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RESUMO 

PREMAZZI, I. A. Estudo das propriedades e aplicações bioquímicas da molécula 

de 4-metilumbeliferona. 2020: 40 f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) – Escola 

de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2020. 

Crimes em que hajam disparos de armas de fogo requerem minuciosas investigações, as 

quais serão capazes de sentenciar ou inocentar os envolvidos. A balística forense é a área 

responsável pela perícia desses casos, analisando trajetórias, posicionamentos e, 

principalmente, identidade dos atiradores. A autoria é avaliada de acordo com padrões de 

dispersão deixados pelos resíduos da munição. A metodologia de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), hoje utilizada na avaliação desses resíduos de tiro sobre superfícies, não é 

efetiva em todas as situações devido ao surgimento de munições atóxicas, livres de metais 

pesados. Além disso, a forma de recolhimento é inadequada, e as análises, demoradas. Para 

isso, a saída encontrada foi a adição de compostos luminescentes na composição dos tiros, 

permitindo seu reconhecimento in situ, utilizando apenas lâmpadas ultravioletas. Esses 

fluoróforos podem ser orgânicos ou inorgânicos, sendo esses derivados de lantanídeos, 

responsáveis por polêmicas quanto ao impacto ambiental de sua mineração. Dentre os 

orgânicos, destaca-se a classe das cumarinas, compostos fenólicos de origem vegetal. Como 

proposta de substância a ser aplicada, este trabalho avalia, por meio de revisão bibliográfica, as 

propriedades da cumarina 4-metilumbeliferona, fluoróforo de grande relevância para o meio 

bioquímico e microbiológico. As informações coletadas de resultados obtidos por 

pesquisadores foram satisfatórias, onde a molécula apresentara alta estabilidade, rendimento 

quântico de 0,95 e comprimento de onda de emissão máxima à 445 nm. Neste sentido, ensaios 

para a síntese de cumarinas através do uso de biotecnologia por fermentação e/ou expressão 

heteróloga ainda são necessários para a produção em escala industrial. 

Palavras-chave: fluorescência, 4-metilumbeliferona, resíduos de tiro, balística. 



ABSTRACT 

PREMAZZI, I. A. Study of the biochemical properties and applications of the 4-

methylumbelliferone molecule. 2020: 40 f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) – 

Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2020. 

Crimes in which firearms are fired require thorough investigations, which will be able 

to sentence or acquit those involved. Forensic ballistics is the area responsible for the expertise 

of these cases, analyzing trajectories, positions and, mainly, the identity of the snipers. 

Authorship is assessed according to dispersion patterns left by ammunition waste. The scanning 

electron microscopy (SEM) methodology, currently used in the evaluation of these shot 

residues on surfaces, is not effective in all situations due to the appearance of non-toxic 

ammunition, free of heavy metals. In addition, the method of collection is inadequate and the 

analyzes take time. For this, the solution found was the addition of luminescent compounds in 

the composition of the shots, allowing their recognition in situ, using only ultraviolet lamps. 

These fluorophores can be organic or inorganic, and these are derived from lanthanides, 

responsible for controversies regarding the environmental impact of their mining. Among the 

organics, the class of coumarins, phenolic compounds of vegetal origin, stands out. As a 

proposal for a substance to be applied, this work evaluates, through bibliographic review, the 

properties of coumarin 4-methylumbelliferone, a fluorophore of great relevance for the 

biochemical and microbiological environment. The information collected from results obtained 

by researchers was satisfactory, where the molecule had high stability, quantum yield of 0.95 

and maximum emission wavelength at 445 nm. In this sense, tests for the synthesis of coumarins 

through the use of biotechnology by fermentation and/or heterologous expression are still 

necessary for industrial scale production. 

Keywords: fluorescence, 4-methylumbelliferone, gunshot residues, ballistics. 
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1. INTRODUÇÃO
No cenário brasileiro atual, a coleta de resíduos de tiro faz uso de superfícies adesivas

comerciais – como esparadrapos e fitas dupla face comuns. Trata-se de técnica de baixo custo, 

mas pouco recomendada por não garantir bom recolhimento de amostras. A análise 

subsequente, por microscopia eletrônica de varredura (MEV), se vê comprometida pela 

utilização de munições atóxicas (NTA, do inglês non toxic ammunition), livres de metais 

pesados, como bário, chumbo e antimônio, principais componentes de munições convencionais 

e alvos do método (MARTINY; PINTO, 2005, MARTINY; PINTO, 2008, MINISTÉRIO DA 

JUSTIÇA, 2013, COMPANHIA BRASILEIRA DE CARTUCHOS – CBC, 2013). 

Sendo assim, a utilização de compostos luminescentes surge como alternativa para o 

reconhecimento desses resíduos, gerando os chamados resíduos luminescentes de tiro (LGSR, 

do inglês luminescent gunshot residue) que podem ser reconhecidos na própria cena do crime 

a ser analisada, sem a necessidade de coleta e consequente perda de material. Este método 

utiliza apenas lâmpadas ultravioleta portáteis, sendo, portanto, uma opção viável, não 

descartável e relativamente barata, sem requerer equipamentos sofisticados (WEBER et al., 

2014; AROUCA, 2016). 

Desta forma, é imprescindível explorar a necessidade constante de aprimoramento e 

inovação das técnicas utilizadas por peritos em campo, a fim de tornar a obtenção de 

informações cada vez mais eficaz e dinâmica (WEBER et al., 2014; AROUCA, 2016). 

A luminescência é, por definição, a característica inata a compostos que, quando 

incididos com alguma fonte suficiente de energia, sofrem saltos eletrônicos, passando do estado 

fundamental ao excitado e durante seu retorno ao orbital mais estável – e de menor energia –, 

liberam essa energia absorvida sob a forma de luz, normalmente dentro do espectro visível 

(BRANCO, 2014). Divide-se entre os fenômenos de fosforescência ou fluorescência, sendo a 

segunda muito mais energética que a primeira, com tempo de resposta imediato (SOUZA, 

2008). 

A substância 4-metilumbeliferona pertence à classe das cumarinas, moléculas naturais 

encontradas em plantas do grupo das Angiospermas (GARRETT, 20--?). Tem larga aplicação 

farmacológica, desde ensaios enzimáticos de coliformes fecais à diagnóstico de HIV 

(CEBALLOS, DINIZ, 2017). Assim como toda molécula orgânica fluorescente, possui um anel 

aromático em sua estrutura (LUIZ, 2009). Apresenta forte fluorescência em tom azulado com 

emissão máxima à 460 nm, superior a outras moléculas similares (GRIM, HECKMAN e 
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LAVIS, 2013) e com rendimento quântico de 0,95 em pH alcalino, o que faz dela um ótimo 

fluoróforo (ZHI et. al, 2013). 
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 BALÍSTICA FORENSE 

Em crimes que envolvam tiros de armas de fogo, descobrir a origem e forma dos 

disparos é de extrema importância e os resultados devem ser irrefutáveis, uma vez que 

determinarão os rumos tomados pela investigação pericial, inocentando ou condenando 

suspeitos, confirmando testemunhos ou ainda diferenciando homicídios de suicídios (WEBER 

et al, 2014). Para tanto, lança-se mão do estudo minucioso dos resíduos de pólvora (ou GSR, 

do inglês gunshot residue), área da balística forense, responsável pela análise da trajetória da 

munição e suas consequências como um todo. Dentre elas, os padrões de dispersão das 

partículas sólidas que compoem o chamado resíduo, sendo, em sua maior parte, chumbo, bário 

e antimônio (MAIA, 2012). 

As altíssimas temperaturas alcançadas durante um disparo, da ordem de 2.500ºC, são 

responsáveis pela vaporização dos compostos metálicos da munição que, com a pressão dos 

gases expelidos, se depositam nas superfícies ao redor, principalmente sobre o atirador. Em 

frações de segundos, se condensam e retornam à sua formação sólida, sob a forma de partículas 

esféricas (SCHWOEBLE E EXLINE, apud MARTINY E PINTO, 2008). Segundo Schwoeble 

e Exline (2000), os principais locais de deposição desses resíduos relacionados ao atirador são: 

1. As mãos, local mais comum de coleta de resíduos, devido à ejeção de cartuchos. As

regiões em que se concentram as coletas são quatro (Figura 1), de acordo com Maia

(2012):
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Figura 1 – Regiões da mão exploradas para coleta de resíduo de pólvora para análise 
laboratorial. 

Fonte: Adaptado de Reis et al., 2004. 

2. Rosto. A face pode servir de amostra em devidas situações, a depender do tipo de

arma utilizada, como rifles;

3. Roupas. Peças de vestuário mantêm vestígios ainda que se tenha um longo intervalo

de tempo entre o incidente e a investigação, ou que o suspeito tenha, de alguma maneira, 

limpado mãos e rosto. 

Ainda para Schwoeble e Exline (2000), a forma de coleta dessas amostras pode variar, 

a depender da agência regulamentadora em vigência e do método de análise a ser empregado, 

sendo duas as mais difundidas. A primeira delas utiliza de hastes de algodão flexíveis 

embebidas em soluções de ácido nítrico 5% para análises de espectrometria de absorção 

atômica (EAA) ou de plasma acoplado indutivamente (ICP). A segunda faz uso de stubs 

(pequenos tocos) (Figura 2) com fitas adesivas dupla face de carbono para análises em 

microscópio eletrônico de varredura (MINISTÉRIO DA JUSTIÇA, 2013). 
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Figura 2 – Representações de superfície e utilização de stubs. (a) Stub usado para coleta de 
resíduo, com fita adesiva dupla face de carbono com dimensões específicas para o microscópio 
eletrônico de varredura (MEV); (b) Mecanismo de aplicação de stub para coleta de resíduos de 
disparos. 

Fonte: (a) Adaptado de Ted Pella, 2020. (b) Adaptado de Evident, 2020. 

Entretanto, no atual cenário brasileiro, este procedimento é, normalmente, realizado 

com o auxílio de esparadrapos de boa qualidade e/ou fitas adesivas simples dupla face. Esses 

materiais são utilizados por serem mais viáveis economicamente, devido à descartabilidade e 

alto custo dos stubs. Contudo, não são ideais, pois as fitas devem ser condutoras e muitas vezes 

a coleta pode não ser significativa, comprometendo o sucesso do método (MARTINY; PINTO, 

2005; MARTINY; PINTO, 2008). 

Além disso, com o surgimento de cartuchos de munições atóxicas (NTA, do inglês non 

toxic ammunition), a eficiência da consolidada microscopia eletrônica (MEV) passou a ser 

ameaçada, pois, usando raios-X, analisa os espectros de dispersão dos metais pesados das 

munições. A Companhia Brasileira de Cartuchos – CBC (2013) os define como “não geradores 

de resíduos tóxicos, livres de metais pesados – como chumbo, bário e antimônio – e totalmente 

encapsulados”, o que afeta diretamente os compostos-alvo da técnica (AROUCA et al., 2017). 

Uma alternativa à retirada de material para o exame residuográfico são os testes 

químicos, in situ, que partem do princípio de revelação através da reação entre o chumbo da 

munição e o reagente, como o rodizonato de sódio, que passa a ter coloração avermelhada com 

a formação do rodizonato de chumbo (Figura 3). Mas, segundo Lenhard e colaboradores (2005), 

esta técnica, porém, pode não ser conclusiva, uma vez que garante, entre tantos, a presença 

apenas de um elemento, abrindo espaço para contestações da origem do próprio chumbo. 
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Figura 3 – Mudança de coloração do sal rodizonato de sódio após reação com chumbo 

Fonte: Adaptado de Superintendência da Polícia Técnica Científica, 2003. 

Diante de tal cenário, surge a especulação, por parte de vários autores, da possibilidade 

de se usar marcadores na composição da munição, como a de Brandone et al. (2016) de se 

adicionar óxido de samário, componente dificilmente encontrado fora de ambientes 

laboratoriais e/ou industriais restritos. Neste método, porém, a etapa de coleta ainda se faz 

necessária. 

Uma alternativa seria propor marcadores facilmente reconhecíveis na própria cena do 

crime, não destrutivos e que, portanto, tornem esses resíduos ainda passíveis de estudo 

laboratorial, se necessário. Destacam-se, então, os compostos luminescentes, capazes de serem 

revelados sem coleta, apenas com a utilização de lanternas ultravioleta. Sendo, enfim, uma 

opção viável, de relativo baixo custo e sem requerer equipamentos e instrumentos mais 

sofisticados (AROUCA, 2016). 

Um estudo realizado por Lucena et al. (2016) mostrou que a introdução de um grupo de 

compostos luminescentes chamado “Estrutura metal-orgânica de lantanídeo” (LMOF, do inglês 

lanthanide metal-organic framework), que são “estruturas metalorgânicas constituídas por um 

íon lantanídeo contendo ligantes orgânicos”, em munições de calibre 0,38 polegadas 

acrescentaria em apenas, no máximo, US$ 0,05 dólares ao custo final. 

Weber et al. (2014) testaram, ainda, a aplicabilidade desses compostos quanto à 

interferência no desempenho dos cartuchos. Provaram que, em concentrações até 2% em massa 

de luminescentes – quantidade suficiente para detecção –, não houve alterações nas trajetórias, 

dispersões, velocidades e taxa de falhas, além de apresentarem resistência, em torno de 16 

vezes, à lavagem de mãos. 
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2.2 LUMINESCÊNCIA 

O fenômeno da luminescência pode ser definido como “a emissão de um fóton por uma 

molécula energizada em um estado excitado após a absorção de luz” e divide-se em outros dois 

fenômenos: o da fosforescência e da fluorescência (LUIZ, 2009). 

As definições mais antigas trazem a diferenciação entre ambas através do tempo de vida 

médio dessa emissão, isto é: o tempo médio que o composto irá permanecer excitado, até que 

retorne ao estado fundamental (LUIZ, 2009) (Figura 4). Enquanto a fosforescência é capaz de 

se manter por maiores períodos após a excitação, a fluorescência cessa praticamente que 

instantaneamente com o fim da fonte energética, com duração de até 10 nanosegundos 

(DONOSO, 20--?). 

Figura 4 – Comparação empírica entre os fenômenos de fosforescência e fluorescência. 
Enquanto a primeira perde intensidade lentamente, a emissão da segunda acaba quase que 
instantaneamente com o fim da excitação.  

Fonte: Adaptado de Atkins e de Paula, 1978, apud Donoso, 20--? 

Entretanto, novas publicações têm distinguido os dois fenômenos pela orientação dos 

spins dos níveis envolvidos nesse estado excitado da molécula. Caso não ocorra alteração do 

spin, considera-se uma emissão fluorescente. Mas, se o spin sofrer inversão, tem-se, então, uma 

emissão fosforescente (DONOSO, 20--?). 

Desta forma, esse estado excitado que sofre a molécula variará de acordo com suas 

transições eletrônicas (Figura 5). Quando a orientação do spin desse elétron é mantida no orbital 

mais energético, diz-se que o estado excitado dele é singleto S1 (SOUZA, 2008). Assim, 

fluorescência é a emissão de luz através de um estado singleto de energia (LUIZ, 2009).  
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Já quando a orientação é invertida, o estado excitado será tripleto (T1) e, portanto, 

fosforescência é a emissão de luz pela mudança de um estado singleto – o estado fundamental 

S0 – à tripleto (SOUZA, 2008). 

Figura 5 – Diagrama das duas possibilidades para uma transição eletrônica em um estado 
excitado. No caso de se manter o spin, diz-se um estado singleto. Para inversão de spin, diz-se 
de um estado tripleto. Estado fundamental é chamado de singleto. 

Fonte: Adaptado de Souza, 2014. 

A energia envolvida nas transições em estado singleto é maior que a das transições de 

estado tripleto, uma vez que há gasto energético na inversão do spin dos elétrons excitados, de 

acordo com o diagrama de Jablonski (figura 6). Por consequência, temos uma emissão mais 

enérgica: a fluorescência (SOUZA, 2008). 
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Figura 6 – Diagrama de Jablonski, indicando os estados energéticos envolvidos nas 

transições eletrônicas. 

Fonte: Adaptado de Eck, 2013. 

2.3 FLUORESCÊNCIA 
Além de ser o fenômeno mais energético de luminescência, a fluorescência ainda 

apresenta a vantagem de não requerer meios que aumentem a taxa de sucesso de transições 

eletrônicas com diferentes multiplicidades, isto é: de diferentes spins, como a fosforescência – 

uma vez que moléculas que estejam excitadas em um estado tripleto têm chances maiores de 

voltarem ao estado fundamental por processos não-radiativos. Essas condições fizeram com 

que a fluorescência fosse amplamente explorada e comum em análises químicas (SOUZA, 

2008), juntamente com o fato de se tratar de uma técnica linear, não destrutiva à amostra e 

altamente sensível às suas variações (RODRIGUES, 2007). 

O exemplo mais comum de aplicação da fluorescência são as lâmpadas fluorescentes de 

tubo. Nelas, a corrente elétrica energiza átomos de mercúrio presentes em seu interior. Esses 

decaem emitindo luz, principalmente, no espectro UV e parcialmente no visível. As paredes do 

tubo são revestidas com um material fluorescente chamado Cristal de Fósforo, responsável por 

converter essa emissão UV em visível (DONOSO, 20--?.).  
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2.3.1 Decaimentos Não-Radioativos 

 A luminescência, como já discutida, é a dissipação da energia absorvida pela molécula 

através da emissão de radiação luminosa. Esse é o processo radioativo para voltar ao estado 

fundamental (RODRIGUES, 2007). 

Em contraponto, há os chamados decaimentos não-radioativos, os quais não liberarão a 

energia adquirida na forma de radiação. Nesse caso, a molécula irá perder energia para o meio 

em que se encontrar por 2 formas possíveis: sendo a primeira delas o relaxamento vibracional, 

que consiste em colisões com as moléculas do solvente ao redor e a segunda, a conversão 

interna, onde dois níveis eletrônicos se sobrepõem (RODRIGUES, 2007). 

2.3.2 Interferências 

Alguns fatores podem interferir ou favorecer a intensidade de fluorescência (ou 

rendimento quântico) de uma molécula – os chamados fluoróforos. São eles: 

1) A estrutura da molécula. Quanto menor sua possibilidade de movimentação e maior

sua rigidez, menores são as chances do decaimento ocorrer por conversão interna, uma vez que 

será mais difícil para os orbitais se sobreporem (RODRIGUES, 2007). Um exemplo para esse 

caso são as estruturas da Fluoresceína, uma das moléculas fluorescentes mais conhecidas, e a 

fenolftaleína, conhecido indicador de pH completamente não fluorescente (Figura 7). Suas 

estruturas moleculares são similares, diferindo apenas por uma ligação éter entre os dois 

radicais fenólicos, suficiente para limitar a movimentação e rotação da molécula de 

fluoresceína; 

2) A frequência da radiação. Radiações de comprimentos de onda muito pequenos,

como radiações ultravioleta abaixo de 250 nm, serão tão energéticas que, ao invés de serem 

absorvidas e re-emitidas pela molécula, serão destrutivas e poderão dissocia-la (RODRIGUES, 

2007); 

3) A temperatura do meio. Essa aumentará a agitação das moléculas, aumentando as

chances da energia se dissipar por colisões entre as moléculas ou sobreposição de níveis 

orbitais, ambos processos não-radioativos (RODRIGUES, 2007); 

4) O pH do meio. Como será discutido mais adiante, o pH do fluoróforo impactará

diretamente em sua capacidade fluorescente devido às mudanças da ionização, acrescentando 

ou retirando elétrons livres (JÚNIOR, 20--?);  

5) A concentração de oxigênio dissolvido. Sua presença é capaz de diminuir ou até

mesmo cessar a fluorescência através do fenômeno quenching, que é a desativação do estado 

excitado. As moléculas de oxigênio são capazes de retornar o fluoróforo excitado ao estado 
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fundamental através de uma transferência de carga onde o oxigênio, então, passará a um estado 

excitado (SOUZA, 2008);  

6) Comprimento de onda da radiação absorvida. Espécies fluorescentes possuem, assim

como um comprimento de onda de emissão, um comprimento de onda ideal no qual a absorção 

e emissão radioativa serão máximas. Desta forma, quanto mais próxima desse comprimento 

ideal, maior será a fluorescência emitida (JÚNIOR, 20--?);  

7) A umidade e o solvente. A umidade no meio aumenta a liberdade das moléculas,

levando ao aumento das colisões e fazendo com que a energia seja dissipada por um mecanismo 

não-radioativo: o relaxamento vibracional (SOUZA, 2008). Por isso, é comum que soluções 

líquidas não apresentem capacidade fluorescente à temperatura ambiente (LUIZ, 2009). 

Solventes mais polares levam à uma diminuição mais acentuada da excitação e consequente 

energia da molécula (REZENDE, 2016). 

Figura 7 – Estruturas moleculares das moléculas de Fluoresceína e Fenolftaleína, evidenciando 
o impacto da rigidez da molécula na sua capacidade fluorescente. A fluoresceína, mais rígida,
é altamente fluorescente, enquanto a fenolftaleína, com maior liberdade, é completamente não 
fluorescente. 

Fonte: Adaptado de Júnior, 2020. 

É comum que a energia emitida pela fluorescência seja menor que a absorvida, pois 

parte dela é dissipada sob a forma de relaxamento vibracional – parcela a qual pode ser 

maximizada ou minimizada de acordo com os fatores acima. Desta forma, a emissão costuma 

ter comprimentos de onda maiores que de absorção. Em raros casos, porém, ocorre a chamada 

fluorescência ressonante, onde os espectros se sobrepõe (RODRIGUES, 2007).  

2.3.3 Fluoróforos 

Fluoróforos são os compostos capazes de emitir luz, e podem pertencer à uma de duas 

classes: a dos intrínsecos, isto é, amostras que emitem luz naturalmente; ou a dos extrínsecos, 

aqueles utilizados como sondas, e que são adicionados à uma amostra não-fluorescente (LUIZ, 



19 

2009). O primeiro fluoróforo a ser estudado foi a quinina, substância extraída da casca de 

árvores do gênero Cinchona, sob a forma de sulfato de quinina, por John Herschel. Mas foi 

George Gabriel Stokes quem, estudando intensamente a solução de quinina, batizou o fenômeno 

de “fluorescência” (REZENDE, 2016). A fluorescência trata-se de uma propriedade incomum 

entre às moléculas, e, por isso, é dada tamanha importância à utilização dos fluoróforos nas 

técnicas analíticas (REZENDE, 2016). 

As propriedades mais importantes de um fluoróforo são as: 

1) Rendimento Quântico, Φ, que mensura a eficiência de emissão da molécula,

definida pela equação (1), através da razão entre a quantidade de fótons

emitidos e dos absorvidos; (LUIZ, 2009)
!º	$%	&'(é*+(,-	.%,/0$,-	'+	1'.&,$,-

!º	$%	1ó3'!-	,4-'.50$'- 	(1) 

2) Tempo de fluorescência (LUIZ, 2009).

3) Desvio de Stokes, que é a diferença entre os comprimentos de onda de

máximas absorção e emissão (REZENDE, 2016).

O rendimento quântico pode variar dentro do intervalo de 0 ≤ Φ ≤ 1, sendo a unidade o 

valor ideal de máxima eficiência (LUIZ, 2009). Juntamente com o tempo de fluorescência, 

depende do meio em que o fluoróforo está inserido (REZENDE, 2016). 

Fluoróforos orgânicos costumam ocorrer entre aqueles que apresentam estruturas 

aromáticas (Figura 8). Nas proteínas, são representados pelos aminoácidos triptofano, tirosina 

e fenilalanina  (LUIZ, 2009). Além das vitaminas A (retinol), ácido fólico (B9), coenzimas 

NADH e FAD e pigmentos como melanina e clorofila, entre outros (REZENDE, 2016). 

Figura 8 – Exemplos de fluoróforos orgânicos com estruturas aromáticas 

Fonte: Adaptado de Rezende, 2016. 
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Já os compostos inorgânicos são representados por aqueles que contém átomos do grupo 

dos lantanídeos (LUIZ, 2009), principalmente o európio (Eu3+) e térbio (Tb3+), que contém 

elétrons livres nos orbitais 4f. Esse tipo de molécula vem sendo aplicada para análises 

biológicas por possuir o diferencial de tempos de fluorescência consideravelmente maiores que 

os demais, evitando a interferência do fenômeno de autofluorescência – como para proteínas, 

por exemplo (REZENDE, 2016). O problema associado às chamadas terras raras se refere à sua 

mineração, que é dificultada devido à baixa concentração desses elementos nos minerais, 

gerando impactos e levantando discussões ambientais (SENADO FEDERAL, 2013). 

Proteínas fluorescentes, porém, já são difundidas na área da biologia como sondas. 

Tiveram o caminho aberto pelo isolamento da proteína verde fluorescente (GFP; green 

fluorescent protein) a partir da espécie Aequorea victoria (cnidário, água vivas). Após os 

estudos na área de genômica funcional e os ensaios das aplicações biotecnológicas, permitiu 

um novo tipo de aplicação: a de gene repórter em organismos recombinantes pela sua clonagem. 

Entretanto, sua utilização para outros fins é prejudicada por sua sensibilidade térmica 

(REZENDE, 2016).  

Durante muitos anos, as sondas fluorescentes foram estudadas apenas a partir de 

pequenas moléculas e, por isso, são a principal classe de sondas até hoje. As derivadas da 

xantona são as mais conhecidas, como a fluoresceína – vendida sob a forma de isotiocianato, o 

FITC, é a sonda mais popular para marcação de biocompostos (REZENDE, 2016). Apesar de 

sua fluorescência, alguns compostos orgânicos podem ser graves poluentes ao meio ambiente, 

como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (REZENDE, 2016). 

A classe das cumarinas é caracterizada por moléculas derivadas da benzopirona: um 

anel benzênico ligado à uma pirona. Possuem fluorescência intensa em tom azul. São moléculas 

orgânicas, mas apresentam mecanismos sintéticos muito bem definidos. Podem ser obtidas 

através de fermentações utilizando substratos pouco fluorescentes, que liberarão o fluoróforo 

umbeliferona ao final. Umbeliferona essa que, juntamente com outras 7-aminocumarinas, são 

as representantes mais conhecidas (REZENDE, 2016). 

2.4 4-METILUMBELIFERONA 
A 4-metilumbeliferona (Figura 9a), também conhecida por hymecromone ou 4-MU, – 

e nomenclatura IUPAC 7-hydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-one – é uma substância natural 

pertencente à classe de compostos orgânicos chamados de 7-hidroxicumarinas, que são 
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cumarinas (Figura 9b) com um ou mais grupos hidroxila ligados na posição C7 (YMDB, 2020). 

Ambas as estruturas podem ser comparadas na figura 8. 

Figura 9 – Representação das moléculas de (a) 4-Metilumbeliferona e (b) Cumarina. 

2.4.1 Cumarinas 

As cumarinas compõem uma classe de moléculas naturais orgânicas muito importantes 

encontradas em plantas –  principalmente angiospermas – e decorrentes de seu metabolismo 

secundário, isto é, não são diretamente associadas a seu crescimento, mas a mecanismos de 

defesa contra predadores e microorganismos, podendo ser encontradas em fungos e bactérias 

(GARRETT, 20--?.).  

São compostos fenólicos pertencentes à família das benzopironas, substâncias 

resultantes da fusão do benzeno com a alfa-pirona. Ao todo, mais de 1.300 cumarinas diferentes 

já foram catalogadas (BOR et al., 2016). Comumente apresentam uma substituição oxigenada 

na posição 7, livre em uma hidroxila ou conjugada com radicais metilados, sulfatados ou ainda 

carboidratos (MATOS et al., 2015), mas a mais simples é a Cumarina, (1-2-benzopirona), um 

sólido cristalino branco em temperatura ambiente (Figura 9), muito conhecida por seu 

característico aroma de baunilha (POUMALE et al., 2013). 

Foi isolada pela primeira vez em 1820 das sementes de D. odorata (Figura 10), mais 

conhecidas como Cumaru, árvore da qual derivou seu nome, com altas concentrações em torno 

de 3% em peso seco. Está presente também na Cinnamomum aromaticum, árvore da canela, 

principal fonte da cumarina na alimentação. O consumo humano raramente apresenta eventos 

adversos, entretanto, é reconhecida como tóxica ao fígado de roedores em altas doses, com uma 

dose letal oral de 680 mg/kg (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016). 
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Figura 10 – Sementes de D. odorata 

Fonte: Retirado de Seba, 2014. 

Devido à hepatotoxicidade e suspeita de propriedades carcinogênicas em animais, foi 

banida pelo FDA em 1954 como aditivo em alimentos. Entretanto, em 2004, estudos revelaram 

possuir um mecanismo não-genotóxico, fazendo com que entidades regulamentadoras 

voltassem atrás e liberassem seu uso (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016). Em humanos, 

seria necessário o consumo de, no mínimo, 30 sementes de cumaru – algo próximo de 250 

porções – para atingir o nível reportado para uma possível intoxicação por consumo excessivo; 

montante equivalente ao descrito para especiarias consumidas diariamente, como a noz-

moscada (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 2016). 

Em humanos, o metabolismo da cumarina ocorre através da hidroxilação no carbono 7, 

gerando as 7-hidroxicumarinas (ou umbeliferonas). As 7-hidroxicumarinas, seus conjugados 

sulfatados e glicuronídeos – substâncias obtidas pela ligação entre a umbeliferona e um ácido 

glicurônico por uma ligação glicosídica – são atóxicas, e podem constituir até 97% dos 

metabólitos urinários, a depender da dose consumida (BOVELL-BENJAMIN; ROBERTS, 

2016). 

Já sua biossíntese (anabolismo) nas plantas (Figura 11), tem a fenilalanina como 

precursora na via dos fenilpropanóides, responsável pela síntese de diversos produtos 

secundários, como a lignina (MARCHIOSI, 2008). As principais etapas consistem na obtenção 

do ácido cinâmico (ou cinamato) a partir da fenilalanina, orto- ou para- hidroxilações, isomerias 

cis-trans e adesão de outros anéis, como lactonas, furanos e piranos (MAZIMBA, 2017).  

A enzima fenilalanina amônia-liase (PAL) retira uma molécula de amônia da 

fenilalanina (9), gerando o ácido cinâmico, ou cinamato (10) em sua forma ionizada, que será 
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transformado em ácido para-cumárico (11) pela ação da C4H, uma hidroxilase, que adicionará 

uma hidroxila na posição para- do anel benzênico. Após isso, o para-cumarato é orto-

hidroxilado e gera o 2,4-dihidroxicinamato (17) que espontaneamente se degrada em 

umbeliferona (2). Pode ainda seguir uma via alternativa de síntese de cumarinas secundárias 

pela hidroxilação na posição orto-, formando o ácido caféico (12) que sofrerá outras 

hidroxilações em C6 e metoxilação (MAZIMBA, 2017). Após a síntese, ainda, as moléculas 

mais simples, como a umbeliferona, podem sofrer várias modificações, gerando as mais 

diversas e complexas cumarinas (SHIMIZU, 2014). Os derivados da cumarina podem ser 

classificados em cumarinas simples, dímeros, furanocumarinas e piranocumarinas e todos se 

originam da mesma via metabólica. Suas diferenças e exemplos estão descritos na tabela 1. 

(POUMALE et al., 2013). 

Os genes envolvidos na sequência de reações 4CL, RgC2’H (sequenciado a partir de 

folhas de arruda), Ib2 e Ib1 (sequenciado a partir da batata-doce) e AtF6’H1 (sequenciado a 

partir de Arabidopsis thaliana) codificam enzimas hidroxilases da classe das dioxigenases 2-

oxoglutarato dependentes, responsáveis pela conversão e diferenciação das cumarinas. Desta 

forma, do ponto de vista biotecnológico e frente à relevância das mais diversas aplicações 

discutidas neste trabalho, a engenharia genética para a expressão de tais genes em organismos 

mais simples surge como uma opção à produção desses compostos com rendimentos maiores 

que os naturalmente encontrados hoje (SHIMIZU, 2014). 
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Figura 11 – Via de biossíntese de cumarinas em plantas 

Fonte: Adaptado de Shimizu, 2014. 

Do ponto de vista taxonômico, de acordo com um estudo de Ribeiro e Kaplan (2002), 

uma maior diversidade e complexidade das cumarinas presentes indicam um nível mais alto de 

evolução da planta (MATOS et al., 2015). 
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Tabela 1 – Classificação para derivados da Cumarina de acordo com sua estrutura 

química. 

Classificação Característica Exemplo 

Cumarinas simples 

Cumarinas hidroxiladas, 

alquiladas ou alcoxiladas 

(radical derivado de um 

álcool). Umbeliferona (7-hidroxicumarina) 

Furanocumarinas 
Um anel furânico é ligado 

ao anel benzênico. 

Psoraleno 

Piranocumarinas 
Um anel pirônico é ligado 

ao anel benzênico. 

Seselina 

Dímeros 

Dímeros ou trímeros de 

cumarinas, ligados ao anel 

benzênio ou pirônico. 

3,3’- benzylidene-bis-(4-

hydroxycoumarin) 
Fonte: Adaptado de Mahabaleshwaraiah, 2014. 

A grande diversidade estrutural das cumarinas é o que as permitem ter uma gama de 

aplicações, podendo destacar-se as propriedades farmacológicas e terapêuticas, bioquímicas e 

alimentares (MATOS et al., 2015). As cumarinas têm importância nutricional presente em 

grande parte da dieta humana diária. Dentre tantas, pode-se destacar a família Apiaceae, 

representada pela cenoura, aipo, salsa, coentro, cominho, erva-doce e anis. Encontram-se 

também em frutas e vegetais, principalmente os cítricos; os azeites, cafés, vinhos e chás preto 

e verde são uma importante fonte dessas substâncias (MATOS et al., 2015). Os óleos essenciais 
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ricos em cumarinas também são utilizados como aromatizantes, como por exemplo os óleos de 

canela e lavanda (MATOS et al., 2015). 

A principal aplicação farmacológica das cumarinas é como antiedemas e 

anticoagulantes (POUMALE et al., 2013), mas também têm efeito anti-inflamatório e são 

vasodilatadoras, além de algumas terem efeitos antivirais e antimicróbicos, como contra a 

candidíase vaginal, uma vez que age inibindo a C. albicans (BOR et al., 2016). Vêm sendo 

muito estudadas como drogas terapêuticas medicinais com maiores atividade, 

biodisponibilidade, espectro de ação e menores toxicidade, resistência pelo organismo e efeitos 

colaterais, inclusive para tratamentos de câncer e doenças neurodegenerativas, pois provou-se 

serem agentes de inibição enzimática, através de estudos recentes que salientam a importância 

e tendência do estudo químico e biológico desta classe de moléculas (MATOS et al., 2015). 

Devido à sua estrutura cíclica e ressonância, os compostos cumarínicos são ricos em 

elétrons livres e possuem bom desempenho no transporte de cargas elétricas. Além das 

propriedades farmacológicas, então, as cumarinas são conhecidas por serem excelentes 

fluoróforos e se observa o rápido crescimento das aplicações bioquímicas de seus derivados 

como receptores iônicos e agentes de coloração biológica para monitorar atividade enzimática 

e reações biológicas complexas. Além disso, como pretende-se explorar neste trabalho 

(MATOS et al., 2015), os fluoróforos, de acordo com Grimm, Heckman e Lavis (2013), 

comumente são cumarinas com substituições de heteroátomos na posição 7. 

2.4.2 Umbeliferona 

A umbeliferona, como é conhecida a molécula 7-hidroxicumarina, teve seu nome 

derivado da família Umbelliferae, por sua vez nomeada devido à suas inflorescências em 

formato similar ao de um guarda-chuva (umbrella, em inglês) pelas flores da espécie Anethum 

graveolens (Figura 12), o Dill. Hoje aquela é chamada de Apiaceae, na qual a umbeliferona tem 

sua principal fonte e apresenta mais de 3.000 espécies e representantes de grande importância 

econômica, como a cenoura e a erva-doce (MAZIMBA, 2017). 

A umbeliferona (UMB) é um ativo farmacológico, com propriedades antioxidantes e 

sua estrutura permite absorver fortemente luz ultravioleta e, por isso, é aplicado a formulações 

de protetores solares (MAZIMBA, 2017). Como as cumarinas comumente apresentam uma 

substituição oxigenada na posição 7, a UMB é dada como precursora de moléculas mais 

complexas (SHIMIZU, 2014). 
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De acordo com alguns estudos, já foram observadas ações anti-inflamatória, 

broncodilatadora, analgésica, antitumoral e antinociceptiva, que é a diminuição da capacidade 

do organismo em reconhecer e perceber a dor (YU; HU; ZHANG, 2015). Das atividades 

antitumorais, reportaram-se efeitos satisfatórios contra carcinomas mamários induzidos e 

sarcoma 180 – uma linhagem de células cancerosas – em ratos e células de câncer de laringe e 

fígado humanos em estudos in vitro (YU; HU; ZHANG, 2015). 

Figura 12 – Inflorescência do Dill (Anethum graveolens) 

Fonte: Adaptado de Idiyatullin, 2018. 

Quando pura, do ponto de vista físico-químico, forma cristais branco-amarelados com 

baixa solubilidade em água quente e é capaz de absorver luz UV em vários comprimentos de 

onda (YU; HU; ZHANG, 2015), com picos de absorbância em 339, 294 e 242 nm em solução 

de metanol, com valores logarítmicos da absorbância de 0,5, 0,36 e 0,77, respectivamente 

(MAZIMBA, 2017). Em solução com variação de pH, tem absorbância máxima a 325 nm em 

meio ácido e a 365 nm em meio alcalino (MAZIMBA, 2017), 

Sua análise por infravermelho pode ser reconhecida pelas bandas bem definidas pelas 

ligações químicas: fenólica (hidroxila ligada ao anel benzênico) a 3165 cm-1, lactônica (ester 

cíclico) a 1715 a 1690 cm-1, dupla carbônica a 1575 e 1109 cm-1 e carbono-hidrogênio, a 835cm-

1 (MAZIMBA, 2017). 

Já sua fluorescência característica, em tom de azul, é emitida a 460 nm, com excitação 

à 330 e 370 nm, a depender do pH ácido ou alcalino, respectivamente. Como pode-se observar 

na figura 13, com fluorescência superior à outra cumarina, a escopoletina, em solução de 
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metanol (KASSIM et al., 2013). Porém, ao adicionar-se um radical metil no carbono 4, temos 

uma molécula de maior estabilidade. Surge, então, a 4-metilumbeliferona (4-MU) (GRIM, 

HECKMAN E LAVIS, 2013).  

Figura 13 – Exposição de papel de cromatografia de camada delgada em solução de metanol , 
com pH alcalino, à luz UV com comprimento de onda de 365 nm evidenciando a emissão 
máxima da umbeliferona. 

Fonte: Adaptado de Kassim et al., 2013. 

2.4.3 Fluorescência 

A 4-metil-7-hidroxicumarina surge como uma evolução da molécula de umbeliferona, 

com maior estabilidade (ZHI et al., 2013). Assim como as cumarinas, possui propriedades e 

aplicações farmacológicas, como antiviral, antifúngica, antioxidante e anticâncer (ZHI et al., 

2013). Sua fluorescência já é observada há décadas, com estudos publicados desde 1994 

visando caracterizar suas propriedades. Hoje já se sabe que trata-se de uma molécula com 

intensidade de fluorescência sensível a mudanças de pH e constantemente são exploradas para 

novas aplicações, inclusive como sondas bioquímicas (ZHI et al., 2013). Possui alto poder 

fluorescente, no qual destacam-se suas formas moleculares neutra e aniônica (ZHI et al., 2013). 

Sua forma catiônica não é a mais recomendada uma vez que possui pKa de 7,8: trata-se de um 

ácido fraco. Desta forma, em pH mais ácido, torna-se altamente protonado e menos fluorescente 

(GRIMM, HECKMAN e LAVIS, 2013). 

Zhi et al. (2013) calcularam o rendimento quântico da 4-MU pela equação 2, usando 

Bissulfato de Quinina como padrão de referência, com rendimento quântico de 0,55 a 313nm. 
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9+ = 9. ∗ 	<+ ∗ 	=.<. ∗ =+ 	(2) 

Onde: 

Yu é o rendimento quântico desconhecido; 

Yr é o rendimento quântico da referência; 

Fu é a intensidade de fluorescência da solução desconhecida; 

Fr é a intensidade de fluorescência da solução de referência; 

Au é a absorbância da solução desconhecida e 

Ar é a absorbância da solução de referência. 

Desta forma, obteve-se que a molécula de 4-metilumbeliferona possui rendimento 

quântico de 0,74 em pH próximo da neutralidade (5,98) e 0,95 em pH alcalino (9,75), 

comprovando ser um ótimo fluoróforo (ZHI et al., 2013). Além disso, os resultados mostraram 

a influência do pH e os espectros de fluorescência da molécula. Os pesquisadores ainda 

discutem sobre os comprimentos de onda de máxima excitação, que se mantiveram em 360 nm 

para pH acima de 7 e 320 nm em meio ácido e o de emissão, que, apesar dos efeitos de pH na 

intensidade, permaneceram constantes em 445 nm (ZHI et al., 2013). 

Em condições ácidas, a intensidade de fluorescência, já baixa, tem decréscimo 

acentuado diretamente proporcional ao pH e o comprimento de onda de excitação apresenta um 

leve desvio com pico em 320 nm, enquanto que, para a faixa imediatamente acima de 7, a 

emissão de fluorescência a 445 nm melhorou conforme o aumento de pH (ZHI et al., 2013). 

Em ambos os casos, representada pelo extremo superior da faixa de pH, tem-se dois 

picos de acordo com o comprimento de onda. O primeiro, referente ao λ de excitação com valor 

de máximo em 360 nm – e 320 nm para meios ácidos – e o segundo, ao λ de emissão, com 

máximo em 445 nm. Nota-se ainda que, em valores medianos de pH, surge uma 

isofluorescência a 330 nm (ZHI et al., 2013). 

Finalmente, tem-se sumarizada a relação entre a intensidade de fluorescência I e o pH 

(Figura 14). Como, neste caso, a variável fixa são os comprimentos de onda de emissão e 

excitação, tem-se a curva (1), onde λex é de 320 nm, a fim de cobrir o pico na acidez, e (2), onde 

a leitura é feita sob 360 nm, de acordo com o resto da faixa de pH, como é possível observar na 

ascensão e depressão das curvas. Nela, por fim, é fácil perceber seu alto poder de fluorescência 

(ZHI et al., 2013). 
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Figura 14 – Intensidade de fluorescência versus pH. A curva 1 sob um λex de 320nm e 
a curva 2 sob 360nm. 

Fonte: Adaptado de Zhi et al., 2013 

Seu sal, sob a forma de fenolato, é altamente fluorescente, com forte absorção a 360nm 

e emissão de fluorescência azulada característica a 450nm com rendimento quântico de 0,63 

(GRIMM, HECKMAN e LAVIS, 2013). 

2.4.4 Aplicações Microbiológicas da 4-metilumbeliferona 

Devido à sua fluorescência já discutida acima, a 4-metilumbeliferona é comumente 

usada como indicador em ensaios enzimáticos, como o teste rápido de coliformes fecais 

(CEBALLOS, DINIZ, 2017) e até mesmo diagnósticos laboratoriais de infecção por HIV, como 

disponibilizado na plataforma TELELAB, do Ministério da Saúde, que disponibiliza cursos 

voltados aos profissionais da saúde e certificados pela Universidade Federal de Santa Catarina 

(2020). 

O ensaio em questão é denominado de Ensaio Imunoenzimático de Micropartículas, 

(MEIA, do inglês Microparticle Enzyme Immunoassay). Seu mecanismo, conforme descrito 

pelo curso de Diagnóstico de HIV do TELELAB (2020) (Figura 15), é baseado na interação 

entre anticorpos (Ac) antibiotina conjugados a enzimas fosfatase alcalinas e um substrato, o 4-

metilumbeliferil-fosfato que, quando adicionado, é degradado pela fosfatase alcalina, liberando 

a molécula de 4-MU. 
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A matriz sólida – normalmente micropartículas de látex recobertas com antígenos (Ag) 

do HIV, que irão reter os anticorpos da amostra – recebe um complexo de antígenos 

recombinantes de HIV, peptídeos sintéticos do envelope do HIV e biotina, que, em presença 

dos anticorpos anti-HIV 1 e 2, forma um novo tipo de complexo antígeno-anticorpo-antígeno 

(TELELAB, 2020).  

O conjugado de Ac antibiotina + enzimas, quando é então adicionado, liga-se ao 

complexo anterior, prendendo-se ao sistema. Desta forma, o diagnóstico, então, é feito a partir 

da intensidade da fluorescência lida (TELELAB, 2020). 

Figura 15 – Esquema do passo-a-passo das reações envolvidas no Ensaio 
Imunoenzimático de Micropartículas 

Fonte: Adaptado de Telelab, 2020 
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Das aplicações farmacológicas, pode-se destacar a de suplemento alimentar voltado para 

melhora da saúde hepática, muito consumido na Europa (YATES et al., 2015). Muito tem-se 

estudado sobre seu conhecido efeito inibitório na síntese do ácido hialurônico (HA), polímero 

derivado do ácido glicurônico e a N-acetilglucosamina, um dos componentes do 

peptídeoglicano. Além de explorado pelo mercado cosmético atualmente por suas propriedades 

hidratantes, é uma biomolécula responsável por promover progressão e crescimento de tumores 

(YATES et al., 2015). 

A família do ácido hialurônico – que inclui as enzimas hialurônico sintases (HAS) e HA 

receptores – pode ser utilizada para diagnóstico de diversos tipos de câncer, uma vez que sua 

expressão é elevada nesses tecidos, como no câncer de próstata. Estudos pré-clínicos já 

mostraram que essas enzimas amplificam o crescimento, metástase e angiogênese (surgimento 

de novos vasos sanguíneos a partir dos já existentes) dos tumores. Em contrapartida, a 

indisponibilidade dessas moléculas interrompe as atividades vitais das células tumorais 

(YATES et al., 2015). 

O ácido glicurônico, precursor do HA, é incorporado à nova molécula pela ação das 

UDP-glicuronil transferases. Entretanto, em presença da 4-MU, o volume intracelular de ácido 

glicurônico é esgotado e transferido para a estrutura da cumarina, ocorrendo, assim, o bloqueio 

da síntese de ácido hialurônico. Além disso, células tratadas com 4-MU minimizam a expressão 

das enzimas envolvidas no processo. A concentração indutora de metade do efeito máximo na 

inibição da síntese de HA, EC50, foi calculada em 0,4 mM ou 70 µg/mL (YATES et al., 2015). 

2.4.5 Métodos de Produção da 4-metilumbeliferona 

A forma microbiológica de obtenção da molécula de 4-metilumbeliferona é através da 

fermentação por E. coli (PEREIRA et al., 1999). Por possuir a enzima β-glucuronidase, 

responsável pela degradação de carboidratos complexos (como da bilirrubina conjugada à não-

conjugada, reação ocorrida no intestino catalisada pela bile) (SILVA, 2011), a bactéria é capaz 

de clivar a ligação glicosídica do substrato 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoronide (MUG), 

liberando uma molécula de 4-MU no meio (Figura 16). O sucesso da reação é facilmente 

observado através da aparição de fluorescência azul-intensa à 360 nm (CEBALLOS, DINIZ, 

2017). 
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Figura 16 – Reação de clivagem da molécula de 4-methylumbelliferyl-β-D-glucoronide pela 
catálise da enzima β-glucuronidase, liberando 4-metilumbeliferona. Além disso, temos as 
versões fenólica e de fenolato de acordo com o pH do meio, evidenciando sua maior 
fluorescência em meios alcalinos.  

Fonte: Adaptado de Cervera, 2005.

Pela bioquímica, abre-se espaço para o estudo da expressão heteróloga de genes que 

codificarão enzimas chave para a biossíntese de cumarinas como a umbeliferona e escopoletina, 

que serão esqueleto para as mais diversas moléculas derivadas, como a 4-metilumbeliferona à 

partir de glicose como substrato (SHIMIZU, 2014). 

Além disso, pode ainda ser obtida por rota química, sendo rapidamente sintetizada pela 

reação entre resorcinol e acetoacetato de etila em meio ácido e sob aquecimento (ISAC-

GARCÍA et al., 2016). Trata-se da reação de condensação de Pechmann (Figura 17), utilizada 

para síntese de cumarinas. Baseia-se na reação entre um composto fenólico e um β-cetoéster 

(Figura 18); este último, com estrutura onde uma cetona é condensada a um éster na posição β 

(VIANNA, 2011). 
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Figura 17 – Mecanismo proposto para reação de Pechmann para a síntese de 4-
metilcumarinas. 

Fonte: Adaptado de Vianna, 2011. 

Desta forma, para o caso da 4-metilumbeliferona, o radical R1 mostrado trata-se de uma 

hidroxila na posição meta do anel aromático, resultando na molécula de resorcinol, e R2  trata-

se de um radical metila para a molécula de acetoacetato de etila (VIANNA, 2011). 

Figura 18 – Estrutura química molecular genérica de um β-cetoéster 

Pesquisadores da Indonésia realizaram experimentos nos quais utilizaram 0,6655 g de 

Resorcinol, 0,76 g de acetoacetato de etila, 10mL de tolueno e 0,6565 g da resina Amberlyst-

15 (WAHYUNINGRUM, ZULQARNAEN, SUENDO, 2014), uma resina de troca iônica para 

HPLC carregada com ácido sulfônico, sensível ao calor e concentrações acima de 10% de 

tolueno, que funciona como uma excelente fonte de ácido forte e pode ser utilizada como 
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catalisador (MERCK, 2020). A mistura, que foi mantida a 150 °C por 45 minutos, obteve 

rendimento de 90,01% de 7-hidroxi-4-metilcumarina recristalizada (WAHYUNINGRUM, 

ZULQARNAEN, SUENDO, 2014). 

Apesar da necessidade do aquecimento para o sucesso da reação de síntese de cumarinas 

com substituição no carbono 4 já ser estabelecido, pesquisas mostraram que o uso de radiação 

de micro-ondas, substituindo o aquecimento convencional, gera ótimos resultados e algumas 

vantagens frente ao método tradicional, como maiores rendimento, pureza de produto e menor 

tempo de reação (VIANNA, 2011).  
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3. CONCLUSÃO
Desta forma, como discutido neste trabalho, percebe-se que ainda há espaço para o

estudo de novos compostos  luminescentes, moléculas de grande relevância para a bioquímica. 

De origem inorgânica, explora-se os derivados de lantanídeos ou as terras-raras. Essas 

substâncias, porém, são oriundas de mineração e provocam impactos ambientais enormes 

mesmo que sejam obtidos em pequenas quantidades. 

Em contraponto, os compostos orgânicos, de origem vegetal em sua maioria, não 

apresentam esse tipo de problema. Representando-os, a classe das Cumarinas, com estruturas 

fenólicas derivadas do benzeno com a alfa-pirona, tem conquistado espaço nas aplicações 

biotecnológicas, de sondas fluorescentes à medicação antitumoral.   

A molécula de 4-metilumbeliferona, por seus radicais, é mais estável que as outras 

cumarinas. Sob a forma de sal, ainda, possui alta resistência térmica e não apresenta 

propriedades irritantes ou tóxicas para a pele. Possui um ótimo rendimento quântico de 0,95 em 

pHs alcalinos, com o máximo sendo alcançado na unidade, isto é, quando a emissão de fótons 

é igual à quantidade absorvida, o que comprova e justifica suas aplicações como fluoróforo. 

Apesar de sofrer influência do pH em sua intensidade de fluorescência e comprimento de onda 

de máxima absorção, sua emissão não é alterada e se mantém em 445 nm. Industrialmente, pode 

ser obtida pela reação com E. coli, utilizando o substrato 4-methylumbelliferyl-β-D-

glucoronide (MUG) ou ainda pela reação entre resorcinol e acetoacetato de etila através de uma 

condensação de Pechmann.    

Sendo assim, pelas características e propriedades avaliadas, é cabível dizer que a 4-

metilumbeliferona é um possível fluoróforo a ser utilizado como marcador luminescente de 

resíduo de tiros.  

Para próximos trabalhos, sugerem-se os estudos práticos da viabilidade de sua aplicação, 

verificando sua concentração mínima para observação e de sua expressão heteróloga através da 

biologia sintética (engenharia genética), uma vez conhecidos os genes envolvidos em sua 

biossíntese.  
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