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Resumo

Este trabalho foi desenvolvido no contexto do projeto do Nucleo de Estudos em Quimica
Forense (NEQUIFOR-CAPES) e propoe trazer diferentes contribui¢des para a area da
quimica forense. Trés problemas foram abordados neste trabalho e estdo apresentados da
seguinte forma: No Capitulo I, os mecanismos de supressdo de sensores luminescentes
para deteccao de nitroaromaticos (NACs) foram avaliados. Foram testados trés sensores
luminescentes da literatura. Todos reportaram a presenga do mecanismo de transferéncia
de elétrons por fotoinducdo (PET). Diferentes experimentos demonstraram que o PET
nao ¢ o principal mecanismo responsavel pela reducao da luminescéncia. Em vez disso,
todos os sistemas apresentaram efeito filtro interno como mecanismo de supressdao. Os
testes também sugerem a inviabilidade desses sistemas para testes de triagem para NAC
nas maos de suspeitos devido a baixa seletividade, levando a falso-positivos. No Capitulo
I1, interferentes em materiais de coleta usados em analises de residuos de explosivos
inorganicos foram avaliados por cromatografia i6nica (CI). Dos 15 materiais de coleta
testados, 13 apresentaram valores significativos de interferentes (i.e. Na*, K*, SO4*, NO5"
, Mg e Ca*"). Os materiais com maiores concentragdes de interferentes identificados
foram hastes de algoddo (swabs), destinados a uso forense. Os resultados mostram a
extrema necessidade de analisar previamente o “branco” dos materiais de coleta. Além
disso, os materiais podem ser lavados para remogao dos interferentes utilizando ao menos
trés ciclos de limpeza. Por fim, o Capitulo III foi dedicado a avaliacdo da eficacia de
armarios ozonizadores na descontaminagdo de trajes de bombeiros. Os resultados
mostraram que a ozoniza¢do em fase gasosa foi capaz de degradar apenas 14% e 36% de
moléculas de pireno e 9-metilantraceno, respectivamente. Esses valores foram
considerados baixos em comparagdo com outras metodologias disponiveis na literatura.
Além disso, os resultados de espectrometria de massas por APCI/MS indicaram que as
moléculas nao foram totalmente degradadas, deixando residuos de maior massa
molecular ainda impregnadas no tecido de trajes. Assim, conclui-se que, nas condigdes
estudadas, os armarios ozonizadores nao sdo indicados para a descontaminacdo de
residuos de incéndio em trajes de bombeiros.

Palavras Chave: quimica forense, sensores luminescentes, interferentes, armarios
ozonizadores.



Abstract

This work was supported by the project of the Nicleo de Estudos em Quimica Forense
(NEQUIFOR-CAPES) and propose different contributions for forensic chemistry. Here,
the research was divided in three chapters with different approaches: In the Chapter I,
the sensing mechanism of three luminescent sensors, already reported in literature, were
evaluated. These sensors were chosen because their authors reported the presence of
photoinduced electron transfer (PET) mechanisms. After the mechanism evaluation, the
results demonstrated that all systems do not present PET as main luminescence
suppression mechanism. Instead, inner filter effect (IFE) was considered mandatory for
luminescence decrease. Additionally, these systems presented false-responses for
common cosmetic interferers and were considered not suitable for screening tests for
explosives. The Chapter II proposed the evaluation of interferers in sampling material
for explosive used in explosive residues analysis for ion chromatography. A wash
procedure for remove of interferers was also investigated. Fifteen different materials were
evaluated and twelve presented significant concentrations of interferers (i.e. Na*, K",
SO04*, NOs~, Mg?" e Ca?"). Unexpectedly, forensic swab materials presented the highest
amounts of interferers followed by commercial cotton materials. The results indicate that
it is extremely necessary the blanc procedure for any sampling material and, even for
forensic materials, it is mandatory a previously analysis. Further, it was show that the
sampling materials can be cleaned just employing a washing procedure with at least three
wash cycles. In Chapter I1I, gas phase ozone chamber was evaluated in decontamination
of firefighter’s suit. The results showed that molecules such as pyrene and 9-
metilanthracene has only 14% and 36% of degradation at 60 min, respectively, which are
lower values when compared with other methods among the literature. Further, APCI/MS
spectrometry confirms that these organic molecules are converted to higher mass
molecules that remains in the fabric of the firefighter’s suit. Thus, our group do not
recommend the use of gas phase ozone chamber for decontamination of firefighter
equipment.

Keywords: forensic chemistry, luminescent sensors, interferers, gas phase ozone
chamber.



Prefacio

A ciéncia forense emprega varias areas da ciéncia para associar pessoas, locais e
objetos envolvidos em atividades criminais. Estd ¢ uma 4rea interdisciplinar que utiliza
todo o conjunto de conhecimentos (e.g. fisica, quimica, biologia, engenharia, etc.), para
analisar vestigios e chegar o mais proximo da verdade. Por isso, hd& uma demandada
constante por tecnologias e métodos que auxiliem os peritos na rotina de investigacao,
para que possam atuar de maneira mais objetiva na resolucao de crimes.

Nesta tese, encontram-se trabalhos de diferentes escopos, utilizando a ciéncia forense
como o principal fio condutor. O trabalho foi divido em trés capitulos: (i) Sensores
Luminescentes para Detec¢do de Compostos Nitroaromdticos: Investigagdo dos
Mecanismos ¢ Avaliagdo em Testes de Triagem na Rotina Forense, (ii) Avaliacdo de
Interferentes em Materiais de Coleta Usados em Anélises de Residuos de Explosdo por
Cromatografia I6nica (CI) e (iii)) Avaliagdo de Armarios de Ozonizacdo na
Descontaminag¢do de Trajes de Bombeiros. Neste prefacio, procura-se esclarecer os
motivos e caminhos responsaveis pelas linhas de pesquisa seguidas.

Os trabalhos desenvolvidos no primeiro capitulo foram resultado de uma colaboragao
com o Laboratério de Terras Raras BSTR, da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Inicialmente, a pesquisa visava o desenvolvimento de um dispositivo contendo
sensores luminescente para deteccdo de compostos nitroaromaticos (NAC, do inglés
nitroaromatic compounds). Os NACs sao comumente encontrados em explosivos e
pretendia-se obter um dispositivo para ser usado em testes de triagem com suspeitos de
terem manuseado explosivos. Esse dispositivo seria baseado em um material previamente
descrito na literatura - um gel luminescente fabricado a partir de ions lantanideos e acido
iminodiacético. Em teoria, os sensores luminescentes reduzem drasticamente a
luminescéncia em contato com NAC, tipicamente associado ao mecanismo de
transferéncia de elétrons por fotoindugcdo (PET). Como descrito na literatura, esse
processo ocorreria de maneira seletiva, fornecendo uma metodologia robusta para triagem
de suspeitos. Nossos primeiros experimentos mostraram que os géis ndo apresentavam a
devida seletividade. Estudos posteriores também indicaram um mecanismo de supressao
diferente no material conhecido como efeito filtro interno (IFE). Logo, os géis
luminescentes foram desqualificados como sensores de triagem. Alguns sensores
luminescentes para NACs ja descritos na literatura foram revisitados para uma avaliagao

criteriosa do mecanismo de redu¢dao de luminescéncia e seletividade. Os resultados



obtidos originaram duas publicacdes: Silva et al.? relacionada ao desenvolvimento e
possiveis aplicacdes dos géis; e Mauricio et al.?, referente aos resultados descritos no
capitulo I desta tese (disponivel no anexo I).

O segundo capitulo foi realizado em colaboragdo com o Instituto Nacional de
Criminalistica (INC) da Policia Federal Brasileira, com a supervisao do perito MSc. Lucio
Paulo L. Logrado. Atualmente no Brasil, os peritos enfrentam uma grande demanda de
analises de residuos de explosdo devido ao elevado numero de ataques a caixas
eletronicos. A identificagdo de explosivos €, portanto, uma tarefa crucial para os trabalhos
de inteligéncia das policias, incluindo a analise do perfil quimico dos explosivos. A
cromatografia ionica (CI) ¢ o principal método empregado pela Policia Federal para
identificar esses residuos inorganicos pds-explosdo. Contudo, a natureza dos explosivos
inorgénicos apresenta alguns problemas para andlises de CI. Por exemplo, ha uma grande
variacao na faixa de concentragao dos analitos analisados (e muitas vezes a concentragao
¢ baixa); além disso, as amostras contém basicamente ions comumente encontrados no
ambiente (e.g. Na*, K*, SO4*, CI', NOs", etc.). Embora a maioria das coletas desses
residuos sejam realizadas com hastes de algodao, a policia federal brasileira ndo possui
um protocolo de coleta especifico e as vezes materiais genéricos, como, por exemplo,
pedagos de algodao sdo usados para coleta em cenas de crime. Se o material de coleta
apresentar uma quantidade ndo nula dos ions de interesse, resultados inconclusivos ou
falso positivos podem ser obtidos. Baseado no contexto descrito, o segundo capitulo tem
por objetivo avaliar a presenca de interferentes em materiais de coleta (de uso comercial
ou forense) usados na identificagdo de explosivos inorganicos por CI. Como resultados
dessa pesquisa, foi publicado um artigo® na Forensic Science International (disponivel
no anexo II).

Por fim, o terceiro capitulo foi realizado em colaboracdo com o grupo de Pesquisa

em Ciéncias Quimicas e Forenses (CINQUIFOR) da Universidad de Alcala na Espanha,
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em um programa de doutorado sanduiche com duracao de nove meses. O trabalho foi
desenvolvido também em colaboracdo com o Cuerpo de Bomberos de Madrid que
atualmente esta preocupado com efeitos deletérios provenientes de residuos de incéndio,
responsaveis por um aumento na incidéncia de cancer nos bombeiros. Residuos da
combustdo de matéria organica, que apresentam propriedades carcinogénicas, sao
comumente encontrados nos trajes/equipamentos dos bombeiros. Atualmente a limpeza
dos trajes ¢ feita em maquinas de lavar e esse procedimento s6 ocorre uma ou duas vezes
por ano para evitar danos nas fibras do tecido. Buscando solugdes para esse problema,
empresas comecaram a comercializar armarios ozonizadores. Em teoria, O3 em fase
gasosa tem a capacidade de oxidar e romper duplas ligagdes de compostos organicos,
degradando os residuos de incéndios presentes nos trajes. Apesar da literatura mostrar
diversos exemplos de compostos degradados com a ozonizagdo, ndo existem estudos
sistemdticos que avaliem a adequacdo desta técnica a descontaminagdo dos trajes de
bombeiros. Nesse contexto, o capitulo trés aborda o uso da ozondlise como possivel
técnica de descontaminacdo dos trajes de bombeiros e mostra os resultados obtidos na

avaliacao desses armarios ozonizadores.
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Capitulo I

SENSORES LUMINESCENTES NA DETECCAO DE
COMPOSTOS NITROAROMATICOS: AVALIACAO
DO EFEITO FILTRO INTERNO



1. INTRODUCAO

Os compostos nitroaromaticos (nitroaromatic compounds ou NACs) sao
considerados fortes poluentes ambientais, pois apresentam altos potenciais mutagénicos
e propriedades carcinogénicas.! Além disso, a presenca do grupo nitro torna os NACs
potenciais explosivos, utilizados principalmente na confec¢do de minas terrestres e
granadas.”* A Figura 1 mostra alguns exemplos de NACs utilizados comercialmente.
Um dos NACs mais estudados ¢ o 2,4,6-trinitrofenol (TNP), também conhecido como
acido picrico (PA). Por apresentar maior energia de explosdao que TNT (2,4,6
trinitrotolueno), o PA ¢€ o principal constituinte de explosivos como o picrato de amonio
e pentolita, usados na fabricacdo de foguetes, granadas, minas terrestres, bombas, entre
outros.’ Adicionalmente, esse material estd presente na sintese de anilina, digestio de
metais, em corantes, fogos de artificio, etc.® A alta solubilidade do PA, e outros NACs,
faz com que tenha alta mobilidade em efluentes, afetando tanto a superficie de biomas
aquaticos como lengdis freaticos subterraneos.” Como o PA apresenta alta toxicidade,
torna-se um sério problema ambiental. Portanto, seja por questdes ambientais, seja por
um viés forense, a deteccdo de NACs ¢ uma questdo que tem atraido a aten¢do de muitos

grupos de pesquisa.

NO
OH CHz i NO3
O3N NO3 O3N NO; OaN NO;
NO3 NO3 NO; NO3
PA TNT Tetril 1.4-DNB
CH3 CH; NO; NO3
OaN NO3 NO;
NOs3
NO;
2.6-DNT 2.4-DNT NB 1.3-DNB

Figura 1. Estruturas quimicas de NACs encontradas comercialmente.



Diversos métodos de detec¢do de NACs sao encontrados na literatura atualmente,
como por exemplo métodos cromatograficos, colorimétricos, sensores eletroquimicos,
espectrometria por mobilidade de ions, espectroscopia Raman, espectrometria de massa,
etc.3!! Entretanto, a maioria desses métodos exigem preparagiio de amostras e tempo de
analise significativo. Em principio, fendmenos que resultem em mudangas nas
intensidades de fluorescéncia, comprimento de onda ou tempo de vida, para um
determinado analito, podem ser utilizadas na detecgdo desse composto em especifico.'?
Por isso, em meados de 2009, foi proposta a deteccio de NACs usando sensores
fluorescentes. Esses materiais ganharam destaque pela potencial aplicagdo na detecgdo de
explosivos nas maos, vestimentas ou pertences de suspeitos, podendo, por exemplo, ser
usados em aeroportos ou eventos publicos. A literatura atribui a essa técnica alta
seletividade, sensibilidade, curto tempo de resposta, baixo custo e facil manuseio de
equipamento.’

Quando o analito entra em contato com o sensor, a detec¢ao pode ser evidenciada por
mudangas nas intensidades de fluorescéncia (Figura 2), deslocamentos do maximo da
banda, ou variagdes no tempo de vida de medidas fluorescentes. Nesses casos, 0
fendomeno de supressdo de luminescéncia ¢ geralmente relacionado com mecanismos de
transferéncia de elétrons por fotoindugao (do inglés, photo-induced electron transfer ou
PET)!3, no qual o fluoréforo transfere um elétron do orbital HOMO para o LUMO do
NAC, resultando na redugdo das intensidades de emissdo, processo também denominado

de quenching.'*
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Figura 2. Desenho esquematico do mecanismo de supressdo da luminescéncia e espectro de emissio
observado (a) antes ¢ (b) depois do aumento de concentragdo do NAC.

A presenca de grupos elétron-deficientes (-NO2) nos NACs permite inferir que esses
compostos sdao susceptiveis a transferéncias de elétrons quando combinados com
moléculas de alta disponibilidade eletronica. Logo, materiais com abundancia de elétrons
como certos cromoforos seriam potenciais sensores na detecgdo de NACs. Baseados
nesses conceitos, muitos sensores luminescentes encontrados na literatura associam a
redu¢do de emissdao a mecanismos de PET devido a potencial transferéncia eletronica do
cromoforo (sensor) para os grupos elétron-deficientes dos NACs. Na Tabela 1, alguns
exemplos de sensores encontrados no estado-da-arte com mecanismos de detec¢do
baseados em supressdo de luminescéncia. Em todos esses trabalhos, o PET ¢é reportado

como o mecanismo principal da redu¢do de luminescéncia.



Tabela 1. Relac@o de sensores encontrados na literatura regidos por mecanismo de PET.

Sensor Luminescente Ano Mecanismf) de Ref.
supressao
[CACI(L)Eu(H.0)(DMA)](NO3)-3DMA 2014 PET 15
[Zn(PAM)(en)] 2015 PET 16
[Zn40(La)2(H20)s]s- DMA-EtOHs-H,0 2011 PET w
[Tb(HL)(H,0)4]-H.0 2014 PET 18
(Me;NHo)6[Inyo(TTCA)12]- 24DMF-15H,0 2014 PET 19
[NH2(CHs)2][Mgs(NDC), 5(HCO,)2(DMF)q.75(H20)0.25] 2014 PET 2
[Eus(MFDA),(NO3)(DMF):] 2013 PET a
Euos[EuNagsL(DMF)(H.0)] 2015 PET 2
[NH2(CHs)2][Cds(Ls)s(DMF)6(HCOO)] 2014 PET 2
[Tb(Le)(OH)]-x(solv.) 2015 PET 2
Zr604(OH)4(Lo)s 2015 PET 2
[M(NDC)(H,0)In (M = Zn ou Cu) 2015 PET %
[Eu(BTB)(H;0)](DMF), 2015 PET 2
[CA(NDC)os(PCA)]-Gy 2013 PET 2
CdS QDs 2014 PET 2
ZnS-Mn? QDs 2008 PET 0
MnD-ZnS QDs 2011 PET 3
(Algs) 2012 PET %2
Benzopireno 2016 PET 3

La=(2,2',2"-(nitrilotris(methylene))tris(1 H-benzo[d]imidazole-2, I-diyl) )tris(methylene))tribenzoic acid; PAM = 4,4'-
methylenebis[3-hydroxy-2-naphthalenecarboxylic acid]; en = I,2-ethanediamine; HL = 1,10-biphenyl-2,3,30,50-
tetracarboxylate; TTCA = triphenylene-2,6,10-tricarboxylate; NDC = 2,6-naphthalenedicarboxylate; MFDA = 9,9-
dimethylfluorene-2,7-dicarboxylate; Lo = 2,4,6tris[1-(3-carboxylphenoxy)ylmethyl]mesitylene; L. = 5-(4-
carboxyphenyl)pyridine-2-carboxalate; La = 2'-amino-[1,1":4"1"terphenyl]-4,4"-dicarboxylate; BTB = 1,3,5-

benzenetrisbenzoate; PCA = 4-pyridinecaboxylic acid; Alqs = 8-hydroxyquinoline aluminum;

Apesar do PET ser extensivamente citado como o mecanismo de supressao, a maioria
dos trabalhos ndo avalia outras possibilidades, como por exemplo, a absor¢ao do proprio
analito. Os NACs possuem altas bandas de absorcao, geralmente em regides proximas da
excitagdo do fluoroforo (entre 250 e 400 nm).®34*> Com isso, o fenomeno de absorgdo
nessa regido também pode resultar em supressdao da luminescéncia, fenomeno conhecido
como efeito filtro interno ou IFE (inner filter effect).**” Como resultado, equivocos na
determinagdo dos mecanismos de quenching podem ocorrer.

Entre sensores luminescentes, os mecanismos de IFE estdo presentes principalmente

na detecgdo de compostos bioldgicos, detec¢io de ions, determinagdo de pH, etc.’®*

Alguns trabalhos encontrados na literatura discutem o IFE na deteccio de NACs .+°%
Rong et al.* utilizam uma matriz de carbono grafitico para a detecgdo seletiva de TNT,
atribuindo o fenomeno de supressio de fluorescéncia ao IFE. Shanmugaraju et al.’!

4



descrevem um sensor luminescente para a identificagdo visual de explosivos nitro
aromaticos. Pesenti et al.>? apresentam um teste do tipo lab on a chip para a anlise de

1.53

explosivos nitroaromaticos. Taudte et al.>> descrevem um detector portatil de explosivos

1‘54

baseado no quenching do pireno. E Zhu et al.”* relatam o uso de quantum dots para a

1'55

deteccao de TNT em agua e em bagagens. Similarmente, Wang et al.”> baseiam-se no

mesmo mecanismo para deteccdo de PA a partir de Carbon Dots funcionalizados com
Ag.

Com base no contexto supracitado, neste capitulo procurou-se avaliar os mecanismos
de supressao da luminescéncia de trés sensores para deteccdo de NACs encontrados na
literatura, bem como o efeito de interferentes no desempenho destes sensores em testes
de triagem (screening tests). A escolha destes sistemas foi baseada na auséncia de dados
reportados pelos autores que pudessem associar a supressdo da luminescéncia aos
mecanismos de PET. Uma vez determinado o mecanismo, buscou-se avaliar a
seletividade desses sensores na presencga de interferentes. Um dos principais interesses
desse trabalho foi estudar a viabilidade desses sensores em aplicagdes forenses de triagem
ou screening, como a detec¢do e residuos de explosivos em roupas € maos de suspeitos.
Nesse cenario, a escolha dos interferentes avaliados baseou-se na aplicacido desejada e,
para isso, foram selecionados alguns produtos comerciais que poderiam facilmente ser
encontrados nas maos de uma pessoa, avaliando a interferéncia no desempenho do sensor

e a potencialidade do uso comercial desses materiais.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar os mecanismos de supressdo em sensores luminescentes previamente
publicados na literatura. Trés sensores descritos na literatura foram escolhidos: Carbon
Dot, [Eua(BDC)3(H20)2]-(H20)2 e [Tb(BTC)]n, publicado pelos autores Niu et al.>®, Xu
et al’’ e Xiao et al.>®, respectivamente. Além disso, propdem-se avaliar esses materiais
como sensores para triagem de suspeitos de manuseio de explosivos. Para isso, a
seletividade desses materiais foi estudada na presenca de diferentes interferentes,

comumente encontrados nas maos da populagao.

2.2. Objetivos Especificos



e Sintetizar e caracterizar os sensores luminescentes escolhidos da literatura:
Carbon Dor*®, [Eux(BDC)3(H20)2]-(H20)%" e [Tb(BTC)In;

e Avaliar e definir o0 mecanismo de supressdo de luminescéncia (PET ou IFE)
dos sensores testados;

e Avaliar a viabilidade desses materiais como sensores de triagem de suspeitos
usando diferentes interferentes comuns (cosméticos, hidratantes, protetores

solares, etc.).

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Mecanismos de Supressao de Luminescéncia

Diferentes mecanismos de supressao da luminescéncia sao encontrados na literatura.
Entre eles, destacam-se a (i) transferéncia de elétron por foto-inducao, PET
(photoinduced electron transfer) e a (ii) transferéncia de energia por ressonancia, RET

(ressonance energy transfer).

3.1.1. Transferéncia de Energia Fotoinduzida (PET)

No mecanismo de PET ocorre uma forte interacao entre o doador (D, que em geral
corresponde ao fluor6foro) e o aceptor (A, que em geral corresponde ao analito) por meio
da transferéncia de um elétron do HOMO de D para o LUMO de A. Em seguida elétron
excitado retorna para o estado fundamental e perde energia por modos nao radiativos,
diminuindo a intensidade da luminescéncia®>°. Esse processo ocorre de duas formas:
quenching dindmico (QD) e quenching estatico (QE). No QD (Figura 3a), o PET ocorre
via colisdes moleculares entre o fluor6foro e o analito. Em casos onde unicamente ocorre
QD, a relagio entre a intensidades (I /]) e a concentracdo de analito [4] deve obedecer a

equagao (1), também chamada de equacdo de Stern-Volmer (SV):



ITO =1+ Kgy[A] Equacio 1
Koy = K47, Equagdo 2

Onde, [, e I sdo as intensidades de emissdo na auséncia e na presen¢a do analito,
respectivamente, /4] ¢ a concentragdo de analito na solucao e Ksy € a constante de Stern-
Volmer. Essa constante por sua vez ¢ igual a constante de taxa de colisao bimolecular
(Kq) multiplicada pelo tempo de vida da emissao do fluordforo na auséncia de analito (7).
Nesse caso, a representacao grafica da equacao de SV origina uma curva linear (curva de
Stern-Volmer)®°, como exemplificado na Figura 3b. Sabendo que a temperatura afeta
diretamente o numero de colisdes moleculares, um aumento na inclinacdo da reta ¢
esperado com o aumento da temperatura. Dessa forma, o coeficiente angular (Ksy)
aumenta, bem como a eficiéncia no processo de quenching. Adicionalmente, colisdes
moleculares afetam diretamente as taxas de decaimento radiativo do fluordforo,

respeitando a relagio®!:

- =— Equacgao 3

Onde, 7 ¢ o tempo de vida na presenca do analito. Como resultado, o grafico de t°/t em

funcao de /4] deve ser andlogo ao grafico de SV (Figura 3c).
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Figura 3. (a) desenho esquematico do mecanismo de quenching dindmico, (b) redugdo de intensidade
(I°/T) vs concentrag@o de analito ([A]) e (c) tempo de vida (t°/1) vs concentragdo de analito ([A]) em casos
aonde ocorre quenching dindmico. (adaptado de Lakowicz et al.*®)

O quenching estético (QE), por outro lado, ocorre pela formacao de complexos que

). De maneira similar ao

resultam em um estado fundamental nao-emissor (Figura 4a
QD, o QE responde a uma equacao linear (Figura 4b),

170 =1+ K,[A] Equagdo 4

Porém, K, ¢ a constante de associacao do complexo. O aumento da temperatura, diferente
do QD, contribui para a degradacdo dos complexos formados, diminuindo a constante de
associagdo e por consequéncia a eficiéncia de supressdo da luminescéncia (Figura 4b).
Diferentemente do QD, casos decorrentes de QE nao apresentam mudangas nos tempos
de vida pois aqueles fluor6foros que ndo foram complexados — e que ainda sdo capazes
de emitir apds a excitagdo — permanecem com suas propriedades luminescentes
inalteradas. Nesse caso, a fluorescéncia da amostra diminui @ medida em que o nimero
de fluoréforos com possibilidade de emissao diminui. Como resultado, o grafico de t°/t
vs [A] é uma reta com coeficiente angular nulo (constante - Figura 4c).%?

Além disso, a formag¢ao de novos complexos por QE ocasiona a mudangas no
espectro de absor¢do da amostra. Dessa forma, a combinacdo linear entre o espectro de

absor¢do do doador e o aceptor devem apresentar resultados diferentes dos
8



experimentais.®*> Como exemplo podemos citar os trabalhos de Wang et al.® e Zheng

et al.®*

, que aplicaram essa metodologia para amostras de MEH-PPV (Poly(2-methoxy, 5-
(29-ethylhexloxy)-p-phenylene-vinylene)) que apresentaram supressao para derivados de
fulerenos Ceo, como exemplifica a Figura 4d. Nesses trabalhos, a soma linear entre os
espectros do sensor (linha) e do analito (ponto-linha) mostra o mesmo perfil que o
espectro do sensor + analito (pontilhado), inferindo que ndo hé a formagao de complexos

e descartando a presencga de QE no mecanismo de supressao.

(a)

— II ..........
I
¥
D [D*A] A
(b) RS
i = Aumento da
3% Jeffipetahita | @ Lascsssmsmesasias
[A] (A
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i (d) ----- Analito (10 M)

== Sensor + Analito

~
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e

~
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Figura 4. (a) Mecanismo de quenching estatico, (b) dependéncia da intensidade (I°/I) e (c) tempo de vida
(t°/t) em fungdo da concentrag@o de analito ([A]); e (d) exemplo de uso dos espectros de absor¢ao na
determinagéo de quenching estatico (adaptado de Lakowicz ef al.* e Wang et al.%?).

Em alguns casos, o grafico de SV pode ndo apresentar linearidade. Esse fenomeno ¢
geralmente associado a coexisténcia de ambos QD e QE. A supressao da luminescéncia

obedece a equacio (5)%°%:



2 = (1+ Kq[AD( + Ksy[A]) Equagdo 5

Como resultado, o grafico da equacao apresenta um ajuste quadratico, como mostrado na
Figura 5a. Entretanto, visto que o tempo de vida ndo ¢ afetado em casos de puro QE, o
grafico de %7 vs [A4] apresenta um comportamento linear (reta na Figura 5a), devido
apenas a componente de QD. Em casos extremos, a presenga simultanea de QD e QE

pode ser fitada a partir da equacdo (6)°¢:

2= (1+ Kg[a])e"l4) Equagdo 6

Onde V' ¢ o volume de moléculas ativas proximos ao fluoroforo. Isso ocorre porque em

determinados conjuntos doador/aceptor alguns sitios ativos do fluoréforo estariam mais
o S : (o 60,67

acessiveis que outros, como no caso do triptdfano titulado em proteina. Para esses

casos, um grafico exponencial pode ser observado, como mostra a Figura Sb.
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Figura 5. Efeito da coexisténcia de quenching estatico e dindmico em casos que respondem
quadraticamente (a) ou exponencialmente (b). (adaptado de Lakowicz et al.%%)
Consequentemente, para determinar os mecanismos de supressao envolvidos em uma
amostra, as contribui¢des de QD e QE podem ser mensuradas principalmente por medidas
de fluorescéncia resolvidas no tempo, espectros de absor¢ao do sensor + analito e medidas

em funcio da temperatura.’’¢*

3.1.2. Transferéncia de Energia Ressonante RET

No caso dos mecanismos regidos por RET, uma transferéncia apenas de energia €
observada do estado excitado do doador (D) para o aceptor (A). Nesse caso, ndo ha a

transferéncia de elétrons de um doador para o aceptor. Como esquematizado na Figura
10



6, o processo inicia com o doador D possuindo um eléctron excitado no LUMO.
Posteriormente, o RET ocorre quando o elétron excitado de D retorna para o estado
fundamental e, simultaneamente, transfere energia para o elétron do aceptor A. O aceptor
pode ser fluorescente ou ndo, mas em ambos os casos a intensidade de emissdo do
fluoroforo D é reduzida, pois a populagio do estado emissor ¢é reduzida.'*® Para que o
RET ocorra, a distancia entre D e A ¢ inversamente proporcional a sexta poténcia da
eficiéncia de transferéncia de energia, devendo respeitar a seguinte relagio®:

6
kr = - (&) Equagio 7

Tp \T

Onde kr ¢ a taxa de transferéncia de energia; 7, € o tempo de vida de D na auséncia de A;
r € a distancia entre os centros D ¢ A; e Ry € a distancia de Foster, que corresponde a
distancia em nm entre cada espécie. A transferéncia de energia ¢ primariamente
dependente da sobreposicao entre o espectro de emissdao do doador D e o espectro de
absor¢ao do aceptor.

Na literatura também ¢ possivel encontrar diferente trabalhos que utilizam os
mecanismos de RET para a detecgdo de NACs.%"7* Nesses trabalhos, a determinagio do
mecanismo RET ocorre principalmente quando a emissdo do sensor (doador) estd
posicionada em uma regido de menor comprimento de onda (< energia) que a banda de

absorc¢ao do NAC (aceptor).

T \‘/_ __1_

——

|
] J

D A D A

Figura 6. Mecanismo de supressdo por transferéncia de energia por ressonancia.

3.1.3. Efeito Filtro Interno (IFE)

O efeito filtro interno também ¢ um processo de redugdo na intensidade da
luminescéncia que pode ocorrer na presenga de um analito. Entretanto ¢ de suma
importancia destacar que o IFE ndo ¢ um processo de supressdo de luminescéncia ou

quenching em fun¢do da interacdo fluordforo-analito, propriamente dita. Quando uma

11



solucao contém um analito o qual absorve luz na regido de excitacao do fluoréforo F, esse
composto age como um filtro e impede sua excitacdo de F — que consequentemente passa
a ndo emitir. Diferentemente dos mecanismos de quenching, esse processo ocorre

independentemente de qualquer interacao entre o fluoroforo e o analito (Figura 7).

Sem Efeito Filtro Com Efeito Filtro

Exc

Absorgao

Figura 7. Esquema de representagdo do efeito filtro interno.

Como discutido anteriormente, as contribuigdes de QD e QE podem ser determinadas
graficamente nas curvas de 1°// ou 7%z vs [A], mas os valores de IFE nio. Parker et al.”
foram os primeiros a estudar os fendmenos de IFE e apresentaram uma equagdo para

corre¢do das intensidades de emissao em fungdo do IFE.

Iy =1 X7 Equagdo 8
_ 23dAey ga 2.3 5 Ao ~
= T o-ddex em o105 Aem Equagao 9

Onde 7 € o fator de correcdo, I.o- ¢ a intensidade de emissao corrigida; d sdo as dimensoes
da cubeta, g e s estdo associados a espessura dos feixes de excitagdo e emissao (Figura
8); € Aex € Aem sd0 as absorbancias no maximo da curva de excitacdo e emissdo,
respectivamente. Essa equacdo descreve a correcdo do IFE tanto na regido de excitag@o
como de emissdo. Entretanto, quando a absor¢do do analito na regido de emissdo ¢é
)60

desprezivel (absorbancia menor que 0,05)*” considera-se apenas o IFE proveniente do

fendmeno de excitacdo, representada pela equagao:

_ 23dAgy «
N = o-dhex Equagdo 10
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Figura 8. Desenho esquematico das dimensdes da cubeta e dos feixes de emissdo e excitagdo utilizadas
na equagdo de Parker et al.”

3.2. Sensores Luminescentes para a detecciao de NACs

Diversos trabalhos na literatura propdem o uso de sensores luminescentes para
determinar a presenca de explosivos (NACs) como uma estratégia para auxiliar no
combate a agdes terroristas.>?>2028:365875 Em especial, os trabalhos abordam a
possibilidade de detec¢ao de residuos de explosivos em suspeitos (maos, roupas, objetos
de pertence, etc.). Este tipo de abordagem ¢ de grande valor para o cenario forense, pois
aumenta as possibilidade de testes de triagem (screening) de suspeitos de terrorismo ou
agdes criminosas.’'* Os testes de triagem devem ser faceis, simples, rapidos, portateis,
confiaveis e sem necessidade de preparo de amostra, para que possam ser empregados em
situacdes como por exemplo aeroportos, eventos com grande circulagdo de pessoas ou
abordagem policial em blitz.

Na literatura, sensores luminescentes para a deteccio de NACs utilizam
majoritariamente sistemas baseados em MOFs (Metal-Organic Frameworks). As MOFs
sdo formadas a partir de ligantes organicos e metais que exibem estruturas poliméricas
2D ou 3D.’%77 Entre as caracteristicas que favorecem o uso de MOFs como sensores é
possivel destacar a alta porosidade e estabilidade quimica. MOFs luminescentes
(LMOFs) oferecem grandes vantagens no campo dos sensores luminescentes devido a
presenca de anéis aromaticos contendo ligagdes conjugadas que favorecem a absorgdo de

energia. Como consequéncia, esses materiais apresentam maiores tempos de vida e

13



rendimentos quanticos. Quando as LMOFs contém ions lantanideos tem-se ainda pureza
de cores e emissdo modulavel.”®
Lan et al.”’

2009. Nesse trabalho, a MOF [Zna(bpdc)2(bpee)] (bpde = 4,4-bifenildicarboxilato; bpee

reportaram pela primeira vez o uso de LMOFs na detec¢do de NACs em

= 1,2-bipiridileteno) foi empregada como sensor luminescente na deteccdo de DNT e
DMNB. Nesse trabalho, a supressdo de luminescéncia foi associada a um possivel
quenching por oxirredu¢do. Entretanto, os autores reportaram a necessidade de uma
melhor investigagdo dos processos envolvidos na supressao nao obtendo conclusdes
acerca dos reais mecanismos envolvidos.

1.>7 reportaram, pela primeira vez, o uso de uma MOF contendo ion

Xu et a
lantanideos, [Euz(BDC)3(H20)2]-(H20)2 (BDC = benzeno-1,4-dicarboxilato), para a
detec¢do de DNT (dinitrotolueno) e DMNB (2,3-dimetil-2,3-dinitrobutano) (Figura 9a).
Os autores relataram que o sensor apresentou redugdo de intensidade acima de 50% apos
a adicao de 150 ppm de TNT (2,4,6-trinitrotolueno) ou DNB (2,4-dinitrobutano). Os
autores compararam a supressao da luminescéncia da MOF na presenca de diversos
analitos (fenol, bromofenol, nitrobenzeno, xileno, tolueno, etc.) para avaliar a seletividade
do sensor frente a outros compostos e concluiram que o sistema era seletivo para TNT e
DNB. Mesmo na auséncia de curvas de SV, o mecanismo de supressao foi associado ao
quenching por PET.

De maneira andloga, Gurtovyi et al.®® reportaram recentemente o uso da MOF
{[Zn(L)(DPDC)]}n (DPDC = 4.4-bifenildicarboxilato) para a deteccdo de NACs e
associaram a supressao ao mecanismo do tipo PET, também sem avaliar as curvas de SV.

Os NACs sdo compostos eletro-deficientes>>8!

e portanto tem a possibilidade de receber
elétrons do sensor (MOF), que agiria como doador. Por esta razdo, ¢ esperado por muitos
autores que os mecanismos de PET sejam dominantes nos sensores luminescentes para
detec¢ao de NACs.

O segundo tipo de material mais estudado para sensores luminescentes de NACs sao
os quantum dots.>>%178° Nesses casos ha uma predominancia de mecanismos de quenching
e FRET. Alguns quantum dots sdo baseados em metais como cddmio, o que ¢ uma
desvantagem considerando a toxicidade dos metais pesados. Outros sdo baseados em

carbono (Carbon Dots, CDs), os quais apresentam maior biocompatibilidade e tém

atraido a atengdo como possiveis sensores luminescentes para detecgao de NACs.
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Campos et al3%2 utilizaram CDs funcionalizados com PAMAN-NH,
(poli(amidoamina)), para a deteccdo de clorodinitroanilina. Os autores determinaram o
mecanismo de supressdo como sendo do tipo PET. Devido a auséncia de alteracdes nos
tempos de vida, os autores associaram a redu¢ao de luminescéncia a existéncia de QE,
com K, = 2,3 10° M"! (Figura 9b). Entretanto, novos testes seriam necessarios para tal

afirmacdo, uma vez que o IFE ndo modifica os tempos de vida, analogamente ao QE.
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Figura 9. Redugio de intensidades luminescéncia da MOF estudada por Xu et al.’” ap6s a adigdo de
diferentes NACs e (b) redugdo das emissdes da CDs estudados por Campos et al.® na presenca de
clorodinitroanilina (a inser¢ao se refere ao grafico linear de Stern-Volmer).

A seletividade dos sensores luminescentes ¢ um ponto bastante importante nas
pesquisas. Joarder et al.”> estudaram a MOF [Zns(ad)s(BPDC)sO-2Me>NH,] (BPDC =
difenildicarboxilato; ad = adenina) como sensor de PA. Os autores associaram as
interagdes de hidrogénio entre grupos fenolicos e aminas livres da MOF como principal
responsavel pela supressdo na luminescéncia (Figura 10a). Cristais de PA e adenina
foram obtidos e analisados e como resultado, as duas moléculas foram encontradas
ligadas por interagdes de H. Os autores entdo usaram a existéncia destas ligacdes de H
para justificar a existéncia de PET no sistema.

1.3¢ estudaram o sistema CDs funcionalizados com aminas

Analogamente, Niu ef a
visando obter um sensor seletivo para PA. Os autores observaram maiores supressoes de
intensidade de emissdo na presenca de PA quando comparado com outros sete analitos
(DNTY, TNT, fenol, etanol, acetona, tolueno, benzoato). Dessa forma, os autores

concluiram que o sistema era seletivo a PA em virtude de interagdes de hidrogénio entre

d 2 4-dinitrotoluene

15



as aminas na superficie do CD e os grupos fenolicos do PA (Figura 10b). Nagarkar et
al.® também estudaram a MOF ZrsO4(OH)4(L)s como sensor de PA e concluiram que o

sistema era seletivo a PA devido a interagdes semelhantes (Figura 10c).

@ ¢

Adenina ©

Fluorescente Nio Fluorescente

Figura 10. Exemplos de tipos de interagdo entre sensor e analito propostos por (a) Joarder et al.”®, (b) Niu
et al.*® e (c) Nagarkar et al.?, os quais seriam, segundo os autores, responséveis pela seletividade dos
sensores luminescentes para o PA.

O IFE também ¢ um mecanismo de supressao recorrente entre sensores na literatura.
Recentemente, Yan et al.’” observaram a reducdo da luminescéncia de QDs fluorescentes

1.3% atribuiram

na presenca de tripsina - pesticida comercial. Em outro exemplo, Zheng ef a
ao IFE reducdo de emissdo de CDs na presenga de Cr(VI). Nesse caso, o objetivo do
trabalho era detectar este metal em amostras ambientais, entretanto, a possibilidade de
contaminagdes por interferentes € um risco considerado pelo autor. Devido a
possibilidade de contaminagdo com outros metais, os autores apresentam uma tabela de
tolerancia definindo razdo molar de metal/interferente que o método suporta para manter
os resultados confiaveis. Este tipo de cuidado € necessario para garantir a viabilidade
comercial do sensor.

No campo dos sensores de NACs, recentemente Tanwar et al.*’

de PA utilizando o polimero fluorescente PFAM (poli([4,4-(((2-fenil-9H-fluoreno-9,9-

propdem a detec¢ao

diil))bis(hexano-6,1-diil)bis(oxy))-dianilina)]) e identificam o IFE como principal

mecanismo. Os autores reportam que a deteccdo de PA ¢ seletiva, embora o trabalho
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apenas teste diferentes tipos de NAC (PA, DNB, TNT, NB¢, NMf, RDX, entre outros
explosivos). Visto que interferentes sdo uma fonte de falso-positivos, seriam de grande
interesse testar outros compostos encontrados no alvo de detec¢do. Esse padrio de
comparacdo entre NACs para determinar a seletividade de sensores luminescentes ¢

constantemente encontrado na literatura.*>-9-88-90

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para os testes propostos, trés sensores luminescentes foram sintetizados e
caracterizados de acordo com trabalhos na literatura: (1S) Carbon Dot*S, (2S)
[Euz(BDC)3(H20).]:(H20)2 (BDC = 1,4-benzenodicarboxilato)’’ e (3S) [Tb(BTC)Jn
(BTC = 1,3,5-benzenotricarboxilato)’®. E importante destacar que todos os sensores
escolhidos para os ensaios tiveram os mecanismos de supressdo luminescente associados

com PET na literatura.

4.1. Sintese do Sensor 1S

1% Nesse

O sensor 1S foi sintetizado seguindo a metodologia proposta por Niu et a
caso, uma solugio contendo 300 mg de 4cido citrico (VETEC®, >99,9% de pureza) e 300
mg de ureia (VETEC®, >99,9%) foram adicionados a um reator de vidro contendo 10 mL
de H>O destilada. Posteriormente, a solucdo foi submetida a radiacdo de micro-ondas e

aquecidas por 15 min, 150 W a 160 °C (micro-ondas Anton-Paar®, Monowave 300).

4.2. Sintese do Sensor 2S

O EuCl3-6H20 e H,BDC (H2BDC = 4cido benzeno-1,4-dicarboxilico) foram obtidos
através da Aldrich® >99,9%. Para obtencio do sal (Na2BDC), a uma solugio aquosa
contendo H>BDC foi adicionada solugdo de NaOH (0,1 mol/L) at¢ pH=7, e

posteriormente filtrada sob vacuo para remog¢ao de impurezas. Em seguida, uma aliquota

e .
nitrobenzene

fnitromethane
& 1,3,5-trinitroperhydro-1,3,5-triazine
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de etanol foi adicionada ao filtrado provocando a precipitagdo do sal. Apos sucessivas
filtragens com etanol, o precipitado foi separado e secado a temperatura ambiente sob
vacuo. O produto formado foi um so6lido de coloracdo branca.

Seguindo a metodologia proposta por Xu et al.’’, o sensor 2S foi preparado pelo
sistema de microemulsao CTAB/heptano/1-hexanol/agua (CTAB = brometo de
cetrimdnio). Primeiramente, 911 mg de CTAB (VETEC®, >99,9%)), 38,31 g de 1-hexanol
€ 296,36 g de heptano foram adicionados a um béquer (100 mL) e agitados por 30 min,
fornecendo um sistema de microemulsdao. Uma segunda mistura foi obtida adicionando
EuCl3-6H>0 (0,225 mL; 0,1 mol/L) e NaxBDC (0,225 mL; 0,1 mol/L) a microemulsao.
Apoés a mistura ser agitada vigorosamente por 2 h, a solugdo foi centrifugada a 6000 rpm
por 20 min até obter um precipitado branco. O so6lido obtido foi secado sob vacuo a

temperatura ambiente e lavado diversas vezes com etanol.

4.3. Sintese do Sensor 3S

O sensor 3S foi sintetizado pela rota de ultrassom combinada com difusdo proposta
por Xiao et al.8. Uma mistura de 126 mg de Tb(NO)3-6H,0 (Aldrich®, >99,9%), 20 mg
de H3BTC (Aldrich®, >99.9%), 4,0 mL de etanol, 4,0 mL de N,N-dimetilformamida e 3,2
mL de H,O destilada foram adicionadas a um béquer de 50 mL e agitados por 4 h.
Posteriormente, um pequeno frasco de 10 mL contendo uma mistura 200 pL de
trietilamina (AnalaR®, >99,5%) e 300 uL de H,O foi colocado dentro do béquer e selado
com varios pedagos de parafilme. Apos centrifugagao (3000 rpm), um precipitado branco
foi obtido. Em seguida, o solido foi lavado com etanol e secado sob vacuo por 24 h em

temperatura ambiente.

4.4. Caracterizacao dos Sensores

Medidas de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foram obtidas em um espectrometro VARIAN-640 IR operado no modo ATR (attenuated
total reflectance), com regido de alcance entre 400 e 4000 cm™' e resolugiio de espectral
de 4 cm!. Medidas de espectroscopia de absor¢io UV-VIS foram obtidas em um
espectrometro Varian UV-VIS-NIR Carry 5000, enquanto os espectros de fluorescéncia

de emissdo e excitagdo foram obtidos em um espectrofotdmetro Horiba Jobin Yvon

18



FluoroLog FL3-22 com lampada continua de Xenonio 450 W, utilizando um detector
Syncerity CCD UV/VIS spec. Curvas de tempo de vida para o sensor 1S foram obtidos
no mesmo equipamento de fluorescéncia operando em modo TCSPC (time-correlated
single photon counting) usando um NanoLED-340 (pulsado em 339 nm) como fonte de
excitacdo. Difratometria de raios X (DRX) foi empregada utilizando um difratometro
Bruker D8 Advanced com Davinci design com anodo de cobre (Akat = 1,5406 A, Ak =
1,5444 A, T/l = 0,5)). As analises por DRX de p6 foram realizadas a temperatura
ambiente. As intensidades foram coletadas em intervalo de 26 entre 5 e 50° com

incremento de 0,01°/min.

4.5. Medidas de fluorescéncia dos sensores na presenca dos NACs

Trés NACs foram selecionados para os testes, 1,3,5-trinitrofenol (acido picrico - PA),
4-nitroanilina (NA) e 1,3,5-trinitrotolueno (TNT). Todos os NACs usados foram
disponibilizados pelo Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal.
Diferentemente do PA e TNT, o NA ndo estd presente em nenhum dos testes de
seletividade realizados previamente para os sensores 1S, 2S e 3S nos trabalhos
encontrados na literatura.”®>® Além disso, NA possui um espectro de absor¢io andlogo

ao PA, apesar de ndo apresentar grupo fendlico em sua estrutura (Figura 11).

O§N+,O

NH-»
Figura 11. Estrutura quimica da 4-nitroanilina.

Para manter a comparabilidade nos testes de reducdo da intensidade de emissdo, os
sensores foram solubilizados/dispersados seguindo as recomendacdes dos autores.
Assim, o sensor 1S foi solubilizado em 4gua em concentracao de 0,06 g/L., enquanto os
sensores 28 e 3S foram dispersados em etanol em concentragdes de 0,15 g/L e 0,50 g/L,

respectivamente. As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando as mesmas
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condig¢des durante todos os experimentos: os comprimentos de onda de excitagdo foram
360 nm, 315 nm, e 324 nm para os sensores 1S, 2S e 3S, respectivamente; as fendas de
excitagdo e emissao foram mantidas em 1 nm; tempo de integracao de 3 segundos; e faixas
de aquisicao de 375-630 nm, 500-750 nm e 450-710 nm (1S, 28 e 3S, respectivamente).
Para evitar desvios da linearidade devido ao aumento da absorcdo as concentracdes
méximas utilizadas nos experimentos foram 4,4 10> mol/L para PA; 7,2 10~ mol/L para
NA; e 43,9 10”° mol/L para TNT.

As curvas de Stern-Volmer foram obtidas a partir da area integrada dos espectros de

emissao do sensor 18, e diferentes experimentos foram utilizados:

4.5.1. Experimento de cubeta 1 cm (uma-cubeta)
A suspensdo de 1S (3mL) foi acondicionada em uma cubeta padrdo (i.e., 1 cm de
caminho Optico) e os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos com diferentes

concentragdes de NAC.

4.5.2. Experimento em cubeta 1 mm
O mesmo procedimento anterior foi adotado, porém, usando uma cubeta de menor

caminho optico (1 mm).

4.5.3. Experimento de dupla-cubeta

Adaptando a configuracdo original do fluorimetro, uma segunda cubeta (2) foi
colocada na direcao do feixe de excitagdo, a 5 cm da cubeta 1 que permaneceu direcionada
para o detector, como mostra o esquema na Figura 12. A suspensdo do sensor foi
adicionada a cubeta 1 enquanto apenas agua (3 mL) foi adicionada a cubeta 2. Os
espectros de emissdo foram obtidos em com diferentes concentracdes de NACs

adicionados apenas na cubeta 2.
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NACs

Detector]
Excitacao

Figura 12. Desenho esquematico do experimento com duas cubetas para a confirmacao de IFE.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio

5.1.1. Sensor 1S

Como mostrado na Figura 13a, o espectro de FTIR do sensor 18 apresenta uma banda
larga entre 3100 e 3500 cm™ associada ao estiramento N-H, confirmando a existéncia do
grupo amina em sua estrutura. Na Figura 13b, o espectro de excitacdo (Aem = 460 nm)
apresenta uma banda larga centrada em 360 nm, ja o espectro de emissao (Aexc = 360 nm)
mostra uma banda larga centrada em 460 nm, responsavel pela cor ciano observada
(inser¢do na Figura 13b). Medidas de absor¢do na Figura 13c¢ mostram bandas largas
com maximos centrados em 272 nm, 341 nm, e 402 nm. Todos esses resultados estdo de

acordo com o reportado pela ref.*° o que indica que o sensor foi corretamente sintetizado.
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Figura 13. Espectros de (a) FTIR, (b) emissdo/excitacdo, e (¢) UV-VIS do sensor 1S (inser¢do: imagem
de cubeta contendo 1S excitado a 365 nm).

5.1.2. Sensores 25 e 3S

Utilizando o arquivo CIF fornecido pelos autores’->3

, a fase das estruturas sintetizadas
foram comparadas com a literatura. O difratograma do 2S (Figura 14a) apresenta picos
finos correspondentes com as posigdes esperadas para a fase [Euz(BDC)3(H20)2]-(H20)s.
Da maneira analoga o difratograma do 3S (Figura 14b) apresenta os picos similares aos
valores teoricos para [Tb(BTC)]n. Como observado nas Figuras 14¢ e 14d, os espectros
de excitagdo dos sensores 2S e 3S mostram bandas largas centradas em 300 nm (Aem= 615
e 544 nm, respectivamente) referente a transicdo n-7* do ligante. Adicionalmente, 2S
apresenta picos estreitos associados as transi¢des f-f'do estado 'Fo para os estados °D4, °Gg
e °Le¢ do ion Eu’", j4 o sensor 38 apresenta as transigdes *Lj«—'Fg (j=9-10) € *Gj<F (j = 5-6),
associadas ao ion Tb**. O espectro de emissio de 28 apresenta as transi¢des *Do—Fj (j -

0-5) caracteristicas do Eu®" (Figura 14c), com destaque para a transi¢io em 615 nm
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(°Do—'F2) associada a emissdo de cor vermelha do material (inser¢io na Figura 14c).
Com relagio ao 3S, o espectro de emissio (Figura 14d) revela transi¢des *Da—"Fj j=6-2)
associadas ao ion Tb**, destacando a tipica transi¢do *Ds—’Fs (544 nm) associada a
coloragdo verde tipica (inser¢ao na Figura 14d). Os resultados indicam que os sensores

2S e 3S também foram corretamente sintetizados.

(a) —CIF (b) —CIF

—2S —3S

U_A_l_lu_wwu

Intensidade Normalizada (u.a.)

_JL_MJUMMMWM _JU

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20
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Figura 14. Difratogramas dos sensores (a) 2S ¢ (b) 3S (medidas obtidas vs. medidas tedricas da CIF).
Espectros de excitagdo (vermelho) e emissdo (preto) dos sensores (¢) 2S e (d) 3S (Insergdes: imagens das
cubetas contendo 28 e 38, excitados em 254 nm).

5.2. Investigacao dos mecanismos de supressao

E importante destacar que os sensores 2S e 3S, por serem suspensdes, apresentam alto
espalhamento de luz o que dificulta a reprodutibilidade das medidas de fluorescéncia. Em
fun¢do disso, o sensor 18 foi escolhido como modelo para os experimentos iniciais, ja
que esse sistema ¢ totalmente soluvel em agua e ndo apresenta problemas de
espalhamento. Outro ponto que torna esse sensor interessante para os testes ¢ a presenca
de aminas livres funcionais na superficie. De acordo com Nagarkar et al.?®, Niu et al.>® e
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Joarder et al.”®, esses grupos na superficie do sistema se ligam eletrostaticamente ao fenol
do PA, favorecendo a transferéncia de elétrons pelo mecanismo de PET. Como
consequéncia, ¢ esperado um aumento consideravel na seletividade do sensor 1S em
relagdao aos NACs que contém o grupo fenol.

Inicialmente, avaliou-se a eficiéncia dos NACs na supressao de luminescéncia do 1S
em concentracdo fixa de 4 10~ mol/L, usando o experimento padrdo de uma cubeta (se¢do
4.5.1). A Figura 15 mostra o efeito de reducdo da intensidade nos espectros de emissao
do sensor 1S em diferentes concentracdes de PA (15a), NA (15b) e TNT (15¢). Como
mostrado na Figura 16a, o TNT apresentou o menor valor de porcentagem de supressao
com apenas 0,65+0.1%. Entretanto, os compostos PA ¢ NA mostraram porcentagens de
supressdao maiores, com os valores 52,3+1,6% e 38,14+2,1%, respectivamente. As curvas
de Stern-Volmer apresentaram um ajuste linear (segundo a equacdo 11) como mostram
as Figuras 16b, 16¢ e 16d. Em todos os ajustes lineares os valores de coeficiente R?
foram superiores a 0,999, indicando que o modelo descreve satisfatoriamente os valores.
As constantes de Stern-Volmer (K) obtidas para PA e TNT foram de 0,25 M ¢ 0,002 M-
! respectivamente. Esses valores foram considerados proximos aos reportados por Niu et
al.’ (0,33 M e 0,006 M1).5 O maior destaque esta para o NA que obteve um K de 0,16
M1, de ordem comparavel ao K obtido para o PA. Mesmo que menor, o valor observado
para NA contradiz as expetativas propostas por Niu et al.’%, que destaca a alta seletividade
do 1S para PA. Como mencionado anteriormente, essa seletividade foi atribuida a
presenca de ligagdes entre aminas de 1S e o fenol do PA. Entretanto, os resultados obtidos
indicam que essas ligagdes podem ndo ser determinantes para reducao da luminescéncia,

ja que o NA ndo possui grupos hidroxilas.
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Figura 15. Diminui¢do da luminescéncia nos espectros de emissdo do sensor 1S em fun¢do do aumento
de concentragdo dos analitos (a) PA, (b) NA, e (c) TNT.
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Figura 16. (a) Porcentagem de redugio de luminescéncia do 1S na presenga de 4 10 M de diferentes
NACs (% de reducdo = 100 x (1 —1/1°) %); e graficos de Stern-Volmer para 1S na presenga de (b) PA,
(c) NA, e (d) TNT.
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Para investigar mais profundamente o 1S, foi estudado separadamente cada possivel
mecanismo responsavel pela diminuicdo de luminescéncia: quenching estatico,
quenching dinamico, e IFE. Primeiramente, avaliou-se a possibilidade da presenca do
mecanismo de RET no sistema. Para que esse mecanismo seja possivel, ¢ necessario que
haja a sobreposi¢io entre a banda de absor¢io do analito e a banda de emissdo do sensor®’
Na Figura 17a sdo mostrados os espectros de emissao do 1S (azul) e de absor¢ao do PA,
NA e TNT. Como observado a banda de emissdao do sensor esta posicionada em uma
regido de menor energia que as bandas de absor¢dao dos NACs. Isso indica que a
transferéncia ndo ¢ favoravel e que o RET ¢ bastante improvavel entre 1S ¢ os NACs
testados.>®® Também foi analisada a posi¢do das bandas de emissdo dos sensores 28
(vermelho) e 3S (verde) e verificou-se que para estes sistemas o RET também nao ¢
provavel, visto que as bandas de emissdo também se localizam em uma regido de menor
energia.

Para avaliar a existéncia de quenching estatico, procurou-se por mudangas
significativas nos espectros de absor¢do, como deslocamentos ou mudangas no perfil
espectral da mistura sensor-analito, pois estas sdo fortes indicativos de novos estados
fundamentais e/ou complexos.’’**> Na Figura 17b, observa-se que a soma dos espectros
de absorc¢dao do 1S e do PA (linha tracejada) se ajustam perfeitamente ao espectro da
mistura 1S + PA (linha preta). A auséncia de qualquer alteragdo permite inferir que nao
ha formagdo de complexos no estado fundamental, sugerindo também a auséncia de
quenching estatico. O mesmo pode ser observado para NA (Figura 17¢) e TNT (Figura
174d).
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Figura 17. (a) Espectros de emissdo dos sensores 1S (ciano), 2S (vermelho) e 3S (verde), além dos
espectros UV/VIS do PA (laranja), NA (Vermelho) e TNT (preto). (b) Espectros UV/VIS do sensor 1S, na
auséncia e na presenga dos NACs: (b) PA, (¢) NA, ¢ (d) TNT — a linha tracejada representa a combinagao

linear dos espectros de 1S e do respectivo NAC.

O quenching dindmico foi entdo avaliado. Para isso, foram realizadas medidas de
decaimento de fluorescéncia, na presenga e auséncia dos NACs. No caso de quenching
dindmico, o fluoréforo deve ter seu tempo de vida reduzido de forma proporcional ao
aumento da concentracdo do analito. Nas Figura 18 s3o apresentadas as curvas de
decaimento obtidas para 1S em diferentes concentracdes de PA (Figura 18a), NA
(Figura 18b) e TNT (Figura 18¢). As curvas medidas para 1S puro foram ajustadas como
monoexponenciais, com tempo de vida equivalente a 9,97 ns e, mesmo apos a adi¢ao dos
NAC:S, esses valores ndo tiveram significativas variagdes. Como resultado, infere-se que

0 quenching dinamico pode também ndo ser responsavel pela redug¢do de luminescéncia.
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Com base na relagao de Lambert-Beer (Equacao 11) a contribuicdo de IFE em um
sistema também pode ser avaliada de acordo com a equagao:

A= ¢ecd Equacao 11

Onde A4 ¢ a absorbancia, ¢ ¢ a concentragao do analito, € € o coeficiente de extingdo molar,
e d ¢ o caminho Optico. Dessa forma, a redugdo do caminho 6ptico de 1 cm para de 1 mm
(secdo 4.5.2) ¢ suficiente para reduzir o efeito da absor¢do (IFE) em 10 vezes. Se isto
ocorrer o IFE deve se tornar irrelevante. Nas Figuras 18d-18f foram comparados os
graficos de Stern-Volmer obtidos por medidas usando (i) cubeta padrao 1-cm, (ii) cubeta
1 mm, e (iii) tempos de vida (t°/t). Os gréficos foram ajustados linearmente e todos os R?
foram superiores a 0,999. Primeiramente, as constantes K encontradas para cubeta 1-mm
(vermelho) e 1°/1 (preto) mostraram valores muito proximos para PA (0,009 M e 0,005
M, respectivamente), NA (0,002 M e 0,003 M™!, respectivamente), e TNT (0,002 M!
e 0,002 M™!, respectivamente). A similaridade entre esses valores confirma uma pequena
contribuicdo de quenching dindmico no sistema. Entretanto, destaca-se a grande
divergéncia entre os valores de K obtidos por “cubeta 1-mm” / “tempo de vida” e os
medidos em cubeta padrdo 1-cm (0,25 M™! para PA, 0,16 M™! para NA, e 0,002 M™! para
TNT), mostradas pelos pontos e reta em azul na Figura 18d-18f. Devido a essa grande
diferenca ¢ plausivel pensar que os mecanismos de quenching em 1S sdo secundarios e
tém pouca relevancia para a supressdo de luminescéncia e que na verdade o IFE ¢ mais
importante no processo. Adicionalmente, ¢ importante notar que, nas medidas de cubeta
I-mm e t°/t, o PA apresenta um pequeno aumento em relacdo aos outros NACs,
mostrando que pode haver uma maior afinidade entre o sensor e PA, mas que ndo oferece

significativo aumento de seletividade.
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Figura 18. Curvas de decaimento radiativo para o sensor 1S em diferentes concentracdes de (a) PA, (b)

NA e (c) TNT; e plotes de Stern-Volmer para 1S nos experimentos de tempo de vida, cubeta 1-mm e

cubeta 1-cm, para (d) PA, () NA e (e) TNT.
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Como os resultados apontam para irrelevancia do PET para diminuicdo da
luminescéncia, um estudo mais aprofundado do IFE foi elaborado para o sensor 1S. A
intensdo aqui ¢ evidenciar ferramentas, j4 presentes na literatura, que auxiliem
pesquisadores a atribuir corretamente os mecanismos de supressao.

Primeiramente, a equacao de corre¢do de Parker (equacdo 10) foi utilizada nas
medidas obtidas para 1S. Essa equagdo descreve fenomenos de absorgao, tanto na regido
de excitacao (IFE primario), quanto na regido de emissao (IFE secundario). Entretanto, a
literatura destaca que essa equagao pode ser simplificada quando a absor¢ao em qualquer
uma das regides é inferior a 0,05.°° Na Figura 19a sdo apresentados os espectros UV/VIS
do PA, NA, e TNT na concentracdo de 4 10° M, além de destacar os comprimentos de
onda de excitagdo e emissdao (linhas verticais azuis), ¢ o limite de absor¢dao - 0,05
(tracejado horizontal). Como observado, nenhum dos NACs apresentaram absorc¢ao
acima de 0,05 na regido de excitacdo (360 nm), ao contrario da regido de emissdo (460
nm). Assim, a equagdo 9 foi simplificada para desprezar o valor de IFE secundario ¢ a
equacdo 10 foi usada na corregdo das intensidades medidas.

Usando essa equagdo, novas curvas de Stern-Volmer corrigidas foram criados e
comparados com os dados sem correcao (Figuras 19b-19d). Valores de concentragdo de
NAC, intensidade aferida na auséncia (/°) e presenca de NACs (/), intensidade corrigida
(Lcor), fator de correcdo (77), e absor¢do do NAC em 360 nm (A.x), usados para criar os
plotes de Stern-Volmer, estdo disponiveis nas Tabelas 2, 3, ¢ 4. Como mostrado nas
Figuras 19b e 19c¢, as medidas corrigidas para PA e NA apresentam grande divergéncia
em relagdo as sem correcdo. Apenas o TNT (Figura 19d), por apresentar baixa
absorbancia, ndo mostra grandes variagdes em relacdo as medidas iniciais. As curvas
ajustadas linearmente (R > 0,999) apresentaram baixos valores de constante Ko (K
corrigido) para PA (0,002 M!) e NA (0,004 M), e TNT (0,002 M™!), de maneira andloga

aos resultados obtidos em cubeta 1-mm e t°/t.
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Figura 19. (a) Espectros UV/VIS dos NACs destacando o A de emissdo (460 nm) e excitagdo (360 nm)
do sensor 18 (tracejado vermelho destaca o limite de absor¢ao 0,05 usado na equagdo 10); e plotes de
Stern-Volmer de 1S, com e sem corre¢do das intensidades (equagdo 11), para (b) PA, (c) NA, e (d) TNT.

Tabela 2. Valores de concentragdo de NAC, area integrada de emissdo na auséncia (/°) e presenga de NAC
(1), intensidade corrigida (Z,), fator de corregdo (7), ¢ absor¢do do NAC em 360 nm (A4.), usados para
calcular os pardmetros de IFE e os plotes de Stern-Volmer de 1S ¢ PA.

Concentracio (105 M) I° 1 1°/1 Abs n Leor 1°/Icor
0.0 1.95E+06  1.95E+06 1 4.56E-04 1.00071 1.95E+06 0.9993
0.4 1.95E+06  1.73E+06  1.12838  0.06567 1.07771 1.86E+06  1.04702
0.9 1.95E+06  1.59E+06  1.22512  0.14477 1.17612 1.87E+06 1.04166
1.3 1.95E+06 1.48E+06  1.32167 0.2096 1.26088 1.86E+06  1.04821
1.7 1.95E+06  1.38E+06 1.41474 0.27874 1.35525 1.87E+06 1.0439
2.2 1.95SE+06  1.27E+06  1.53917  0.35245 1.46032 1.85E+06 1.054
2.6 1.95E+06 1.21E+06 1.61604 0.43358 1.58117 1.91E+06  1.02205
3.0 1.95SE+06  1.12E+06  1.74966  0.51091 1.70127 1.90E+06  1.02844
3.5 1.95E+06  1.04E+06  1.88563  0.58474  1.82023 1.88E+06  1.03593
3.9 1.95E+06  1.00E+06  1.95051 0.65832  1.94279 1.94E+06  1.00397
4.4 1.95E+06 931530.123 2.09551 0.73898 2.08153 1.94E+06 1.00672
* Leor -1 ¥I).

Tabela 3. Valores de concentragdo de NAC, area integrada de emiss@o na auséncia (/°) e presenga de NAC
(1), intensidade corrigida (Z..r), fator de correcdo (#), e absor¢do do NAC em 360 nm (A4..), usados para
calcular os parametros de IFE e os plotes de Stern-Volmer de 1S e NA.

Concentracio (105 M) I° I 1°/1 Abs n Leor 1°/Teor
0.0 2.05E+06  2.05E+06 1 -8.34E-06 1.00017 2.05E+06 0.99983
0.7 2.05E+06 1.88E+06 1.09087 0.08182 1.09735 2.06E+06 0.9941
1.4 2.05E+06 1.70E+06 1.20707 0.15265 1.18623 2.01E+06 1.01757
2.2 2.05E+06 1.57E+06 1.30206 0.23208 1.29111 2.03E+06 1.00849
2.9 2.05E+06 1.45E+06 1.41123 0.31136 1.40118 2.03E+06 1.00717
3.6 2.05E+06 1.35E+06 1.51336 0.3798 1.50046 2.03E+06 1.0086
43 2.05E+06 1.27E+06 1.61662 0.45782 1.61831 2.05E+06 0.99896
5.1 2.05E+06 1.16E+06 1.77194 0.53361 1.7374 2.01E+06 1.01988
5.8 2.05E+06 1.06E+06 1.93001 0.61255 1.86608 1.98E+06 1.03426
6.5 2.05E+06 1.00E+06 2.04009 0.69455 2.00457 2.01E+06 1.01772
7.2 2.05E+06 912371.9 2.24599 0.77673 2.14797 1.96E+06 1.04563
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* (leor =n 1)

Tabela 4. Valores de concentragdo de NAC, area integrada de emissdo na auséncia (I°) e presenga de NAC
(1), intensidade corrigida (Z..r), fator de correcdo (7), e absor¢cdo do NAC em 360 nm (A4..), usados para
calcular os pardmetros de IFE e os plotes de Stern-Volmer de 1S e TNT.

Concentracio (105 M) I° 1 1°/1 Abs n Leor 1°/Icor
0.0 2.17E+06  2.17E+06 1 -2.57E-04  0.99988 2.17E+06 1.00012
4.4 2.17E+06  2.15E+06 1.00704 0.00123 1.0016 2.15E+06 1.00543
8.8 2.17E+06  2.12E+06 1.0228 0.00279 1.0034 2.13E+06 1.01933
13.2 2.17E+06  2.10E+06 1.03311 0.00423 1.00506  2.11E+06 1.02791
17.6 2.17E+06  2.08E+06 1.03916 0.00596 1.00706  2.10E+06 1.03188
22.0 2.17E+06  2.07E+06 1.0471 0.00772 1.00909  2.09E+06 1.03766
26.4 2.17E+06  2.06E+06 1.05342 0.009 1.01058 2.08E+06 1.04239
35.2 2.17E+06  2.01E+06 1.07955 0.01214 1.01422  2.04E+06 1.06441
43.9 2.17E+06  1.95E+06 1.1115 0.01476 1.01727 1.98E+06 1.09263
* Leor - ¥I).

Uma das caracteristicas do IFE ¢ o fato de que o esse mecanismo nao depende de
interagdes efetivas entre o fluoréforo e o analito. Esse conceito foi suficiente para propor
um experimento simples para detec¢do de IFE utilizando duas cubetas. Como detalhado
na secdo 4.5.3, o experimento foi adaptado colocando uma segunda cubeta (2) em frente
ao feixe de excitacdo, enquanto uma solu¢ao contendo o sensor permaneceu na cubeta (1)
voltada para o detector. Espectros de emissdo foram adquiridos adicionando diferentes
concentragdes de NAC na cubeta 2. Nesse cendrio, qualquer redu¢do na intensidade de
emissao ¢ sem duvida proveniente de IFE devido ao bloqueio do feixe excitagdao pela
absor¢do do analito. Na Figura 20a e 20b, imagens do experimento de dupla-cubeta
revelam uma grande reducio na emissio do sensor 18 apés a adi¢do de PA (4 10°> M) na
cubeta 2. Adicionalmente, as curvas de Stern-Volmer obtidas com uma e duas cubetas
foram comparados na Figura 21a (PA), 21b (NA), e 21¢ (TNT). Cada medida foi feita
em triplicata e as regressdes lineares apresentaram R? > 0,999. Observa-se um pequeno
aumento na inclinacdo das medidas de dupla-cubeta em fun¢do do aumento da
concentragdo. Entretanto, ¢ evidente uma alta correla¢do entre os pontos obtidos nos dois
experimentos. Isso pode ser evidenciado pois a diferenga entre os valores de intensidade
entre os dois experimentos ndo ultrapassa 6,0%. Outra evidéncia € que as constantes K
nos dois experimentos apresentam valores muito préoximos: 0,25 M e 0,27 M (PA);
0,16 M e 0,17 M (NA); 0,002 M e 0,003 M (TNT) - uma e duas cubetas,
respectivamente. Todos esses experimentos mostram inequivocamente que IFE € o
principal mecanismo de supressao da luminescéncia no sensor 1S.

Apos realizada a prova de conceito para determinar os mecanismos de 1S, os
experimentos de uma e duas cubetas foram aplicados aos sensores 2S e 3S. Os dois

experimentos foram realizados medindo as intensidades de fluorescéncia na concentragao
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4 10 M de NAC. Na Figura 20c-f, observa-se grande reducdo de luminescéncia para os
sensores 2S e 3S quando adicionado PA na cubeta 2, de maneira similar ao observado

para 18S.

Apos adi¢ao de PA
na Cubeta 2

Auséncia de PA

Sensor 1S

Sensor 2S

Sensor 3S

Figura 20. Imagens do experimento de duas cubetas: os sensores (a-b) 18, (c-d) 28, e (e-f) 3S sdo
adicionados a cubeta 1 enquanto 4 10> M de PA ¢ adicionado a cubeta 2 (imagens a direita) provocando a
redugdo do efeito filtro.
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Figura 21. Comparagdo em entre os Plotes de Stern-Volmer obtidos nos experimentos de uma-cubeta
(vermelho) e duas-cubetas (preto) para 1S na presenca dos analitos (a) PA, (b) NA, e (¢) TNT (ntimero de
replicatas = 3).

A Tabela 5 compara as porcentagens de supressdo obtidas no experimento, € como
resultado, valores muito proximos foram encontrados entre os experimentos de uma- e
duas-cubetas. Por exemplo, o 2S mostra diferenga entre os dois experimentos de apenas
1,7%, 1,7% e 0,8% (PA, NA e TNT, respectivamente), enquanto o 3S apresentou 0,2%,
0,5% e 0,8%.

Para somar a analise e entender o comportamento observado, espectros UV/VIS dos
NACs foram adquiridos e s@o mostrados na Figura 22. Os espectros mostram que as
bandas de absor¢do, principalmente do PA e NA, coincidem com o comprimento de onda
de excitacao dos sensores. Quanto maior a absor¢do nesse ponto, maior a diminuicao de
luminescéncia provocada. Esse comportamento pode ser nitidamente observado para 18,
que possui maior supressdo para PA e NA (55+2%, 42+1%, respectivamente), e esta
melhor sobreposto que 2S (17£3% e 11£3%, respectivamente) ou 3S (19+£2% e 17+2%,
respectivamente). E importante notar que o TNT apresentou menor supressdo para 1S nos
dois experimentos (0,7+0,1% e 0,6+0,1%, uma e duas cubetas, respectivamente),
enquanto o sensor 2S mostrou os maiores (8+£2% e 9+1%, respectivamente). Como mostra
a Tabela 6, o coeficiente de extin¢do (€) para o TNT excitado a 360 nm (1S) ¢ 404 M~

'em™! enquanto em 315 nm (2S) é 1040 Mlcm™!, 0 que também justifica a maior supressio
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de 2S para TNT. Logo, todos os resultados indicam que o IFE também ¢ o principal

mecanismo de supressao para 2S e 3S ao invés do PET.

Tabela 5. Porcentagens de redugdo de luminescéncia do sensor 1S para diferentes NACs obtidos pelos

experimentos de uma- e duas-cubetas.
Porcentagem de reduciio de luminescéncia (média % e desvio padrio)

Experimento 1S 28 3S
PA NA TNT PA NA TNT I PA NA TNT
Uma-cubeta 5212 382 0,7+0,1 1542 1342 82 1942 17+2 62
Duas- 5542 4241 0,6+0,1 1743 1143 9+1 1942 17+2 7+l
Cubetas

* Todas as medidas correspondem & concentragdo de 4 10° M do NAC; n = 3 (n — niimero de replicadas).

Tabela 6. Coeficientes de extingdo molar (¢) em diferentes comprimentos de onda para PA, NA e TNT.
Comprimento de Onda (nm) _Coeficiente de Extin¢io Molar (M'em™)

Sensor
PA NA TNT
28 315 8728 4 880 1 040
3S 324 11 606 6 735 859
1S 360 16 730 15 504 404
—PA [—PA |
(a) ——NA (b) —NA
——TNT | —TNT
1S 28 38
L =
2 2
£ £
[=] (=]
2 ]
< <
220 320 360 400 440 480 220 320 360 400 440 480

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 22. Espectros de absorcdo dos NACs em (a) agua e (b) etanol (linhas verticais representam os A de
excitacdo de cada sensor).
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5.3. Efeito dos Interferentes no IFE

Apesar de ndo ter um mecanismo de guenching (como esperado com base na literatura
existente), os sistemas estudados ainda poderiam ser uteis para a utiliza¢ao forense visada
neste trabalho. Apesar da supressao da luminescéncia ocorrer por efeito filtro, ela poderia
ainda ser util em uma técnica de triagem (screening tests), como mencionado nos
trabalhos de Shanmugaraju et al.’!, Pesenti et al.>?, Taudte et al.>> e Zu et al.>* Para tal,
entretanto, ¢ fundamental que interferentes que possam ser encontrados nas maos nao
cause reducdo da luminescéncia. Por esta razdo um conjunto de cinco interferentes foi
avaliado.

Para testar a possibilidade de usar o IFE como forma de detectar os NACs — visando
a aplicacdo forense previamente descrita - diferentes interferentes foram testados. Os
interferentes escolhidos foram alguns cosméticos que poderiam facilmente ser
encontrados em um suspeito (base, logao, mousse, hidratante, etc.). Os interferentes foram

nomeados como c-1, ¢-2, ¢-3, ¢c-4 e ¢-5, como mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Relagdo de cosméticos utilizados nos testes de interferentes e os respectivos codigos atribuidos.

Interferente Cosmético Codigo usado
Mousse La Roche-Posay® Anthelios Unfiant c-1
Base liquida Boticario® make B c-2
Locdo corporal Body Shop® Maringa c-3
Creme Hidratante Nivea® c-4
Creme hidratante Cetaphil® c-5

Os espectros de UV-Vis dos interferentes sio apresentados na Figura 23a. Destacam-
se as amostras c-1 e ¢-2, que apresentam considerdveis valores de absor¢ao em regides
proximas a regido excitacdo dos sensores. Medidas de fluorescéncia foram obtidas para
cada solucdo contendo o sensor e interferente em concentracao de 0,05 g/L. Como ndo é
possivel determinar a concentragdo exata dos interferentes dos interferentes, utilizou-se
0,05 g/L (massa de cosmético por volume de dgua). Como previsto, os interferentes com
maior absor¢ao proxima a regido de excitagao ocasionaram altos percentuais de supressao
da luminescéncia. Por exemplo, c-1 apresentou percentuais de reducao de luminescéncia
equivalentes a 57+3%, 57+2%, e 57+3%, enquanto c¢-2 mostrou supressdo de 12+1%,
314£3% e 24+2%, para os sensores 1S, 28 e 3S, respectivamente (Figura 23b). Por outro
lado, os interferentes ¢-3, c-4 e ¢-5 ndo apresentaram significativa altera¢des devido as

baixas absorbancias na regido de excitacao.
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Figura 23. Espectros UV/VIS dos interferentes testados (linhas verticais correspondem aos A excitag@o
de 18, 2S e 3S) e (b) porcentagem de reducdo de luminescéncia dos sensores na concentragdo de 0,05 g/L
de cada interferente (nimero de replicatas = 3).

E importante destacar que a literatura reporta alta seletividade para NAC especificos.
Dessa forma, os autores de 1S e 3S definem a especificidade dos sensores para PA %8
enquanto o 28 define como alvo o TNT.>” Contudo os testes de seletividade dos artigos
mencionados foram realizados com diferentes NACs, sem considerar o espectro de
absor¢do do analito Na Figura 24a, o sensor 1S apresentou 55% de redugdo na
luminescéncia para c-1 enquanto para PA o sensor apresentou 95%. Analogamente, o
sensor 3S apresentou para c-1 uma supressdo de 57% enquanto para PA apenas 63%
(Figura 24b), uma que pequena diferenga de 6%. Supreendentemente, o sensor 2S nao
correspondeu as expectativas reportadas por Xu et al®>’ e apresentou maior redugio
percentual para c-1 (57%) do que para TNT (20%), como mostrado na Figura 24¢. Com
esses dados, fica explicito que qualquer interferente que possua bandas de absorc¢ao
proximas a excitacdo podem resultar em falsos-positivos na detec¢do de explosivos e
portanto 1S, 2S e 3S ndo parecem adequados para o uso em screening tests. Esses
resultados impactam diretamente a forma como a comunidade cientifica aborda os
sensores luminescentes atualmente, j4 que o mecanismo de deteccdo dos sensores tem
sido atribuido de forma errdnea e que em matrizes complexas hé grande susceptibilidade

a resultados falsos-positivos.
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Figura 24. Comparagdo entre a porcentagem de redug@o de luminescéncia provocada pelos interferentes
e os analitos alvo reportados pelos autores, para os sensores (a) 1S, (b) 2S ¢ (c) 3S.

6. CONCLUSAO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de alguns sensores luminescentes
para a deteccao de compostos nitroaromaticos (NACs), visando o uso como uma técnica
de triagem em suspeitos de terem manuseado explosivos. Para avaliagdo da viabilidade,
procurou-se em primeiro lugar entender o mecanismo envolvido nestes sensores. Para tal
foram testados 3 sistemas sensores Carbon Dot (1S), [Euza(BDC)3(H20)2]-(H20)2 (2S) e
[TB(BTC)]n (3S) e 3 NAC:s (4cido picrico, trinitrotolueno e 4-nitroanilina). Experimentos
usando uma-cubeta, cubeta de 1-mm, medidas de tempo de vida e dupla-cubeta foram
realizados com 1S e demonstraram inequivocamente que o efeito filtro interno (IFE) € o
principal mecanismo de redugdo da luminescéncia nesse sistema. Apods a prova de
conceito, os sensores 2S e 3S foram submetidos ao experimento de duas-cubetas que
demonstrou que o IFE ¢ o principal responsavel pela redugao da luminescéncia. Nos trés
casos os mecanismos de PET ou RET sdo inexistentes ou insignificantes. Em suma, em
todos os sensores testados, apesar de haver uma pequena contribuicdo de quenching nos
sistemas, o PET desempenha apenas um papel secundario e o IFE ¢ inequivocamente o

responsavel pela supressao de luminescéncia.
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Mesmo sendo baseado em IFE os sistemas ainda poderiam apresentar potencial para
uma identificagdo preliminar de suspeitos de manuseio de explosivos (NACs). Para
avaliar tal potencial, foi testado um conjunto de interferentes, os quais poderiam ser
encontrados nas maos de pessoas comuns (base cosmética, mousse, creme hidratante). Os
testes mostraram resultados positivos para dois interferentes testados, o que significa que
ha um sério risco de se obter um resultado falso positivo.

Esses resultados indicam que uma maior aten¢do deve ser dada para a investigacao
dos mecanismos de redug¢dao da luminescéncia, especialmente quando uma aplicagao
especifica ¢ pretendida. Muitos trabalhos na literatura ndo apresentam uma investigagao

adequada de seus sistemas, o que pode levar a equivocos.
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Capitulo II:

Avaliacao de Interferentes em Materiais para
Coleta de Residuos Explosivos para Analise por
Cromatografia Ionica
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1. INTRODUCAO

A identificacdo de explosivos atualmente ¢ um dos principais interesses da pericia
forense. Apenas no Brasil, foram registrados 1.579 ataques a caixas eletronicos utilizando
explosivos em 2018.%* Paralelamente, 492 casos de explosdes a caixas eletronicos foram
registrados na Unidio Europeia, um niimero 80% maior que os valores aferidos em 2015.%
Outro aspecto preocupante € uso de explosivos em ataques terroristas. Em 2016, 40% dos
ataques terroristas fizeram uso de explosivos e provocaram a morte de 142 pessoas.”®
Sendo assim, hd uma crescente demanda pelo desenvolvimento de métodos de
identificacdo de residuos de explosivo, os quais sejam confiaveis e de acordo com a rotina
forense.

Enquanto a identificagdo de explosivos nao detonados (pré-explosdo) ¢ de suma
importancia para medidas antiterrorismo e/ou seguranga publica, a identificagdo de
explosivos pds detonagdo (pos-explosdo) ajuda os investigadores a distinguir explosoes
acidentais e criminosas, bem como estabelecem relagdes entre suspeitos € o cenario de
crime. Entretanto, a coleta e interpretagao desses residuos nao ¢ uma tarefa trivial e as
dificuldades tém diferentes aspectos. Primeiramente, ¢ necessario garantir uma amostra
representativa, visto que existe a possibilidade de encontrar quantidades muito baixas de
analito (< 1 mg/L). Em seguida, a composi¢ao dos analitos muda muito de um caso para
outro e as matrizes sdo bastante complexas. Por fim, uma explosdo ¢ um fendmeno nado
controlavel e heterogéneo. Essa soma de varidveis pode levar a laudos inconclusivos,
falso-negativos ou falsos-positivos. Embora todos os trés aspectos representem sérios
problemas para a pericia forense, o pior caso ¢ o falso-positivo, que pode levar a acusagao
de inocentes.

O uso de explosivos primarios (e.g. TATP", PETN!, TNT, RDX/, HMX¥, NG!, NC™)
¢ rigidamente fiscalizado e regulamentado. Entretanto, dispositivos improvisados
baseados em explosivos inorganicos podem ser fabricados de maneira facil, com baixo

custo e com ingredientes comprados legalmente, tornando-os ideais para crimes e ataques

P triacetone triperoxide

! Pentaerythritol tetranitrate

i trinitro-1,3,5-triazacyclohexane

k 1.3,5 7-tetranitro-1,3,5, 7-tetraza-cyclooctane
! nitroglycerin

™ nitrocellulose
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terroristas. Em 2005, Kuila et al.”’

realizou analises de composicao em aproximadamente
1000 casos de residuos e pds-explosdo. As amostras foram analisadas pelo Laboratério
Central de Ciéncia Forense da india, durante um periodo de 10 anos. Primeiramente, a
presenca de explosivos primarios foi realizado por CCD", CLAE® e CG-EMP.
Posteriormente, a presencga de sais inorganicos foi avaliada por Cromatografia [onica e
EDS¢Y. Os autores relatam a notoria auséncia de explosivos primarios em todas as amostras
testadas, e destacam o uso de explosivos inorganicos pelos criminosos. Os principais

componentes encontrados foram explosivos com base em cloratos, nitratos e

permanganatos, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Composicao de residuos de pos-explosdo encontrados em diferentes casos (adaptado de Kulia
et al.”’)

Composicdo Determinada Numero de Casos (%)
Clorato
1 ClO3 + As2S3 14,0
2 ClO3 + As2S3+ S 7.4
3 ClOs +8S 3,8
4 ClOs™ + As2S3 + Al 2,8
5 ClOs + Al+S 2,2
6 ClO3™ + SbaS3 0,5
Total 30,7
Nitrato
7 NOs +S 7,2
8 NOs + S + Al 6,4
9 NO3™ + As2S3 + Al 45
10 NO;™ + C (carvdo) + S + Al 3,8
11 NOs3™ + As2S3 1,5
12 NOs +S+P 1,3
13 KNO3 +S+C 1,2
Total 25,9
Nitrato + Clorato
14 ClO3; +NO3 + S 11,5
15 ClO3+ NO3 + As2S3+ S 7,9
16 ClO3™ 4+ NOs3 + As2S3 6,9
17 ClO3+ NOs + S + Al 4,9
18 ClO3 + NO3- 3,7
19 ClO3 + NO3 + S + As>S3 + Al 2,8
Total 37,7
Permanganato
21 KMnO4 + Glicerina 3,2
22 KMnO4 + NO3™ + S 2,5
Total 5,7

Para a andlise de explosivos inorginicos, uma das técnicas mais utilizadas ¢ a

Cromatografia I6nica. Essa técnica possui alta sensibilidade, precisdo quantitativa e facil

n Cromatografia em Camada Delgada
© Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

P Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas
9 Espectroscopia de raios-X por Dispersdo de Energia

42



interpretagdo de dados, além de gerar perfis quimicos que diferenciam residuos de pré- e
pos-explosdo.”® Entretanto, um dos principais problemas na identificacio desses residuos
¢ a composi¢do de explosivos inorganicos (Tabela 2) que apresentam ions tipicamente
identificaveis, como cloretos, nitratos, sulfatos, carbonatos, efc. Esses ions podem ser
facilmente encontrados e, por isso, contaminagdes por interferentes sao uma realidade
dentro das investigagdes. Portanto, ¢ de extrema importancia a prevencao de qualquer
fonte de contaminagdo que possa interferir nas analises de explosivos e possam,

porventura, dificultar a interpretagao de dados.

Tabela 2. Explosivos inorganicos tipicos e ions encontrados em analises de pos-explosao.

Tipo de Explosivo  Composicio Anions Caracteristicos Cations Caracteristicos
ANFO Nitrato de amonio, 6leo NOs3 NH4*

combustivel
Polvora Negra Sais de Nitrato, Enxofre, NO>2, NOs, SO4%, $203*, Na', K*

Carvao OCN-, SCN-
Pélvora Flash Sais de Cloratos, enxofre, ClO3, ClOy4, CI', SO4%, Na*, K*

Aluminio S203%, OCN-, SCN-
Clorato/agticar Sais de Clorato, agucar ClOs, CIOq, CI Na*, K*
Perclorato/agticar Sais de Perclorato, agticar ClOs, ClOg, CI- Na*, K*

Uma dessas fontes de interferentes, muitas vezes negligenciada, sdo os materiais de
coleta e pré-processamento, inerentes a rotina de trabalho dos peritos. Entre os materiais
de coleta, encontram-se principalmente hastes de algodao ou derivados (algodao bola,
rolo de algodao, efc.). Entre os materiais de pré-processamento, os filtros de seringa sao
normalmente usados para evitar que particulas maiores entrem no CI, danificando a
coluna cromatografica, tornando seu uso indispensavel na maioria dos laboratorios.
Embora muitos pesquisadores tenham ciéncia dos problemas envolvendo interferentes
nesses materiais, ha uma caréncia na literatura de pesquisas que mostrem efetivamente a

influéncia de interferentes em materiais de coleta.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho tem por objetivo avaliar possiveis interferentes presentes em materiais
de coleta e pré-processamento de amostras de residuos de explosdo para analise por
cromatografia idnica. Estes interferentes sdo ions que podem levar a resultados

inconclusivos ou falso-positivo das andlises. Além disso, objetiva-se também avaliar a
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viabilidade de remoc¢ao dos interferentes dos materiais a partir de um processo de

lavagem.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar e quantificar por CI os interferentes presentes em diferentes
materiais usados na rotina forense (swabs de algodao e filtros de seringa);

e Identificar e quantificar por CI os interferentes presentes em diferentes
materiais comerciais (algodao bola, rolo de algodao, disco de algodao e hastes
de algodao);

e Avaliar a remocao de interferentes dos materiais de coleta (de uso forense e

comercial) usando um procedimento de lavagem;

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Explosio e Explosivos

Uma explosdo pode ser definida como uma grande quantidade de energia liberada em
um curto intervalo de tempo, acompanhada de um aumento abrupto de volume. Essa
energia pode ser proveniente de gases sob alta pressao, reagdes nucleares (fissao, fusdo,
etc.) ou do produto de uma reacio quimica, chamados de explosivos quimicos.” Os
explosivos quimicos sdo substincias capazes de armazenar energia potencial quimica
para provocar uma explosdo, produzindo luz, calor, som e pressdo.!?*!°! Em geral, esses
compostos apresentam em suas estruturas grupos funcionais que favorecem reacdes de
oxirredugdo e, consequentemente, liberacao de energia. De acordo com a classificagdo de
Plets, esses grupos funcionais, também chamados de explosoforos, podem ser divididos

em oito categorias, como mostra a Tabela 3.%%1%1
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Tabela 3. Classificacdo de explosivos segundo os diferentes grupos explosoforos (adaptado de
Urbanski'%?)

Grupos Explosoforos Nome Exemplos
-NOz e -ONO2 Nitrito/Nitrato RDX ', TNTS, P At, NHsNO3, KNO3, NaNO3
-N=N- ¢ -N=N=N- Azo/Azida AgN3s, Pb(N3)2, NH4N3
-0OCl0z ¢ -OCI03 Clorato/Perclorato NaClOs, KCIO3, NaClO4, KC104, FOCIO3
-C=N-0O- Fulminato HONC, Hg(ONC)2
-0-0- e -03- Peroxido/Ozoénido TATP u, MEKP "
-NXz Nitrogénio-Halogéneo NCls, NI3
-C=C-e¢ -C=CM" Acetileno/Acetileto Metalico C2Hz; AgoCo, Hg(C2H)
Ra-M Explosivos Metalorginicos IrC1(CO)(PPhs)2; PtCla(SaNg)(PMe: Ph) 193

Além da classificacdo quimica, os explosivos podem ser categorizados pelo seu

desempenho/uso'®1%2: (i) explosivos primarios, (ii) explosivos secundarios, (iii)

explosivos tercidrios e (iv) propelentes, como mostrado na Figura 1.

Explosivos Primarios AgN; Pb(N;), C,H,N,

Nitroglicerina, TNT,

——  Explosivos Secundarios RDX. HMX, PETN, efc.

—  Explosivos Quimicos

ANFO, Emulsdo Explosiva,

Explosivos Terciarios e

Explosivos Explosivos Nucleares

Polvora Negra, Polvora
— Propelentes Flash, Polvora sem
Fumaca (Smokeless), etc.

t— Gas Pressurizado

Figura 1. Classificacdo de explosivos por uso.

Explosivos primarios sao altamente sensiveis e podem ser detonados a partir de
estimulos fisicos, e.g. calor, atrito, eletricidade, impacto, etc. Nesse tipo de explosivo a
velocidade de detonacdo ¢ muito mais rapida que nos demais. Entretanto, a alta
sensibilidade desses materiais restringe seu uso por motivos de seguranga. Dessa forma
eles sdo empregados em menor quantidade, usados para iniciar explosivos menos
sensiveis através de espoletas e detonadores.

Explosivos secundarios possuem menor sensibilidade a estimulos, ndo sendo possivel

sua inicia¢do por calor ou eletricidade. Por consequéncia, esses materiais sdo mais

r 1,3,5-Trinitro-1,3,5-triazinane
s 1,3, 5-trinitrotoluene

t picric acid

Y triacetone triperoxide

v methyl ethyl ketone peroxide
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seguros para o manuseio € por isto sdo largamente usados na industria. Em contrapartida,
esses materiais dependem de um explosivo primdrio para iniciar o processo de detonagao.
Os explosivos secundérios ainda podem ser subdivididos em explosivos comerciais
(baixa densidade) e militares (alta densidade).

Existe ainda a possibilidade de utilizar explosivos tercidrios, que ndo conseguem sua
detonagao por explosivos primarios. Em vez disso, ¢ necessario um explosivo secundario
intermedidrio. Devido ao baixo custo e seguranga no manuseio esses explosivos sdo
largamente empregados na construgao civil e mineragao.

Por fim, os propelentes sao substancias quimicas que produzem energia e grandes
quantidades de gas pressurizado, normalmente com o intuito de gerar propulsdo/empuxo.
Esses materiais sao constituidos de um combustivel e um oxidante, sendo que a reagao
entre os dois ocorre de maneira relativamente mais lenta. Consequentemente, existe
apenas a “queima’” dos reagentes e, a menos que os gases produzidos sejam confinados,
ndo existe a possibilidade de detonacdo. Um exemplo em evidéncia, dado os casos de
assalto a caixas eletronicos, ¢ a polvora.

Entre os explosivos empregados atualmente, alguns se destacam devido sua
versatilidade, baixo custo e uso em diversos setores. Por exemplo, a pdlvora e as emulsoes
explosivas permeiam a industria moderna em diversos setores, como balistica, propulsao

de foguetes, fogos de artificio, mineragdo, construcao civil, materiais bélicos, etc.

3.1.1. Polvora

Empregada principalmente na fabricacdo de “bombinhas” (firecracker"), a pdlvora
negra € obtida através da mistura em fase sélida de trés componentes principais: nitrato
de potéssio (KNQO3), carvao vegetal (C) e enxofre (S). Normalmente, a composi¢do da
polvora negra segue propor¢oes de 65-75% de KNOs, 15-20% de C e 10-15% de S.
Entretanto, a propor¢ao considerada mais eficiente ¢ 75-15-10 (% de KNO3/C/S) que tem
sua reacdo de combustdo descrita por!®+1%%;

10 KNO3; +8C+3 S — 2KyCO3+3 KaSO4+6 CO2+ 5 N2
Uma abordagem mais acurada leva em conta que, embora a formula quimica do carvao
ndo seja Unica, a formula empirica C;H40 tem maior sucesso em explicar os produtos

formados, de acordo com a equacio!®:

Y Pequenos artefatos explosivos contendo polvora negra, que produzem um som alto apds a explosao.
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6 KNO; + C7H40 + 2 S — K2CO3 + K2S04 + K2S +4 CO2 +2 CO + 3 N2 + 2 H2O

Como resultado da queima, a massa total de produtos apresentam em média 56% de
solidos, 43% de gases, 1% de agua e calor liberado equivalente a 685 Kcal/Kg ou 3
MJ/Kg.106:107

Em menor propor¢do, reacdes paralelas entre os reagentes podem ocorrer durante a
deflagragdo, formando tiossulfato (S203%) e oxido nitroso (N20) de acordo com as
equagdes '%%:

4 KNO3+2 C —4KNO; +2CO;
2 KNO; +2 S — 2 KSNO»

2 KSNO; — K»S,03 + N.O

Com o desenvolvimento da tecnologia outras composicdes de polvora foram
desenvolvidas, como a Polvora Flash. Diferentemente da pdlvora negra, esse material é
composto primariamente por sais de clorato e metais oxiddveis que, quando deflagrada,
provoca uma intensa emissao de luz. Essa caracteristica torna esse material atrativo para
a fabricagdo de fogos de artificio. Entre as diferentes composi¢des de polvora flash,
comumente utiliza-se 30% aluminio (Al) e 70% clorato de potéssio (KC103)'%, levando

a equacao balanceada:

6 KCIO; + 10 Al - 3 K20 +5 ALO; +3 Cl,

Outra possibilidade, ¢ a substitui¢do do clorato pelo perclorato (ClO47), na propor¢do

estequiométrica de 65% de KCIO4 e 35% de Al, seguindo a equagio!®’:
3 KCIOs + 8 Al — 3 KCI + 4 AlLO3
A composicao simples desses materiais, aliada a alta disponibilidade de matéria
prima, propicia um baixo custo de produ¢do de fogos de artificio. Consequentemente,

esses artefatos sdo amplamente comercializados para entretenimento (e.g. fogos de

artificio). Entretanto, também podem ser usados em ag¢des delituosas, seja para agoes de
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terrorismo ou roubos a caixas eletronicos, como mostram as apreensdes da Policia Federal

na Figura 2,10%110

Figura 2. Apreensdes de fogos de artificio usados em ataques a caixas eletronicos (adaptado das
refs. 10910y

3.1.2. Emulsoes explosivas

As emulsdes explosivas sdo explosivos terciarios fabricados a partir de uma fase
organica (6leo combustivel, como por exemplo 6leo diesel, gasolina, etc.), uma fase
aquosa (presente o oxidante) e um surfactante (estabilizante).!!’"!1? A composi¢io mais
comum encontrada ¢ baseada no uso de nitrato de amoénio (NH4NO3) como oxidante,
conhecido como ANFO (ammonium nitrate — fuel oil). No ANFO, uma solu¢do
supersaturada de NH4sNO3 normalmente corresponde a mais de 80% da formulacdo.!!* Na
Tabela 4 ¢ possivel observar as diferentes propor¢des entre o NH4sNO3z e o o6leo
combustivel, os produtos formados e a energia liberada para cada formulagdo.
Adicionalmente, diferentes aditivos podem ser incorporados para aumentar/diminuir a
poténcia do explosivo (e.g. aluminio, nitroglicerina, PETN*) ou para fazer uma marcagao
quimica (EGDNY ou DMNB?).!311* Ag emulsdes explosivas possuem baixo custo de
producdo e sdo de facil fabricagdo uma vez que consistem basicamente na mistura de
nitrato de amonio e 6leo combustivel. O ANFO vem sendo amplamente empregado na
construgdo civil e mineragao no ultimo século, e por isso se torna bastante acessivel,

mesmo com a regulamentagao dos o6rgaos publicos.

X Pentaerythritol tetranitrate
Y ethylene glycol dinitrate

? dimethyl nitrobutane
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Tabela 4. Reacdes de decomposicio do ANFO em diferentes propor¢des (adaptado de Sickler!!?).

Propor¢do NH4NOs/combustivel Reacdo provavel Energia (J/g)
94.5% / 5,5% 3 NH4NO3 + CH2 — 7 H20 + CO2 + 3 N2 3,891
92,0% / 8,0% 2 NHsNOs3 + CHz — 5 H20 + CO +2 N2 3,389
96,6% / 3,4% 5 NH4NO3 + CH2 — 11 H20 + CO2 +4 N2 + 2 NO 2,510
81,6% /18,4 % 2 NH4NO3 + 2 Al — 6 H20 + Al2O3 +3 N2 6,778

Os explosivos comerciais, como as emulsoes, dependem de legislagao especifica para
venda. Segundo a Portaria 3 de 2012 do Ministério da Defesa, os fabricantes,
distribuidores e comerciantes somente podem vender explosivos para pessoas fisicas e/ou
juridicas que possuam registro e sejam fiscalizadas pelo exército brasileiro. Entretanto, o
roubo de cargas de emulsao explosiva ¢ constantemente foco de noticias. Por exemplo,
em janeiro de 2019 uma carga contendo 5,7 toneladas de ANFO foram roubadas no estado
do Ceara.'!"® Paralelamente ao roubo de cargas, frequentemente quantidades de emulsdo
explosiva sdao aprendidas nas maos de suspeitos para o uso em caixas eletronicos,
sugerindo fortemente que as cargas roubadas se destinam as agdes criminosas.

Dado o panorama exposto, a identificagdo de explosivos torna-se uma ferramenta
valiosa para o trabalho de inteligéncia. Identificar os explosivos auxilia a estabelecer uma
correlagdo entre os criminosos e atos, favorecendo o entendimento do modus operandi de
organizagdes criminosas e a prevencdo de acdes. Logo, ¢ muito importante garantir a

confiabilidade dos métodos de identificagdo de explosivos para minimizar equivocos.

3.2. Cromatografia Ionica

Segundo a [IUPAC®*, a cromatografia ¢ definida como um método fisico de separagao
no qual os componentes que serdao separados encontram-se distribuidos em duas fases,
uma estaciondria e a outra movel (fase movel) — a qual se desloca em uma dire¢do
definida.!'® A fase movel interage com a fase estacionaria de acordo com caracteristicas
como polaridade, o que resulta em uma separacgao seletiva dos componentes presentes na
fase movel (Figura 3). Cada componente da fase movel apds sair da coluna passa por um

detector que produz graficos de intensidade vs. tempo, conhecidos como cromatogramas.
117,118

3 International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada)
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Eluente
A+B

Fase Movel —_| iB
A

Fase Estacionaria —

Cromatograma

Tempo de Retengdo

Figura 3. Desenho esquematico do funcionamento de uma coluna de cromatograma (adaptado de
Torres'?)

O conceito de cromatografia foi criado em 1906 pelo pesquisador Mikhail Tswatt.
Entretanto, apenas em 1975 o primeiro cromatdgrafo de ions tornou-se possivel gragas a
tecnologia de troca idnica, proposta por Wheaton e Baumann em 1953.'2° A
cromatografia i0nica separa os analitos baseado em cargas eletrostaticas. Nesse caso, a
fase estacionaria apresenta grupos funcionais (R-X) que possuem cargas opostas as dos
analitos. Componentes com poucas interagdes com a fase estaciondria eluirdo mais
rapidamente, enquanto os elementos com maior interagdo ficam mais tempo retidos na
matriz. O fendmeno de troca i0nica (cationica e anionica) pode ser definido pela equagao
de equilibrio:

Troca catidnica:
RX~C*+M*B~™ 2 RX M*+C* + B~
Troca Anionica:

RX*A* + M*B~ 2 RX*B* + M*A~

Em CI existem tipicamente dois modos de atuacdo do eluente: isocratico, onde a
composicao do eluente permanece constante por toda a corrida, ou gradiente, onde a
composi¢ao do eluente ¢ modificada gradativamente com o passar do tempo. No método

isocratico, a largura dos picos tende a aumentar em fun¢do do tempo de retencao,
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provocado pela maior interagdo do analito com a resina da coluna. Em contrapartida, no
método gradiente, o aumento das interagdes entre eluente e analito reduz a retencdo e
provoca a diminuicdo da largura dos picos. Normalmente, o uso de gradiente s6 ¢é
aconselhavel em casos onde o modo isocratico nao ¢ suficiente para a separagdo dos
compostos.

Como principal técnica de identificacdo de explosivos inorganicos nos laboratorios
forenses, a CI possui sensibilidade para quantificar baixas concentra¢des de residuos (na
ordem de pg/ml). Além disso, o equipamento pode ser facilmente operado e os
cromatogramas interpretados, o que o torna uma técnica bastante acessivel.”*%!2! Na
literatura, diferentes trabalhos sdo encontrados no aprimoramento de métodos de CI em
analises de explosivos!?!"123 buscando otimizar a separagio de ions pela coluna.

Apesar de bem estabelecida as vantagens dessa técnica, o procedimento de coleta dos
residuos € igualmente importante para garantir a confiabilidade dos resultados na CI. Com
relagdo a isso, apenas um trabalho foi encontrado relacionado aos materiais de coleta.
Nesse caso, DeTata et al.'** mostram uma comparacio entre diferentes materiais (i.e.
hastes de algoddo e algodao bola) para a coleta de residuos de explosdo organicos e
inorgédnicos. A principal preocupagdo ¢ a capacidade de cada material de recuperar os
residuos de maneira eficiente. Para as andlises de explosivos inorganicos, uma
recuperacgao de 95% dos residuos foi observada quando adotado o uso de uma solugado de
etanol:dgua. O texto também discute brevemente a presencga de pequenas quantidades de

ions interferentes a nivel de background nos materiais, sem especificar as concentragdes.

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1. Materiais de Coleta e Pré-processamento

Diferentes materiais usados para a coleta de residuos pos-explosao foram avaliados.
Estes materiais foram chamados de materiais de coleta. Além disso, filtros de seringa, os
quais sdo rotineiramente usados para filtrar a solucdo de analitos antes da injecdo no
cromatografo também foram avaliados. Os filtros foram chamados de materiais de pré-
processamento. Foram testadas ao todo 15 amostras, categorizados por sua finalidade: (i)
uso forense, ou (i1) uso comercial. As amostras de uso forense correspondem na verdade
a hastes de algodao vendidas explicitamente para fins forenses. Neste trabalho foram

analisadas duas marcas de hastes de algodao para fins forenses (Forensic Swabs - FS),
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cedidas pelo INC/PF. Além dos materiais forenses, foram analisados diversos tipos de
algoddo comercializado para diferentes fins, os quais podem ser usados por peritos para
coletar residuos na indisponibilidade dos swabs forenses. Estes foram adquiridos no
comercio local e correspondem a 2 hastes de algodao comercial (commercial swabs - CS),
2 discos de algodao (cotton discs — CD), 3 rolos de algodao (cotton rolls - CR), 2 algoddes
bola (Cotton Ball - CB). Também foram analisados 4 filtros de seringa (syringe filters -
SF). Os materiais foram usados sem nenhum tratamento prévio e as marcas ¢ o co6digo

empregado no trabalho para cada material estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Codificacdo utilizada par identificar os materiais de coleta estudados.

Tipo de Material Marca Cadigo
. ) Agilent® (haste de madeira) FS-1
Hastes de Algodé&o para Fins Forenses -
Zaragatoa® (haste de plastico) FS-2
Hastes de Algoddo Comerciais York® (haste de pléstico) cs1
g Topz® (haste de plastico) CS-2
Apolo® CD-1
Discos de Algodao P
Topz® CD-2
Needs® CR-1
Rolos de Algodao Cremer® CR-2
York® CR-3
B Needs® CB-1
Algodéo Bola
Cremer® CB-2
Whatman® SF-1
Filtros de Seri Agilent® SF-2
oS €6 Seringa Millipore® SF-3
Analitica® SF-4

4.2. Procedimento de Extracio e Lavagem

4.2.1. Hastes/Bolas/Discos/Rolos de Algoddo

Para extragdo dos ions (contaminantes inerentes), cada amostra de haste de algodao
foi colocada em um tubo de ensaio (10 mL) contendo 3 mL de 4gua Milli-Q e agitados
em um vortex por 30 segundos. Em seguida, 1,5 mL dessa solucdo foi transferida para
um vial de poliestireno especifico para cromatografia. O restante da solugdo foi
descartada e o processo de lavagem foi repetido quatro vezes para cada amostra. Para os
discos/rolos/bolas de algodao o mesmo procedimento de lavagem das hastes foi adotado,
porém, 1,00+0,05 g de cada material foi pesado e utilizado nos procedimentos de

extracao.
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4.2.2. Filtros de Seringa

As amostras foram preparadas fixando os filtros de seringa SF1, SF2, SF3 e SF4
(todos com porosidade igual a 0,45 pm) em uma seringa de poliestireno (20 mL). Foram
adicionados 10 mL de agua Milli-Q a seringa e os primeiros 1,5 mL de agua foram
coletados em um vial para andlises de CI. O restante da agua foi descartada. Apos o

descarte, o processo de lavagem foi repetido quatro vezes para cada amostra de filtro.

4.1. Analises cromatograficas

Os equipamentos usados nesse trabalho foram disponibilizados pelo Instituto
Nacional de Criminalistica (INC/PF). Além disso, o método empregado nas anélises de
CI foi desenvolvido e validado pelo proprio INC/PF. As andlises foram conduzidas em
um cromatoégrafo Thermo Scientific Dionex ICS-5000 com amostrador automatico AS-4P
e supressao eletrolitica auto regenerativa. Na analise dos anions, foi utilizada uma coluna
Dionex IonPac™ (2 x 250 mm) utilizando um gerador de eluente EGC equipado com um
cartucho de hidroxido de potassio (KOH), operando em modo mult-step gradiente mode,
comecgando em 10 mmol/L (0 min) até 45 mmol/L (40 min). Para as separagdes cationicas,
foi utilizada uma coluna Dionex IonPac™ CS12A (2 x 250 mm), operada em regime
isocratica 20 mM de acido metanosulfonico (MSA), gerado a partir de um gerador de
eluente EGC equipado com um cartucho de MSA, enquanto a corrente de supressao foi
mantida em 15 mA. Em todos os experimentos, as temperaturas da coluna e do detector
foram mantidas em 30°C e 25°C, respectivamente. O tempo total de retencdo foi de 45
min, com loop size de 10 pL e fluxo constante de 0,25 mL/min. Apo6s cada corrida,
aproximadamente 2 mL de dgua pura Milli-Q (18,2 MQ a 25 °C) foram bombeados pela
coluna, na intengdo de evitar contaminacao cruzada entre as amostras. O controle do
equipamento e aquisicdo de dados foram realizados com o sofiware Chromeleon®. Um
Vortex Mixer Kasvi® K45-2820 foi empregado na agitagdo das amostras.

Duas curvas analiticas foram usadas nos experimentos, uma para baixas
concentragdes (na faixa 0,01 até 1 mg/L) e outra para altas concentragdes (na faixa de 1
até 20 mg/L). Ambas as curvas foram obtidas em seis niveis de concentragao e triplicata.
Os limites de deteccao (LOD) e limites de quantificagao (LOQ) foram calculados através

125,126

do método de regressao linear , usando a equagao:
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FXDP
b

LOD ou LOQ = Equagido 1

Onde F sao os fatores 3,3 ou 10 para LOD ou LOQ, respectivamente; DP ¢ o desvio
padrao da regressao linear da curva analitica; e b a inclinagdo da curva analitica. Por fim,
as resolugdes foram calculadas diretamente pelo sofiware Chromeleon®, de acordo com
a equacao:

R=2 x L

Equagdo 2
Wref+WT auag

Onde #r ¢ o tempo e retencdo do pico de referéncia interna; #- ¢ o tempo de retengdo do
pico aferido; W, e W, sdo as larguras dos picos de referéncia e do aferido,
respectivamente.

Para construgdo das curvas de calibracao, solugdes padrao contendo os ions foram
preparadas em concentracdo fixa (1000 mg/mL) e as diluicdes foram realizadas
diretamente pelo equipamento. A soluc¢do padrao para os anions foi feita a partir de sais
de sodio - cloreto (Vetec Ltda.), fosfato (Vetec Ltda.), clorito (Sigma-Aldrich Ltda.),
perclorato (Sigma-Aldrich Ltda.), clorato (Baker Ltda.), sulfato (Cinética Ltda.),
tiossulfato (Carlo Erba Ltda.) e nitrato (QEEL Ltda) - e de sais de potassio - brometo
(Vetec Ltda.), tiocianato (Vetec Ltda.), cianato (Sigma-Aldrich Ltda.) e oxalato (QEEL
Ltda.). J4 a solugdo padrdo de cations foi preparada a partir de cloreto de litio (Vetec
Ltda.), cloreto de calcio (Vetec Ltda.), sulfato de magnésio (Vetec Ltda.), cloreto de
amonio (Merck Ltda.), cloreto de estroncio (Merck Ltda.) e formiato de amonio (ACROS
Ltda.). Todos os padrdes, amostras e eluentes foram preparados usando agua ultrapura

(18,2 MQ cm) a partir de um purificador Millipore Direct-Q5.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Consideracoes Iniciais

A Figura 4 exibe os cromatogramas das solu¢des padrdo (contendo 7 cations e 18
anions) em concentragdo de 5 mg/L. Observa-se que todos os analitos puderam ser
adequadamente separados com o método utilizado. Os ions de interesse para esse trabalho
foram destacados na Figura 4 (*) e na Tabela 6. Esses ions compreendem um conjunto
de 5 cations (Na®, NH4", K*, Mg e Ca®") e 10 anions (CI', C1O2", ClOs", ClO4, NOy,
NOs -, SO4%, S203%, CN e SCN), os quais sdo tipicamente identificados em cendrios de
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poOs-explosao de explosivos inorganicos, como nitratos, cloratos ou percloratos.
Explosivos que apresentam esse perfil podem ser poélvora negra, fogos de artificio,
emulsdes explosivas, ANFO, efc.'”> A Tabela 6 também apresenta as figuras de mérito

calculadas para o método, i.e. tempo de retengdo médio, desvio padrao relativo e

resolucgao.
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Figura 4. Cromatograma dos padrdes de anions (esquerda) e cations (direita) em concentragdo 5 mg/L.
(*) lons de interesse em analises de pos-explosao.

Tabela 6. Figuras de mérito calculados para anions e cations de interesse para andlises de pos explosdo.

Tempo de Reten¢do (min) . . . LD LQ
, — Area do Pico Resolugio
Ion Média (n = 6) DPR (%) (mg/L)
Anions

Cr 7,851 0,06 4,4867 5,02 0,0129 0,0392
ClOy 6,734 0,06 1,8202 2,81 0,0264 0,0801
ClOs 10,240 0,07 1,4764 2,05 0,0262 0,0794
ClOs 29,204 0,06 1,3852 5,89 0,0243 0,0736
NOy 9,279 0,06 2,5246 1,35 0,0186 0,0563
NO;5 11,986 0,07 2,4037 7,28 0,0103 0,0312
SO4 16,161 0,06 3,0612 4,26 0,0268 0,0813
S,05% 22,679 0,06 2,3811 2,02 0,0293 0,0887
CN- 9,723 0,06 1,6299 1,55 0,0365 0,1105
SCN- 26,597 0,06 1,9093 3,32 0,0180 0,0545

Cations

Na* 4,711 0,08 3,5523 2,27 0,0124 0,0375
NH4* 5,373 0,08 1,9165 3,84 0,0697 0,2113

K* 6,626 0,06 2,0909 2,64 0,0423 0,1281
Mg* 10,849 0,04 6,2244 3,65 0,0257 0,0777
Ca? 13,559 0,03 4,3559 2,59 0,0337 0,1020

*DPR = Desvio Padrdo Relativo; LD = Limite de Detec¢@o; LQ = Limite de quantificagdo; n = nimero de
replicatas.

A literatura ndo especifica os limites de detec¢do e quantificacdo que devem ser

considerados na andlise de residuos de explosivo (pos-explosdo). A Policia Federal
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também nao tem uma normativa a este respeito. Assim sendo, neste trabalho optou-se por
considerar como um resultado positivo para as andlises das amostras valores de
concentragdo maior ou igual ao maior LQ calculado (LQnn4+ = 0,2 mg/L). Desta forma,
o valor de 0,2 mg/L foi adotado como valor de corte para todos os analitos e qualquer

concentracdo encontrada abaixo 0,2 mg/L foi desconsiderada.

5.2. Avaliacao dos Materiais de Uso Forense

A priori, buscou-se avaliar diferentes materiais usados na rotina dos peritos forenses,
como os Swabs de coleta (FS) e os filtros de seringas (SF). As concentragdes dos ions de
interesse (possiveis interferentes) apos o processo de extragdo sdo mostradas nas Tabelas
7 (cations) e 8 (anions). Importante destacar que ndo foram encontrados tragos de ClO2",
ClO4, NO2” $203%, CN" e SCN" em nenhuma das amostras analisadas. Entretanto, altas
concentragdes de Na“ e K foram encontradas para FS-1 (4,6+0,6 mg/L ¢ 0,8+0,3 mg/L,
respectivamente) e FS-2 (15+£3 mg/L e 0,34+0,3 mg/L, respectivamente). Adicionalmente,
a marca FS-1 também apresentou os fons SO4* (6,0£0,8 mg/L), CI" (2,0+£0,3 mg/L), K*
(1,4£0,2 mg/L) e Ca** (0,51£0,09 mg/L).

Em relagdo aos filtros de seringa, as amostras SF-2 e SF-3 foram as Unicas que nao
apresentaram niveis significativos de interferentes, sendo considerados materiais limpos.
J4 a amostra SF-1 apresentou valores consideraveis de Cl', Na“ e K* (4+1 mg/L, 1,5+0,8
mg/L e 1,240,2 mg/L, respectivamente), enquanto o SF-4 apresentou apenas SO4>"
(0,6+0,3 mg/L).

A partir dessas consideragdes, as amostras FS-1, FS-2, SF-1 e SF-4 (assim como
fabricados) foram consideradas inapropriadas para a coleta de residuos de explosivos por
apresentar niveis consideraveis de um ou mais interferentes. Visto que a presenga desses
ions foi confirmada, os materiais foram submetidos ao processo de consecutivas lavagens
(secdo 4.2) para avaliar a possibilidade de remogdo desses interferentes.

Aliquotas de cada lavagem foram analisadas por CI e as concentragdes obtidas
apresentadas na Tabela 7 e 8. Adicionalmente, graficos de barra 3D (Concentracao vs.
Numero de Lavagens vs. Interferentes) foram construidos para cada material e
disponibilizados na Figura 5. Como observado, todos os FS e SF sofreram reducdo das
concentragdes de ions apods os ciclos de lavagem. No caso das amostras FS-2, SF-1, SF-
2, SF-3 e SF-4 (Figuras 5b-5e) uma drastica redugdo de interferentes ja € percebida na

segunda lavagem, e se tornam concentragdes inexpressivas a partir da terceira lavagem.
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Um maior destaque pode ser dado a amostra FS-1 que apresenta concentragdes
persistentes de K*, mesmo ap0s o ciclo de quatro lavagens. As concentragdes encontradas
para esse ion foram: 1,4+0,2 mg/L, 1,1+0,1 mg/L, 0,7£0,1 mg/L e 0,8+0,2 mg/L,
respectivos as lavagens 1, 2, 3 e 4. Logo, o processo de lavagem parece nao ser adequado
a todos os tipos de haste, mas oferece uma alternativa para aumentar a confiabilidade caso
a amostra seja resistente a lavagem. Além disso, a amostra FS-1 apresentou
simultaneamente a combinagio de ions SO4>" com Na*/K", tipicamente associada ao perfil
quimico de alguns explosivos (Tabela 1). Deve-se ter um maior cuidado com materiais
que apresentem esses perfis quimicos uma vez que essa combinagdo de interferentes

podem contribuir para falsos-positivos.

Tabela 7. Concentracdo de cations obtidas por CI nos materiais forenses avaliados.

Concentracao de Interferente (mg/L) (n = 3)

Material 92 Ne NF K Mg* ca”

Lavagem  pedia DP Média DP  Média DP Média DP Média DP
FS-1 1 46 0,6 n.s. n.s. 14 0,2 0,8 0,3 0,51 0,09
FS-1 2 0,69 0,07 n.s. n.s. 11 0,1 n.s. n.s. n.s. n.s.
FS-1 3 0,20 0,03 n.s. n.s. 0,7 0,1 n.s. n.s. n.s. n.s.
FS-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. 0.8 0,2 ns. n.s. n.s. n.s.
FS-2 1 15 3 n.s. n.s. 0,3 0,3 11 0,5 n.s. n.s.
FS -2 2 1,02 0,06 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,21 0,09 n.s. n.s.
FS -2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS -2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-1 1 15 0,8 ns. n.s. 1,2 0,2 ns. n.s. n.s. n.s.
SF-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-1 4 n.s. n.s. ns. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-2 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-3 1 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-3 2 n.s. n.s. ns. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-3 3 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-3 4 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s.
SF-4 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-4 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-4 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-4 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

*n = numero de replicatas; DP = Desvio Padrao; n.s. = ndo significativo;
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Tabela 8. Concentracdo de anions obtidas por CI nos materiais forenses avaliados.

Concentragéo de Interferente (mg/L) (n = 3)

Cr NOs S0,% ClOs
Material N° da Lavagem

Média DP Média DP Média DP Média DP
FS-1 1 2,0 04 n.s. n.s. 6,0 0.8 n.s. n.s.
FS-1 2 04 0,2 n.s. n.s. 0,6 0,1 n.s. n.s.
FS-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS-2 1 0,7 0,7 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS -2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS -2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FS -2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-1 1 4 1 n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-2 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-3 1 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-3 2 n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-3 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-3 4 ns. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. n.s.
SF-4 1 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,6 0,3 n.s. n.s.
SF-4 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-4 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SF-4 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

*n = namero de replicatas; DP = Desvio Padréo; n.s. = ndo significativo;
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Figura 5. Grafico de barras de concentrago de ions interferentes apds varias lavagens das amostras (a-
b) FS=(1 - 2), (c-¢) SF~(1 - 4).

Além da auséncia de interferentes, ¢ necessario que o swab mantenha certas
caracteristicas estruturais para ser adequado ao uso. Por exemplo, se a lavagem acarretar
um desprendimento de algoddo esta amostra ndo deve mais ser considerada como
adequada. A integridade dos swabs foi monitorada ao longo do processo de lavagem.
Observou-se que mesmo apos ser lavada consecutivas vezes o material FS-1 manteve
suas caracteristicas estruturais apds a secagem (24 horas a temperatura ambiente).
Contudo, o swab FS-2 apresentou uma perda consideravel de compactagdo/forma do

algodao (Figura 6). Visto que essa caracteristica pode provocar problemas durante uma
pericia real, essa amostra foi considerada inapropriada para ser lavada antes do uso.

Somando isto a presenca de interferentes antes da lavagem, esta amostra foi considerada

como inapropriada para a coleta de residuos de explosao.
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Figura 6. Imagem de uma amostra FS-2 antes (esquerda) e depois (direita) do processo de lavagem.

5.3. Avaliacdo de Materiais de Uso Comercial

Na rotina de um laboratério de analise forense, muitas vezes ¢ necessario adaptar ou
improvisar materiais de coleta comerciais com o intuito de reduzir custos ou quando nao
ha a disposi¢do materiais especificos. Alguns peritos relataram que por vezes fizeram uso
de diferentes formas de algodao para coletar amostras de residuos de explosivos. Dentro
desse contexto, diferentes marcas de algodao comumente encontradas no comércio foram
analisadas por CI. As amostras analisadas foram hastes de algodao (CS), discos de
algodao (CD), bolas de algodao (CB) e rolos de algodao (CR). O principal objetivo foi
avaliar se esses materiais, que sdo mais baratos e disponiveis, podem ser usados na rotina
de peritos.

Foram testados nove amostras, divididas em: 2 de CS; 2 de CD; 3 de CR; e 2 de CB.
As concentragdes médias ¢ o desvio padrao dos ions de interesse sio mostradas nas
Tabelas 9 (cations) e 10 (anions). Na primeira extragdo, todas as amostras apresentaram
valores significativos de Na*, com concentragdes variando de 1,05+0,09 mg/L até 3,7+0,5
mg/L. Algumas amostras mostraram concentragdes relevantes de K', como CR-1
(2,3+0,8 mg/L), CR-2 (1,4+0,2 mg/L), CD-2 (1,1+0,1 mg/L) e CB-2 (0,5+0,2 mg/L).
Valores significativos de Cl° e SO4? também foram encontrados nas amostras CB-1
(1,01£0.04 e 0,70+0.04 mg/L, respectivamente), CD-1 (0,41+£0,04 e 0,43+0,03 mg/L,
respectivamente) e CS-1 (0,49+0,04 e 0,36+0,07 mg/L, respectivamente). Um maior
destaque deve ser dado as amostras que mostraram a presenca do ion NOs", principal

componente na composicao de emulsdes explosivas como o ANFO. Esse ion foi
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encontrado nas amostras CR-1 (8,0£2,0 mg/L), CR-2 (4,2+0,6 mg/L), CD-2 (3,4+0,4
mg/L), CB-2 (1,5+0,7 mg/L), CB-1 (0,52+0,03 mg/L) e CS-1 (0,34+0,04 mg/L).

Foram avaliadas as combinagdes de diferentes ions que pudessem indicar o perfil
quimico dos explosivos. Duas combinagdes foram observadas: SO4>" com K'/Na® -
encontradas nas amostras CS-1, CD-1 e CB-1; e NO3 com K'/Na" - encontrada nas
amostras CS-1, CD-2, CR-1, CR-2, CB-1 e CB-2. Visto que todas as amostras apresentam
ao menos uma combinacdo de ions que pode sugerir um resultado falso positivo, estas
amostras sem pré-tratamento (lavagem) foram consideradas inapropriados para a coleta
de amostras de residuos de explosao.

Assim como os materiais forenses, o procedimento de lavagem foi aplicado aos
materiais comerciais na tentativa de reduzir a concentragdo de interferentes (secao 4.2)..

Como observado nas Tabelas 9 e 10, todas as amostras apresentaram redugdes
significativas de interferentes a partir da segunda lavagem. Esse comportamento pode ser
melhor observado através dos graficos de barras 3D disponiveis na Figura 7. Por
exemplo, a amostra CR-1 (Figura 7a), que apresenta a maior concentragdo de NO3™ (8+2
mg/L), foi considerada isenta de interferentes apds a segunda lavagem. A Unica excec¢ao
para esse comportamento foi amostra CS-1 que apresenta valores significantes de Na* até
a quarta lavagem (3,7+0,5 mg/L; 0,7+0,2 mg/L; 0,41+0,06 mg/L; e 0,30+£0,06 mg/L,
respectivamente da 1* a 4* lavagem). E importante destacar que a amostra CS-2 (Figura
7b), contra as expectativas, mostrou concentragdes de interferentes menores inclusive que

os materiais forenses FS-1 e FS-2.
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Tabela 9. Concentragdo de cations obtidas por CI nos materiais comerciais avaliados.

Concentracdo de Interferentes (mg/L) (n = 3)

Materiais N° da Lavagem Na® NHL K Mg ca®

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Cs-1 1 3,7 05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cs-1 2 0,7 0,2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cs-1 3 041 0,06 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cs-1 4 0,30 0,06 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 1 1,05 0,09 ns. ns. 0,3 0,1 n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 2 n.s. n.s. ns. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 3 n.s. n.s. ns. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 4 n.s. n.s. ns. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 1 2,2 0,2 n.s. ns. | 0,26 0,03 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 2 04 03 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 1 14 0,1 n.s. n.s. 11 0,1 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 1 15 0,1 n.s. n.s. 2,3 0.8 n.s. n.s. 0,21 0,08
CR-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,3 0,2 n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 3 n.s. n.s. n.s. ns. | 0,26 0,09 n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 4 n.s. n.s. n.s. ns. | 0,20 0,07 n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 1 1,13 0,03 n.s. n.s. 14 0,2 n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 B n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 1 2,4 04 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 2 05 0,1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 1 1,9 0,2 n.s. ns. | 021 0,01 n.s. n.s. 0,23 0,03
CB-1 2 0,27 0,04 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 B n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 1 11 0,2 n.s. n.s. 0,5 0,2 n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

*n = numero de replicatas; DP = Desvio Padrio; n.s. = ndo significativo;
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Tabela 10. Concentragdo de cations obtidas por CI nos materiais comerciais avaliados.

Concentracdo de Interferentes (mg/L) (n = 3)

Materiais N° da Lavagem o NOs S0 clos

Média DP Média DP Média DP Média DP
Cs-1 1 0,48 0,04 0,34 0,04 0,36 0,07 n.s. n.s.
Cs-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cs-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cs-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CS-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 1 0,41 0,04 n.s. n.s. 0,43 0,03 n.s. n.s.
CD-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 1 0,09 0,01 34 04 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 1 03 0,1 7 2 0,24 0,03 n.s. n.s.
CR-1 2 n.s. n.s. 0,2 0,2 n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 1 n.s. n.s. 4,2 0,6 0,24 0,01 n.s. n.s.
CR-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 1 0,28 0,04 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CR-3 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 1 1,01 0,04 0,51 0,03 0,70 0,04 n.s. n.s.
CB-1 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-1 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 1 n.s. n.s. 15 0,7 0,21 0,02 n.s. n.s.
CB-2 2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CB-2 4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

*n = numero de replicatas; DP = Desvio Padrio; n.s. = ndo significativo;

63



,\
N
Q
v

(a) CS-1 (b) CS-2

| [ 14 7

| Q | Q Ry
5§ | sﬁ} 8 §Q
& -§ . §
41° th .51
ag ag §
2 Q 29 S

e
\)“S\‘i@\"&% ] F
(f) CR-

Z)

L Len /) 3
40 (ing1)

tragio (my
oacentragio (

s
{, Concen,
2,
Conceﬂg;f

s
Ce

R

0 (mg1)
43¢d0 (me/], )

o
77
PA g

(,w Concentra,
" Concen

Figura 7. Grafico de barras de concentragdo de ions interferentes apds varias lavagens das amostras (a-
b) CS=(1 - 2), (c-d) CD(1 - 2), (e-g) CR~(1 — 3) e (h-i) CB(1 - 2).

Assim como nos materiais forenses, também foi avaliado se as amostras mantinham

a sua integridade apo6s as lavagens. Como ja mencionado, se uma amostra mostra perda
de algodao em fungdo das lavagens, ela ndo ¢ considerada adequada para o uso em
questdo. As amostras CS-1 e CS-2 mostraram perda do formato/compactacao do algodao
nas hastes, o que poderia provocar problemas na coleta por falta de firmeza do material,
ou até mesmo a queda do algodao (Figura 8a). Por outro lado, as amostras CD, CB e CR
ndo apresentaram mudangas significantes e foram consideradas as mais adequadas aos

ciclos de lavagem, como exemplificado na Figura 8b, que mostra uma imagem de uma
amostra de CB antes de depois de quatro lavagens.
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Figura 8. Imagem exemplo das hastes de algodao e algoddes bola antes e depois do

procedimento de lavagem

A concentragdo total de interferentes para cada material foi calculada pela soma das
concentragdes de cada ion na primeira extracdo (Figura 9). Com isso foi possivel
observar que os materiais com a maior concentracio de ions totais foram as amostras FS-
1 ¢ FS-2. Por outro lado, os materiais de coleta menos contaminadas foram considerados
os materiais comerciais CS-2, CR-3 e CD-1. Dentre todos os testados, os Unicos
considerados utilizaveis sem a necessidade de lavagem foram os filtros de seringa (SF),
com excecdo da amostra SF-1. Considerando o total de interferentes, a seguinte lista foi
classificada em ordem decrescente de concentragdo: FS-2 > FS-1 > CR-1 > CR-2 > SF-1

> CD-2>(CS-1 > CB-1 > CB-2 > CD-1 > CR-3 > CS-2 > SF-4 > SF-2 > SF-3.
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Concentragdo (mg/L)

FS-2 FS-1 CR-1 CR-2 SF-1 CD-2 CS-1 CB-1 CB-2 CD-1 CR-3 CS-2 SF-4 SF-2 SF-3

Figura 9. Concentragdo total de interferentes para cada material analisado.

6. CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou que vérios materiais de coleta apresentam valores nao-
negligencidveis de ions interferentes (> 0,2 mg/L). As tUnicas amostras que nao
apresentaram valores significantes de interferentes foram os filtros de seringa SF-2 e SF-
3. Contrério as expectativas, as duas hastes de algodao (FS), designadas como materiais
de coleta forenses FS-1 e FS-2, mostraram as maiores concentracdes totais de ions. Com
relacdo aos materiais comerciais, todos apresentaram quantidades significativas de pelo
menos um ion. Entretanto, as amostras de disco, rolo e haste de algoddo CD-1, CR-3 e
CS-2, respectivamente, mostraram os menores valores de interferentes entre os materiais
destinados a coleta. Foi observado que quase todas as amostras apresentaram
concentracdes significativas de ions de oxidantes (e.g. NOs,, SO4>, etc.) que, em
combinag¢io com cations tipicos (como K*, Na" ou NH4"), podem ser confundidos com o
perfil de residuos de pos-explosdo. Assim, o uso de materiais de coleta sem nenhum
tratamento pode induzir a equivocos e falsos-positivos.

A maioria das amostras que passaram pelos quatro ciclos de lavagem foram
considerados apropriados ao uso. Apenas as amostras FS-1, CS-1 e CS-2 mostraram-se

inapropriadas ao uso devido perda de formato/compactagcdao do algoddo na haste, o que
66



pode prejudicar o evento de coleta. Além disso, pelo menos 3 ciclos de lavagem foram
considerados suficientes para remocao dos interferentes dos materiais de coleta, exceto
para as amostras FS-1 e CS-1 que apresentaram ions persistentes.

Com base nesses resultados, conclui-se que os materiais de coleta e pré-
processamento de residuos de pos-explosivos precisam ser cuidadosamente avaliados
antes de cada experimento. Primeiramente, recomenda-se que todo e qualquer material
de coleta/pré-processamento seja analisado, preferencialmente antes de seu uso para
garantir que apenas materiais livres de ions interferentes possam ser usados. Caso isso
nao seja possivel, ¢ altamente recomendado que seja feito um “branco” com uma amostra
inviolada do material em questdo para estimar a quantidade de ions presentes, ¢ assim
reduzir os riscos de falso-positivo. Por fim, também ¢é recomendo que todo material de

coleta seja lavado ao menos trés vezes antes do uso, sempre que possivel.
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Capitulo III :

Avalicao da Ozondlise como Técnica de
Descontaminacao de Trajes de

Bombeiros
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1. INTRODUCAO

Em incéndios, tanto em locais abertos (florestas, veiculos, lixos, etc.) como em locais
fechados (casas, fabricas, construcdes, etc.), inumeros produtos toxicos podem ser
gerados a partir das reagdes de combustdo. Esses produtos podem vir de combustao
completa, produzindo dgua, CO; e calor, ou de combustdo incompleta, gerando uma
enorme quantidade de substancias asfixiantes, irritantes, toxicas, carcinogénicas e/ou
mutagénicas.'?”!?® Entre os produtos formados, a literatura destaca a subclasse dos
compostos organicos volateis (COV), que sao facilmente convertidos a gas por sua alta
volatilidade, e compostos organicos persistentes (COP), que podem se depositar e ficar
impregnados em diferentes superficies.!? Tanto os COV quanto os COP podem
apresentar efeitos deletérios a saude humana e diversas pesquisas estdo em andamento
para reduzir os riscos de contaminagdo.!3%!3!

Recentemente, uma pesquisa com 29.993 bombeiros americanos mostrou que 6,9%
morreram vitimas de cancer. Além disso, 13,5% dos individuos foram diagnosticados
com algum tipo de cancer. O estudo também destaca a predominéncia aparecimento de
carcinomas no trato digestivo e respiratorio.!*? Uma segunda pesquisa feita com 16.422
bombeiros originarios de cinco paises nordicos mostrou maior incidéncia nos casos de
cancer de prostata, melanoma e outros tipos de cancer de pele, se comparados com a
média da populacio.!** Dado esse panorama, a Agéncia Internacional para Pesquisa do
Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer) ja reconhece a
profissdo bombeiro como uma das 18 ocupacdes com maior risco de cancer, provocado
pela exposi¢io a compostos cancerigenos. '3

Entre os compostos identificados nos residuos de incéndios, encontram-se os COV
benzeno, benzopireno, 1,3-butadieno e o formaldeido, que apresentam caracteristicas

carcinogénicas comprovadas.'3*

Paralelamente, pesquisa recente realizada pela
Universidad de Alcala (Espanha) mostra que diferentes equipamentos usados por
bombeiros (e.g. trajes, capacetes, luvas, etc.) apresentam residuos de COP impregnados
durante a rotina de trabalho.!*> Entre eles, diversos compostos organicos aromaéticos,
tipicamente agentes cancerigenos (Figura 1). A presenca destes COV e COP nos trajes
e equipamentos de seguranca faz com que os bombeiros fiquem expostos a agentes

cancerigenos mesmo longe do local de combate ao fogo e esta exposigao torna-se cronica.
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns dos COP comumente encontrados em trajes de bombeiros
usados (Chico et al.'*%)

Atualmente a descontaminacdo dos trajes de bombeiro ¢ feita em maquinas de lavar

convencionais ¢ a lavagem ¢ feita uma ou duas vezes ao ano. Esse numero reduzido ¢
justificavel pois cada ciclo de lavagem danifica as fibras do traje devido ao atrito
mecanico. Por sua vez o traje possui um alto custo, entre US$ 500 e US$ 2200 apenas o
traje de prote¢do.'*® Logo, técnicas alternativas de limpeza dos equipamentos que
oferegam baixo custo, alto eficiéncia e que nao prejudiquem a funcionalidade dos trajes,
precisam ser desenvolvidas.
Recentemente, armarios de ozonizagao tem chamado a atencao da comunidade de
bombeiros como uma forma de auxiliar na descontaminagio de trajes/equipamentos. A
depender do meio, as reagdes de ozonodlise favorecem a quebra de duplas ligagdes,
produzindo cetonas e/ou alcoois de cadeia carbonica menor. O 0zoénio (O3) € um oxidante
poderoso usado em alguns processos oxidativos avangados para a degradacdo de
compostos organicos.'3” 13’ Dessa maneira, compostos aromaticos de alta massa
molecular impregnados em trajes/equipamentos podem ser oxidados e reduzidos a
compostos volateis que podem ser mais facilmente eliminados dos trajes.

Algumas empresas ja comercializam armdrios ozonizadores, onde os trajes seriam
colocados diretamente na presen¢a de um fluxo gasoso de Os. Recentemente, o Cuerpo

de Bomberos de Madrid adquiriu um armario ozonizador para descontaminacao de trajes
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(Figura 2). Junto com o equipamento, comercializado pela Safy Seguridad®, foi enviado
um documento de recomenda¢des de uso encaminhado aos clientes'*’, contendo
diferentes experimentos de ozondlise de diferentes COV, como xileno, tolueno e estireno.
Nesses experimentos, uma sala de 50 m? ¢ saturada com COV através da volatilizagio de
200 mL da substancia, a temperatura ambiente. Apos saturar o ambiente, um fluxo
continuo de ozonio ¢ aplicado e os niveis de COz e dos COV s3o monitorados. Os
resultados mostram que foram necessarios apenas 4 min para degradar 94,2% do tolueno
e 14 min para degradar 88% do estireno presentes no ambiente. Embora tenha um rigor
cientifico, o documento abre precedentes para questionamentos: primeiro, ndo sao
abordados os produtos formados apos a degradacao dos COV, que podem também possuir
toxicidade; segundo, ndo s3o avaliados os efeitos da presenca dos trajes na
descontamina¢do dos COV, ja que se trata de um novo substrato; por fim, ndo ¢ um
documento publicado em periddicos cientificos o que deprecia a credibilidade. Dito isso,
¢ importante destacar que nao ha confirmagdes cientificas de que os armarios de
ozonizagdo sejam uma alternativa mais efetiva para a degradagdo dos residuos de

combustdo e de que ndo afetem a integridade dos trajes.

)
Nm\r;na\

Figura 2.Imagem de armério ozonizador comercial fabricado por Safy Seguridad®.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho tem por objetivo avaliar a eficiéncia e a viabilidade de armarios
ozonizadores comerciais na descontaminacdo de residuos de combustdo em trajes de

bombeiros.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia de degradagdo de moléculas modelo tartrazina, em meio
umido e seco;

e Avaliar a eficiéncia de degradagdo das moléculas modelo pireno e 9-
merilantraceno em ambiente seco, sobre os trajes de bombeiro, utilizando
espectrofotometria de absor¢ao no UV/VIS;

e Identificar os produtos obtidos a partir do processo de ozonizagao;

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Compostos Organicos Volateis e Persistentes

O processo de combustdo ocorre quando um material ¢ oxidado liberando energia
tipicamente na forma de luz e calor. Os materiais queimados nesse processo sao chamados
de combustivel e tipicamente sdo constituidos de carbono e hidrogénio.'*! Em sistemas
abertos, o agente oxidante normalmente ¢ o O do ar atmosférico. O processo de
combustdo pode ser chamado completo quando todo o combustivel é convertido a CO; e
dgua. '¥! Entretanto, quando ha déficit de comburente, a oxidagdo ocorre de forma
incompleta, formando produtos como hidrocarbonetos parcialmente combusto, fuligem,
cinzas, monoxido de carbono, efc.

Em situacdes reais de incéndio, reagdes incompletas sdo frequentes e levam ao
surgimento de diversos subprodutos toxicos. Os residuos provenientes da combustio
incompleta de materiais derivados de petrdleo sdo os mais toxicos.'*> Nos altimos anos,

a popularizagdo de materiais baseados em plasticos e derivados de petroleo (e.g.
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equipamentos eletronicos, recipientes de comida, papeis de parede, estofados) favorecem
a producdo de altas quantidades de subprodutos téxicos em incéndios, o que pode
representar um problema adicional para a saide de bombeiros os quais sdo cronicamente
expostos a eles.!**!* De maneira similar os incéndios florestais podem gerar quantidades
massivas de toxinas a partir da queima de biomassa. Os gases provenientes de combustao
incompleta de materiais derivados de petrdleo sdo considerados alguns dos maiores riscos

a vida de bombeiros.'*> A Tabela 1 mostra os diferentes produtos identificados na

literatura em um cenario de incéndio e seu efeito para a satde.

Tabela 1. Relacio de diferentes toxinas identificadas em incéndios.!*?
Composto Exemplos Origem Efeito para a saude
Gases CO combustdo incompleta asfixiante
NO; oxidagdo do nitrogénio no irritante
ar em alta temperatura ou
contribui¢@o de algum
combustivel nitrogenado
Hidrocarbonetos Insaturados (ex.) 1,3- combustao incompleta irritante, carcinogénico,
butadieno, tricloroetileno mutagénico
Saturados (ex. n-hexano) irritante, neurotoxicidade
Policiclicos aromatico (ex. carcinogénico, mutagénico
benzopireno, pireno,
antraceno, tolueno)
Monoaromaticos: carcinogénico, mutagénico
Benzeno, Estireno
Organicos Aldeidos (ex. combustdo incompleta irritante, carcinogénico,
oxigenados formaldeidos, acroleina) mutagénico
Alcoois e acidos (metanol, irritante

acido acético)
Fenois (catecol, cresol,

irritante, carcinogénico,

metilfendis) mutagénico
Quinonas (ex. irritante, alergénico,
hidroquinona, possivel carcinogénico

antraquinona, fluorenona)

Entre os diversos produtos formados, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

(HPA) merecem uma atengao especial por ser carcinogénico e de dificil degradagao.

142,145

Os HPAs s3o formados por dois ou mais anéis aromaticos, em condigdes de baixa
oxigenacao e temperaturas entre 600 e 900 °C, apresentam alta pressdao de vapor e se
condensam aproximadamente a 200°C.

Para contornar os problemas oriundos da exposicdo a este tipo de composto,
protocolos de seguranca tem sido adotados (e constantemente aperfeicoados). Por
exemplo, o uso EPI (equipamentos de protecao individual) mesmo em situagdes pos-fogo

e a busca por métodos de descontaminagdo de trajes e equipamentos.

3.2. Os trajes e sua descontaminacio
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Segundo o MAEPP (Manual de Atendimento as Emergéncias com Produtos

Perigosos

)46, 0 corpo militar de bombeiros brasileiro trabalha principalmente com 4 tipos

de trajes de seguranca para atuacao em incéndios/areas de risco, divididos em niveis A,

B,CeD.

Trajes nivel A (Figura 3a) sdo roupas de encapsulamento completo,
hermeticamente fechadas e com alto nivel de prote¢do quimica, fabricados
para proteger o sistema respiratorio e pele de vapores e gases toxicos. Esses
equipamentos restringem drasticamente a movimentacgao do profissional.
Trajes nivel B (Figura 3b) sdo recomendados em cenarios de alto risco para
vias respiratérias, mas que nao possuem risco imediato em contato com a pele.
Além disso, possuem menor peso e sao mais confortaveis ao uso que os niveis
A.

Trajes nivel C (Figura 3c¢) sdo recomendadas em situa¢des que nao ha riscos
respiratorios ou de absor¢do cutinea, porém sdo mais resistentes capazes de
resistir a danos fisicos e queimaduras.

Trajes nivel D (Figura 6d) sdo as roupas padrdo de servico dos bombeiros,
usadas em situagdes que nao apresentam riscos de produtos quimicos e/ou
vapores toxicos. Sdo tipicamente usadas em situagdes de incéndios. Esse
conjunto ¢ constituido de botas, luvas e capuz balaclava antichamas, capacete,

uniforme de seguranga e equipamento autonomo de respiracao.
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Figura 3. Trajes de seguranga niveis A, B, C e D, usados por bombeiros segundo o MAEPP (adaptado
da referéncia'#®).

Tipicamente, os trajes de uso rotineiro (niveis D) sdo fabricados em trés camadas com
diferentes composi¢cdes. Como mostrado na Figura 4, a primeira camada (camada
externa) tem por objetivo proteger o usuario do contato direto das chamas. A segunda
camada ¢ impermeavel e tem o objetivo de impedir o contato da pele com substancias
liquidas perigosas. A ultima camada propicia um isolamento térmico mais eficiente,
porém, permite a troca de calor por transpiracdo. As trés camadas de protecdo sdo
fabricadas principalmente a partir de poliamidas aromaticas (Aramid), principalmente
Nomex® e Kevlar® (Figuras 5a e 5b). Esses materiais sdo capazes de suportar
temperaturas até 400°C sem perder suas caracteristicas além de evitar a propagagdo de
chama e calor através do traje.'*’

Outro polimero muito usado na fabricacao de trajes ¢ o politetrafluoroetileno (PTFE),
comercialmente conhecido como Teflon (Figura Sc). Os trajes sdo usualmente recobertos
por PTFE como forma de impermeabilizar o equipamento e impedir a permeacdo de
substancias toxicas. Esse composto mantém suas propriedades até aproximadamente

300°C, porém, nao ¢ recomendado o uso desses trajes acima de 200°C sem uma
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ventilagdo apropriada. Acima de 400°C a decomposi¢ao do PTFE pode gerar produtos
toxicos.!*® Durante a rotina de trabalho, os bombeiros sdo expostos a condi¢des que
tornam a decomposicdo do PTFE inevitavel.!*® Para contornar esse problema, os
fabricantes sugerem a lavagem dos trajes adicionando PTFE liquido ao detergente para

recomposi¢io da camada de protegdo.'*’

Barreira
Impermeavel

Camada
Externa

Linha de
protecao
térmica

Liquidos . ’ {
e produtos quimicos & — "\

Chamas
Substrato  Filme |solamento  Tecido Interno

Figura 4. Desenho esquematicos das camadas de um tipico traje de protecdo de bombeiros (adaptado da
referéncia'?).

(@) | . (c)
o)
(b) ’

O
NH o
0

Figura 5. Imagens e estruturas das fibras comerciais dos polimeros (a) Nomex®, (b) Kevlar® e (c)
Teflon®.
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Atualmente, paises como o Brasil e a Espanha possuem protocolos detalhados de
descontaminagdo de trajes em situacdes de hazmat, do inglés Hazardous Materials
(materiais perigosos). Em hazmat ocorre a exposicdo dos trajes e equipamentos de
seguranca a produtos quimicos toxicos (oxidantes explosivos, acidos, etc.). Nesses casos,
os protocolos sugerem a lavagem imediata dos trajes logo apds o uso.'?”!>! Por outro
lado, a contaminacdo provocada por situagdes de rotina (e.g. incéndios florestais e
urbanos) pode ser negligenciada. Em conversa informal com representantes do corpo de
bombeiros do Distrito Federal, soubemos que ndao ha wuma politica de
descontaminagdo/lavagem dos trajes tipo D usados na rotina dos profissionais. Nos EUA
e na Espanha, recomenda-se uma limpeza recorrente dos trajes. Entretanto, o regulamento
prevé apenas uma limpeza avancada (utilizando méaquinas de lavar) a cada ano.'?!

O motivo para esse numero diminuto de lavagens ¢ fato de os equipamentos usados
por bombeiros possuir alto custo e do processo de lavagem danificar as fibras dos trajes
em fungdo do atrito sofrido. De acordo com a Spring Valley Volunteer Fire
Department'?, o custo de um equipamento completo (uniforme, balaclava, capacete,
luvas, botas, radio e equipamento autonomo de respiragdo) pode chegar a US$12.000.
Apenas entre os uniformes, o preco varia de US$ 3.000 a US$ 9.400.

Recentemente, Fent ef al.'*!

avaliaram trés métodos de descontaminagao, alternativos
as maquinas de lavar, para remogao de residuos de combustao em trajes usados: 1) escova
a seco; i1) ar-comprimido; e iii) sabdo e dgua. No primeiro, uma escova industrial foi
utilizada para raspar a superficie interna e externa dos trajes usados. No segundo, um jato
de ar comprimido foi passado por todo o traje. Por ultimo, os trajes foram submersos em
uma mistura de dgua e detergente neutro, esfregado e enxaguado até a total remogdo de
espuma. Apods andlises de CG/EM e HPLC/UV, os resultados demonstraram que o
terceiro método foi o mais eficiente, com uma reducao média de 85% dos residuos,
seguido do ar-comprimido (23%) e escova a seco (2%).

Apesar dos resultados positivos, at¢é o momento ndo existem alternativas de
descontaminag¢do que fornecam um método a seco, rapido, eficiente e sem danos fisicos
aos materiais. Nesse contexto, armarios de ozonizacdo tem atraido a atencdo de
comunidades de bombeiros, embora ndo exista comprovagdes cientificas de sua eficiéncia
e seguranga. Tampouco sabe-se se 0 uso da ozonolise degrada os trajes propriamente

ditos.
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3.3. Ozonolise e os armarios de ozonizac¢ao

3.3.1. Propriedades fisico-quimicas

O ozdnio ¢ um gas de coloragdao azulada e cheiro carateristico, gerado tipicamente
através de O, em contato com uma descarga elétrica.!>® Sua principal caracteristica é o
alto potencial oxidativo, capaz de romper insaturacdes, oxidar metais e atuar como
bactericida. A Tabela 2 mostra os potenciais de oxida¢do do O3 e de alguns oxidantes
fortes.!” Como um dos mais poderosos agentes oxidantes (E° = 2,07 V), o O3 é
amplamente empregado na desinfec¢do e descontaminacao em diversas locais, como
industria, comércio e, até mesmo, em ambientes domésticos.!>* 1% Na atmosfera, o
0zOnio possui um tempo de meia vida de 12 horas, enquanto em agua apenas 165 min.
154155 Entretanto, ¢ altamente solivel em 4gua e este é um dos principais fatores que

favorecem seu uso na descontaminacio.'®’

Tabela 2. Tabela de potencial de oxidagdo de diferentes compostos (adaptado de Parsons ef al.'*®).
Oxidante Potencial padrao de oxidagio (V)

F2 3,03
OH- 2,80
O3 2,07
H>0O» 1,78
Cl 1,36

3.3.2. Reacoes de ozondlise

Os produtos formados em reacdes com Oz podem variar em funcdo do tipo dos
compostos a serem oxidados, do meio de reacdo (liquido ou gés), do pH, da temperatura,
etc., tornando um desafio a identificagcdo, tanto dos produtos formados quanto dos
mecanismos de reagdo.!>® A Figura 7 sumariza os mecanismos de ozonolise, tanto em
fase liquida como em fase gasosa. Segundo a literatura, em ambas as fases o primeiro
passo ¢ a formacdo de um ozonido primario seguido de um intermediario de Criegee. Em
solucdo, existe uma maior probabilidade de que intermediario de Criegee se recombine,
formando um ozonido secundario (1,2,4-trioxolano). Dessa forma, a sucessao de reagdes
de condensacdo favorecem a producdo seletiva de aldeidos e cetonas. Na presenca de
H,0, a reagio também pode formar 4cidos carboxilicos.!6%16!

As reagdes em fase gasosa possuem maiores possibilidades de rota. Apos a formacao

do ozonido primario e o intermediario de Criegee, a probabilidade de formagao de um
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ozonido secundario ¢ baixa. Logo, parte das moléculas intermediarias se decompdem
formando acidos carboxilicos, cetonas e CO;. O intermediario, altamente oxidante,
também pode reagir com outras substancias presentes na fase gasosa (reagentes, produtos,
subprodutos, etc.), formando inumeros produtos secundarios. Por fim, dependendo da

umidade no ar, o intermediario pode reagir com H»>O formando diretamente acidos

carboxilicos. 10162
O Fase /O
o R H o~ Do Gasosa ] 0]
o ) < > ? < H JL : <|:
— R.\l\ n \
Bz e Re Rs R; “H B R
Fase |
LIquida/ Ozonido Primario Intermedidrio
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o Fase
G
O/ 5 asosa l
I +
+ 1
A\ o R,CH,R ?
R R Ry “H & CHR. R,CH=CR -OOH
l. co,
par Criegee-Aldeido /C\

Intermediario de Criegee 9
1/,/( X
Diferentes Produtos

o0—o0
Ozonido Secundario

R2 Rs3

Figura 6. Esquema de reagdes do O3 com alquerllg)s, em fase liquida e gasosa (adaptado de Wadia et
al.'™).

As reacdes em estado gasoso sdo conhecidas na literatura por apresentar desafios na
identificagio de mecanismos e produtos.!®>!%* Por exemplo, Neeb et al.'®® relatam a
decomposicdo de eteno (H,C=CH>) através de ozonio em meio gasoso. Os resultados
estimam 14 reacdes e ao menos 10 espécies diferentes identificadas (e.g. CO, CO2, OH-,
HCOOH, H,CO, HoC(OH)-O-CHO, etc.). Os autores também destacam que os produtos
de reacdes com radicais OH+, formados através do O3 e O, foram omitidos dos resultados
o que ilustra a complexidade de sistemas gasosos. O estudo conclui que aldeidos H2.CO

sdo as espécies mais favorecidas nessa decomposicao do eteno.
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Adicionalmente, a literatura também descreve reagdes de ozonolise em grupos azo,

b d 165,166 = 1
comumente observados em corantes. Nesse caso, a reacdo envolve um ataque
eletrofilico do O3 ao nitrogénio, rompimento da dupla ligagdo, e a producao de Oz, como
mostrado na Figura 7. Nessas reacdes foram identificadas a formagao predominante de

grupos nitroso (R-N=0), aldeidos e cetonas.

+
O==
R oN go\/ 2,
—N—N= T o7 R g

Figura 7.Esquema da reagdo entre ozonio e grupos azo (adaptado de Miller et al.'®®).

Nao obstante, o nimero de produtos possiveis nas reacdes de ozonodlise pode
aumentar drasticamente em fun¢ao do tamanho e niimero de insaturagdes da molécula

organica. Em estudo publicado por Yao et al.'¢’

, uma solucdo aquosa contendo 5 mmol/L
de pireno foi insuflada por O3 por aproximadamente 15-30 segundos. Apds analises de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), os resultados
mostraram a presenga de 14 espécies, representadas na Figura 8. Entre os produtos
identificados, as espécies III e X apresentaram a maior concentragdo. Os autores também
destacam os problemas da formacao de aldeidos como subprodutos, uma vez que esses
compostos podem apresentar propriedades toxicas equivalentes ou superiores a espécie

inicial.
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OHC CHO OHC COOH OHC OQH

Figura 8. Produtos identificados por CG/MS da reag@o do 0zénio com pireno em solugdo aquosa
(adaptado de Yao et al.'®").

Muitos estudos de reagdes de ozonolise associados ao uso de luz ultravioleta (UV)
sdo descritos na literatura.!®®'"! A irradiacdo de luz UV (tipicamente 254 nm) induz a
fotolise do par O3/H20, formando H>O; e radicais OH- (E° = 2,80 V). Consequentemente,
a luz UV favorece uma rota indireta de degradagdo, através da oxidagdo das moléculas
por radicais OH:. Geralmente, essas reacdes fotoquimicas ocorrem em meio alcalino

como descrito nas equacoes:

05 + H,0 + hv - H,0, + 0,
H,0, + hv — 20H
H,0, + OH - HOj; + H,0
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Como resultado, espera-se que reacdes de ozonizacao na presenca de luz UV , forneca

um aumento de eficiéncia na degradacdo de compostos organicos.

3.3.3. Ozonio e os Maleficios a Saude

Apesar de suas caracteristicas interessantes para descontaminacao de residuos
organicos, o 0zonio possui uma extensa literatura abordando os efeitos deletérios da
inalagdo desse composto.!”17* A exposicdo aguda, entre 5 min e 6 horas, provocam a
diminui¢do da capacidade pulmonar, do fluxo de inalagao, da atividade dos bronquios,
etc. Entre os principais sintomas observados apds uma exposi¢do prolongada estdo dores
fortes no peito e o encurtamento da respiracdo. Essas mudangas podem ser atribuidas a
contracdes dos alvéolos pulmonares devido a irritagdo provocado pelo ataque do O3 as
paredes celulares dos pulmdes.!”

Paralelamente, os produtos das reagdes de ozonizagao também costumam apresentar

maleficios. Segundo estudo publicado por Weschler!'”?

, equipamentos de ozonizagao
domésticos tem sido comercializados para limpeza de ar em residéncias. Entretanto, a
reacdo do 0zonio com determinados substratos (tapetes, plasticos, roupas, latex, produtos
de limpeza, efc.) produz diferentes substancias, como formaldeido, decanal,
pinonaldeido, hexanal, propanal, hexanal, benzaldeido, entre outros. Esses produtos sao
amplamente conhecidos por apresentar efeitos adversos a saude. Por exemplo,
formaldeido foi designado como um agente carcinogénico pela IARC.!7®

Dado esse panorama, uma maior atencdo deve ser aderecada a equipamentos de
ozonizagdo para descontaminacdo, uma vez que a exposicao rotineira ao O3 ou aos

produtos de ozondlise podem ser tao deletérios para saude quanto os residuos de incéndio

in natura.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes
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Foram usados trés moléculas modelo para os ensaios de degradacdo: tartrazina (85%,
Sigma Aldrich®), Pireno (98%, Alpha Aesar®) e 9-metilantraceno (99%, Alpha Aesar®).
Como solventes, foram empregados diclorometano (CH2Cla, 99,8% Labkem®) e

acetonitrila (CH3CN, 99% Labkem®™).

4.2. Equipamentos e Métodos

Todos os equipamentos usados nesse trabalho foram disponibilizados pelo
Universidad de Alcald em colaboracdo com o Cuerpo de Bomberos de Madrid. O fluxo
de 0z6nio gasoso empregado nos testes foi obtido através de um armario ozonizador Safy
Seguridad® (Figura 9), desenvolvido e comercializado para descontaminacio de trajes

de bombeiros.

Figura 9. Armario ozonizador utilizado no trabalho.

Espectro de UV-vis foram obtidos com um espectrofotometro Shimadzu, modelo
MultiSpec 1501, nos intervalos de comprimento de onda: 200-500 nm (tartrazina), 200-
350 nm (pireno) e 260-400 nm (9-metilantraceno). As porcentagens de descoloragao
foram obtidas a partir da drea integrada total do espectro, usando a seguinte equagao:

Red(%) = (A; — Af)/A, X 100%
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Onde, 4; e Ay sdo as areas integradas dos espectros de absorcdo antes e depois da
0zonizagao (no tempo ¢), respectivamente. Adicionalmente, todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

Espectros de massa, de forma qualitativa, foram adquiridos em um espectrometro de
massas Agilent® 6210 TOF-MS, com média de intensidade obtida a partir de 16 espectros.
A fonte de ionizagdo adotado foi o APCI (do inglés, atmospheric pressure chemical
ionization) operando com voltagem de capilar a -2500 V e descarga de corona a SpA0. O
fluxo de N foi mantido a 3 bar para nebulizacdo, enquanto as temperaturas foram
mantidas em 250°C para evaporagdo e 450°C para vaporizagao, com fluxo constante de
7 L/min. As amostras foram diretamente injetadas no equipamento, sem uso de coluna
cromatografica, usando uma bomba de seringa (KD Scientific, Holliston, MA, USA)
configurada com uma taxa de fluxo de 100 pL/min. Os espectros de massa foram obtidos
no intervalo m/z de 0 a 255.

Uma lampada UV Analytic® de comprimento de ondas 254 nm/365nm foi utilizada

nos testes com tartrazina.

4.3. Experimentos de Degradacio das Moléculas Modelo

4.3.1. Experimentos com Tartrazina

4.3.1.1 Em Solugao:

Os experimentos foram realizados seguindo a metodologia adaptada de Rodriguez-
Lopez et al.'”” Como mostrado na Figura 10a, modificagdes foram feitas no armario
ozonizador usando mangueiras e tubos para que o fluxo de Os fosse direcionado para um
recipiente menor (béquer) onde foram conduzidas as reagdes. Um fluxdmetro acoplado a
saida de ar (Figura 10b) manteve o fluxo de ozoénio fixo entre 1,0 e 1,5 L/min. Uma
solugdo de tartrazina (0,1 M) com volume de 500 mL foi colocada em um béquer
enquanto O3 foi insuflado durante 20 min (Figure 10c). A cada 5 min, uma aliquota de 2
mL da solugdo foi coletada e analisada por espectroscopia UV-vis.

Posteriormente, os experimentos em solugdo foram repetidos com a presenca de luz

UV 254 nm, como mostra a Figura 10d.
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Figura 10. (a) adaptacdes com tubos realizada no armario ozonizador; (b) fluxometro; e béquer
insuflado na (a) auséncia e (b) preseng¢a de luz UV (254 nm).

4.3.1.2. Em Fase Gasosa

Utilizando diretamente o O3 gasoso, procurou-se reproduzir as mesmas condi¢des
recomendas pelo fabricante para descontaminagdo dos trajes de bombeiros. Para isso, o
armario ozonizador foi utilizado diretamente. Discos de algodao (didmetro = 3,5 cm,
espessura = 3 mm) foram usados simulando os tecidos dos trajes. Os discos foram

colocados sobre uma tela e 300 uL. de uma solugdo aquosa de tartrazina (0,1 M) foram
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gotejadas vagarosamente no centro dos discos de algodado (Figura 11a). Os discos foram
secos por 24 h em uma estufa a 60 °C e pendurados por clipes dentro do armadrio
ozonizador, de modo a permitir que o fluxo de O3 entrasse em contato com todo o material
(Figura 11b). Os discos foram entdo submetidos a ozonizacdo nos tempos: 0, 30 e 60
min.

Para extragdo dos compostos, os discos foram colocados em um tubo de ensaio (15
mL) contendo 10 mL de H>,O Milli-Q ultrapura (18,2 Q cm) e foram sonicados por 20
min. Espectros de absor¢ao UV/VIS foram obtidos das solugdes de extragdo e os valores

de descoloracao foram calculados.

a 7 [Tartrazina] = 0,1 M
() / V=300 uL

ma]godﬁoN 0’5 g
expessura ~ 3 mm

diametro~35cm _~— 1

[ trrtrtrttrtt ||

Figura 11. Desenho esquematico do processo de deposi¢ao de solugdo de tartrazina nos discos de
algoddo e (b) discos de algodado pendurados para inicio do processo de ozonizagéo.

Os experimentos em fase gasosa foram repetidos adicionando dois novos parametros:

e Luz UV: Com o auxilio de uma lampada os discos de algodao foram irradiados
por luz UV (254 nm) por tempos de 0, 30 e 60 min.

e Umidade: 5 min antes de iniciar a reagdo de ozonolise, aproximadamente 10 mL
de H,O Milli-Q ultrapura foi borrifada em abas as faces dos discos de algodao.
Para isso, utilizou-se um borrifador comercial e uma balanca de precisao foi usada
para medir a massa de dgua depositada. Ao final, os discos foram borrifados 5

vezes de cada lado do algodao, totalizando aproximadamente 10 mL H>O.

Foram realizados 4 experimentos em fase gasosa com tartrazina em diferentes
cenarios: (i) sem agua /sem luz UV, (ii) sem dgua /com luz UV, (iii) com 4gua /sem luz

UV e (iv) com agua /com luz UV.

4.3.2. Experimentos com Pireno e 9-Metilantraceno
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Ap0s os experimentos exploratorios com tartrazina, foram feitas as simulagdes com
as moléculas modelo apolares, pireno e 9-metilantraceno, seguindo a metodologia
anteriormente descrita com algumas adaptagoes:

e O pireno e o metilantraceno foram solubilizados em triclorometano (0,1 M);

e Os discos de algodao foram substituidos por pedagos de trajes, obtidos em
cooperacao com o Cuerpo de Bomberos de Madrid.

e A extragdao dos compostos dos discos apds a ozonizagao foi realizada com 20
mL de acetonitrila;

e Os tempos de exposi¢ao foram usados: 0, 15, 30 e 60 min;

Doados pelo Cuerpo de Bomberos de Madrid, pedacos de trajes foram usados nos
experimente, constituidos de 3 camadas: (1) tecido externo, (2) barreira impermeavel ¢
(3) linha de protecdo térmica. Para isso, os pedacos de traje foram costurados como
mostrado na Figura 12b e as solucdes contendo os compostos foram depositadas na
camada externa dos trajes. Os demais pardmetros dos experimentos de simulacdo foram

repetidos como citado anteriormente.

Figura 12. (a) Tecidos usados nos experimentos e diferentes camadas (1 — camada externa, 2 — barreira
impermeavel e 3 — linha de prote¢do térmica) e (b) pedagos de tecido costurados para testes de simulagao.

ApoOs a realizacdao das reagdes de ozondlise, foi obtido o espectro de massa para
algumas amostras. Para obteng¢ao dos espectros, dois procedimentos foram realizados. No
primeiro, 100 mL de solugdo de acetonitrila contendo 0,1 M de pireno ou 9-
metilantraceno foram insuflados com O3 por 60 min. A mistura resultante foi injetada
diretamente no APCI/MS. No segundo procedimento, as solugdes de extracao dos trajes

de bombeiros ap6s 60 min de ozonizacdo (obtidas na secdo 4.3.3) foram injetadas no
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equipamento para obtencdo dos espectros. Em ambos os experimentos, também foram

injetadas amostras que ndo foram submetidas ao processo de ozondlise para comparagao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A priori, as investigacoes do presente trabalho foram pautadas pelos resultados

obtidos por Chico et al.'*®

, que encontraram diferentes residuos organicos persistentes em
trajes/equipamentos de bombeiros. Entre as moléculas encontradas, destacam-se E,E-1,4-
dimetil-1,4-difenil-1,3-butadieno, 7,9-ditert-butil-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-dieno-2,8-
diona, 5-metil-7-fenil-6H-1,4-diazepina-2,3-dicarbonitrilo e 9-butil-1,2,3,4-
tetrahidrobutilantraceno (estruturas nas Figura 1). Estas moléculas contém grupos
funcionais susceptiveis a reacdo de ozondlise, como insaturagdes (duplas ligagdes) e anéis
aromaticos.

Os trajes de bombeiros contaminados podem ser entendidos como uma matriz
bastante complexa, contendo diversos compostos organicos como HPA, ou constituintes
do traje como Klevar®, Nomex®, e Teflon, etc. Desta forma, para melhor compreender os
processos da ozondlise, foram escolhidos compostos modelo que apresentassem esses
mesmos grupos funcionais. Trabalhando com sistemas mais simples ¢ mais facil
compreender os fendmenos envolvidos, para em um segundo momento passar a estudar
os trajes contaminados propriamente ditos. Assim, as Figuras 13a, 13b e 13¢ mostram

as estruturas quimicas das moléculas modelo escolhidas para esse trabalho: tartrazina,

pireno e 9-metilantraceno, respectivamente.
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Figura 13. Estruturas quimicas das moléculas modelo (a) Tartrazina, (b) Pireno e (¢) 9-metilantraceno.

Foram adquiridos os espectros UV-vis das moléculas modelos. Como mostrado na
Figura 14, o espectro de absor¢o da tartrazina apresenta duas bandas largas: a primeira,
centrada em 428 nm, foi associada a transi¢des do tipo n—x* do grupo cromdforo N=N
responsaveis pela cor laranja caracteristica do composto!’®!”; A segunda banda centrada
em 257 nm foi associada a transi¢des do tipo 7—x* das ligagdes conjugadas dos anéis
aromaticos (Figura 14a).!3%!8! Com relagiio ao pireno (Figuras 14b), foram observadas
bandas de transi¢des singleto-singleto referentes aos estados S; e Sz nos intervalos 250-
287 nm e 288-350 nm, respectivamente,'®? enquanto o 9-metilantraceno (Figuras 14c)
apresentou bandas associadas as transi¢des S1— So, observadas no intervalo de 300 nm a

400 nm.'%3
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Figura 14. Espectros de absor¢do das moléculas modelo (a) tartrazina, (b) Pireno e (c) 9-
metilantraceno.
As bandas caracteristicas observadas para cada molécula modelo estdao relacionadas
aos grupos funcionais mais susceptiveis a reagdo de ozondlise (C=C e N=N). Logo, ¢
correto afirmar que a diminui¢do dessas bandas ¢ um forte indicativo de rompimentos na

estrutura quimica dos modelos.
5.1. Experimentos em Solucio

Primeiramente, as investigagdes foram direcionadas para a tartrazina devido a alta
disponibilidade comercial e baixo custo do reagente. Outro fator decisivo para escolha
desse composto ¢ a sua intensa coloragdo laranja, proveniente dos grupos cromoforos.
Com o rompimento do grupo N=N (em 428 nm) ou das duplas ligacdes dos anéis
aromaticos (em 257 nm) por conta da acdo do O3, espera-se que o composto perca a

coloragdo, facilitando o acompanhamento da degradagdo, tanto visualmente como por

espectrofotometria.
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Como mostrado na Figura 15a, os espectros de absor¢do da tartrazina mostram
diminui¢des de intensidade nas bandas em fun¢do do aumento do tempo de ozonizagao.
O mesmo pode ser observado para os experimentos na presenca de luz UV, como mostra
a Figura 15b. A reducao da banda em 257 nm indica o rompimento de duplas ligagdes e

abertura dos anéis aromaticos!3*'%

, enquanto a reducao da banda em 428 nm indica a
fragmentagio da molécula devido ao rompimento do grupo N=N. 18018LI86I8T Qetag nag
Figuras 15a ¢ 15b destacam uma banda secundaria centrada em 345 nm, que aparece
apds a ozonizagao, sugerindo a formagao de um produto que absorve nesta regido. Em
outras palavras, o aparecimento dessa banda sugere que nao ha uma degradacao completa
desta molécula e sim a fragmentacdo da tartrazina. Com o passar do tempo os grupos
preferenciais sdo consumidos e esses produtos passam também a ser oxidados, como
indica a reducdo da banda em 345 nm. O grafico de degradagao na Figura 15¢ mostra
altas porcentagens de degradagdo a 20 min, com valores de 81+£1% e 83,14+0,9% na
auséncia e presenca de lampada UV, respectivamente. Observa-se também que apds 20

min o grafico de percentual de degradagdo, mostra uma mudanca de comportamento,

sugerindo que a reagdo se aproxima do ponto maximo de degradacao.
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Figura 15. Espectros de absor¢do da tartrazina apos diferentes tempos de ozonizacgdo na (a) auséncia e
(b) presenca de luz UV (254 nm); (c) Porcentagem de degradag@o em fungdo do tempo de ozonizagdo
observada nos testes em solucdo (ntimero de replicatas = 3).

5.2. Experimentos em fase gasosa

Apos os experimentos mostrando a eficiéncia das reacdes de ozonolise na degradacao
de tartrazina em solug¢do, buscou-se reproduzir as condigdes de operacao do armario de
ozondlise para descontaminacdo dos trajes de bombeiros. Sendo assim, discos de algodao
foram escolhidos como substitutos ao tecido dos trajes, isso porque o algodao é composto
majoritariamente por celulose (Figura 16a) que ndo apresenta duplas ligacdes e ¢é,
teoricamente, inerte na presenga de Os. Além disso, os discos apresentam baixo custo e
alta disponibilidade, que permite realizar uma maior quantidade de experimentos (visto
que o acesso a amostras dos tecidos dos trajes de bombeiro ¢ bastante limitado). Por fim,
o algoddo branco destaca a coloracdo caracteristica da tartrazina, permitindo sua

identificacdo visual de maneira facil (Figura 16b).
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Figura 16. (a) Estrutura quimica da celulose e (b) mancha de solugdo de tartrazina em um disco de
algodao.

Algoddes contendo solugdo de tartrazina foram colocados para ozonizagdo em quatro
cenarios possiveis: (i) sem agua/sem luz UV, (ii) sem dgua/com luz UV, (iii) com agua
/sem luz UV e (iv) com 4gua /com luz UV. A Figura 17 mostra imagens dos discos de
algodao em todos os experimentos, nos tempos 0 min, 30 min e 60 min. Nitidamente, ndo
foram observadas mudangas significativas de coloragao nos discos seco, independente da
presenca de luz UV (cenarios i e ii). Por outro lado, as amostras que foram borrifadas com
dgua (cenarios iii e iv) mostraram significantes reducdes de coloragdo a partir 30 min,
indicando que a dgua apresenta um papel fundamental para a eficiéncia da degradagao.
Segundo a literatura, reagdes de ozonolise em solugcdo favorecem a formagdo dos
intermediarios molozonido e ozonido, o que tornam reacdes nesse meio mais
eficientes.!®® Portanto, ¢ necessario considerar a hipotese de que talvez seja necessdrio
umedecer os trajes de bombeiro para que a ozondlise seja uma alternativa possivel a sua

descontaminagao.
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Figura 17. Imagens dos discos de algoddo submetidos a: diferentes tempos de ozonizagdo; secos e
molhados; na auséncia e presenga de luz UV (254 nm).

Posteriormente, os algoddes foram lavados com 4gua para extrair os produtos da
reacdo de ozondlise. Espectros UV/VIS foram obtidos e os valores de porcentagem de
degradagdo, bem como o desvio padrao (nimero de replicatas, n = 3), foram sumarizados
na Figura 18. Assim como constatado pelo aspecto visual dos algoddes, os experimentos
feitos com o algodao seco apresentaram baixas porcentagens de degradagdo mesmo apds
60 min, com valores de 5+3% e 6*1%, na auséncia e presenga de luz UV,
respectivamente. Paralelamente, os experimentos realizados com o algoddo tmido
apresentaram porcentagens de degradacdo muito maiores, com valores de 51+1% e
534+4% na auséncia e presenca de Luz UV, respectivamente.

Com relagdo aos cendrios iii e iv (na presenga de dgua), € possivel observar que existe
apenas uma pequena diferenca nos valores de degradagdo obtidos a 30 min e 60 min.
Isso indica que a reagdo esta proxima do maximo de eficiéncia e que a reagdo estd
alcancando o equilibrio. Portanto, ¢ razoavel inferir que, nestas condi¢des, apenas 50%
da tartrazina pode ser degradada no armdrio de ozondlise. Esta limitagdo pode estar
associada a superficie de contato do algoddo. Como um material poroso, ¢ possivel que a
parte interna do algoddo ndo esteja em contato com o O3, o que limita a técnica de

descontaminagao.
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Figura 18. Porcentagens de descoloragdo obtidas nos experimentos de ozonizagdo com a tartrazina nos
discos de algoddo nos tempos 30 e 60 min em diferentes cendrios (i = Seco/sem UV; ii = Seco/com UV;
iii = Umido/sem UV; iv = Umido /com UV).

A literatura indica que a luz UV pode aumentar a eficicia em reagdes de ozonolise
em meio aquoso, devido a formagao de radicais OH-.'%%"17! Porém, os resultados obtidos
nos experimentos ndo demonstraram um aumento de eficacia em fungdo da presenga de
UV. Isto pode estar associado ao fato de substancias com alta absortividade molar, como
tartrazina e corantes, nao permitem a formacao de radicais OH: em solucdo devido ao

bloqueio da radiagio incidente. '6%1%

5.2.1. Pireno e 9-Metilantraceno

Nos experimentos com pireno e 9-metilantraceno foi utilizado o tecido dos trajes de
bombeiro como suporte para a reagdo. As solugdes contendo as moléculas alvo foram
depositadas na superficie dos tecidos, sob a camada externa. Apods secos, as amostras de
tecido foram submetidas a ozonizacao. Apos o processo de ozonizacao nos tempos 0, 15,
30 e 60 min, foram realizadas extracdes dos residuos (se¢cdo 4.3.2) e obtidos seus
espectros de absorcdo. (Figura 19). Tanto nos ensaios realizados a seco, quanto aqueles
na presenca de umidade, observou-se uma pequena redugao de intensidade nas bandas de
absorc¢ao tipicas do pireno e do 9-metilantranceno. Apenas as bandas centradas em 250
nm do pireno e em 275 nm do 9-metilantraceno sofreram um aumento de intensidade com

o passar do tempo de reacao. Este aumento foi mais significativo para o 9-metilantraceno.
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Isso estd associado a formacao de novos produtos apds a agao do O3 na molécula alvo.
Para evitar que esse fendmeno afetasse os calculos de degradacdo, a area de integragdo
usada para os HPA foram restritas as bandas caracteristicas do pireno e metilantraceno

em regioes de maiores A: So—S2 (300-350 nm) e So—S1 (300-400 nm), respectivamente.
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Figura 19. Espectros de absor¢do obtidos nos experimentos de simulagdo com as moléculas modelo (a-
b) pireno e (c-d) 9-metilantraceno, secos e molhados.

A Tabela 3 e a Figura 20 sumarizam as porcentagens de degradacdo calculadas para
os experimentos realizados com o pireno e 9-metilantraceno. Diferentemente da
tartrazina, o pireno e o 9-metilantraceno ndo mostraram diferenca na degradacao a seco
ou na presenca de umidade, contudo estes valores sdo baixos (14% e 36% de porcentagem
de degradacdo, respectivamente). Esse comportamento pode estar associado a baixa
solubilidade dos HPA em 4gua. Além disso, os trajes apresentam camadas e protecdes

impermeaveis que dificultam a difusdo do liquido entre as tramas do tecido.
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O 9-metilantraceno apresentou valores de degradagdo maiores que o pireno. Segundo
a regra dos sextetos, o 9-metilantraceno possui apenas um sexteto de elétrons m, divido
por trés anéis (inser¢do na Figura 20a), tornando sua estrutura menos aromatica. Por
outro lado, o pireno possui em sua estrutura dois sextetos que fornecem maior estabilidade
e menor reatividade (inser¢do na Figura 20b). Logo, essa menor aromaticidade do 9-
metilantraceno o torna mais reativo e por isso a ozonizagdo ¢ mais eficiente, comparado
a0 pireno (mais estavel).'®

Em comparagio com as recomendacdes do fabricante do armario'*’, observou-se que
o tempo maximo de 14 min ndo se aplica a todos os HPA. Isso indica que as
recomendacdes do fabricante ndo sdo acuradas e ndo condizem com a realidade dos

bombeiros.

Tabela 3. Porcentagens de degradagdo obtidas nos experimentos de ozonizagdo com o pireno ¢ 9-
metilantraceno nos pedagos de traje nos tempos 15, 30 e 60 min (n = 3).

Pireno Antraceno
Tempo (min) Seco Molhado Seco Molhado
Média (%) DP | Média (%) DP | Média (%) DP | Média (%) DP
15 5.51 0.05 5 3 11 3 15 5
30 8.1 0.7 7 3 32 2 27 3
60 14 5 14 1 36 3 36 3

* n = numero de replicatas
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Figura 20. Graficos de porcentagem de degradagdo em fung@o do tempo de ozonizagdo para os
experimentos de simulagdo com os pedagos de traje e (a) pireno e (b) 9-metilantraceno. (insergdes sao as
estruturas quimicas das moléculas modelo mostrando os sextetos).

Na literatura, Fent et al.'3! observaram uma remogio de aproximadamente 85% de
residuos de incéndio de trajes de bombeiros utilizando uma simples lavagem com sabao
e agua. Os resultados de descontamina¢do obtidos nos experimentos com o armario

ozonizador ndo apresentou os mesmos niveis de remog¢ao (todos abaixo de 55%). Isso
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indica que o uso de armarios ozonizadores para o corpo de bombeiros podem nado ser
viavel em custo/beneficio, ja4 que os armarios necessitariam de muito mais tempo para
remocao dos residuos. Além disso, faz-se necessarios um estudo aprofundado dos efeitos
do o0zdnio nos trajes de bombeiros, que apresentam varias insaturagcdes devido aos
polimeros que o compdem (e.g. Nomex e Kevlar).

Buscando melhor compreender a decomposicdo do pireno e 9-metilantraceno,
medidas de APCI/MS foram empregadas para identificar os principais produtos da
ozonolise. Primeiramente, espectros dos reagentes puros (sem ozonoélise) foram obtidos.
Em seguida, para evitar perder amostras volateis, as reacdes de ozonolise foram realizadas
em solucdo de acetonitrila (insuflada por 60 min). A solucdo resultante foi injetada
diretamente no equipamento. E importante destacar que o método de identificacio
utilizado ndo ¢ indicado para analises quantitativas ¢ que as intensidades dos picos nao
refletem as proporg¢des de cada composto.

Os espectros de massas dos reagentes puros mostram picos em m/z 193 (Figura 21a)
e 203 (Figura 21b) que foram associados as formas protonadas do pireno e 9-
metilantraceno, respectivamente. Adicionalmente, na Figura 21b também € possivel
observar picos em m/z 178 e 207 associados as estruturas protonadas do antraceno e 9-
antracenocabaldeido.

Na amostra de pireno insuflada com O3 durante 60 min (Figura 21c), novos picos
foram observados em m/z 191, 205, 221 e 235. Estes picos foram associados as espécies
protonadas 4-metilfenatreno, 4-fenantrenocarbaldeido, acido 4-fenantrenocarboxilico e
4,5-fenantrenocarbaldeido, respectivamente (estruturas inseridas na Figura 21¢). Como

demostrado por Yao et al.'®’

, €ssas sdo espécies tipicamente identificadas na ozonizagao
do pireno, com exce¢do do 4-metilfenantreno. Com relacdo a esse produto, ndo foram
encontrados na literatura possiveis mecanismos para sua formagdo. Entretanto, ¢
importante se destacar que os mecanismos de ozonizagdo ndo sdo totalmente
compreendidos e a alta complexidade da reacdo pode formar novos produtos.!63164

Nao foram identificadas espécies com m/z menor que 180, como o formaldeido (m/z
31), glioxal (m/z 59), acido formico (m/z 47), acido acético (m/z 61), etc. Essas moléculas
de menor m\z sdo tipicamente formadas quando o precursor ¢ degradado totalmente. A
auséncia desses picos indica que a reagdo nao foi eficaz em degradar totalmente as

moléculas.
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Ja as amostras de 9-metilantraceno tratadas com O3 por 60 min (Figura 21d)
apresentaram novos picos em m/z 225 e 241, associadas as estruturas quimicas 3-
propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-carbaldeido e acido 3-propanaldeido-4-
metilnaftaleno-2-carboxilico (estruturas inseridas na Figura 21d). Como observado, as
duplas ligagdes dao lugar a grupos aldeidos e acidos carboxilicos, como descrito na
literatura,!60:163

Na Figura 22 ¢ mostrado o mecanismo de reagdo proposto para a formagdo dos
produtos 4,5-fenantrenocarbaldeido (P1), 4-fenantrenocarbaldeido (P2) e dacido 4-
fenantrenocarboxilico (P3), baseado nos trabalhos de Yao et al.'®” e Cochran et al.'*® por
outro lado, ndo foram encontradas na literatura os mecanismos para a ozonodlise do 9-
metilantraceno, porém, utilizou-se diferentes referéncias para propor um mecanismo para
reacdo. Assim, a Figura 23 mostra a rota de reagdo proposta para a formagdo do 3-
propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-carbaldeido (Al) e 4&cido 3-propanaldeido-4-
metilnaftaleno-2-carboxilico (A2).

Analogamente ao pireno, ndo foram identificados picos em m/z menores que 180,
indicando que nos dois modelos o processo de 60 min de ozonizagdao nao foi capaz de
degradar mais que uma insaturagdo. Como observado, as duplas ligagdes dao lugar a
grupos aldeidos e acidos carboxilicos, como descrito na literatura.'®*1%> Analogamente ao
pireno, nao foram identificados picos em m/z menores que 180, indicando que nos dois
modelos o processo de 60 min de ozoniza¢do ndo foi capaz de degradar mais que uma

insaturagao.
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Figura 22. Proposta de mecanismo de degradag@o do pireno por ozonolise (P1 = 4,5-
fenantrenocarbaldeido, P2 = 4-fenantrenocarbaldeido, P3 = 4cido 4-fenantrenocarboxilico).
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Figura 23. Proposta de mecanismo de degradagdo do 9-metilantraceno por ozonolise (Al = 3-
propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-carbaldeido, A2 = 4cido 3-propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-
carboxilico).

A posteriori, analises de APCI/MS foram realizadas das solugdes extraidas dos trajes
obtidas no procedimento da se¢do 4.3.2. Primeiro, amostras foram extraidas de pedacos
de traje que ndo foram submetidos a ozonizagdo e injetadas no equipamento. Na Figura
24a e 24b sdo mostrados os espectros de massas das amostras sem tratamento com Os.
Assim como nos experimentos em solugdo, observam-se picos referentes as formas
protonadas do pireno (m/z 203) e 9-metilantraceno (m/z 193), bem como os picos das
espécies antraceno e 9-antracenocabaldeido em m/z 178 e 207, respectivamente. Todavia,
novos picos foram observados nos m/z 199, 207, 214 e 226. Esses picos foram associados
a compostos organicos proprios do traje, possivelmente residuos de polimeros oriundos
da fabricacao do equipamento.

Na Figura 24c e 24d sdo apresentadas os espectros de massas das extragdes dos trajes
submetidos a 60 min de ozondlise. Observa-se que os picos associados aos residuos do
traje (em m/z 199, 207, 214 e 226) permanecem mesmo apos a ozonizacao, indicando que
esses compostos nao sofreram degradagdo. Ja& os picos em m/z 205, 221 e 235 foram
associados aos produtos da ozoniza¢do do pireno (Figura 24c¢) 4-metilfenatreno, 4-
fenantrenocarbaldeido, acido 4-fenantrenocarboxilico e 4,5-fenantrenocarbaldeido,
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também encontrados nas amostras em solucdo. Esse resultado indica que ndao houve
mudang¢a no mecanismo de reagdo em fase gasosa.

Adicionalmente, também ndo foram observados subprodutos de menor carga massa
(m/z < 180), corroborando com as evidéncias de que 60 min de ozonolise ndo sao
suficientes para a descontaminacao total dos trajes. Com isso, as recomendagdes de
operagao dos armdrios ozonizadores pelo fabricante aparentam ndo ser suficiente para
descontaminagdo de HPA nos trajes de bombeiros. Nao foram observadas evidéncias de
que o tecido do traje sofreu alguma decomposi¢ao devido a exposi¢ao ao 0zoOnio.
Entretanto, a literatura mostra indicios de essas reagdes podem ocorrer € novas pesquisas

seriam necessarias para investigar o efeito da ozonizagao nos trajes.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho foi feita uma primeira avaliagdo da eficacia da ozondlise, nas
condigdes de uso de armarios ozonizadores, para descontaminacdo de trajes de
bombeiros. Trés moléculas modelo foram usadas nos experimentos: tartrazina, pireno e
9-metilantraceno. Em solu¢do insuflada por Os, a tartrazina mostrou uma alta
porcentagem de descoloragao, com 81+1% apds 20 min. Contudo, quando a reacdo se
passou em meio seco, foi observado apenas 5+3% de descoloracao, apos 20 min. Quando
os discos de algoddo foram umedecidos (com borrifadores), uma degradacao de 42+6%
de descolora¢do apds 20 min foi observado, evidenciando a importancia da adgua no
processo. Também foram realizados experimentos de descoloragdo de tartrazina na
presenca de lampada UV (254 nm), porém, ndo foram observadas mudancas
significativas na eficiéncia do processo.

Posteriormente, o pireno e 9-metilantraceno foram testados, pois apresentam estrutura
mais proxima dos contaminantes de interesse (hidrocarbonetos poliaromaticos). Nesses
testes, procurou-se também avaliar a influéncia dos trajes de bombeiro no processo. Para
isso, solu¢do contendo as moléculas modelo foram depositadas sobre pedagos de trajes
de bombeiros, os quais foram submetidos a ozonizagdo em fase gasosa (meio seco). Os
resultados mostraram porcentagens de degradagdo de 14+6% e 36+£3%, respectivamente
(ap6s 60 min). Ao contrario dos testes com tartrazina, a presen¢a de umidade nos pedacos
de trajes ndo aumentou a eficiéncia da degradagao, provavelmente devido a insolubilidade
dos compostos e da impermeabilidade dos tecidos. Somado a isso, analises qualitativas
de APCI/MS mostraram a formacdo das espécies 4-metilfenatreno, 4-
fenantrenocarbaldeido, acido 4-fenantrenocarboxilico e 4,5-fenantrenocarbaldeido na
ozondlise do pireno; e 3-propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-carbaldeido e acido 3-
propanaldeido-4-metilnaftaleno-2-carboxilico na ozonoélise do 9-metilantraceno. Nao
foram encontradas espécies de m/z menor que 180, sugerindo que a decomposi¢ao dos
modelos ndo estdo formando moléculas menores e volateis, como mencionado pelo
fabricante dos armarios.

Em suma, os resultados mostraram porcentagens de degradacdo ndo satisfatorios,
visto que metodologias da literatura mostraram maior eficiéncia. Conclui-se que os
armarios ozonizadores, dentro das condicdes estudadas, ndo sdo indicados para a

descontaminacdo de residuos de incéndio em trajes de bombeiros e que a tecnologia
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necessita de mais estudos antes de sua aplicagao em larga escala. Adicionalmente, estudos
precisam ser realizados para verificar a toxicidade dos compostos formados na ozonolise
e o quanto a ozondlise afeta os constituintes dos trajes, pois se houver degradacao dos

trajes isto pode representar um risco ainda maior para os bombeiros.
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Capitulo 1V :

Consideracoes Finais
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Neste trabalho foram abordados trés problemas distintos de interesse para
pesquisadores e profissionais da quimica forenses. O primeiro deles tratou da avaliacao
de sensores luminescentes para a detec¢ao de nitroaroméaticos. O segundo foi um estudo
sistematico de possiveis interferentes presentes em materiais de coleta para residuos de
explosivos. E por fim, foi avaliada a eficicia da reacdo de ozondlise para a
descontaminagdo de trajes de bombeiros. Em todos esses trabalhos contribui¢des foram
alcangadas para areas da quimica e forense. Paralelamente, esses trabalhos também
trazem questionamentos a conhecimentos estabelecidos na literatura.

Como evidenciado no capitulo I, a revisao e avaliagdo da literatura, muitas vezes
negligenciada, pode ser uma importante ferramenta de avancos tecnologicos. A priori,
resultados “negativos” sdo indesejados em uma pesquisa. Entretanto, futuros trabalhos
podem utilizar esses conhecimentos para aprimorar seus sistemas e desenvolver novas
tecnologias. Assim, o capitulo I contribui para o desenvolvimento tecnoldgico de sensores
luminescentes, ajudando pesquisadores a evitar equivocos ¢ identificar corretamente os
mecanismos de supressdo. Adicionalmente, esses resultados abre perspectivas de
desenvolvimento de novos sensores luminescentes que possuam mecanismos de
supressao seletivos e adequados a deteccdo de nitroaromaticos.

Posteriormente, o capitulo II demonstrou que ions interferentes estdo presentes em
varios materiais de coleta, sendo eles desenvolvidos para uso forense ou nao. Esse
trabalho tem impacto direto na rotina de peritos, especialmente brasileiros, que precisam
evitar provaveis fontes de contaminag¢do em andlises de cromatografia idnica. Além de
alertar para a necessidades de analisar amostras de “branco” dos materiais de coleta, esse
trabalho também fornece uma metodologia alternativa para remocdo de ions
contaminantes, aumentando a confiabilidade das analises. Esse trabalho também abre
questionamentos sobre protocolos de coleta de explosivos e futuros trabalhos serdo
desenvolvidos para determinar maneiras mais eficientes para coletar esses residuos.

Por fim, o capitulo III apresentou os primeiros resultados sobre a eficiéncia de
armarios de ozonizagdo para a descontaminag¢do de trajes de bombeiros. Apesar de
incipiente, essa pesquisa afeta diretamente profissionais que atuam em areas de incéndio,
sejam eles atuantes diretamente no combate ao fogo ou na pericia. Logo, os estudos

desenvolvidos nesse capitulo trardo beneficios a satde e maior seguranca laboral aos
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profissionais que atuam nessas areas de risco. Entretanto, essa pesquisa inicial sera
ampliada para identificar o efeito do O; na fibra dos trajes. Esse questionamento ¢é
importante pois o método de descontaminacdo ndo pode danificar o tecido ou promover
a formagao de residuos toxicos devido a ozondlise. Futuros trabalhos também podem
explorar novos métodos quimicos de descontaminagdo como os processos oxidativos

avancados, empregando diferentes métodos como Fenton, foto-Fenton, entre outros.
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ABSTRACT

Environmental and safety concerns have obliged efforts to detect nitroaromatic compounds (NACs), including the use of
luminescent sensors. Photoinduced Electron Transfer (PET) has been generally accepted as the main sensing mechanism which
would imply its use in highly selective sensors. However, the contribution of different mechanisms, such as the Inner Filter
Effect (IFE), which can also play a very important role in these sensors, has been neglected. The proposal of this work is to
provide a survey of some luminescent sensors, addressing their quenching mechanisms and the misconceptions related to
them. In addition, these sensors were tested for forensic screening to see if they are suitable for primary detection of
explosives in cases of suspicion of explosive handling. For this purpose, three luminescent sensors, which have been claimed
to be selective and have PET, were tested and used as probes: amine capped CDot (1S), [Eu,(BDC);3(H,0),]-(H,0), (2S), and
[Tb(BTC)],(3S). UV/vis and time-dependent measurements, as well as corrected Stern Volmer plots, were used to demonstrate

that the PET is not the main quenching mechanism in the 1S. Besides, simple experiments (using a 1 mm cuvette and two
cuvettes) proved that the IFE is the main mechanism responsible for quenches quenching the luminescence in all three
sensors. Finally, the suitability of these sensors for use in a screening test to detect explosives was evaluated, where false
positive results are not desirable. We observed that common products, such as cosmetics, may cause those false positives
results. One interferer in particular reduced luminescence of all sensors by about 55%. Consequently, these systems cannot
be considered suitable to be used as a screening test for explosive handling.

7. 1. Introduction instance, Nagarkar et al. [18] reported selective sensing of PA based on the

Nitroaromatic compounds (NACs) have a highly explosive nature, as well as
being an important pollutant. The development of a high-performance NACs
sensor is of great interest for forensic investigation and for environmental

luminescent [Cd(NDC)o.s(PCA)] Gx (G = guest molecules; NDC =
2,6napthalenedicarboxylic acid; PDC = 4-pyridinecaboxylic acid). The authors
found about 78% of luminescence quenching of PA (0.10 mM) was able to
detect PA even in a mixture of different NACs. Dutta and coauthors [19]
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protection. Recently, luminescent sensors for NACs have been reported [1-9].
According to the authors, these sensors are expected to be highly sensitive
and selective, low cost and present a short response time. Picric acid (PA), a
typical NAC, has received special attention as analyte due to its highly
explosive nature and mutagenic potential. Several probes, such as
luminescent metal-organic frameworks (LMOF), Quantum Dots, Carbon Dots,
organic dyes, and conjugated polymers have been reported for use in selective
sensing of NACs [10-17], especially focusing on the detection of PA. For

detected PA using a polymer capped CdTe/ZnS quantum dot. In their
experiments, PA was detected in concentrations as low as 0.65 nM, but a non-
selective response was observed when different NACs, such as nitrobenzene,
2-nitrophenol, 4-nitrophenol, 1,4-dinitrobenzene, and nitromethane, were
added.

One potential application for this kind of sensor in forensic science is the
development of screening tests for the presence or handling of
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explosives. This is of great relevance in the investigation of terrorist acts or
robbery employing explosives, such as in ATM attacks [20-23]. To be used in
these screening tests, sensors must be highly sensitive, selective, robust,
reliable and easy to handle. Both false-negative and false-positive results must
be avoided. However, false-positive results are considered worse in forensic
science because they may lead to accusation of innocent people [24].
Therefore when considering the development of screening test for forensic
use, interferers must be carefully addressed.

Currently, photoinduced electron transfer (PET) is designated as the main
mechanism associated with NAC detection, i.e., the sensor's luminescence is
expected to be quenched in the presence of NAC because there is an electron
transfer from the excited state of the fluorophore (sensor) to the LUMO of the
electron-deficient nitrocompound (analyte) [12,13,25-40]. The PET
mechanism can occur exclusively in two ways: First, via molecular collisions
(so-called dynamic quenching) and, second, through the formation of
complexes that exhibit a non-emitting state (so-called static quenching) [41].
Both mechanisms depend on effective transfer of electrons to the LUMO of
the analyte, which makes these systems quite selective [1,28,42]. Further, this
would avoid interference from analog molecules and thus avoid false-positive
responses.

Although PET is considered the main mechanism in sensors in reports in the
literature, the inner filter effect (IFE) also needs to be carefully considered.
The IFE leads to a decrease in luminescence, not requiring any link between
the fluorophore and the analyte. This effect is due to the absorption of the
incident light before the excitation of the fluorophore (primary IFE) or by the
re-absorption of the emitted light (secondary IFE) [43-45]. Recently, some
sensors based on IFE have been proposed and in all of them, selectivity is the
main issue. [43,46-48]

In this paper, we revisit some luminescent sensors for the detection of NACs
in order to investigate closely the mechanism of luminescence intensity
reduction and differentiate PET quenching from that of IFE. Further, we tested
these sensors for a specific forensic purpose — screening for the presence or
handling of explosives in suspects. We have tried to establish if, presenting
IFE, these sensors would be useful in this forensic scenario. We carried out
this investigation in two main steps: (i) three NAC luminescent sensors were
used as probes to investigate the reason for decrease in luminescence (PET or
IFE) and (ii) the IFE-based sensors were evaluated for NAC selectivity with
respect to the effect of different interferers — aiming to examine their
efficiency in detecting explosives in forensic screening tests.

8. 2. Materials and methods
9. 2.1. Materials and characterization

Citric acid (299%), urea (299%), cetrylmethylamonium bromide (CTAB, 299%),
1-hexanol (299%), isooctane (299%), EuCls:6H.0 (299%), terephthalic acid
(H2BDC, 299%), Tb(NOs)3:6H.0 (299%), benzenetricarboxylic acid (HsBTC,
299%), N,N-dimethylformamide (DMF, 299%), and triethylamine (TEA, 299%)
were purchased from Sigma-Aldrich and were used to synthetize the sensors.
The sensing response was evaluated employing picric acid (PA), 2,4,6-
trinitrotoluene (TNT) and 4-nitroaniline (NA), purchased from SigmaAldrich.
Microwave syntheses were performed in an Anton Paar Monowave-300. XRD
powder patterns were obtained using a Bruker D8 Advanced. UV/vis spectra
were obtained using a Varian UV-VIS-NIR Carry 5000. FTIR measurements
were recorded on a Varian 640 IR. Fluorescence emission spectra were
measured using a Horiba Jobin Yvon FluoroLog spectrophotometer FL3-22
with a continuous 450 W Xenon lamp, collected by a CCD array detector. Time-
dependent measurements were obtained using a 365 nm “NanoLed” (Horiba
Jobin Yvon) and R928P photomultiplier. The time-dependent measurements
were performed in triplicate. The lifetime curves were acquired in this
equipment, operating in the time-correlated single photon counting mode
(TCSPC) and using a pulsed NanoLED-340 (pulses at 339 nm) as the excitation
source. Instrumental function response for the NanoLED340 was obtained by

use of a Ludox (colloidal silica) scattering water solution. Fluorescence decay
analysis software, DAS6, was used to fit the model functions to the
experimental data.

10. 2.2. Synthesis of the sensors

We chose 3 sensors which had been previously designated in the literature as
presenting a PET quenching mechanism.

11. 2.2.1. Carbon dot (1S)

The water-soluble amine-capped carbon dot was synthesized according to Niu
and co-authors [49]. An aqueous solution (10 mL) containing citric acid (300
mg) and urea (300 mg) was heated for 15 min at 150 °C in a microwave oven
(750 W). The resulting dark-brown aqueous solution was then centrifuged at
12,000 rpm and dried at 60 °C overnight under vacuum.

12. 2.2.2. [Eus(BDC)3(H20):]-(H20): (2S)

It was prepared using the microemulsion route proposed by Xu et al. [50]. A
mixture containing cetrylmethylamonium bromide (CTAB) (0.9 g), 1-hexanol
(3 mL) and isooctane (45 mL) was stirred for 30 min. A second aqueous mixture
containing EuCls-6H.0 (5.8 mg) and terephthalic acid (3.4 mg) was also stirred
until it became transparent. The two solutions were mixed to form a
microemulsion, which was then stirred vigorously for 2 h at room
temperature. The resulting microemulsion was centrifuged (12,000 rpm) and
dried at 60 °C overnight under vacuum, producing a white powder.

13. 2.2.3. [Tb(BTC)] (3S)

It was synthesized according to Xiao et al. [51] using a combined ultrasound-
vapor phase diffusion method. A mixture of Tb(NOs3);:6H.0 (126 mg),
benzenetricarboxylic acid (HsBTC) (20 mg), N,N-dimethylformamide (4.0 mL),
ethanol (4 mL) and H20 (3.2 mL) was stirred in a beaker for 4 h until complete
solubilization (transparent solution). Then, the vapor phase was introduced
using a second vial (10 mL) containing triethylamine (TEA, 0.2 mL) and H.O
(0.3 mL) that was then placed into the beaker containing the initial mixture.
The system was sealed with PVC film and sonicated for 30 min at a frequency
of 50 kHz. The white precipitate was centrifuged, washed with ethanol several
times and dried at 60 °C overnight.

14. 2.3. Sensing tests

To keep the reproducibility, the sensors were solubilized/dispersed following
the specifications of the authors. Thus, the 1S was solubilized in water (3 mL)
at 0.06 g/L, whereas 2S and 3S were dispersed in ethanol (3 mL) at 0.15 g/L
and 0.50 g/L, respectively. Stern-Volmer plots were obtained in the linear
region of absorption of each NAC. For this, the maximum concentration used
was: 4.4 - 10° M for PA, 7.2 - 10> M for NA, and 43.9 - 10> M for TNT.
Fluorescence measurements were conducted under the same conditions in all
of the experiments. The excitation wavelengths used were 360, 315, and 324
nm for 1S, 2S, and 3S, respectively, as set out in previous papers [51-53]. The
slit widths of emission and excitation were set to 1 nm, integration time was
set to 3 s, with recording ranges of 375-630 nm, 500-750 nm, and 450-710
nm, for 1S, 2S, and 3S, respectively. The NAC's molar extinction coefficients
() were obtained from the slopes of fitted plots derived from absorption
measurements in different concentrations. The time-resolved measurements
were obtained by recording the lifetime for different amounts of NAC.

15. 2.3.1. One-cuvette or 1-cm cuvette experiments (standard setup)
For sensing experiments, fluorescence spectra were acquired after
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Scheme 1. Two-cuvette experiment: schematic illustration of the experiment setup.

the addition of different amounts of NACs into a 1-cm standard cuvette
containing 3 mL of either a solution or dispersion of the sensor. The
fluorescence spectra were measured using a Horiba Jobin Yvon FluoroLog
spectrophotometer.

Analogous experiments were also conducted using a cuvette with 1mm
pathlength and 200 pL of solution/dispersion.

16. 2.3.2. Two-cuvette experiment

This experiment was conducted by adapting the one-cuvette setup. While the
first cuvette (1) was kept centered with respect to the excitation/detector, a
second cuvette (2) was put through the excitation beam at a distance of 5 cm,
center-to-center (Scheme 1). Then, 3 mL of the sensor solution/dispersion was
added to cuvette 1. Emission spectra were recorded with different
concentrations of NAC in cuvette 2.

17. 2.3.3. Evaluation of suitability of sensors to be used in explosive screening
tests (selectivity test)

Different interferers were used to evaluate the selectivity of the sensors. To
simulate a routine screening analysis for explosives in suspects (for example,
suspect of handling explosives), ordinary commercial cosmetics were used.
Information about the cosmetic labels used (name and brand) is available in
the supporting information (Table S1). For this experiment, the interferers
were added to a cuvette containing 2 mL of the sensor solution (the final
concentration of the interferers was 0.05 g/L) and fluorescence spectra were
recorded.

18. 3. Results and discussion
19. 3.1. Sensors characterization

In Fig. S1a, the FTIR spectrum of the sensor 1S shows broadband ranging from
3100 to 3500 cm that was assigned to NeH bonding. Fluorescence
measurement of 1S presented a broad emission band centered at 460 nm,
that could be associated with the strong blue emission (Fig. S1b). A broad
absorption region also could be seen in the UV-Vis spectrum of 1S with the
maximum centered at 272, 341, and 402 nm (Fig. S1c). All spectroscopic data
are in accordance with what has already been reported [49]. For the sensors
2S (Fig. S2a) and 3S (Fig. S3a), diffraction patterns were consistent with the
literature [50,51]. Emission spectra of 2S (Fig. S2b) and 3S (Fig. S3b) exhibited
narrow peaks corresponding to the Eu®* (Do = ’F)) and Tb% (°Ds = 7F)
transitions, respectively. Altogether, this characterization data strongly
indicated that sensors 1S, 2S, and 3S were structurally compatible with
previous reports [49-51].

20. 3.2. Investigation of fluorescence intensity reduction

The sensor 1S was chosen as a model system to address the emission
reduction mechanism. This sensor presents some features such as low
scattering in luminescence measurements that make it appropriate for
investigation. The experiment was carried out by monitoring the emission
intensity when different amounts of NAC were added into a cuvette
containing the 1S solution (one-cuvette experiment). Firstly, the reduction of
the fluorescence emission (%) for PA, NA, and TNT was observed for the
concentration of 4 - 10> M (Fig. 1a). In the presence of TNT, the sensor
presented only 0.65 + 0.1% decrease in luminescence intensity. On the other
hand, PA and NA provoked a luminescence reduction of 52.3 £+ 1.6% and 38.1
+ 2.1%, respectively. It is important to note that in ref. [49], the NA was not
tested, because NA provokes an important reduction in emission intensity.
The fitted Stern-Volmer plots upon different concentrations of NACs and
quenching constants (K) are displayed in Fig. 1b, c, and d. As seen, the PA
exhibits a remarkable decrease of luminescence followed by a K of 0.25 M.
Besides this, TNT shows a slight response and a K of only 0.002 M. Both were
considered close to the value reported in Ref. [49] (0.33 M and 0.006 M,
respectively). However, the most interesting response is related to NA which
exhibited a reduction of fluorescence emission, comparable with the PA and
aKof0.16 ML

Previously, this sensor had been assigned to be selective for PA because
quenching has been reported to occur through a strong electrostatic
interaction between PA and the sensor (complex formed through a hydrogen
bond between the free amines of the sensor and the hydroxyl functional
group of the PA) [35,49,52-54]. Because of the assumptions about this
interaction, the sensor 1S was expected to be selective for PA. However, it was
observed that NA caused a similar reduction, even without hydroxyl groups.
Thus, the existence of a phenyl ring or a hydroxyl group seems not to be
necessary to decrease the intensity of the emission. This sensor was also not
selective only for PA.

To investigate the quenching mechanism underlying the 1S more thoroughly,
we studied each separate mechanism that could be responsible for the
decrease in luminescence: static quenching, dynamic quenching as well as the
possibility of IFE. Another possible mechanism, the Resonance Energy Transfer
(RET), arises from the energy transfer between the donor
(sensor/fluorophore) and the acceptor (analyte) instead of the electron
transfer, as in PET [55]. However, in all tested systems (including 2S and 3S)
the emission band of 1S (donor) was placed at lower energy than the
absorption band of the analytes (acceptor), which made RET very unlikely as
a mechanism (Fig. S4)

[1,45].

Static quenching is more often found than the dynamic one. Previous works
have named static quenching as the reason for changes or band shifts in the
absorption spectrum, strongly indicating the formation of new ground-states
and/or complexes [56-58]. In Fig. 2a, we can observe that the sum of the 1S
spectrum and PA spectrum (dot line) fit well to the actual spectrum of the
mixture 1S + PA (black line). The same behavior can be observed for NA and
TNT (Figs. 2b and c). These results suggest that no complex is formed between
the sensor and these NACs, also suggesting an absence of static quenching.
To evaluate if there dynamic quenching had occurred, the lifetime of the
sensor was measured in the presence of different concentrations of NACs.
Mono-exponential decay was observed in all measurements. For pure 1S, the
lifetime was 9.97 ns and this value was changed little by the addition of PA,
NA or TNT (Fig. S5). Experiments with a 1-mm cuvette were also performed.
Since the absorbance is proportional to the pathlength, this experiment
reduced the IFE dependence, allowing only the quenching mechanism to be
observed in fluorescence measurements.



Fig. 2d—f show Stern-Volmer plots obtained in the standard set up (using one
cuvette of 1-cm length), one cuvette of 1-mm length (to withdraw IFE
contribution) and also t°/t x [NAC] plot. All curves presented linear behavior

(360 nm) for PA, NA, and TNT were 16,730, 15,504, and 404 M cm™,
respectively, which are high values if compared to the € values at the emission
(460 nm): 651, 516, and 180 M~tcm™?, respectively. These results indicate that
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Fig. 1. (a) Reduction of the fluorescence emission (%) observed for 1S in aqueous solution (4 - 10-> M) towards different NACs and comparison of Stern-Volmer plots draws for (b) PA,
(c) NA, and (d) TNT. The insets at (a) show the chemical structure of the NACs tested (slit of 1 nm width).

with R?>0.999. Moreover, the 1-cm cuvette and 1-mm cuvette present very
different values of K for PA and NA, except for TNT. In addition, K obtained
from lifetime and 1-mm cuvette experiments, exhibited similar values (PA:
0.009 M~*and 0.005 M~; NA: 0.002 Mand 0.003 M~%; TNT: 0.002 M~ and
0.002 M1, respectively). These results strongly suggest that IFE is the main
mechanism responsible for the decrease in luminescence intensity for PA and
NA and dynamic quenching plays only a secondary role in this process. More
specifically, for PA, which presents a slightly higher value of K, dynamic
quenching is a bit more relevant, but due to low values of K, it still plays a
secondary role.

Since dynamic and static PET were seen to be unlikely for luminescence, a
closer study of IFE was undertaken. For this, we used the Parker factor
[44,55,59] to correct the Stern-Volmer curves of 1S and eliminate the IFE from
the total quenching. The correction factor for both primary and secondary IFE
could be calculated following the equation [44]:

2.3 d Aex g Aem 2.3 5 Aem
dAexx 10 x —5Aem

? 10 110 (1) wherein Aexand Aem are the absorptions at the excitation and
emission wavelength, respectively; d is the pathlength of the cuvette; g and s
are the slit of the emission/excitation beam defined in Fig. S6. It is possible to
simplify this equation in cases where the Aem is very small, i.e., when the
secondary IFE is negligible [60]. We observed that absorption bands of the
NACs (Fig. S7) did not overlap significantly with the monitored emission of 1S
(460 nm). Moreover, the molar absorptivities (€) of the NACs at the excitation

the Aem had little influence on the correction factor and implies that the
secondary IFE is not significant for the reduction of fluorescence emission. So,
the following simplified equation could be used in the experiments:

21. 2.3 A dex

= A dex

1 10 (2)

Thus, the corrected Stern-Volmer equation is described as:

leor= 1"

(3)

I° lcor= +1 Kcor [ ]JA(4) wherein I° and | are the integrated area of fluorescence
intensity in absence and presence of quencher, respectively, K is the
quenching constant and [A] is the quencher concentration. With the corrected
Stern-Volmer equation we were able to eliminate the IFE contribution in the
reduction of emission fluorescence. The concentrations, data points, values,
and absorbance of the analytes, that were used to calculate the corrected
Stern-Volmer plot are available in Tables S1, S2, and S3. The corrected and
uncorrected plots are compared in Fig. 3a, b, and c. As result, the corrected
slopes (Kcor) exhibit values of 0.002 M-1(PA), 0.004 M~1(NA), and 0.002 M2, As
well as in experiments of lifetime and 1-mm cuvette (Fig. 2), the new constants
Keor presented quite low values after correction in comparison with the
uncorrected. When the IFE component was removed from the Stern-Volmer
curves,
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Fig. 2. Absorption spectra of 1S in aqueous solution towards (a) PA, (c) NA, and (d) TNT (4 - 10-5M) — dotted lines shows the linear combination of 1S with the respective NAC. Stern-
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Volmer plots from lifetime (t°/t), 1-mm cuvette, and one-cuvette (/°//) experiment for (d) PA, (e) NA, and (f) TNT (1 nm slit width).

the /I°/I remained unchanged even after increasing the concentration of NAC.
So, the IFE was assumed to be main responsible for the emission intensity

reduction.

As mentioned before, IFE does not depend on effective interaction between
the fluorophore and the quencher. To verify this, we conducted an extremely

the IFE. The first cuvette (1), containing the sensor solution, was placed facing
the detector, while the second cuvette (2) was placed in front of the excitation
beam. The NAC was gradually added to cuvette 2, while the luminescence of
cuvette 1 was being measured. In this case, any reduction in luminescence
intensity could be undoubtedly associated to IFE, since it would indicate that

simple test based on two-cuvette measurements to verify the contribution of the
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Fig. 3. (a—c) Comparison between one-cuvette corrected and uncorrected Stern-Volmer plots for 1S in aqueous solution towards (a) PA, (b) NA, and (c) TNT; and (d-f) comparison
between Stern-Volmer plots for agueous solution of 1S obtained in one-cuvette and two-cuvette experiments for different concentrations of (d) PA, (e) NA, and (f) TNT. (n=3,n —

Concentration (10° M)

number of replicates; 1 nm slit width).

Table 1

Concentration (10° M)

Concentration (l()"; M)

Reduction of the fluorescence emission (%) of 1S aqueous solution for different NACs (4 - 10->M) obtained for one- and two-cuvettes experiments.



Experiment Reduction of fluorescence emission (mean % and SD)
1s 2S 3S

PA NA TNT PA NA TNT PA NA TNT
One-Cuvette 523+16 38.1+21 0.69+0.1 154+2.1 12.6+2.5 841+1.9 19.3+25 16.6+2.4 6.2+1.9
Two-Cuvettes 55.2+2.0 42015 0.65+0.1 17.1+£29 10.9+3.0 9.21+1.1 19.5+19 17.1+£2.2 7.0%15

All data were measured upon 4 - 10~ M of NAC; SD — standard deviation; n = 3 (n — number of replicates).

sensor was no longer excited (and obviously there was no interaction between
the sensor and the NAC since they were in separate cuvettes). Fig. S8 shows
images of the two-cuvettes before and after the addition of NAC. Stern-
Volmer plots of one-cuvette and two-cuvette experiments (Fig. 3d, e, and f)
demonstrate a high correlation between their points and the fitted curves
presented R?>0.999. Although there was a small increase of K regarding two-
cuvettes, very close values were observed between the experiments, such as
0.25 Mtand 0.27 M (PA); 0.16 M*and 0.17 M~*(NA); 0.002 M-*and 0.003
M- (TNT), assigned to be one-cuvette and two-cuvettes, respectively. For
instance, the reduction of the fluorescence emission in both experiments was
compared at the NAC concentration of 4 - 10> M. Whereas one-cuvette
presented responses of 52.3 + 1.6%, 38.1 + 2.1%, and 0.69 + 0.1% for PA, NA,
and TNT, respectively, the two-cuvettes exhibited close values of 55.2 + 2.0%,
42.0 + 1.5%, and 0.65 + 0.1%, respectively (Table 1). So, there are strong
indications that the IFE played the main role in the reduction of fluorescence
emission in this system.

After a proof-of-concept regarding the luminescence quenching mechanism
of the 1S had been conducted, the experiments with one and two-cuvettes
were extended to the sensors 2S and 3S. Both experiments were performed
by measuring before and after the addition of NAC (4 - 107> M). Similar to the
1S sensor, the profile of reduction in luminescence intensity of sensors 2S and
3S in the two-cuvettes experiment was quite close to the profiles observed in
the one-cuvette experiment (Table 1).

In Fig. 4a and b, the UV-Vis spectra of the NACs (4 - 107> M) shows that they
present an absorption band coinciding with the excitation range of the
sensors. The higher the absorption of the analyte at the excitation wavelength
(Aexc), the greater the decrease in luminescence. This inference could be clearly
observed in the PA and NA, which have a suitable overlap with the excitation
of the sensors and, also, the highest responses. The molar extinction

Sensor Wavelength (nm) Molar extinction coefficients (M 'cm™ ')

PA NA TNT

25 315 8728 4880 1040 3S 324 11,606 6735 859

1S 360 16,730 15,504 404

1040 M~tcm™. Furthermore, the higher sensitivity of 2S towards TNT was due
to the increase of the € at 315 nm. Considering all results together, we have
no doubt that the IFE, rather than PET, had principal responsibility for
luminescence decrease.

3.3. Evaluation of suitability of sensors used in explosive screening tests
22. (selectivity test)

The fact of being governed by IFE does not impair the use of the sensor.
Indeed, some works have already reported the use of IFE based sensors for
NAC detection [15,43,46,47,61-68], including explosive screening testing [69—
72]. Thus, we would like to evaluate the suitability of these sensors for
application in screening tests to identify explosives in suspects. A sensor for
detecting explosives on a person suspected of handling explosives cannot
respond to common products that are found on the general public. This would
generate false-positive results, which in forensics corresponds to a serious
mistake, possibly leading to the blame of an innocent person.

Aiming to evaluate the potentialities of the sensors 1S, 2S, and 3S to be used
for screening test for explosives, we selected five products used by the general
public, such as sunblock (c-1), make-up (c-2) and moisturizing cream (c-3, c-4
and c-5) to be tested as interferers (c-1 to c-5 are detailed in Table S1). These

—PA
——NA
—TNT:

1S 2S 3S

(a)H,0 (b) Ethanol

Absorbance
Absorbance

—PA
——NA
TNT

250 300 350 400 450 500 250 300 350
Wavelength (nm)

400 450 500

Wavelength (nm)

Fig. 4. Absorption spectra of PA, NA, and TNT (4 - 10~>M) in (a) water and (b) ethanol. The vertical lines represent the excitation wavelength of the sensors 1S (360 nm), 2S (315 nm),

and 3S (324 nm).

coefficients (€) for PA at the excitation of the sensors (Table 2) were 16,730
M-tcm™, 8728 Mtcm™, and 11,606 M~tcm%, while NA were

15,504 M cm™, 4880 M cm™, and 6735 M cm™ (for 1S, 2S, and 3S,
respectively). The low efficiency of the sensors in the presence of TNT could
be associated with its low g, ranging from 404 to

Table 2
Molar extinction coefficients at different wavelength for PA, NA, and TNT.

products were chosen due to the high probability of finding them on a suspect.
It is known that sunblock creams are designed to absorb UV radiation; they
can be considered as an interferer because they would be very likely to be
found on the hands, skin or even clothes of an average person.
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Fig. 5. (a) Absorption spectra of the interferers (The vertical lines represent the excitation
wavelength of the sensors 1S (360 nm), 2S (315 nm), and 3S (324 nm)) and (b) reduction
of the fluorescence emission (%) observed for each sensor (1S in H,0; 2S and 3S in
ethanol) towards different interferers (0.05 g/
L).

UV-vis spectra of c-1 and c-2 (Fig. 5a) showed high absorption from 250 to
400 nm, exactly at the sensor's excitation wavelength (vertical lines).
Therefore, even at low concentrations (0.05 g/L), ¢-1 and c-2 provoked a
remarkable decrease in luminescence (Fig. 5b). For instance, sensors 1S, 2S
and 3S showed luminescence reduction of 56.6 + 2.6%, 57.0 + 1.9%, and 57.3
+ 3.2% for sunblock (c-1), and 12.1 + 1.4%, 31.3 + 3.2%, and 23.7 + 2.2% for
make-up (c-2), respectively. This draws attention to the fact that make-up,
which is not designed to absorb UV as sunblock and is also very likely to be
found on a person, promotes a significant reduction in luminescence.
Comparing with NACs in an analogous concentration (0.05 g/L), ¢-1 and c-2
offered a considerable reduction in luminescence, which could be easily
confused with a target analyte (Fig. S9). So, considering the aimed application,
these sensors did not present the selectivity required to be used in detecting
explosives.

23. 4. Conclusion

In this work, we have closely investigated the quenching mechanism of three
systems in the presence of NACs. We have demonstrated that PET is not the
main mechanism for the reduction of the fluorescence emission. Instead, the
IFE plays a very important role in luminescence decrease for the sensors 18,

2S, and 3S. Furthermore, we tested these sensors for forensic screening.
Specifically, we evaluated if they could be suitable for preliminary detection
of explosive in cases of suspicion of explosive handling. We observed that
ordinary products, such as cosmetics, induced the same effect of
luminescence decreasing. As a consequence, ordinary cosmetics used by
someone could be confused with a target analyte. So, these systems did not
exhibit the required selectivity to be used as sensors in explosive screening
test.

The results indicate that more attention must be paid to the investigation of
the quenching mechanism in a luminescent sensor, especially when a specific
application is intended. We concluded that many papers in the literature have
not presented an adequate investigation of their systems, which could lead to
misunderstandings. Thus, the results of this work make an effective
contribution to the development of luminescent sensors and open a
discussion about the feasibility of some of them.
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Abstract

Analysis of explosive residues is of special interest in forensic science. It
can be crucial for  investigating acts of  terrorism or robberies . lon

Chromatography (IC) is a standard technique used by many forensic labs in
these cases. Due to the common nature of many e xplosives and the inherent

dirtiness of samples from explosion scenes, sometimes inconclusive or false
positive results are obtained by IC, making the identification of interferers extremely

important. One possible source of interferer can be the sampling materials themselves,



as investigated in this work. First of all, interferers from forensic swabs and syringe
filters were evaluated, as these are commonly employed in explosive residue IC
analysis. Among the 6 tested samples, only two syringe filters were considered free of
interferers. Significant amounts (> 0.2 mg/L) of Na*, K*, Mg?*, Ca**, CI', and SO4*
were found in all forensic swabs and two syringe filters. Then, some ordinary
commercial materials, such as cotton swabs, cotton balls, and cotton discs were also
tested, as they are often employed in a forensic routine, also. These also showed
significant amounts (> 0.2 mg/L) of Na®, K*, CI', NOs", and SO4*. However, the total
concentration of interferers in ordinary commercial materials was lower than in the
forensic swabs. Then the effectiveness of removing interferers by washing sampling
(swabs, and cotton balls, rolls and disk) and pre-processing (syringe filters) materials
was evaluated. This revealed that the interferers could be removed with at least three
washes. The results indicated that the sampling materials used for explosion scene
analysis should be carefully addressed in forensic analysis. First, by making a previous
analysis of the sampling material, preferably prior to use, to evaluate the presence of
interferers to ensure that only material free of interferers is used. When it is not possible
to perform a prior analysis of sampling materials, they should be analyzed
concomitantly with the samples from the post-blast residue in order to estimate the
presence of interferers. This would reduce the risk of false positives. Additionally, when
interferers are detected, washing can be employed for more reliable routine analysis.
We suggest at least 3 wash cycles. This method could be used for ordinary commercial

materials, which are cheap and easily obtained.

Keywords: interferers, sampling materials, explosive, ion chromatography

26. Introduction

Identification of explosives is of special interest in forensic chemistry.
Identifying unused explosives (pre-blast analysis) is a key point in counterterrorism and
public security. On the other hand, detection of post-blast residues enables investigators
to distinguish between criminal and accidental explosion and to establish relations
between suspects, and crime scenes.[1-4] The collection and interpretation of these

residues, however, is not a trivial task, difficult in many aspects: The first one is to



guarantee a representative sampling since the amount of sample available may be very
small. Second one, composition changes from one case to another and different matrices
can be quite complex; finally, explosion is a non-controlled and heterogeneous
phenomenon.[5] Third one, especially inorganic explosives has interpretation problems
because they are composed of ordinary ions, which are released by materials of daily
use.[3]

These problems can lead to inconclusive, false negative or false positive results.
Although all three aspects represent issues in forensics, the worst case is a false response
that may lead to accusation of an innocent person.[6] In the analysis of inorganic
explosives, an extra problem arises from the composition (Table 1) of explosives and post
blast residues, which are mainly ordinary ions commonly released by materials of daily
use (e.g. sodium, potassium, ammonium, chloride or nitrate).[7] These ions are highly
available, at least at low background levels, contrary to organic explosive whose
components are more selective. Thus, in inorganic explosive analysis, it is extremely
important to prevent any source of contamination or interferer that could make results
even harder to be interpreted. This source of interferers that is often neglected are the

sampling materials.

For inorganic explosives analysis, one of the most well-established techniques
is 1ion chromatography (IC). This technique has high sensibility, high selectivity and
relative simplicity and is implemented in many forensic laboratories.[3,7—-10] Despite
all the positive features, IC is, of course, liable to provide a false positive response in
the case of contamination of the sample or presence of interferers. Thus, this present
study aims to evaluate possible interferers in sampling materials which may cause false
positive or inconclusive results in inorganic explosive residue analysis. First of all,
interferers were evaluated in forensic swabs (sampling material) and syringe filters
(preprocessing material), commonly employed in explosive analysis by IC. As some of
the samples presented ions such as Na®, K*, Mg?*, Ca?*, CI', and SO4%, the possibility
of cleaning up these materials by washing was then evaluated. Alternatively, some
ordinary commercial sampling materials, such as cotton balls, cotton discs, and cotton

rolls, were also evaluated.



27. Materials and Methods
2.1. Reactants

Standard solutions were prepared containing all ions currently analyzed by
Brazilian Federal Police. The prepared solutions and stock solution presented fixed
concentration of 1000 mg/mL. Some anionic standard solutions were prepared from
sodium salts (chloride, phosphate, tartrate (Vetec Ltd.), fluoride, chlorite, perchlorate,
nitrite, citrate (Sigma-Aldrich Ltd.), sulphate (Cinética

Ltd.), thiosulphate (Carlo Erba Ltd.), nitrate (QEEL Ltd.), and chlorate (Baker
Ltd.)); while others were prepared from potassium salts (bromide, thiocyanate,
chromate (Vetec®), cyanate, phthalate (Sigma-Aldrich Ltd.), oxalate (QEEL Ltd.)). A
stock solution (Thermo Scientific®) was used as cationic standard, containing lithium
chloride, sodium chloride, potassium chloride, calcium chloride, magnesium chloride,
ammonium chloride, and strontium chloride. All standards and extracted samples were
prepared using ultrapure water (18.2 MCQ cm at 25°C) obtained from a Millipore Direct-
Q5 purification system.

2.2. Instrumentation and Parameters
Ion chromatography was performed with the Thermo Scientific Dionex

ICS-5000 Ion Chromatography System with self-regenerating electrolytic
suppression and AS-AP Autosampler. The anion separations were performed in a
Dionex IonPac™ AS19 column (2 x 250 mm) using a EGC eluent generator
configurated with a potassium hydroxide (KOH) eluent cartridge, operating in multi-
step gradient mode, starting from 10 mM (0 min) to 45 mM (40 min), whereas the
suppressor current was set to 28 mA. For cation separations, a

Dionex IonPac™ CS12A column (2 x 250 mm) was operated under an isocratic
condition, 20 mM methanesulfonic acid (MSA) generated on-line from reagent water
with EGC eluent generator using an MSA cartridge, and the suppressor current was set
to 15 mA. The temperatures of the column and detector cell were held at 30°C and
25°C, respectively. The total retention time was 45 min, loop size of 10 pL, and constant
flow rate of 0.25 mL/min. After each run, approximately 2 mL of pure milli-Q water
(18.2 MQ cm at 25°C) was pumped into the column to avoid cross contamination.

Instrument control and data acquisition were performed using Chromeleon® software.



Two calibration curves were used, one for low concentrations (ranging from
0.01 to 1 mg/L) and another for higher concentrations (ranging from 1 to 20 mg/L),
both made up in triplicate of six levels. Only linear correlation coefficients (R?) over
0.999 were used. The limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were

calculated through linear regression method, using the equation[11]:

F x SD
LOD or LOQ = ———

Where F are the factors 3.3 or 10 for LOD or LOQ, respectively; SD is the standard
deviation of the blank, standard deviation of the ordinate intercept, or residual standard
deviation of the linear regression; and b is the slope of the regression line. Finally, the

resolutions were calculated directly by the Chromeleon® software, according with the

equation:
R=2x| trefpeak_tr |
BWref peak + BWr
Where  tpef peqy 1 the retention time  of the reference peak for the resolution;  t, is
the retention time of the current peak ; BW peak and BW , are the widths of the
two peaks.

2.3. Sampling and Pre -processing Material

Different materials were tested, totaling 15 samples : 2 forensic cotton
swabs (FS), 4 syringe filters (SF), 2 commercial cotton swabs (CS), 2 cotton
disc s (CD), 3 cottonroll s (CR), an d 2 cotton ball s (CB). The materials were
used without any additional treatment and the washing procedures were
performed in triplicate. The specific label s and brand s of each material are

shownin Table 2.

2.4. Washing Procedures

2.4.1. Cotton Swabs and Cotton Disc s/Roll s/Ball s



To extract the inorganic ions (inherent contaminants), the swabs were placed in
a 10 mL test tube containing 3 mL of Milli-Q water and shaken in a vortex for 30
seconds. Further, 1.5 mL of the resulting solution was placed into a 10 mL polystyrene
sample vial. The remaining solution in the syringe was discarded and the washing
process was repeated. This procedure was carried out four times for each sample.

Regarding the cotton discs/rolls/balls, the same procedure used for the swabs
was employed. Further, 1.00+0.05 g of cotton was weighted and used in the extraction
procedures.

2.4.2. Syringe Filters

The samples were prepared adding 10 mL of Milli-Q water to a polystyrene
syringe and passed through an 0.45 pum syringe filter. The first 1.5 mL aliquot ejected
was collected in a sample vial. The remaining solution was discarded and the extraction

process was repeated. This procedure was carried out four times for each syringe filter.

28. Results and Discussion

In Figure 1, the chromatograms of standard solutions containing a mixture of 7
cations and 18 anions (5 mg/L each) shows that both cations and anions could be
properly differentiated. The typical components of inorganic explosives and their
decomposition products comprised a set of 5 target cations (Na*, NH4*, K*, Mg?', and
Ca?") and 10 anions (CI', ClO2", ClO3", ClO4, NOy,

NOs -, SO4*, S205%, CN-, and SCN"). These ions were identified in Figure 1 and

Table 3. This target set contained the ordinary ion residues used to identify
inorganic explosives, such nitrate, chlorate and perchlorate based explosives, as, for
example, black powder, fireworks, fire crackers, explosive emulsions and ANFO.[7]

Figures of merit only of the ions of interest were calculated and displayed in Table 3.

There is no standard cut-off value for IC analysis of explosives. For this study,
we assumed 0.2 mg/L as cut-off value for all ions, because it corresponded to the highest
LOQ observed (NH4"). Thus, any ion concentration lower than 0.2 mg/L was not

considered.



First, the forensic swabs (FS) and syringe filters (SF) were evaluated. The mean
concentration and standard deviation obtained from IC are shown in Table S1 (cations)
and Table S2 (anions). Regarding FS, negligible values of most of ions were observed.
However, Na* and Mg?" were detected for FS-1 (4.6£0.6 mg/L and 0.8+0.3 mg/L,
respectively) and FS-2 (16+3 mg/L and 1.1+0.5 mg/L, respectively). FS-1 also showed
ions such as SO4* (6.0+£0.8 mg/L), CI" (2.0+£0.3 mg/L), K*(1.4+0.2 mg/L) and Ca*"
(0.51+0.09 mg/L). This illustrates the relatively high concentration of target ions found
in swabs designed for forensic analysis, especially FS-1. Concerning syringe filters, the
samples SF-2 and SF-3 did not present significant concentrations of any ion and were
considered as clean material. However, the sample SF-1 presented significant
concentrations of CI, Na*, and K" (4+1, 1.5+0.8, and 1.2+0.2 mg/L, respectively), while
SF-4 presented only SO4* (0.6+0.3 mg/L).

It is important to note that in samples SF-1 (Figure 2a) and FS-1 (Figure 2b)
there were appreciable concentrations of both C1-and K*/Na*; or SO4* and K*/Na*. The
presence of more than one characteristic ion strongly suggests explosive residues in
forensic routine (Table 1). Thus, materials which present these combinations are
considered inappropriate for sampling or pre-processing since they run the chances of
presenting a false positive. In a real situation, it is not difficult to confuse peaks of
contaminants with actual residues. This can lead to misinterpretations and/or
inconclusive or false positive results.[12] This indicates that the as-purchased samples
FS-1, FS-2, SF-1, and SF-4 do not meet the requirements for sampling/pre-processing
material. Only after the washing process, these materials become usable for sampling
purposes.

Once the presence of interferers was confirmed in all FS and in two SF materials,
we evaluated the possibility of cleaning these samples by washing. As observed in
Tables S1 and S2, all FS and SF materials suffered reduction of their ion concentration
in the washing cycles. In Figure 2a, a 3D bar graph shows the ion concentration Vs.
cleaning (number of washes) of the sample SF1. The figure shows that the ion
concentration was drastically reduced after the second wash and became irrelevant after
the third one. This trend was also observed for samples FS-2, SF-2, SF-3, and SF-4.
Their respective 3D bar graphs are available in Figures S1, S2, S3 and S4. Sample FS-
1 (Figure 2b), however, presented a persistent concentration of K", even after four

washes, ranging from 1.4+0.2 mg/L after the first wash to 0.5+0.1mg/L after the fifth.



This sample also presented the ions Na* (0.69+0.07 mg/L), SO4* (0.6£0.1 mg/L),
and CI" (0.4+0.2 mg/L) after the second wash. After the third wash, these ion amounts
become negligible. So, FS-1 seems not to be appropriate for sampling explosive
residues, even after washing. Additionally, Figures 3 shows images of the washed FS-
2 samples after drying, compared to their as-purchased materials. The washing cycles
made the FS-2 inappropriate for use due to the loss of shape and compression of the

cotton. FS-1 retained its main features but continued to present K.

In routine analysis, it is often necessary to improvise and use ordinary sampling
materials, such as cotton swabs or cotton discs. So, some commercial brands of cotton
swabs (CS), cotton discs (CD), cotton rolls (CR) and cotton balls (CB) were also
analyzed. These materials are commonly available, not expensive and, consequently,
used by experts to collect vestiges. However, it is plausible to think that ordinary
commercial materials for sampling can also be a secondary source of contamination.

We tested nine ordinary commercial materials for sampling (2 of CS, 2 of CD,
3 of CR, and 2 of CB). Mean concentration and standard deviation obtained for them
are available in Table S1 (cations) and Table S2 (anions). All samples showed intense
peaks of Na', with values ranging from 1.05+0.09 mg/L (CS-2) to 3.7+0.5 mg/L (CS-
1). Some samples also showed relevant concentrations of

K" CR-1 (2.3+0.8 mg/L), CR-2 (1.4+0.2 mg/L), CD-2 (1.1+£0.1 mg/L), and CB2
(0.5£0.2 mg/L). Significant concentrations of Cl- and SO4*> were observed in samples
CB-1 (1.01+0.04 and 0.70+0.04 mg/L), CD-1 (0.41+0.04 and 0.43+0.03 mg/L), and CS-
1 (0.49+0.04 and 0.36+0.07 mg/L). Special attention was attracted by high relative
concentrations of NO3™ that was founded in samples CR-1 (8+2 mg/L), CR-2 (4.2+0.6
mg/L), CD-2 (3.4+0.4 mg/L), CB-2 (1.5+0.7 mg/L), CB-1 (0.52+0.03 mg/L), and CS-1
(0.34+0.04 mg/L). We observed that almost all samples presented oxidizing ions (such as
nitrate, sulfate, etc.) which in combination to ordinary cations, like K+ or Na+, can be
confused with postblast residues (Table 1). So, the use of these sampling materials as-
purchased can induce a misinterpretation, leading to inconclusive or false positive results.

Like FS and SF materials, the commercial materials were submitted to the wash
process up to four times. Almost all samples can be considered adequately clean after
the second wash. For instance, Figure 4a shows the 3D graph bar of the sample CR-1,

which presented the highest concentration of NOs’, so it was considered free of



interferers after the second wash. The only exception was CS1, which presented Na*
traces until the fourth extraction (3.7+0.5, 0.7+0.2,
0.41+0.06, and 0.30+0.06 mg/L, respectively from 1% to 4 extraction).

Although this is not indicative of explosive residues. In Figure 4b, sample CS2
had the lowest concentration of interferers among all sampling materials tested, even
those designed for forensic purposes (FS-1 and FS-2). The 3D graph bar of CS-1, CD-
1, CD-2, CR-2, CR-3, CB-1, and CB-2 are displayed in

Figures S5, S6, S7, S8, S9, S10, and S11, respectively. Similarly to FS-2, the
samples CS-1 and CS-2 lost their shapes or became too compact after several washings,
making them inappropriate for sampling (Figure 4c). On the other hand, the wash
process was suitable for all samples of cotton discs (CD), cotton balls (CB), and cotton
rolls (CR), since they did not present significant changes in their structure after the

process (Figure 4d).

The total concentration of interferers was calculated by the sum the
concentration of each ion from the first extraction (Figure 5). This made it possible to
infer that the most contaminated samples were FS-2 and FS-1. The less contaminated
sampling materials were ordinary commercial cotton materials (CS-2, CR-3 and CD-
1). Most SFs (except SF-1) appear at the bottom of the list. Considering the total
contaminants in all samples tested, the following decreasing sequence could be made:
FS-2 > FS-1> CR-1 > CR-2 > SF-1 > CD-2 > CS-1 > CB-1 > CB-2 > CD-1 > CR-3 >
CS-2 > SF-4 > SF-2 >

SF-3.

29. Conclusion

This study indicated that many sampling materials present non-negligible levels
of interferers ions (> 0.2 mg/L). Only samples SF-2 and SF-3 did not present any
significant amount of interferer ion. The two samples designated for forensic purposes
(FS-1 and FS-2) showed the highest concentrations of interfering ions. Regarding
ordinary commercial materials, all presented at least one interferer ion. On the other

hand, one cotton swab, one cotton roll and one cotton disc presented the lowest total



concentration of interferers among the tested materials. Special attention should be
given to samples which present both oxidizing ion and ordinary cations (e.g. K" or Na"),
which could be confused with post-blast residues. These results should be carefully
addressed by experts in order to avoid inconclusive results or false positives

Most of tested materials became appropriate for use after a washing process.
Only the samples FS-1, CS-1, and CS-2 became inappropriate after washing due to lose
of shape and compaction. Furthermore, three washing cycles was sufficient to remove
interferers from sample materials (except FS-1 and CS-1).

Considering the results, we concluded that sampling and pre-processing
material for explosion scene analysis must be carefully evaluated. First, it is highly
recommended that sampling materials are analyzed. It is preferred that they are
analyzed prior to their use in order to guarantee that only materials free of interferers
are used. When is not possible to perform a prior analysis of sampling material, it should
be analyzed concomitantly with the samples in order to estimate the presence of
interferers. We also recommend washing sampling materials prior to use, whenever it

is possible. This would reduce the risk of false positives.
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Figure 1. Chromatogram of the cationic (above) and anionic (below) standards

at 5 mg/L on the Dionex
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Figure 3. Forensic cotton swabs FS
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Figure 4. Graph bar of the concentrations of ion interferers after several extractions
for samples (a) CR-1 and (b) CS-2. (¢) Cotton swabs CS-1 and (d) commercial cotton
before and after being submitted to the wash process (consisting of five cycles)
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Figure 5 . Total concentration of ions measured for each tested material.
Explosive Type Composition Characteristic Anions| Characteristic
Cations
ANFO Ammonium nitrate, NO3- NHa4+
Fuel oil




Black Powder Nitrate  Salts,  Sulfur,| NO2-, NO3-, SO42- | Na", K"
Charcoal , $203%, OCN", SCN-
Flash Powder Chlorate Salts, Sulfur, Al | C1O5", ClOy4, CI', Na', K*
SO42-, S2032-, OCN",
SCN-
Chlorate/Sugar Chlorate Salts, Sugar ClOs, ClO4, CI' Na®, K*
Perchlorate/Sugar Perchlorate Salts, Sugar | ClOs™, ClO4, CI Na', K*

Table 1. Typical inorganic explosives and major target analytes in post-blast

residues.[7,8]




Table 2. Relation of materials used in the tests and their respective coding.

Type Brand . Codin
Agilent® (wooden rod) FS-1
Forensic Swab Zaragatoa® (plastic
FS-2
rod)
York® (plastic rod) CS-1
Cotton Swab Topz® (plastic rod) CS-2
. Apolo® CD-1
Cotton Disk Topz® CD2
Needs® CR-1
Cotton Roll Cremer® CR-2
York® CR-3
Needs® CB-1
Cotton Ball Cromor® CB
Whatman® SF-1
. : Agilent® SF-2
Syringe Filters Millipore® SF3
Analitica® SF-4

Table 3. Figures of merit from anion and cation of interest standard samples.




Analyte | Retention Time (n = 6) Peak Area | Resolution | LOD |LOQ

Mean | %RSD (mg/L)

Anions
CI 7.851 0.06 4.4867 5.02 0.0129 ]0.0392
ClO, [6.734 0.06 1.8202 2.81 0.0264 |0.0801
ClO;  [10.240 0.07 1.4764 2.05 0.0262 |0.0794
ClOs  |29.204 0.06 1.3852 5.89 0.0243 10.0736
NOy 9.279 0.06 2.5246 1.35 0.0186 [0.0563
NOs 11.986 0.07 2.4037 7.28 0.0103 [0.0312
SOy 16.161 0.06 3.0612 4.26 0.0268 |0.0813
S,05* [22.679 0.06 2.3811 2.02 0.0293 |0.0887
CN- 9.723 0.06 1.6299 1.55 0.0365 |0.1105
SCN-  [26.597 0.06 1.9093 3.32 0.0180 ]0.0545

Cations
Na* 4.711 0.08 3.5523 2.27 0.0124 10.0375
NH,4" 5.373 0.08 1.9165 3.84 0.0697 [0.2113
K" 6.626 0.06 2.0909 2.64 0.0423 10.1281
Mg?* 10.849 0.04 6.2244 3.65 0.0257 10.0777
Ca*’ 13.559 0.03 4.3559 2.59 0.0337 [0.1020

n = number of replicates.




