminacdo de outros disparos).
Assim, a identificagdo do marcador utilizado no disparo 3 foi realizado com base
na andlise apenas dos residuos coletados no piso. A identificacdo do marcador
utilizado no disparo 8 foi realizada com base na analise dos residuos coletados
na arma e no piso. Com isso, 0 analista conseguiu apontar os marcadores

utilizados em cada disparo.

Tabela 4. V — Identificacao realizada pelo analista dos marcadores presentes
em cada stub e identificacdo da origem da municdo com base no conjunto de
resultados de cada disparo.

Stub (local de coleta) Marcador
Disparo Arma Piso Maos identificado
1 M1 M1 M1 M1
2 M3 M3 M3 M3
3 - M2 - M2
4 M8 M8 M8 M8
5 M4 M4 M4 M4
6 M5 M5 M5 M5
7 M7 M7 M7 M7
8 M6 M6 - M6
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Quando confrontados os resultados apresentados pelo analista com os
formularios contendo as escolhas dos atiradores e o sistema de codificagdo do
voluntéario (abertura dos 17 envelopes na presenca de 5 pessoas), observou-se
que o analista identificou corretamente o marcador utilizado em 100% dos

disparos.

E importante destacar que, além de determinar a origem da muni¢&o
(identificacdo do marcador utilizado), com o uso dos marcadores co-dopados o
analista conseguiu estabelecer correlacdes entre os residuos coletados em
diferentes locais através de suas composi¢ces, em 87% dos stubs analisados.
Ou seja, foi possivel determinar qual arma foi utilizada por qual atirador e em
qual local de disparo, 87% das vezes. Este resultado é muito importante no
tocante ao rastreamento de municdes. A possibilidade de se estabelecer uma
conexao entre um atirador, uma arma, e os residuos encontrados em uma vitima,
por exemplo, pode ser fundamental para a elucidacédo de um crime com disparo

de arma de fogo, principalmente os que envolvem o uso de mdltiplas armas.

Por fim, pode-se afirmar que a morfologia caracteristica dos marcadores
puros ajudou a localizar os residuos luminescentes durante a analise por
MEV/EDS. Assim, a andlise de cada stub foi realizada em aproximadamente 20
minutos, o que é um grande avanco na analise de residuos de tiro por MEV/EDS.
A possibilidade de se caracterizar os residuos e rastrear a origem da municao
de forma rapida é extremamente importante quando existe uma elevada
demanda por esse tipo de andlise, como no Brasil. Além disso, a técnica

recomendada pela ASTM para a identificagdo do GSR (MEV/EDS) continua

valida com os residuos luminescentes.
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Neste trabalho, foi proposta a criagdo de codigos quimicos para auxiliar
no processo de rastreamento de municdes, baseado na utilizacdo de MOFs
luminescentes dopadas (ou co-dopadas) com diferentes ions lantanideos.
Assim, as redes [Y1xLnx(BTC)] com os ions Eu3*, Sm3*, Th®" e Yb3* foram
sintetizadas pelo método hidrotérmico assistido por micro-ondas. Essas redes,
além de apresentarem composicdo quimica diferenciada, mostraram também
propriedades luminescentes bastante interessantes. Comparada as redes com
100% de Eu apresentadas no capitulo |, por exemplo, uma eficiéncia quantica
quase trés vezes superior foi obtida quando reduzida a concentracdo de Eu3*
para 5%, devido a reducéo da auto-supressado. Além disso, foi possivel observar
emissées dos diferentes ions (Eu®*, Tb3* e Sm3*), o que resultou em espectros
de emissdo bem distintos que podem ser usados para diferenciar entre grupos

de marcadores.

Apos realizacdo de disparos com municdes contendo estes marcadores,
residuos luminescentes na coloracdo verde ou vermelha foram visualizados em
locais como as méaos dos atiradores, armas e no piso, utilizando apenas uma
lampada ultravioleta. A visualizacdo dos residuos luminescentes mostra que,
mesmo com a introducao de diferentes elementos a rede, as MOFs co-dopadas
continuaram estaveis termicamente. Além disso, a introducdo desses novos
elementos representou uma reducdo no custo do marcador de 24 para 2
centavos de délar por municéo ao se reduzir a proporcéo de Eu®* na rede de 100

para 5%.
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Quando realizado o teste cego para a identificagdo dos marcadores,
essas redes permitiram identificar a qual munigdo pertencia cada grupo de
residuos. Atravées dos espectros de emisséo, os residuos foram classificados em
4 grupos distintos utilizando o VSC, como residuos contendo: 1) Eu®*, 2) Eu®* +
Sms*, 3) Tb% e 4) Yb% + Th® + Eu®'. J4 a andlise por MEV/EDS permitiu
identificar individualmente cada marcador utilizado, obtendo-se 100% de acerto.
Correlacdes entre os locais de coleta também se mostraram possiveis (e.g.,
atirador A utilizou a arma B, que apresentou a mesma origem dos residuos
encontrados no local C) em 89% dos casos. Assim, o0 sistema de codificacdo
proposto apresentou grande eficiéncia, identificando a municdo de origem e
correlacionando os residuos em funcdo da composicdo dos marcadores,
mostrando ser uma ferramenta poderosa para a elucidacdo de crimes

envolvendo armas de fogo.
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CAPITULO V

Uso da Espectroscopia Raman para Caracterizacdo Simultanea dos
Residuos de Tiro Orgéanicos (OGSR) e Luminescentes (LGSR)
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Como j& mencionado anteriormente, quando uma arma de fogo é
disparada, os produtos de detonacdo do primer e da combustdo da pélvora,
assim como particulas metalicas provenientes do cano da arma, do cartucho e
do projétil, formam o que sdo chamados de residuos de tiro (GSR). — 0s quais
podem ser usados para correlacionar uma pessoa a um evento que envolva o
uso de arma de fogo.® Também ja foi mencionado que quando se trata de
munigdes livres de chumbo (NTA — Non-Toxic Ammunition), existe uma caréncia
de metodologia para a caracterizacdo inequivoca de GSR e, portanto, ha uma
grande movimentacdo da comunidade cientifica na tentativa de suprir essa

caréncia.’

Duas principais tendéncias podem ser observadas para a caracterizacao
de GSR oriundo de municdo NTA: a utilizacdo de marcadores e a analise da
fracdo organica dos residuos de tiro (OGSR). Os marcadores luminescentes,
desenvolvidos por nosso grupo ao longo da ultima década, j& foram descritos
com relativo detalhamento ao longo deste trabalho. No que diz respeito a andlise
de OGSR, diversos trabalhos foram publicados nos udltimos anos e todos

correlacionam a composicdo do OGSR com a composi¢do da pdlvora utilizada.®-

16

As polvoras usadas nos armamentos modernos, conhecidas como
polvoras sem fumaca (smokless gunpowder), possuem nitrocelulose (NC) como
componente principal. Entretanto, sua composi¢cdo pode variar bastante de
acordo com a finalidade desejada. Propelentes como nitroglicerina (NG) e

nitroguanidina (NQ), além de estabilizantes (e.g., etil centralite (EC), metil
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centralite (MC) e difenilamina (DPA)), plastificantes, supressores de chama,
entre outros aditivos, podem ser adicionados a NC com a funcéo de alterar as
caracteristicas da polvora. Mas apesar das diferentes classificacdes possiveis,
as polvoras sdao comumente classificadas em funcéo dos propelentes utilizados,
como base simples (composta por NC); base dupla (composta por NC e NG); ou

base tripla (composta por NC, NG e NQ).411.16-18

Em um recente artigo de revisdo, Goudsmith et. al.’® listaram 136
componentes que podem ser associados ao OGSR. Embora a maioria seja nao-
exclusivo de residuos de tiro, a presenca simultanea de alguns deles torna o
residuo bastante consistentes com OGSR.1” Como exemplo, o estabilizante DPA
pode ser utilizado na industria de alimentos e por isso ndo pode ser considerado
como evidéncia de OGSR. Entretanto, durante o processo de estabilizacdo na
muni¢cdo, uma série de nitratos derivados do DPA sdo formados, como 2-
nitroDPA, 4-nitroDPA e 2,4-nitroDPA. Estes, associados ao DPA, podem ser
indicios da presenca de pélvora sem fumaca ou de OGSR.?° Por sua vez, 0 uso
de EC e MC é considerado restrito de munic¢des e sua detec¢cdo em um suspeito

ou objeto, o torna uma evidencia fiavel de OGSR.6:17

Para caracterizacdo do OGSR, diferentes técnicas como cromatografia
liquida (CL) ou gasosa (CG), espectrometria de massa (MS), eletroforese capilar
e andlises eletroquimicas tém sido propostas.®191516 Entretanto, apesar de
resultados positivos, algumas delas requerem procedimentos de preparacao de

amostra morosos, necessitam de padrdes internos ou sao destrutivas.

Mais recentemente, técnicas espectroscopicas vibracionais como
espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e

espectroscopia Raman foram propostas para a identificacdo tanto da pdélvora
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como dos residuos organicos. 41113142122 | gpez-L6épez et. al.* mostraram que o
espectro Raman do OGSR é muito similar ao espectro da polvora original, e pode
ser utilizado para rastrear a origem da municdo em funcdo do tipo de
estabilizante utilizado. Além disso, o efeito de memdria® da arma sobre particulas
macroscopicas de OGSR mostrou ser insignificante quando a espectroscopia
Raman é utilizada, reduzindo o risco de contaminacao por disparos anteriores.??
Estudos semelhantes envolvendo a andlise de OGSR e espectroscopia Raman
também foram realizados por Bueno et. al.'® e Abrego et. al.}4?! utilizando
muni¢cdes NTA ou dispositivos de coleta modificados e também mostraram

resultados promissores.

Quando comparada a outras técnicas, a espectroscopia Raman apresenta
vantagens como a ndo necessidade de preparacdo de amostra (as medidas
podem ser realizadas diretamente nos stubs usados para a coleta do GSR), ser
uma técnica ndo destrutiva (importante para analisar evidéncias forenses) e
fornecer espectros que podem ser comparados com o perfil de uma amostra
conhecida de uma maneira rapida. Adicionalmente, o0 mapeamento da particula

pode ser realizado com o uso de um equipamento Raman de imagem.*?

A espectroscopia Raman se baseia no espalhamento de uma fracdo da
luz que ocorre quando um feixe monocromatico incide em uma amostra,
resultando em um feixe de luz espalhado com comprimento de onda diferente do
feixe incidente.?324 Estes deslocamentos nos comprimentos de onda dependem

das espécies responsaveis pelo espalhamento. Assim como na espectroscopia

8 0 efeito de memdria de uma arma ocorre quando os residuos de um disparo s3o contaminados por
residuos presentes na arma (provenientes de disparos anteriores, com diferentes munigdes). Isto faz com
que o residuo coletado apresente composicdo diferente da municgdo utilizada.
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na regido do infravermelho, o espalhamento Raman envolve alteracbes
vibracionais, entretanto, através de mecanismos distintos.?®> Para que uma
vibrac&o seja ativa no infravermelho, uma variacdo no momento de dipolo da
molécula deve ocorrer durante a vibracdo, enquanto que no Raman, uma
variagdo na polarizabilidade da molécula deve estar associada a esta
vibracdo.?3?* Dessa forma, existem grupos ativos no Raman que néo séo ativos

no infravermelho, e vice-versa, tornando essas técnicas complementares.??

No caso da espectroscopia Raman, uma espécie no estado fundamental
pode absorver energia e passar para um nivel virtual, e em seguida emitir um
féton de energia igual ou inferior ao foton incidente. Quando a energia do féton
emitido € igual, tem-se o que € chamado de espalhamento Rayleigh, que devido
a sua maior probabilidade de ocorréncia, é mais intenso. Quando o féton emitido
tem energia menor do que o féton incidente, temos o que € chamado de
espalhamento Stokes.?®?4 Entretanto, também é possivel que espécies em
estados vibracionais excitados absorvam um féton. Neste caso, a energia do
féton emitido pode ser igual (espalhamento Rayleigh) ou superior ao incidente.
Neste Ultimo caso, temos o espalhamento Anti-Stokes.?32* Como a probabilidade
de se encontrar moléculas em estados vibracionais excitados a temperatura
ambiente € menor, o espalhamento Anti-Stokes € o menos intenso dos trés. Por
esse motivo, 0os equipamentos normalmente sdo desenvolvidos para operar ha

regido do Stokes.?3

Apesar de bem estabelecido o uso da espectroscopia Raman para a
analise de OGSR, assim como do MEV/EDS para a analise do GSR inorganico
de muni¢cBes convencionais, a caracteriza¢do inequivoca dos residuos de tiro,

independente da técnica utilizada, depende primeiramente que uma coleta
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eficiente seja realizada. Entretanto, o tamanho micrométrico (ou mesmo
submicrométrico) dos residuos gerados pode ser um fator limitante para a sua
visualizacéo. E por isso, a coleta muitas vezes é realizada sem que os residuos
sejam localizados. Além disso, quanto mais afastado do local do disparo, mais

dificil € sua deteccao, seja na vitima ou na cena do crime.

N&o existe consenso sobre a distancia maxima que os residuos de tiro
podem viajar, uma vez que uma série de fatores, como tipo de arma, tamanho
do cano, tipo de municdo, carga de propelente, condi¢cdes do local de disparo,
entre outros, podem influenciar em sua disperséo.* Entretanto, a maioria dos
estudos envolvendo a determinacdo de distancia trabalham em um intervalo
entre 0 e 120 cm.>?528 |sto porque, apoOs esta distancia, considera-se que 0s
residuos sdo constituidos apenas de alguns tracos de particulas, tornando
impraticavel estimar a distancia. Por outro lado, um estudo realizado por Weber
et. al.?® mostrou que, quando utilizadas muni¢cbes marcadas, os residuos
luminescentes podem viajar distancias superiores a 9 metros e ainda serem

facilmente detectados.

Como a coleta do LGSR é feita de forma direcionada (é coletado onde se
vé 0 ponto luminescente), caso os marcadores luminescentes interajam com 0s
demais residuos durante o disparo, € possivel que os residuos tradicionais (GSR
e OGSR) sejam detectados de forma mais facil e em distancias que sao
impraticaveis com as metodologias atuais. Para isso, é importante saber, por
exemplo, se os residuos luminescentes se juntam aos demais residuos para
formar particulas com uma Unica composicao, se sado formados agregados, ou

se os residuos formam particulas distintas que podem se dispersar de maneira
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similar ou diferente, e como ocorre essa dispersao. Entretanto, até o0 momento,

a interagdo entre esses residuos ndo havia sido explorada.

Desta forma, este trabalho propde a unificacdo da metodologia ja
estabelecida para a caracterizacdo do OGSR por meio da espectroscopia
Raman, para caracterizar simultaneamente os residuos luminescentes apés
disparos com muni¢des marcadas, e avaliar se ocorre a interagao fisica LGSR-
OGSR. A identificacdo do OGSR e do LGSR através de uma Unica medida pode
trazer informacBes adicionais importantes para a investigacdo de crimes
envolvendo o uso de armas de fogo. Além disso, este trabalho representa a
unificacdo das duas maiores tendéncias para a identificacdo de GSR,

especialmente os provenientes de municdes NTA.
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Este trabalho teve por objetivo avaliar a possibilidade de unificagdo da

metodologia j& utilizada para a identificacdo do OGSR, para identificar

simultaneamente os residuos orgéanicos e luminescentes de disparo de arma de

fogo. Para tal, pretende-se:

Caracterizar os marcadores luminescentes por espectroscopia Raman
utiizando a faixa de espalhamento Stokes (avaliar interferéncia da
fluorescéncia).

Otimizar os parametros operacionais para que o LGSR possa ser
identificado simultaneamente ao OGSR, ap0s disparos com municdes
marcadas.

Avaliar como os residuos interagem e se dispersam.

Avaliar se o0s marcadores podem ser utilizados como sondas
luminescentes para deteccdo do OGSR quando distancias de tiro as quais

sdo inacessiveis com as metodologias atuais.
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As MOFs [Yo,95EuU005(BTC)] e [Yo0,95Tboos(BTC)], preparadas como
descritas no capitulo IV (item 4.3.1), foram analisados por espectroscopia
Raman, utilizado um espectrobmetro Raman (Thermo Scientific) com microscopio
acoplado. Foram utilizados dois comprimentos de onda de excitagéo (532 ou 780
nm) e abertura confocal de 50 um. A lente objetiva do microscopio foi ajustada
para magnificacdo de 10x. A poténcia do laser (em mW) e o tempo de exposicao
(em segundos) para cada amostra foi otimizado para melhorar a razao sinal-
ruido, reduzir a fluorescéncia e evitar a saturacdo do sinal. Os parametros
utilizados s&o apresentados na tabela 5.1. Para cada marcador, foram adquiridos

10 espectros com correcao de fluorescéncia.

Tabela 5. | - Poténcia do laser (mW) e tempo de exposicao (s) utilizados para
cada marcador, com os lasers de 532 e 780 nm.

Marcador Laser 532 nm Laser 780 nm

[Yo,95EU0,05(BTC)] 2mw/05s 8mwW/10s

[Yo0,95Tboos(BTC)] | 10mW /10s 8mW/5s

Uma vez caracterizados por espectroscopia Raman, os marcadores foram
adicionados a pélvora de muni¢Ges convencionais Sellier & Bellot® (5% em peso)
seguindo protocolo descrito no capitulo 1l (item 2.3). Foi preparada uma municao
para cada marcador. Para realizagdo dos disparos, uma faixa de papel preto de

10 metros de comprimento foi disposta sobre o piso do stand de tiro (figura 5.1)
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e um disparo foi realizado com munic¢do contendo o marcador [Yo,95Eu0,05(BTC)].
Apés o disparo, o papel foi analisado com uma lampada ultravioleta (254 nm) e
residuos foram coletados a aproximadamente 10 cm, 30 cm, 1,20m,2me 8 m
de distancia da posicdo do atirador (onde se via 0s pontos luminescentes),
utilizando stubs de microscopia revestidos com fita condutora adesiva de
carbono. Em seguida, o papel foi substituido e o mesmo procedimento foi
realizado com o marcador [Yo,95Tbo,05(BTC)]. Os disparos foram realizados por
dois atiradores diferentes (um para cada marcador), no stand de tiro fechado do
Cuerpo Nacional de Policia (Madri - Espanha), utilizando pistolas Glock G17

(uma pistola para cada marcador).
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Figura 5. 1 — Disposi¢éo do stand de tiro para a realizacao de disparos com
munigdes marcadas.

Os residuos coletados foram analisados por espectroscopia Raman sem
nenhum procedimento de preparacdo de amostra. As medidas foram adquiridas
com correcéao de fluorescéncia, utilizando o laser de 532 nm, abertura confocal
de 50 ym e poténcia variando entre 1 e 10 mW. A lente objetiva do microscopio
foi ajustada para magnificagdo de 50x. Foram adquiridos, ao menos, 10
espectros com diferentes tempos de exposicdo para cada particula, dependendo

do comportamento apresentado (fluorescéncia, saturacdo de sinal, raz&o sinal-
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ruido, assim como fotodegradacdo — que pode ser observado para o OGSR

dependendo dos parametros).
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Sabe-se gque ha espectroscopia Raman, a regido do deslocamento Stokes
é frequentemente utilizada por fornecer linhas mais intensas do que aquelas
obtidas na regido Anti-Stokes (devido a maior probabilidade do espalhamento
Stokes).?® Sabe-se também que a fluorescéncia pode interferir seriamente na
observacdo dos deslocamentos Stokes, e por isso amostras fluorescentes sao
muitas vezes analisadas na regido Anti-Stokes.?® Entretanto, neste trabalho
optou-se por caracterizar os marcadores luminescentes ha mesma regiao que ja
é utilizada para caracterizacdo do OGSR (Stokes).* Além disso, a maioria dos
equipamentos sdo desenvolvidos para operar nesta regiéo,? tornando viavel a

caracterizacdo do LGSR-OGSR em outros laboratorios.

Adicionalmente, optou-se por utilizar o laser de 532 nm para
caracterizacdo dos marcadores uma vez que esse laser ja é utilizado para a
caracterizacdo do OGSR.* Os espectros dos marcadores puros Ssao

apresentados na figura 5.2.

Como é possivel observar, os espectros foram adquiridos na regiao do
deslocamento Stokes sem a interferéncia de fluorescéncia. Para tal, além da
correcdo de fluorescéncia disponivel no software, o ajuste dos parametros
operacionais se mostrou fundamental para aquisicdo de espectros com boa
qualidade. Isto porque diversos efeitos podem ser observados no espectro

Raman com a alteragdo dos parametros operacionais. Para reducdo da
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influéncia da fluorescéncia no espectro Raman, por exemplo, a poténcia do laser
pode ser reduzida ou o tempo de aquisicdo aumentado. Para evitar a saturacao
do sinal, a poténcia do laser e o tempo de aquisicdo devem ser reduzidos. Para
melhorar a razdo sinal-ruido, o niumero e o tempo de aquisicbes pode ser
aumentado. Enquanto que para evitar fotodegradacao,® a poténcia do laser deve

ser reduzida ou utilizada uma menor magnificago.
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Figura 5. 2 — Espectro Raman dos marcadores [Yo,95sEU0,05(BTC)] e
[Yo,95Tho,05(BTC)] quando utilizado o laser de 532 nm como fonte de excitacao.

% N3o foi observada fotodegradacido do marcador ou do LGSR, mas apenas do OGSR dependendo das
condicGes testadas (as quais foram evitadas).
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Como as redes [Yo,95EU0,05(BTC)] e [Yo,905Tho,0s(BTC)] sé&o isoestruturais,
era esperado que o0s dois marcadores apresentassem 0S mMesSMOS
deslocamentos Raman. Entretanto, estes apresentaram linhas em regides
totalmente distintas do espectro. Na espectroscopia Raman, a excitacao
costuma ser realizada por um laser com comprimento de onda distante de
qualguer banda de absor¢éo do analito. Por isso € dito que a excitagcao envolve
um estado virtual de nivel de energia ndo quantizado.?® Entretanto, como pode
ser observado na figura 5.3, o nivel emissor °Do do Eu®* possui energia muito
préximo do laser utilizado. Quando isto acontece, tem-se o fenbmeno conhecido

como espalhamento Raman ressonante (RR).23:30:31
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Figura 5. 3 — Niveis emissores dos ions Th3* e Eu®*, e as transicdes eletrdnicas
deste ultimo ap6s excitacdo com um laser com comprimento de onda de 532
nm.
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Neste caso, uma vez populado um estado eletrénico excitado, a remissao
do foton passa a envolver processos de decaimentos radiativos que apresentam
grande probabilidade de ocorréncia.3! Por isso, o espalhamento RR tem a
caracteristica de intensificar significativamente o sinal e permitir que menores
concentracfes do analito sejam detectadas (e.g., limites de deteccdo de 0,1

mol-L* para o Raman normal e 108 mol'L"! para 0 Raman ressonante).??

Apesar da semelhanca com a fluorescéncia, o espalhamento Raman
ressonante apresenta significativa diferenca, uma vez que o elétron excitado
retorna imediatamente para um nivel vibracional excitado do estado eletrénico
fundamental, enquanto que na fluorescéncia, a emissdo € precedida por
relaxamentos ndo-radiativos, como mostra a figura 5.4.22 Assim, os decaimentos
no espalhamento Raman ressonante ocorrem na ordem de femtossegundos (10
15 s) e geram linhas espectrais bastante estreitas,?33° enquanto que o
decaimento radiativo dos ions Th3* e Eu®* nestes marcadores ocorrem na ordem

de milissegundos (capitulo IV — item 4.4.1).
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Figura 5. 4 — Diagrama de energia para o espalhamento Raman ressonante e
para a fluorescéncia. As setas onduladas representam os relaxamentos néo-
radiativos.??

Para verificar a presenca das transicdes eletronicas do Eu®*, o espectro
Raman deste marcador foi comparado com o espectro de emissao obtido no
espectrofluorimetro (capitulo IV — item 4.4.1). Entretanto, como no espalhamento
Raman o numero de onda é relativo ao comprimento de onda do laser (i.e., 0
comprimento de onda do laser é considerado o zero do espalhamento), o laser
deve ser considerado para calcular o comprimento de onda absoluto referente
ao espalhamento, conforme mostra a equacdo 4.1. Esta foi utilizada para

construcdo do espectro da figura 5.5.

Agps = T—— (Eq. 4.1)
/Tl — Vrel
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Em que,
Al = comprimento de onda do laser;

Vrel = NUMero de onda relativo obtido no Raman.

Espectrofluorimetro

Intensidade Relativa (a.u.)

Raman

1 I I
600 620 640

A(nm)

T T
560 580

Figura 5. 5 — Espectro de emisséo obtido no espectrofluorimetro e espectro
Raman (em comprimento de onda absoluto) do marcador [Yo,95EuU0,05(BTC)].

Como previsto, as transicbes °Do-'F3 caracteristicas do Eu®* sé&o
observadas neste espectro.3?-3* O mesmo fendmeno néo foi observado para o
Tb3* porque seu nivel emissor estd muito acima do comprimento de onda do
laser. Entretanto, para confirmar a hipotese do espalhamento Raman
Ressonante, foram adquiridos espectros Raman dos marcadores puros
utilizando um laser menos energético (780 nm) como fonte de excitacao (figura

5.6). Neste caso, os dois marcadores passaram a apresentar o mesmo perfil
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espectral, confirmando que o perfil diferenciado obtido para o marcador

[Yo,95EU0,0s(BTC)] €, de fato, oriundo de um processo Raman Ressonante.
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Figura 5. 6 — Espectro Raman dos marcadores [Yo,95sEU0,05(BTC)] e
[Yo0,05Tho,05(BTC)] quando utilizado o laser de 780 nm como fonte de excitacao.

E importante destacar que no espalhamento Raman ressonante, as
transicbes envolvidas sdo de natureza vibrdnica, ou seja, envolvem
simultaneamente transicées eletronicas e vibracionais.3® Assim, no espectro do
marcador [Yo,esEuo0,05(BTC)] adquirido com o laser de 532 nm, além das
transicoes eletronicas do Eu®* podem ser observadas linhas de intensidade
muito reduzida referentes as transicdes vibracionais em 1004 e 1474 cm

(marcadas com as setas azuis na figura 5.7).
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Curiosamente, no espectro do marcador [Yo,05Tho,0s(BTC)] adquirido com
o laser de 532 nm, as linhas atribuidas as transi¢ées eletronicas do Eu3* também
estdo presentes com baixa intensidade em 2639, 2469, 1953, 1821 cm
(marcadas com os retangulos azuis na figura 5.7). Sabe-se que os Oxidos de
terras raras possuem tracos de outros elementos do mesmo grupo, uma vez que
a purificacdo do mineral que os origina € bastante complicada. Assim, a
ocorréncia dessas transic¢des eletrénicas sugere a presenca de tracos de eurépio

na amostra com térbio, os quais sdo detectados devido a elevada sensibilidade

do efeito RR.
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Figura 5. 7 — Espectro Raman dos marcadores [Yo,905sEU0,05(BTC)] e
[Yo,05Tho,05(BTC)] quando utilizado o laser de 532 nm como fonte de excitacao.
Na figura, as setas azuis indicam transi¢des vibracionais observadas no
marcador com Eu®*, e os retangulos indicam as transicdes eletronicas do Eu3*
observadas no marcador com Th3*. (Os espectros da figura 5.2 foram repetidos
nesta figura para facilitar a discusséo dos resultados).
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Por fim, outro fato curioso e que também aponta para a elevada
sensibilidade do efeito RR foi observado no espectro Raman do marcador
[Yo,95sEu0,0s(BTC)] adquirido com o laser de 532 nm, da figura 5.5. Nesta figura é
possivel observar que o espectro obtido por Raman apresentou multiplicidade
maior do que o obtido no espectrofluorimetro. Neste caso, chama a atencédo
principalmente a transicéo °Do-"Fo, que devido a degenerescéncia dos niveis de
energia em até 2J+1 subniveis, deveria apresentar multiplicidade méaxima igual
a 135 A presenca de mais de uma banda nesta transicdo normalmente é
associada a presenca de ions Eu®* em sitios com simetrias diferentes.
Entretanto, este resultado é incompativel com os dados obtidos através das
medidas de tempo de vida, que mostrou um decaimento radiativo mono-
exponencial. Assim, é provavel que a elevada sensibilidade do espalhamento
RR tenha permitido a deteccéo de diferentes espécies de Eu®* em concentracées
inferiores as conseguidas com o espectrofluorimetro, o que pode resultar em

diversas aplicacdes com ions lantanideos.

Uma vez caracterizado os marcadores puros, os residuos de tiro
provenientes de municbes marcadas foram analisados por espectroscopia
Raman. Foi utilizado como excitagéo o laser de 532 nm, que é mais adequado
do que o laser de 780 nm para a caracterizacdo do OGSR (melhor relagéo sinal-

ruido).



206

Os espectros Raman das amostras coletadas a diferentes distancias
mostraram ser, basicamente, uma combinacao dos espectros do marcador e do
OGSR (figura 5.8 e 5.9). Na fracéo do espectro que corresponde ao OGSR, além
da NC, que esta presente em toda polvora moderna utilizada em armamento
(p6lvora sem fumaca), observa-se a presenga do composto 2-nitroDPA em 1343
cm, o que significa que o estabilizante utilizado nesta pélvora foi o DPA.# Esta
€ a primeira vez que aspectos téo distintos do GSR séo avaliados em conjunto
e fornecem informacdes desta natureza aos residuos analisados. Atraves de
uma Unica medida, foi possivel classificar os residuos como provenientes de
disparo de arma de fogo, de municbes marcadas com as MOFs

[Yo,95EU0,05(BTC)] € [Yo,95Tho,0s(BTC)], e que utilizavam DPA como estabilizante.
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Figura 5. 8 — Espectros Raman do marcador [Yo,95Euo0,0s(BTC)] puro (linha
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vermelha), do OGSR de munic¢do convencional sem o marcador (linha azul) e
dos residuos coletados a diferentes distancias apos disparos com municdes

marcadas (M = marcador, NC = nitrocelulose, DPA = difenilamina).
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Figura 5. 9 — Espectros Raman do marcador [Yo,05Tbo,05(BTC)] puro (linha
verde), do OGSR de munic&o convencional sem o marcador (linha azul) e dos
residuos coletados a diferentes distancias apos disparos com municoes
marcadas (M = marcador, NC = nitrocelulose, DPA = difenilamina).

Ja a interacdo fisica entre 0 OGSR e o LGSR foi avaliada através da
observacédo dos residuos no microscopio acoplado ao Raman, em conjunto com
a aquisicao de medidas em diferentes pontos de uma mesma particula. Com isto
foram observados aspectos morfolégicos distintos para o OGSR e o LGSR que
facilitaram a sua identificacdo durante as andlises. As particulas do OGSR
normalmente sdo maiores (até varios micrometros), esferoides e apresentam

tons acinzentados (tons esverdeados ou acobreados também sao possiveis).
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Enquanto as particulas do LGSR sdo menores, irregulares e com colora¢cao mais

clara.

Com base nestas informacdes, observou-se que parte dos residuos se
agregaram, formando aglomerados OGSR-LGSR (normalmente uma particula
do OGSR com patrticula(s) menores do LGSR aderidas a sua superficie). Devido
a esta tendéncia a aglomeracao, uma coleta eficiente de OGSR € assegurada
coletando o LGSR. A outra fracdo dos residuos organicos e luminescentes se
manteve isolada, mas parte deles percorreram trajetorias semelhantes e se
depositarem em locais préximos. Neste caso, como a coleta foi realizada onde
se visualizava os pontos luminescentes, € possivel o LGSR tenha aumentado as

chances de coletar o OGSR (atuando como sonda luminescente).

Quando o marcador [Yo,esEuo,05(BTC)] foi utilizado, foram encontrados
tanto aglomerados como particulas isoladas para todas as distancias. Neste
caso, é importante mencionar que a 8 metros, apenas duas pequenas particulas
luminescentes foram visualizadas. Uma identificada como LGSR, e a outra como
um aglomerado OGSR-LGSR. Como mencionado anteriormente, ndo existe
consenso sobre a distdncia maxima que um residuo de tiro (organico ou
inorganico) possa viajar. Entretanto, com base nos trabalhos envolvendo
determinacao da distancia do disparo, ndo era esperado encontrar particulas de
OGSR em uma distancia tdo longa quanto 8 metros. Desta forma, os marcadores
luminescentes podem representar uma grande mudanca no modo como 0S
residuos de disparo sao coletados. Entretanto, como apenas uma particula com
essa caracteristica foi localizada, experimentos adicionais sdo necessarios para

eliminar qualquer risco de contaminacgao.
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Em relagédo ao marcador [Yo,95Tho,0s(BTC)], como suas linhas aparecem
na mesma regido do OGSR, sua identificacdo foi mais dificil. A figura 5.9 mostra
gue o0 LGSR e o OGSR foram detectados no mesmo stub apenas para residuos
coletados a 10 cm e 30 cm do atirador. Para residuos coletados a 1,2 e 2 metros,
embora particulas luminescentes tenham sido visualizadas sobre os stubs
quando irradiados com luz UV e focalizadas no microscopio, apenas o OGSR foi

detectado.

Neste caso, foi levantada a hipétese de que, como o tamanho das
particulas de LGSR observados no microscépio eram consideravelmente
inferiores as de OGSR, e ambos possuem linhas na mesma regido do espectro,
o sinal do OGSR se sobrepds ao do LGSR. O mesmo néo foi observado com o
marcador [Yo,95sEuo,0s(BTC)] devido ao efeito Raman Ressonante, que intensifica
o sinal do eurdpio. De toda forma, o marcador [Yo,95Tho,05(BTC)] notavelmente
ajudou a localizar particulas de OGSR até 2 metros, 0 que ja € superior a
distancia estudada na literatura, que normalmente é de até 1,2 metros. J4 a 8
metros, apenas uma particula luminescente com composicdo do marcador foi

detectada.
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Através da espectroscopia Raman, os marcadores luminescentes
[Yo,95EU0,05(BTC)] e [Yo,95Tboos(BTC)] foram caracterizados na regido do
deslocamento Stokes, sem que a fluorescéncia das amostras interferisse na
deteccdo do sinal. Adicionalmente, foi observado que dependendo do laser
utilizado, o efeito Raman Ressonante é favorecido e faz com que transi¢cdes
vibronicas sejam observadas no espectro Raman. Este efeito foi observado
qguando se utilizou o laser de 532 nm com o marcador [Yo,95Eu0,05(BTC)]. Como
o efeito RR tem a caracteristica de intensificar o sinal e permitir a deteccéo de
quantidades muito reduzidas do analito, e como as linhas referentes as
transicdes eletronicas do Eu®* foram observadas em regides espectrais
diferentes daquelas do OGSR, a analise dos residuos de disparo contendo o

marcador [Yo,95EU0,05(BTC)] se mostrou mais facil.

Com o uso de muni¢Bes marcadas, tanto os residuos luminescentes como
o OGSR foram identificados simultaneamente através da espectroscopia
Raman. Esta foi a primeira vez que informacdes a respeito do marcador utilizado
e do tipo de pélvora presente na municao foram adquiridos através de uma Unica
medida, permitindo ndo s6 a caracterizacdo inequivoca dos residuos como
provenientes de disparo de arma de fogo. Além disso, por se tratar de uma
técnica ndo destrutiva, que ndo necessita do preparo de amostra e que fornece
resultados rapidos e que podem ser facilmente comparados aos de uma amostra
conhecida, a espectroscopia Raman se apresentou como uma ferramenta
poderosa para caracterizar residuos de disparo de municbes marcadas (0 que

pode ser ainda mais importante para muni¢cdes NTA).
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A andlise dos residuos coletados a diferentes distancias mostrou que,
tanto particulas isoladas do OGSR e do LGSR séo encontradas, como estes
residuos formam aglomerados que podem ser facilmente detectados até 2
metros do local do disparo. Entretanto, indicios apontam que estes aglomerados
possam ser encontrados a distancia tdo grandes quanto 8 metros. Com isso,
além de adicionar um novo elemento de seguranca as munic¢des, os marcadores
atuam como sondas luminescentes que ajudam a detectar particulas de OGSR

a distancias que sao impraticaveis com as metodologias atuais.



(1)
(2)

(3)
(4)
(5)

(6)

(7)

(8)

(9)
(10)

(11)

(12)

(13)
(14)

(15)

(16)

(17)

(18)
(19)

(20)

213

Dalby, O.; Butler, D.; Birkett, J. W. J. Forensic Sci. 2010, 55, 924-943.

Garofano, L.; Capra, M.; Ferrari, F.; Bizzaro, G. P.; Tullio, D. Di; Dell’Olio, M.; Ghitti,
A. Forensic Sci. Int. 1999, 103, 1-21.

Romolo, F. S.; Margot, P.; Saverio, F. Forensic Sci. Int. 2001, 119, 195-211.
Lopez-Lépez, M.; Delgado, J. J.; Garcia-Ruiz, C. Anal. Chem. 2012, 84, 3581-3585.

Schwoeble, A. J.; Exline, D. L. Current Methods in Forensic Gunshot Residue
Analysis; CRC Press LLC: Boca Raton, FL, 2000.

Melo, A. J. G. Desenvolvimento de Marcadores Luminescentes para Detecgao de
Residuos de Tiros, Universidade Federal de Pernambuco, 2009.

Martiny, A.; Campos, A. P. C.; Sader, M. S.; Pinto, A. L.; Pinto, M. A. L. Forensic Sci.
Int. 2008, 177, e9—e17.

Burleson, G. L.; Gonzalez, B.; Simons, K.; Yu, J. C. C. J. Chromatogr. A 2009, 1216,
4679-4683.

Sharma, S. P.; Lahiri, S. C. Sci. Justice 2009, 49, 197-204.

MacCrehan, W. a; Reardon, M. R.; Duewer, D. L. J. Forensic Sci. 2002, 47, 260—
266.

Lépez-Lépez, M.; Ferrando, J. L.; Garcia-Ruiz, C. Anal. Chim. Acta 2012, 717, 92—
99.

Lopez-Lépez, M.; de la Ossa, M. A. F.; Garcia-Ruiz, C. Appl. Spectrosc. 2015, 69,
889-893.

Bueno, J.; Sikirzhytski, V.; Lednev, I. K. Anal. Chem. 2012, 84, 4334-4339.

Benito, S.; Abrego, Z.; Sdnchez, A.; Unceta, N.; Goicolea, M. A.; Barrio, R. J.
Forensic Sci. Int. 2015, 246, 79-85.

Vuki, M.; Shiu, K.-K.; Galik, M.; O’Mahony, A. M.; Wang, J. Analyst 2012, 137,
3265.

Morelato, M.; Beavis, A.; Ogle, A.; Doble, P.; Kirkbride, P.; Roux, C. Forensic Sci.
Int. 2012, 217, 101-106.

Zhao, M.; Zhang, S.; Yang, C.; Xu, Y.; Wen, Y.; Sun, L.; Zhang, X. J. Forensic Sci. 2008,
53,807-811.

Meng, H.; Caddy, B. J. Forensic Sci. 1997, 42, 553-570.

Goudsmits, E.; Sharples, G. P.; Birkett, J. W. TrAC Trends Anal. Chem. 2015, 74,
46-57.

Tong, Y.; Wu, Z.; Yang, C.; Yu, J.; Zhang, X.; Yang, S.; Deng, X.; Xu, Y.; Wen, Y.
Analyst 2001, 126, 480-484.



(21)

(22)
(23)

(24)
(25)
(26)
(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

214

Abrego, Z.; Grijalba, N.; Unceta, N.; Maguregui, M.; Sanchez, A.; Fernandez-Isla,
A.; Goicolea, M. A.; Barrio, R. J. Analyst 2014, 139, 6232-6241.

Lépez-Lépez, M.; Delgado, J. J.; Garcia-Ruiz, C. Forensic Sci. Int. 2013, 231, 1-5.

Holler, F. J.; Skoog, D. A.; Crouch, S. R. Principios de Andlise Instrumental; 6° Ed.;
Bookman, 2009.

Bumbrah, G. S.; Sharma, R. M. Egypt. J. Forensic Sci. 2015.
Brozek-Mucha, Z. Forensic Sci. Int. 2009, 183, 33-44.
Gagliano-Candela, R.; Colucci, A. P.; Napoli, S. J. Forensic Sci. 2008, 53, 321-324.

Glattstein, B.; Vinokurov, A.; Levin, N.; Zeichner, A.; B, R. G.; Vinokurov, A.; Levin,
N.; Zeichner, A. J. Forensic Sci. 2000, 45, 801-806.

Cecchetto, G.; Giraudo, C.; Amagliani, A.; Viel, G.; Fais, P.; Cavarzeran, F.; Feltrin,
G.; Davide Ferrara, S.; Montisci, M. Int. J. Legal Med. 2011, 125, 245-251.

Weber, I. T.; Melo, A. J. G.; Lucena, M. A. M.; Consoli, E. F.; Rodrigues, M. O.; de
Sa, G. F.; Maldaner, A. O.; Talhavini, M.; Alves Jr, S. Forensic Sci. Int. 2014, 244,
276-284.

Ando, R. A. Espectroscopia Vibracional, Raman Ressonante e Eletronica de
Nitroderivados em Sistemas Conjugados, Universidade de S3o Paulo: Sao Paulo,
2005.

Rodrigues, A. D. G.; Galzerani, J. C. Rev. Bras. Ensino Fisica 2012, 34, 4309-9.

Rodrigues, M. O. Sintese, Caracterizacdo e Estudos Espectroscépicos de Redes
Hibridas de Coordenacdao Contendo Lantanideos, Universidade Federal de
Sergipe, 2007.

Liu, K.; You, H.; Jia, G.; Zheng, Y.; Song, Y.; Yang, M.; Huang, Y.; Zhang, H. Cryst.
Growth Des. 2009, 9, 3519-3524.

Marques, L. F.; Cantaruti Junior, A. A. B.; Ribeiro, S. J. L.; Scaldini, F. M.; Machado,
F. C. Opt. Mater. (Amst). 2013, 35, 2357-2365.

Binnemans, K. Coord. Chem. Rev. 2015, 295, 1-45.



215

Conclusdes gerais

Neste trabalho, o método e as condi¢des de sintese foram otimizados para
a obtencdo da MOF [Eu(BTC)] com relativa pureza de fase, cristalinidade,
elevada luminescéncia e estabilidade térmica. Neste caso, a sintese hidrotermal
assistida por micro-ondas se mostrou bastante promissora devido ao rapido
tempo de sintese quando comparado aos métodos tradicionais (como o
hidrotermal convencional). Quando adicionada a muni¢cées ambientais, esta rede
apresentou excelente desempenho como marcador luminescente, permitindo a
visualizacdo dos residuos diretamente no local com uma lampada ultravioleta.
Apesar da identificacdo visual jA ser um indicativo da presenca do LGSR,
técnicas espectroscopicas como MEV/EDS e espectroscopia de emisséo
confirmaram a presenca do LGSR nos residuos. Além disso, esta rede foi
classificada na categoria menos téxica do GHS, com uma DLso de 5000 mg/kg
(através da administracdo oral), o que confere uma elevada margem de
seguranca para sua aplicacdo como marcador de GSR. Quando sintetizadas
MOFs co-dopadas [Y1xLnx(BTC)] com os fons Eu®*, Sm3*, Th%* e/ou Yb®*, além
da reducdo de até 86% no custo do marcador (0,02%/municdo para o marcador
[Yo,95EU0,05(BTC)], em condi¢cdes laboratoriais) e melhoria das propriedades
luminescentes, estas redes forneceram codigos quimicos capazes de diferenciar
os residuos e identificar a origem da muni¢cdo em 100% dos casos, permitindo
ainda associac¢des entre o atirador, a arma utilizada e os residuos encontrados
no local do disparo. Este resultado é muito interessante do ponto de vista

forense, principalmente em crimes envolvendo multiplas armas. E até onde
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temos conhecimento, é a primeira vez que € reportado um método de codificacao
tdo eficiente. Além disso, com o0s marcadores [YoesEU005(BTC)] e
[Yo,95Tho,05(BTC)] e 0 uso da espectroscopia Raman, os residuos organicos e
luminescentes foram caracterizados através de em uma Unica medida,
permitindo identificar o tipo de marcador e de pdlvora utilizados, e classificando
inequivocamente os residuos como provenientes de arma de fogo. Estes
marcadores atuaram ainda como sonda luminescente para a detec¢do do OGSR
em distancias superiores as que sao reportadas na literatura. Por fim, as técnicas
espectroscopicas utilizadas neste trabalho j& sao utilizadas para a
caracterizacdo dos residuos de tiro de muni¢des convencionais (MEV/EDS e
Raman), e juntamente com o VSC, estao disponiveis nas principais unidades de
pericia, tornando viavel a utilizacdo dos marcadores luminescentes na

caracterizacao do GSR.
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Perspectivas Futuras

Estudar o “efeito de memodria das armas” sobre o processo de codificagao
e rastreamento da origem da municdo, apds disparos utilizando uma
mesma arma e muni¢des contendo diferentes marcadores. Para tal:

o Analisar por MEV/EDS o perfil quimico dos residuos gerados e a
possivel ocorréncia de contaminagao por disparos anteriores.

o Caso o efeito de memdria seja significativo, avaliar se técnicas
estatisticas avancadas podem diferenciar os residuos, identificar a
origem da municéo, e estabelecer correlagbes entre o atirador, a
arma utilizada e os residuos coletados no local do disparo.

Estudar a interacdo entre o0s residuos inorganicos de municdes
convencionais (Pb-Sb-Ba) e os residuos luminescentes de muni¢cdes co-
dopadas, através da microscopia eletrbnica de varredura acoplada a
microandlise. Avaliando se o LGSR atua como sonda luminescente para
deteccédo do IGSR:

o Em locais ndo convencionais (como diferentes partes do corpo,
vestimentas e pertence do atirador, vitimas simuladas, superficies
gue ndo podem ser analisadas em laboratério, etc.);

o Em distancias superiores aquelas abordadas na literatura (da
mesma forma como foi realizado com a espectroscopia Raman

para o par LGSR-OGSR).



