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RESUMO

APLICACOES ANALITICAS DO ESTUDO DA REACAC QUIMILUMINESCENTE DE LUMINOL

Aluno: Emeste Correa Ferreira
Orientadora: Prof? Dr2 Adriana Vitorino Rossi

Foram realizados estudos sobre a reagdo quimiluminescente de Luminol em meio
alcalino e em presenca de Cu(il) com H;O, e sua possibilidade de aplicacéo analitica para
determinar modificadores de velocidade da reagéo. Inicialmente, utilizando o sistema de
deteccio de um especirofotdmetro comercial, foram encontradas condicbes de reacéo
que possibilitaram ¢ monitoramento da guimiluminescéncia otimizada. Com este sistema,
foram avaliados os efeitos modificadores de 4cido ascérbico, Nill) e acido drico na reagao
quimiluminescente. Os resultados obtidos possibilitaram o desenvolvimento de proposta
de método cinético analitico para determinac&o de &cido ascérbico e de acido (irico, na
faixa de 5.0x10° a 6,0x10™ mol L™, abrindo expectativas para determinacdo destas
espécies em amostras reais. Paralelamente, foi montado © sistema de deteccio
constituido por uma fotomultiplicadora e um monocromador controlados por um
microcomputador para medidas de quimiluminescéncia. isto possibilitou o monitoramento
da luminescéncia em intervalos de tempo menor (cerca de 6 ms) e em faixa de
comprimento de onda mais estreita (+ 1 nm). O método cinético para a determinagao de
agentes redutores com a técnica quimiluminescente foi aplicado com © sisterna de
medidas montado e os resultados foram comparados com ©0s obtidos com

- espectrofotometro. _Al_ém disso, o método proposto foi aplicado com sistema montado para

analisar amostras reais de medicamentos contendo acido ascérbico. Os resultados
obtidos podem ser considerados aceitdveis em comparagdo com um método oficial, com
desvios menores gue 5 %.
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ABSTRACT
“Analytical Applications of the Luminol Chemiluminescent Reaction”
Ernesto Correa Ferreira and Phi, Adriana Vitorino Rossi

Studies of the chemiluminescent reaction of luminol in akaline medium in the
presence of Cu(ll) with M0, and the possibility of analytical applications of this reaction to
determine species that modified its kinetics were carried out. Firstly, analysis conditions
were found 1o permit the scanning of the chemiluminescence and to optimize the reaction
conditions using a commercial specirophotometer. This system was utilized to evaluate
the modifier effects of ascorbic acid, Ni(ll) and uric acid in the chemiluminescence
reaction. These results were used to develop the kinetic analytical method with the
chemiluminescence technique to determine ascorbic acid and uric acid in the range of
5.0x107° to 6.0x10 mol L™, leading to expectations for the determination of these species -
in real samples. Simultaneously, a detector system was built, using a photomultiplier and a
monochromaior controlled by a microcomputer, to carry oui measurements of the
chemiluminescent signals at intervals of 6 ms and with selection of the wavelength (x1nmj.
The kinetic method to determine the reducing species with the chemiluminescent
technique was applied with the home made detector system and the results were
compared with the spectrophotometer results. In addition, the proposed analytical method
with the home made detector system was applied for the analysis of real pharmaceutical
samples containing ascorbic acid. The results were considered satisfactory when
compared to the AQAC official method, with deviations of less than 5 %.
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e fotomultiplicadora, (2H) suporte da cela da reaco e (2!) banho termostatizador....o..o.o....... 83
Figura 27. Diagrama esquemaético do circuito conversor corrente/potencial,

Q chip utilizado foi um LF356. Os nimeros 2 a 7 correspondem & pinagemdo chip. ............... 83
Figura 28, Diagrama do circuito da fonte simétrica de 12 v

{transistores ulilizados MIC RC208, 7812 8 7992 oo 84
Figura 28. Diagrama do circuito com funcao de controlar o passo do motor

(transistores UBizados 336 TIP 12T h i oo 64

Figura 30. llustracéo do programa adaptade para ¢ Sistema 2
{3A) comandos do monocromador, (38) comandos de medidas e leituras,

{3C) comandos gréficos, (3D) menu e {3E) drea de plotagem ... 65
Figura 31. Espectro de emiss&o de uma lampada de Hg monitorado pelo Sisterma 2.

Resolugdo de 0,2 nm. AL = 400 a 600 nm. Ganho 1X Vi T 800V oo 66
Figura 32. Espectro de emissdo de uma Idmpada de W monitorado pelo Sisterna 2.

Resoluggo de 3 nm. Ak = 400 a 600 nm. Ganho 5X View =800V oo oo 66

Figura 33. Perfil de emiss&o monitorado pelo Sistema 2 da reagsio do luminol (2,3x10% mol L)
em presenca de Cu(li) (1,8x10™ mol L) e em meio alcalino (pH=10,3) com Ha0; (0,04 mol L)
utilizando o Sistema 2 (V=600 V; 4=420nm; ganho 1X; T=250 + 0,1°C);
(1) sinal analftico @ (2) ruldo..........coovi e e e 67
Figura 34. Perfis de emiss&o em fungdo do tempo e do compriments de onda monitorado {he)
da reagge quimiluminescente do luminol (2,3x10° mol L™, [Cu(il)] = 1,8x10” mol L)
com Hz0z (2,2x10° mol L™} em meio alcalino (pH = 10,5; [CO:%] = 0,2 mol L, T=25,0+ 6,1°C)
realizado pelo sistema montado (Ganho: 1 Ve Z 800 Voo oo, €9
. Figura 35. Perfis cinéticos de emiss8o da reacéo quimiluminescente do fuminol
(2,3x10°mol L™, [Cu(i)] = 1,8x10™ mol L) com Hz0; (2,2x10° mo! L)
em tampéo carbonato ({COsz“] =02mol L7 pH=10,5) monitorados pelo sistema 2
variando & voitagem aplicada na fotomultiplicadora:
(13500 V, {2}600V, (3) 700 V; (4) 800 V. T=25,0+0,1°C.............. S SN UU ORI 70
Figura 36. Esquema proposte por ALBERTIN et ai (1998) para o mecanismo
da reacao luminescente do iuminol com Hz02 em meio alcalino e em presenca
de um metal de transicBo como CatalSAOT......coooo i 77
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Figura 38. Perfis médios de emiss&o obtidos a partsr da reagdo do Juminal {5, 7x10™ mol L"}
catalisada por Cu(ll) {1,141 0 mol L }, tampao carbonato ([COa 1=0,2 mol L7, pH 8.8}
& 25,040,1°C, com diversas solugbes de HaOx (1) 0,222 mol £ (210,178 mol L
(3) 0,124 moi L, {4) 0,089 mo! L; (5) 0,044 mol L7
Os monioramentss foram realizados com o Sistema 1o 82
Figura 39. Perfis médios de emiss@o da reag8o do luminol (1 %10 mol L) com H202
(8,9x102 moi L) em tampéo carbonate (JCOs*] = 0,2 moi L™ e pH =10,2) em diferentes
concentragdes de Cu(il), em mol L (1) 1,8x10% & (2) 1,1%10°. T= 25,0 20,1 °C.
Os monitoramenios foram realizados com 0 Sistema 1. 84
Figura 40. Perfis de emiss&o relativos obtidos pela reagao go luminol {7,3x1 0% mot LY
com HO2 (0,134 mol L } em tampao carbonato {{COs 1= 0,2 mol L7 epH=88)
com adigdo de {1} Cu(ll) {7,3}(1{} moi L) e {2) Cu(i) (7,3x10™ mol L'y e NI (7,3}(1(}5 moi L7

T = 25 0+ 0,1 °C. O monitoramento da iuminescéncia foi realizado com o Sistema o [ 85
Figura 41. Proposta da reacio de acido ascorbico com o HoOm oottt e e 86
Figura 42. Proposta da reagéo do &cide ascorbico 6om 0 CU{ll) oo 86
Figura 43. Proposta da reacio do dcido ascorbico com os intermediérios do wmingl 87

Figura 44. Perfis de emiss8o relativos obtidos pela reagao do luminol (7,3x1 o met L
em tampéo carbonato {[cos 7=0,2 mol L' e pHi = 9,6) e em presenga de Cu(it) (7, 3x10™ mol L)
com 202 {0,134 mol L3 (1) sem adiggo de cido ascérbico e com adicdo
de acido ascdrbico nas concentragbes de (2) B,1x10° e (3) 8,1x10” moi L. T = 25,0+ 0,1 °C.

O monitoramente da luminescéncia foi realizado com o Sistema 1. 87
Figura 45. Proposta da reaggo do 4cido arico om © HaDz i 88
Figura 46. Proposta da reacéc do cido (rico com 0 CU(ll).....ooor s 8%
Figura 47. Proposta da reaco do &cido (rico com os intermediarios do fuminol ... 89

Figura 48. Perfis de emisséo relativos obtidos pela reagao do luminol {2, 3x10° mol L)
em tampdo carbonato (§003 1= 0,2 mol L" e pH = 10,8) e em presenca de Cuil) (1,8x1 0% moi L)
com Hz02 (8,9x107 mol L) (1) sem adigéo de &cido Grico e com adigéo de acido arico
nas concentracdes de (2) 5,0x1 0® e (3) 1,0x107 mol L' T=250+01°C.
O monitoramento da luminescéncia foi realizadocomo Sistema ... S0
Figura 49. Perfis de emisséo relativos obtidos pela reago do luminol {2,3x1 0° mol L)
am tampdo carbonate ([{303 1= 0,2 mel L e pH = 10,6) e em presenga de Cu{il} (1, 8x10°* mot L)
com k02 {S,QX‘EO mol L") com adigdo de acido Grico nas concentragbes de
(1) 5,0x10°, (2) 1,0x10™ e (3) 1,5x10"* mol L. T=25,0£ 0,1 °C.
Os monitoramentos da luminescéncia foram realizados como Sistema 1. 91
Figura 50. Perfis de emisséo relatives obtides pela reagdo do luminol {2, 3x10° moi L)
em tampéo carboraato {[003 1= 0,2 mol L e pH = 10,6) e em presenca de Cu(il) (1, 8x10™* moi L)
com HzOs (8,9x1D mol L“) (1) sem adigéo de agente redutor, {2) com adigo de acido ascorbico
na concentracio de 5,0x1 0° mol L™ e (3) com adigio de acido Grico na concentraggo de
8,0x10° mol L. T = 25,0+ 0,1 °C. © monitoramento da luminescéncia
fol reahizado com © SISTBIMIA T ... e cre oo iiteanan s e ee et e s s e oo e s g2
Figura 51. Perfis médios de emiss&o da reaco do luminol (2, 3x10° mol L) em presezzga de Cu{lh)
{1.8x1 0 mol L'y em tampao carbonato (pH=10,45 e {c03 76,2 mol L 'y comn diferentes padrdes
de Ha02 (mol L1y (1) 8,010 (2) 1,3x10% (3) 4,4x10°% e (4) 8,9x107. T=25,010,1°C.
Dados obtidos com SISIEME T . . e 98
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Figura 52. (A) Variac80o da Imax © a [H202]; (B) Variaciic de D com a {H2045
(C} Variagéo da tangenteentre 4 a 8 s com = [H20z}; obtidas pela reagéo do luminol
(2,3x10° moi L") em presenga de Cu(l} (1,8x10 mol L™ em tampao carbonato
{pH=10.45 ¢ {(3032?0:2 mo L"’} com HaOz (T=25,0+0,1°C), Dados obtidos com Sisterna 1 ... 89
Figura 53. Perfis relativos da reagZo de juminol em presenca de Cullly (1,810 mot LY
& em tamp#o carbonato (pH = 10,48 , [CO:™] = 0,2 mol L) com H,05 {4,4x107 mol L)
variande a [LN] {mol L™'): (1)1x10°%; (2) 2,0010°7; (3) 4,0x10°%, (4) 6,0x10% & (5) 1,0x102.
T =25,040,1°C. Dados obtidos com SIStemna 1 ... 106
Figura 54. (A) Variac&o da lnax com 2 [LN]; (B} Variagio de D com 2 [LNE
{C) Variag@o da velocidade de decaimento com a [LNJ; a partir dos perfis relatives de emisséo
da reagéo de luminel em presenca de Culll) (1,8x10™ mol L™y e em tampéo carbonato
{pH = 10,48 , [CO5"] = 0,2 mol L") com Ha0y (4,4x10°2 mol LM\, T =25,020,1°C.
Dados oblidos cOm SIStema ... 101
Figura 55. Perfis relativos de emissao da reagdo de luminol (2,3x10° mol L") em presenca
de Cu(ll) e em tamp&o carbonato (pH = 10,48 , [COs*] = 0,2 mol L") com H,02 (4,4x10° moi L)
variando a [Cu(il)} {(mol L) (1)7,0x10%, (2) 1,8x10°% (3) 3.5x10% e (4) 7,010,
T =25,020,1°C. Dados obtidos com SISemMa ..o 102
Figura 56. (A} Variac8o da Imax com a [Cu(il)]; (B) Variagio de D com a Cu(ing
{C) Variag&o de tangente inicial com a [Cu(lt)]; obtidas a partir dos perfis relativos de emisséo
da reacdo de lumino! (2,3x10° mot LTy em presenga de Culll) e em tampéo carbonate
(pH = 10,48, [COs*] = 0,2 mol L") com Hz0; (4,4x107 mol L),
T=25,020,1°C. Dados obtidos com SIStemMa 1o 103
Figura 57. Perfis relativos de emissao da reagéo de luminol (2,3x10° mol L") em presenga de Cu{if}
(1,8x10™ mol L™") e em tampéo carbonato (pH = 10,40} com Ha02 (4,4x10° mol L
variando a [COs™] (mol L™): (1)8,0x10% (2) 0,2; (3) 0.7; e (4) 1,1. T =25,00,1°C.
Dados obtidos com Sistema ... 104
Figura 58. (A) Variag&o de lmax com a [CO:”]; (B) Variagao de D com a [COZ%];
(C) Variagéo da tangente inicial com a [COs%]; obtidas a partir dos perfis relativos
de emissdo da reaggo de luminol (2,3x10° mol L") em presenca de Cu(ll) (1,8x10™ mol L)
e em tampao carbonato (pH = 10,40) com Hz0- (4,4x10™ mol L. T =25,0+0,1°C.
Dados obtidos com Sistema .. ... ... 105
Figura 58. Perfls médios de emissdo da reagdo do luminoi (2,3x10° moi L'f) em presenca de Culll)
(1,8x10 mol L") em tampéo carbonato (pH=10,46 e [CO:*1=0,184 mol L") com diferentes padres
de H02 (mol L™): (1) 8,9x10°; (2) 1,3x107; (3) 4,4x10% e (4) 8,9x102 T=25,0+0, 19C.
. Dados cbtidos com Sisterna 2 { 2e= 420 nm; 1X ganho; Yiee =800 Vevrroerererivveriense . w108
Figura 60. (A} Variag8c entre a Ima Obtida e a [H205]; (B) Variagio entre D {i=0,08 unidades relativas)
& a [M0y}, (C) Variagdo da tangente entre 0,3002 0,931s e a [H20:]; obtidas pelos perfis de
emissac da reagdo do luminol (2,3x10°° mol L'y em presenca de Cu{ll) {1,8x10™ mol L)
emn tampé&o carbonato {pH=10,46 e {{3032‘}=0,2 moi L‘j) com HaO9 (1T=25,010,1°C).
Dados obtidos com Sistema 2 (he= 420 nm; 1X ganho; View =600 V) .ooovooovovoooe e 110
Figura €1. Perfis relativos de emiss&o da reag8o de luminol em presenca de Cu(ll) e em tampao
carbonato (pH = 10,48 , [CO;%]1= 0,2 mol L™*) com H,0: (4,4x10 mol L") variando a [LN] (mol L'T):
(1)1x10% (2) 2,0x10%; (3) 4,0x10% (4) 6,0x10°, & (5) 1,0x102 T =25,040,1°C.
Dados obtidos com Sistema 2 ( he= 420 nm; 1X ganho; Vi =600 V).ooooooooooooer v, 111
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Figura 2. (A) Variagso de ima com [LN], (B} variacdo de D (i=0,02 unidades relativas) com [LN};
(C) variacéo da tangente entre 0,300 e 0,931 s; a partir dos perfis relativos de emissao da reagdo
de luminol em presenca de Cu{l!) {1,8x10™ mol L") e em tampéo carbonato
(pH = 10,48 , [CO:“1=0,2 mol L") com Hy04 (4,410 mol L),
T =25,020,1°C. Dados obtidos com Sistema 2 (A= 420 nm; 1X ganho; Vige=B00 V... 112
Figura 83. Perfis relativos de emissdc da reago de lurninol {2,3x10™° mol L) em presenca de Cu(li)
& em tampéo carbonato {pH = 10,48 , [CO:] = 0,2 mol L'} com Ha0; (4,4x107 moi L) variando
a [cu(ii] tmol L) (1)7,0x10°% (2) 1,8x107% (3) 3,5x10™ e (4) 7,0x10™. T =25,040,1°C.
Dados obtidos com Sisterna 2 (A= 420 nm; 1X ganho; Ve =800 Vi 113
Figura 64. {A) Variacdo de lmax com a [Cu{ll)]; (B) variaglce de D com a [Cu(li}}, (C) veriagéo de-lan o
com a [Cu(ll}]; obtidas a partir dos perfis relativos de smisséo da reagdc de iuminol
{2.3x1 0% mol L™ em presencga de Cu{ll) e emtampdo carbonato (pH =105, [COs*1=0,2molL™)
com Hz0, {4,4x107 mol L), T =25 040,1°C, Dados obtidos com Sistema 2
{Re=420nm; 1X ganho; Vi 800 V) oot a e 114
Figura 85. Perfis relativos de emisséo da reagéo de luminol {2,3x1 0 moi L") em presenca de Cu(ll)
(1,6x10™ mol L) e em tampao carbonato (pH = 10,40) com Hz02 (4,4x107% mot L)
variandeo a [CO7T {mol L7 (1)8,0x10°% {2) 0,2, {3} 0,7; e {4} 1,1. T =25,020,1°C.
Dados cblidos com Sistermna 2 (A= 420 nm; 1X ganho, Vee =800 Vi 116
Figura 86, (A) Variago de lna coma ICOs”Y; (B) variagho de D com & [COs7; (C) variagdo de ~tan «
com a [0032'1; obtidas a partir dos perfis relativos de emisséio da reagio de luminol
(2,3x10° mo! L") em presenga de Cu{il) (1,8x10°* mol L'} e em tamp&o carbonato
{pH = 10,40) com Ha02 {4,4x10%mol L"), T'=25,040,1°C. Dados obtidos com Sistema 2
(he= 420 nm; 1X ganho; V=800V ). . 116
Figura 67. Perfis relativos obtidos pela reagdo entre a solugdo de luminol (2,3x10° mol L) na
presenca de Cu{ll} {‘l,€5><10‘4 mot L) em tamp&o carbonato (pH=10,3, [0032’]30,2 mol L)
e solugdes de HxOy (8,3x1 02 mot L”} contendo diferentes concentragdes de acido drico,
em mot L (1) 0; (2) 1,0x10°, (3) 1,0x10, (4) 2,0x107, (5) 3,0x10” e (8) 5,0x107*.
T = 25,0+0,1 °C. Os monitoramentos foram realizados com o Sistema 1. ......ooeeeenivenen 126
Figura 68. Curvas de calibrag8o lineares obtidas pelo método do tempo fixo em (1) 12 5, {2) 18 5,
{3) 22 s e (4) 25 s obtidas pelos perfis de emiss&o relatives da reagéio
quimiluminescente {[LN]=2,3x10"° mol 1., [Cu(i)}=1,8x10" mol L, [H20,]=8,8x107 mol L,
T= 25,020,1 °C e pH = 10,31). Equagdes obtidas: (1) lz2s = 9,4x107 + 5,13x10° [AU], r = 0,9061;
(2) hiss = 4,0x107 + 3,97x10° [AU], r = 0,9947; (3) Iz s = 2,1x107 + 3,57x10° [AU], r = 0,903¢;
e (4 lass=1,1x10%+ 3,32x10° [JAU], 1 = 0,9935. ... 121
Figura 69. Curvas de calibrag8o polinomiais obtidas pelo método das tangentes nos intervalos de.
{1)10sa 14 s e (2) 20 5 a 25 s, obtidas pelos perfis de emisséo reiatives
da reacdo quimiluminescente {[LN1=2,3x10° mel L™, [Cu(11)}=1,8x10"* moi L™,
[H202]=8,8x10° moi L, T=25,040,1 °C e pH = 10,31). Equagses obtidas:
(1) Y = 1,64x107 + 3,6x10™ [AU] - 2x10° [AUJ?, r=0,9955;

e(2)Y = 3,64x107 + 1,4x10™ [AUI - 1,0x10° AU, r=0,9980. ... 121
Figura 70. Curva de calibracéo da D em func¢éo da concentracdo de acido rico obtida pelos perfis
de emissao da reacio quimiuminescente ([LNJ=2,3x10° mol L, [Cu{Il)}=1,8x10"* moi L7,
[H2021=8,8x10 mol L™, T = 25,040,1 °C e pH = 10,31). Equacao obtida:
D=25+28 [AU]+ 4,4x107 [AUT, r=0,9971.ooiiiiiiiieeee e 122
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Figura 71.

Figura 72.

Figura 73.

Figura 74.

Figura 75.

Figura 76.

| !I—"igt.z ra 77.

Figura 78.

{A) Perfis relativos obtidos pela reagéc entre a solucgo de luminoi (2,3x10° mol L) na
presenga de Cu(ll) (1,8x10™* mol L") em tamp#o carbonato (pH=10,1, [CO:*1=0,2 mol L)
e solugdes de HaO» (4,4x107 mol L") contendo diferentes concentragbes de
acido arico, em mol L (1) 0; {2) 5,010, (3) 1,5x10%, (4) 3,0x10%, & (5) 6,010,
T = 25,0401 °C. Os monitoramentos foram realizados com o Sistema 2
{27420 nm; 1X de Ganho, Vie=600V).
(B) Perfis relativos a partir do segunde méximo de intensidade. ..o 123
Curvas de calibrag8o obtidas & partir da (1) lmax registrada e do métedo do tempo fixc em
(2) 1,889 5, (3) 3,744 s e (4) 8,250 s dos perfis madios de emissao relativos obtides pela reagds
quimiluminescente de lumino! {2,3x10°° mol L™} com HaO2 (4,4x102 mot L") em presenca de
deido trico. ([Cu{IN}=1,8x107 mol L; tampéo carbonato, pH=10,1 e [COs*1=0,2 moi L
T = 25,0401 °C; A.=420 nm; 1X de Ganho; Vie=600V). Os monitoramentos foram
realizados com o Sistemna 2. A tabela 7 apresenta as equagdes obtidas.......................__. 124
Curva de calibragdo finear obtida a partir do métode das tangentes no intervalo de
0,818 a 1,244 s dos perfis médios de emiss#o relativos obtidos pela reagio quimiiuminescente
do luminot (2,3x10° mol L} com Ha02 (4,4%10 mot L) em presenca de
acido drico ([Cu(ll)}=1,8x10™ mol L; tamp&o carbonato, pH=10,1 & [C0:71=0,2 mel L™
T=25,020,1°C; 2.~420 nm; 1X de Ganho; Vieu=B00V). Os monitoramentos foram realizados
com o Sistema 2. Equaco obtida - tan a=3,16x107 - 3,6x10™ [AU], r=0,9956................ 125
Perfis médios relatives de emiss&o da reagéc de luminoi {2,3x10° mol L"’} ern presenca de Cu(ll)
(1,8x10 mol Lf) e em tampao carbonato ([COs*1= 0,2 mol L, pki = 10,0} com
H202 (8,9x10™ mol L") em presenca de acido ascérbico, em mol L™ (1) 0 (2) 8,5x10%
(3) 1,3x10%; (4) 1,9x10; (8) 3,2x10°" e (B) 4,5x10 T =25,0+0,1°C.
Dados obtidos com SISIEMa 1. e et 129
Curvas de calibragéo obtidas a partir do método do tempo fixo apiicado nos tempos de
(1) 8s, (2} 12 s, (3) 15 5 & (4) 25 s dos perfis relativos de emisséo da reagdo de luminol
{2,3x10° mol L) em presenga de Cu(ll) {1,8x10™ mol L") & em tempéo carbonato
([0032'1 =02mol L pH= 10,01 com Ho05 (8,9x10°2 mol Ly em presenga de acidoe ascérbico.
T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistemna 1.
As equagles oblidas estdo apresentadas natabela 9. 130
Perfis médios relativos de emiss#o da reagéo de luminof (2,3x10™ mol L") em presenca de Cu{il)
(1,8x10™ mol L) e em tamp#o carbonato ([COs™] = 0,2 mol L™, pH = 10,60) com
H202 (4,4x10® mol L") em presenca de AA (mol L) (1) 5,15x10% (2) 1,03x10°% (3) 3,00x10:
(4) 5,15x10™, e (5) 6,18x10™, T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 2
(Ae= 420 nm; 1X gaNnho; Viow = 800 V..o icooececnceris s nsessossonsnnsssesssssesmsmmsennen eremermrnan 131
Curva de calibrag@oc obtida pela relacio entre a lma com {AA] a partir dos perf‘ is médios
relativos da reacfio de luminol (2,3x10° mol L- ') em presenca de Cu(l) (1,8x10™ mol L)
e em tampdo carbonato ([CO:*]1= 0,2 mol L7; pH = 10,60) com H:O2 (4,4x107 mol L)
em presenca de acido ascérbico. Dados obtidos com Sistema 2 (A= 420 nm; 1X ganho;
Vi = 600 V). Equagao obtida: Inax = 1,01 ~ 6,8x10° [AA]L =0,9956.......c..oi, 131
Curvas de calibracéo obtidas a partir do método do tempo fixo em: (1) 0,618 s; (2} 1,869 s;
(313,119 5; e (4) 3,744 s. As equacdes lineares obtidas estio apresentadas
na tabela 10, respectivamente. (J.~ 420 nm; 1X ganho; Vi = 800 V;
[LN] = 2,3x10°° mol L, {Cu(i)] = 1,8x10™ mol L [COs*1= 0,2 mol L' pH 10,80;
[H202] = 4, 4% 102 MOl L 3 e 132
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Figura 79. (A) Curva de calibragéo oblida pelo meétodo das tangentes no intervalo de 0 a2 G618 s;
e (B) curvas de calibragio obtidas a partir do méiodo das tangentes nos intervaios
(1) de 1,869 s 8 2,494s; (2) de 3,744 s 2 4,369s; (3) de 4,884 s a 5,619 5
o (4) de 6,244s a 6,869 s. ([Hz202174,4x10% mol L™, [LN=2,3x10° mol L, [Cu(I1)}=1,8x10"* mol L™
(0051 =0,2 mel L pH=10,8).
As equacdes esto apresentadas natabela 10, 133
Figura 80, Perfis relatives de emisséo das amostras: {1) amostra 1; {2} amosira 2:e{3)amoslra 3.
As condigBes de monitoramento foram: {({HxOs] = 4,4x1 0% mol LT [LN] = 2,31 ¥ mot L
[Cu(il = 1,8x10™ mol L, COs%] = 0,2 mol L, ke = 420 nm; Vime = 800 V; 1X Ganho;
T 25 00,1 20 BH T 10,B] i ioiiee oo esse e et e et et e b e e 138
Figura 81. Perfis relativos de emissdo do método da adigéo de padréo de &cido ascorbico {mol L")
a amosira 1: (1) 0; (2) 1,02x10°% (3) 2,04x10%, (4) 3,06x10°%; e (5) 4,08x10™.
As condiges de monitoramento foram: ([Hz02] = 4,4x10°2 mol L; [LN] = 2,3x10° mol L,
[Cu(i] = 1,8x10™ mol L"; [C0Os™] = 0,2 mot L™; & = 420 nm; Vie = 600 V; 1X Ganho;
T = 25,020, 20, DH T 40,8} ettt 140
Figura 82. Perfls reiativos de emisséo do método da adigio de padrio de &cido ascdrbico {mot Y
& amostra 2; {1) 0; (2) 1,04x10™% (3) 2,08x1 0% e {4)3,12x1 o,
As condicdes de monitoramente foram: {[HaO2] = 4,4x1 02 mot L”*; ILNT =231 0° mol L7
[Cu(IN] = 1,8x107 mol L [COs%] = 0,2 mai L, ke = 420 nm; Viee = 600 V; 1X Ganho,
Tm25,030,1 °C; B = 10,8) e 140
Figura 83. Perfis relativos de emissdo do método da adigdo de padréio de acido ascorbico {mot L™
a amostra 3: (1) 0; (2) 1,07x10™ {3) 2,14x107% e (4) 3,21x10°.
As condighes de monitoramento foram: ([Ho02] = 4,4x107 mol L; [LN] = 2,3x10° mol L,
[Culiil = 1,8x10* mot L [COs™] = 0,2 mol L™; & = 420 nm; Vi = 600 V; 1X Ganho;
T=25,0+0,1°C; pH = 10,6)
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INTRODUCAO

“1...] ndo ha um principio para as coisas € para as pessoas, tudo o que um dia comegou
finha comegédé ”anté's, a historia desta foihé de pape'li,”to'r'h'ehﬁos'c'a e'x'errip'l'b 'miais préXirho
das maos, para ser verdadeira e completa, teria de ir remontando até os principios do
mundo, [..], e ainda assim duvidemos, que esses principios principios n&o foram,
somente pontos de passagem, rampas de escorregamento, pobre a cabeca a nossa,
sujeita a tais puxdes, admirdvel cabeca, apesar de tudo, que por todas as razdes é capaz
de enlouquecer, menos por essa.”

(do Livro “A Jangada de Pedra” de José Saramago, 1986)



E C. Femeita Dissertacdo de Mesirado )

CAPITULO 1:

METODOS CINETICOS DE ANALISE

“7...] these methods have not yet found their way into widely known reference publications
and textbooks and have not received their proper application in pratice.”
{trecho do livro “Kinetics Methods of Analysis” de K. B. Yatsimirskii, 1966}
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1.1. Métodos Cinéticos de Andlise:

Na quimica analitica modema, ha diversas técnicas e métodos baseados em
medidas de mudangas fisicas, quimicas e fisico-guimicas de um sistema envolvendo uma
reacdc quimica. Qualquer reagdo gquimica apresenta uma velocidade finita e tende ac
equilibrio. Assim, ha duas regides distintas: a dinamica (regiac cinetica), na qual ocorre a
variacdo na velocidade de reacdo, e a estatica (regifo de equilibric), em que 0s processos
envolvidos no sistema atingem o equilibric e a velocidade da reag@o € constante. Ambas
as regides apresentam grande potencial para aplicacio analitica, sendoc que os métodos
classicos de analise ou termodinamicos, come gravimetria, volumetria e a maioria dos
métodos instrumentais, sdo aplicados as reacbes quando estas se completam ou atingem
o equilibrio. Os métodos cinéticos sdo aqueles que apresentam a aquisi¢do do sinal
analitico durante a etapa dinadmica do processc antes que a reaclo atinja o equilibric
(PEREZ-BENDITC & SILVA, 1988).

Os métodos cinéticos tém, como g principal vantagem em relagéo aos métodos
classicos, a possibilidade de desenvolver métodos analiticos com reagbes rapidas e
lentas. Contudo, as aplicagdes e o desenvolvimento de métodos cinéticos iniciaimente
apresentaram algumas desvantagens em relagdo aos métodos classicos, principaimente
pela complexidade do tratamento dos dados experimentais. Atuaimente, este aspecto
deixou de ser um inconveniente para a aplicagéo e desenvolvimento de novos metodos
cinéticos devido & popularizag&o dos computadores (PEREZ-BENDITO & SILVA, 1988).

Os métodos cinéticos apresentam ainda outras vantagens, como ndo serem
afetados por interferentes que se mantém constantes durante as medidas, o menor tempo
de andlise e o baixo custo das técnicas utilizadas para as medidas. Além disso, as
reacbes cataliticas e enzimaticas apresentam limites de detecgdo tao baixos quanto as
técnicas mais sofisticadas e utilizadas comercialmente, como Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia {representada CLAE ou a sigla em inglés: HPLCH. e Espectroscopia de
Absorcéo Atdmica (representada por EAA ou pela sigla em inglés: AAS™,

Porém, uma dificuldade da metodologia cinética de andlise envolve a
reprodutibilidade dos resultados que requerem o controle rigoroso das condicbes que
afetam a velocidade das reacBes como: temperatura, pH, forga ibnica, solventes, pureza e
o processo de adicdo e mistura de reagentes. Por exemplo, as reacles devem ser
monitoradas sob termostatizacéo e a adigio e a mistura de reagentes devem ser feitas

* High Performance Liquid Chromatography
* Atornic Absorption Spectroscopy

Introducdo — Métodos Cindticos de Andiise
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com sistema para andlise por injecdo em fluxo (FIA, Flow injection Analysis), ou sistema
de injec@c manual simulténea de reagentes ou sistema de mistura de fluxo interrompido
(Stopped Flow). Esta Gltima & a técnica mais adequada e popular para monitoramento de
reagbes rapidas, na gual volumes iguais de reagentes sdc adicionados répida ¢
simultaneamente numa cela de reacéo e o fluxc de solugic misturada é interrompido
bruscamente e efetivamente para iniciar o monitoraments da reaco (MOTTCLA, 1988).
Apesar de ser um tépico corrente & tradicional em disciplinas de Fisico-quimica,
Quimica Orgénica e Quimica Inorganica, a cinética das reacdes nem sempre foi
totalmente reconhecida em Quimica Analitica, principalmente pela intensa aplicagio de
métodos classicos de andlise (MOTTOLA, 1988). Uma sucinta descricdo histdrica sobre

os metodos cinéticos é apresentada na segliéncia a fim de ilustrar origens e tendéncias
atuais.

1.2, Desenvolvimento dos Métodos Cinéticos de Analise:

Os primeiros estudos analiticos com caracteristicas cinéticas foram desenvoividos
a partir de reacbes cataliticas no século XiX. Nesta época, a analise catalitica foi
classificada como uma subdivisdo da microanalise. Esta classificacdo ja era questionavel
naquela época, pois a andlise catalitica podia ser também aplicada a macroamostras,
com massa maior que 0,1g. Até entéo, a maioria dos pesquisadores tinha a cinética das
reagbes como somente um inconveniente para a adequacgo dos métodos classicos, por
exemplo, na verificagio de pontos finais de titulacdes para reacoes lentas cuja cinética
nao propiciava uma distingdo nitida do ponto final (MOTTOLA, 1988).

O primeiro relato baseado na cinética das reacbes foi feito por GUYARD (1876),
que descreveu o efeito catalitico do vanadio na reac&o do negro de anilina pelo ion clorate
e propds o uso da reagdo para determinar vanadio. Em 1885, WITZ & OSMOND
descreveram um método semiquantitativo de determinar vanadio com esta reacéo.
Apesar destes resultados promissores, os métodos cinéticos foram esquecidos pelos
cientistas da época, possivelmente, pela intensa utilizacio dos métodos ciassicos. Apbs
50 anos do trabalho de WITZ & OSMOND (1885), os métodos cinéticos foram retomados
nos trabalhos de SANDELL & KOLTHOFF (1934), que propuseram o uso do efeito
catalitico do jodeto na reagéo entre o Ce(lV) e o As{lll) para determinac¢ac de iodeto. Na
mesma década, SZEBELLEDY & AJTAI (1938) relataram os efeitos cataliticos do vanadio

em outras reagdes, conseguindo determinar cerca de 06 ng deste metal

Introdugso - Métodos Cinéticos de Anélise
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(SZEBELLEDY & AJTAI 1839). Desde entdo, a cinética das reacbes assumiu um papel
importante no desenvolvimento da Quimica Analitica. Durante as décadas de 50 a 70,
sécuio XX, o crescimento dos métodos cinéticos foi pequeno, j& gue as limitagdes da
instrumeniacac da época e a relativa complexidade dos tratamentos dos dados cinéticos
dificuitaram a popularizacao da tecnica.

Nas uitimas décadas, o desenvolvimento e o aprimoramento de novas técnicas de
aquisicdo e tratamento de dados analiticos, conjuntamente com a necessidade de criar
novos métodos mais sensiveis e seletivos, abriram © caminhe para muitas outras técnicas
analiticas, destacando-se, denire cuflras, os metodos cinéticos de analise. O crescimenic
do namero de publicagbes com esta técnica pode ser observado pela pesquisa realizada
no banco de dados Web of Science®, que revelou que desde 1945 até os dias de hoje,
foram catalogados cerca de 1500 publicagtes (artigos, notas e resumos de encontros)
sobre aplicacbes analiticas da cinélica das reagBes nas obras contidas neste site. As
palavras chaves utilizadas para a pesquisa foram: (kinetic or kinetics) and (analysis or
determination).

80 -

o
o
T

de publicactes

¥

nImero

20

: EP

1850.. . . . 4980 - 1970 . 1880 ... 1880 . . . 2000

Figura 1. Publicaces de frabaihos sobre métodos cinéticos de anlise desde 1945.

Com ¢ advento do microcomputador, vérias analises cataliticas e ndo-cataliticas
foram desenvolvidas e, na década de 80, os métodos cinéticos representaram expressiva

* A Web of Science é uma base de dados produzida pelo jnstitute for Scientific Information, com informagdes
sobre artigos publicados, a partir de 1845, em mais de 8.400 periddicos especializados em todas as &reas do
conhecimento {Cigncias, Ciéncias Humanas e Sociails, Arles e Humanidades). Esta ferramenta de pesquisa
esté disponivel & UNICAMP gracas ao pairocinio da FAPESP e do CNPQ.
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parcela das publicacbes cientificas (MOTTOLA, 1988). O desenvolvimento das técnicas
em fluxo de analise, como os métodos por injecdo em fluxo e por fluxo continuo e
segmentado, decididamente influenciou o crescimento das aplicagbes dos métodos
cinéticos em varias areas de pesquisa, como em andlises clinicas, durante as Uliimas
décadas do século XX (PEREZ-BENDITO & SILVA, 1988). Avaliando-se a taxa de
publicagbes anual, nota-se numero crescente de 1945 a 2000. O crescimento das
publicagbes aumentou bastante durante todos estes anos, chegando ao maxime em
1991, com mais de 80 trabalhos publicados. Desde os anos 70, cerca de 40 frabalhos
vém sendo publicados por ano.

Avaliando-se a pesquisa bibliografica, pode-se também realizar a distribuicao
geopolitica dos trabaihos publicados. Para melhor compreenséac da influéncia politica no
desenvolvimento dos métodos cinélicos, a pesquiss foi separada em duas fases
cronolbgicas:

e de 1945 a 1980, época da Guerra Fria entre os blocos socialistas (liderados pela
antiga URSS) e capitalistas (liderados pelos EUA);

= de 1991 até os dias de hoje, época pds-guerra fria com a gueda do Muro de
Berlim e da antiga URSS.

A escolha das fases foi proposital para demonstrar a influéncia da disputa entre os
blocos capitalista e socialista na primeira fase e a queda da hegemonia dos lideres dos
blocos e ascenséio de paises que buscam o reconhecimento cientifico internacional.

A figura 2 representa a distribuicdc dos trabalhos publicados sobre analise cinética
entre 1945 a 1990, de acordo com os paises de origem da pesquisa.
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Figura 2. Distribuicdo por pais de origem das publicacBes sobre métodos cindticos de analise de
1945 a 1980.
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Observa-se que os EUA, a URSS e a Espanha foram os paises que mais
apresentaram artigos publicados de 1845 até 19980. No inicio da guerra fria, os EUA e &
URSS finham uma competicdo pela hegemonia ndo sb militar, mas também politica =
cientifica. Perto do fim desta fase, os EUA e a URSS pareceram diminuir a taxa de
crescimento de publicacdes, provaveimente devido ao fim da disputa pela hegemonia.
Paralelamente, a Espanha, na década de 80, ascende como pais gue mais coniribuiu
para as publicacdes de trabalhos sobre analise cinética nesta época, mostrando as novas
tendéncias geopoliticas do desenvolvimento dos métodos cinéticos para a proxima fase.

Na 22 fase {de 1991 a 2000), a Espanha foi o pais gue liderou os avancos
cientificos nesta &rea, como ilustra a figura 3. Qutros paises que se destacaram foram
Jap3o, Ir3, China e outros paises em desenvolvimento. A diversificag@o da origem dos
trabathos publicados pode ser relacionada com o baixo custo das técnicas necessarias
para aplicar & andlise cinética ¢ a exiingdo da disputa entre os blocos capitalista e
socialista. Assim, paises como Brasil, india, Egito & muitos outros tiveram também a
chance de desenvolver pesquisas sobre a analise cinética, o que popularizou a técnica
internacionaimente.

140 —é
1]

120 H1

g

nimero de publicagdes
B
MA

Paises

Figura 3. Distribuigdo por pais de origem das publicagbes sobre métodos cinéticos de analise de
1991 a 2000.

A maicria das publicacdes foi escrita em ingiés (cerca de 85 %). Porém, devido as
diferencas politicas dos dois blocos capitalista e socialista, muitos trabalhos dos paises do
Leste Europeu e URSS nio foram apresentados em revistas de grande circulacdo
internacional e ficaram restritas ao eixo socialista. Com o fim da Guerra Fria, o idioma
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mais utilizado em revistas internacionais continuou sendo ¢ inglés, notando-se poucas
pubiicagbes nos idiomas de origem dos periddicos, como os chineses.

Atuaimente, os métodos cinéticos de analise vém se destacando come uma opcéo
analitica extremamente sensivel e barata. Em comparagdo aos métodos classicos, os
métodos cinéticos de analise foram se tornando populares por sua simplicidade, preciséo,
menor tempo de analise, diminuigdo do nimero de interferentes e facilidade para 2
automacao (PEREZ-BENDITO & SILVA, 1988). Além disso, quando estes métodos sdo
associados as técnicas quimiométricas para tratamentos de dados, tomam-se ainda mais
versateis, simplificando até procedimentos de andlise simultdnea de misturas (XiE,
BAEZA-BAEZA, RAMIS-RAMOS, 1996).

Desde 1945, o desenvolvimento das aplicacdes dos métodos cinéticos vem
crescendo, acompanhando a ascenso tecnolégica. Desde a Gitima década do século XX,
os metodos cinéticos de andlise podem ser considerados uma grea da Quimica Analitica
reconhecidamente amadurecida por suas aplicacdes e pelo seu desenvolvimento. A partir
dos novos avangos tecnoldgicos, como a robética e técnicas mais sofisticadas de
tratamento de dados, CROUCH (1993) indicou as novas tendéncias para os métodes
cinéticos de analise, que podem ser assim resumidas:

= 0 aumento do uso da automacéo inteligente, ou seja, todas as condicdes de
andlise controladas por computador:

= 0 crescimento da utilizaglo de dados multidimensionais:

= 0 desenvolvimento de técnicas sofisticadas de tratamento de dados:
» O progresso nos métodos de compensacéo de erros;

» as inovagbes dos procedimentos cinéticos com multicomponentes;

e a expansao das aplicagdes da determinacéo cinética;

« aplicacao das aproximagbes cinéticas para os vérios tipos de respostas

dependentes do tempo.

Avaliando-se as tendéncias citadas, verificou-se que os novos rumos dos métodos
cinéticos possivelmente s&o influenciados peio avanco tecnolégico e pela superacao das
dificuldades do método em relagéo a outros, no caso, a reprodutibilidade das condicbes e
o tratamento dos dados adquiridos, principaimente dos dados multivariados.

O préximo item discute o tratamento matematico para a obtengsio dos parametros
cinéticos de analises gque fundamentam os métodos cinéticos de andlise.

introdugéo - Méifodos Cinédticos de Andlise
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1.3. Aplicacgo da Analise Cinética:

As aplicagbes da anélise cinética podem ser divididas de acorde com o tipo de
reacio guimica envolvida. Assim, os méiodos cinéticos podem ser classificados em

métodos cataliticos e ndo-cataliticos (MOTTOLA, 1988 & PEREZ-BENDITO & SILVA,
1988).

1.3.1. Reacles Catalisadas (MOTTOLA, 1888):

Para estabelecer uma relagdo matematica vdlida para a determinacdo analitica
com reacgdo catalitica, dois aspectos devem ser levados em conta:

1°. a reacéo ndo catalisada ocorre simultaneamente com a reagéo catalisada;

2% a velocidade da reacfo catalisada pode ser considerada dirstamentie
proporcional 2 concentracéo do catalisador.

Deve-se salientar que a proporcionalidade direta entre a concentragdo de
catalisador e a velocidade da reac&o @ melhor obedecida se condigbes da reagdo, como
temperatura e mistura dos reagentes, além de outros parémetros fisico-quimicos, forem
mantidos constantes. Qutro requisito importante € que a concentragdo dos reagentes, do
catalisador e da espécie cuja mudancga de concentracdo € monitorada, sejam ajustadas
para que a reagdo seja de pseudo-primeira ordem.

Supondc estas aproximacbes, a reaco pode ser descrita em termos gerais como:

C
R+B —» P +Y

Figura 4. Esquema de uma reacio generica catalisada.

‘onde R e B s&0 0s reagentes (sendo R a espécie monitorada), P e Y s&o os produtos € ©
& o catalisador. Pode-se, entdo escrever uma expresséo geral da velocidade da reagéo
como:

.,f‘%ﬂ: k,[R1+ £, [RIC], =Rk, +£.[C],) (1)

onde k, € a constante de velocidade da reac&o nado catalisada, k. & a constante de
velocidade da reacdoe catalisada, [C)e € a concentracio inicial de catalisador e [R] é a

concentracio do reagente, cuja concentracéo € monitorada.

introdugdo — Métodos Cinéticos de Anédlise
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Para simplificar o sisterna estudado, pode-se utilizar um esquema de uma reacioc
de duas etapas e desenvolver um modelo matematico para explicar a relacéo direta ou
aproximadamente direta entre a velocidade da reac8o e a concentracdo do catalisador.

k,
R+ C —(RC) + Y
k

-1

k,
(RC) + B—> P +C

Figura 5. Esquema de reacfo em duas etapas para um ciclo catalitico, no qual (RC) representa
uma espécie intermediaria.

Este mecanismo simplificado para o cicio catalitico leva em conta duas condigbes:
uma etapa de pré-equitibric (1° esquema de equagic da figura 5) e uma etapa
estacionaria (2° esquema de equacac da figura 5).

Seja, por exemplo, o caso de k 4<<< ky e kp <=<< ki, & etapa estacionaria é
determinante da velocidade da reagéo e tem-se uma condicdo de pré-equilibrio. Assim, a
concentragéc do intermediario (RC) pode ser obtida pela seguinte equacio:

[R]
RC1=KI[C
[RC] H{Y] (2)

ondeK=K ../ Kk,

Sendo a concentragéo inicial de catalisador, [Cle, © de reagente, [Rl,, como
concentrages em equilibrio em t = 0, entdo em qualquer tempo t:

[RI=[R], -[(RC)] | (3)
[C}=[C], ~[(RCY] (4)

Em metodos cataliticos, a concentracdo de catalisador é bem menor que a do
reagente ([Rle>>>[C]o). Com estas consideragdes & rearranjos, a partir da equagédo 2,
chega-se a:

_ KIC][R],

(RC)]= KIRL +[¥] (5)

introduggo — Mélodos Cinétices de Andlise
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Se [Yl<<<< K [Rl, ¢ gue ocorre geralmente nas reacbes cataiiticas, pois [Cls &
pequenc, e [B] & constante (no inicio da reacéo, por exemplo), entéo:

dIR .
Vz“ﬁifgix ICl, (6)

com k'» = kz [B]. Esta relacao 6 reflete a proporcionalidade direta entre a concentracao do
catalisador e a velocidade da reacao.

Raciocinio anéloge pode ser feite para o caso de k>>> ki>>> k 4, ou seja, a
etapa estacionaria torna-se determinante da velocidade da reacao e a concentragdo do
intermediario toma-se constante e peguena.

dRON _

(7}
dt
Neste caso, a equacao da velocidade da reagéo torna-se:
v=k[RICI- &, [(RO)IY] (8)

Apbs todas as consideragbes, chega-se da mesma forma a equagdo 6. Isto
demonsira novamente z proporcionalidade direta da velocidade da reacdo com a
concentracdo do catalisador.

1.3.2. Reacgbes Nao-Catalisadas (PEREZ-BENDITO & SILVA, 1888):

No caso dos métodos ndo-cataliticos, a reacdo pode ser simplificada em termos
gerais como:

Figura 8. Representacao genérica de uma reacioc nio-catalisada.

Para iniciar um desenvolvimento matematico valide, supde-se que 2 velocidade de
reacdo direta seja muito maior que da reacao inversa e que possa ser comparada com o
aparecimento do produto (P) ou desaparecimento dos reagentes (A ou B).

dipy  dl4} _ d[B]
S — e { e )
dt dar dt
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Contudo, a velocidade da reagdo também & proporcional as concentracbes de
todas as especies participantes da reagio (no caso, [Al ¢ [B]). Se a variagéo na
concentracao de um dos produtos, dfP] / dt. for medida, entdo:

diri
” = k[ A][B] (10)

onde k & a constante de velocidade da reacéo.

Se um grande excesso de um dos reagentes estd presente, entdo sua variagéo de
concentragdo pode ser considerada insignificante e o parémetre de concentracao
relacionado com um dos reagentes da equacéo 10 pode ser incluido com a constante de
velocidade em uma constante aparente, k™ ou k™~

_dipy

J k'[A] (11)
Qul

_dary

7 =k"'[B] (12)

sendo k'=k[B] e k""=k[A].

Na equacdc 11, pode-se considerar que a reagéo é de pseudo-primeira ordem em
relacdo a A. Na equagéo 12, a reacio é de pseudo-primeira ordem em relacdo a B.

Assim, ¢ monitoramento cinético do produte, P, é diretamente propercional &
concentragao de um dos reagentes, levando em conta que a propriedade fisica ou
quimica do sistema que estd sendo monitorada & proporcional 2 variacdo da
- concentracao de P, d[P]/ dt, ou seja, a velocidade da reacéo.

As relagbes encontradas entre a velocidade da reacdo, v, para as reaches
catalisadas (equacgéo 6) e ndo-catalisadas (equagbes 11 e 12) fundamentam os métodos
matematicos integrais e diferenciais utilizados para encontrar os parametros cinéticos
para a construgdo das curvas analiticas pelos métodos cinéticos.

introdugéo — Métodos Cinéticos de Andlise
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1.3.3. Métodos Integrais (MOTTOLA, 1988y

Os metodes intsgrais tém seus fundamentos na aquisigdo dos paramelros
cinéticos dirstamente a parlir da integralizacdo das curvas cindlicas em intervaios finilos.
Os principais métodos intagrais s&o o do tempo fixo e o do tempa varidvel,

Pelo métode do tempo fixo, sao obtidos os valores da propriedade medida num
dado intervalo 2 esies valores sfo relacionados com a concentragdo da especis de
inferasse.

Para as reacbes cataliticas, pode-se provar matematicaments estz relacéo
rearraniando & equacéo 1 (pagina 8), integrando-a em um intervalo de tempo (At =1, -1
s em uma faixa de concentracdo (AIR] = {R}g - R}, Chega-se a seguinte relacdo entre

os pardmetros cinéticos e a concentragdo da especie de inleresse:

r
n iREE

R

lembrando que R representa o reagente e £ & ¢ calalisador.

+ £ O A {(13)

&

Supondo gue in [RY / [RL: = A*[R] = Ry — Ry, pode-se relacionar g concentragac
do catalisador inicial com A% R] ¢ 2 AL
A[R] &,

ek (19

[T,

¢

A partir desta equacéo, pode-se relacionar a concentragdc inicial do cataiisador,
[Cle, com a variagdo de concentragao da espécie monitorada, A*[R], para um intervaio de
tempo, At, constante. Obtém-se, assim, uma proporcionaiidade direta entre a
concentracdo do analfitc e o valor da propriedade fisica cu quimica monitorada. Esta
relacdo fundamenta o metodo integral do tempo fixo.

Por ouiro lado, © método do tempo fixe pede ser demoensirado matematicamente
varg as reacdes ndo-catalisadas de primeira ordem (ou pseuds-primeira ordem). A partir
da integracdo das aguacdes 11 & 12 em um tempo finito (At = &, — t4) e em uma faixa de

concentracac da espécie de interesse {A[A] = [A] - [Al) chega-se &
In[d]=In[4], +F'Ar (15)

A Ultima equacdoc mostra que a concentracdo da espécie de interesse em um

tempo t, [AL, estéd relacionada com a variacdo do tempo e a concentragao inicial da

Introdugdo — Métodos Cinélicos ds Analise
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especie de interesse, [Al,. Novamente, se o intervalo de tempo for constante para tgdos
os monitoramentos, In [Al ou 2 propriedade fisica ou gquimica que se relacions
diretamente ou indiretamente com esie pardmetro serd proporcional a in [A] Para
reagdes de sequnda ou diferentes ordens, a equacdc 15 muda de acordo com o resultado
da infegral da equacdo de veiocidade,

Para llustracdo do metodo do tempo fixe, apresentam-se, na figura 7, cupvas
cineticas genéricas (a) e as curvas analiticas obtidas para as reacbes catalisadas (o) e
nao-catalisadas de pseudo-primsira ordem {¢). A propriedade monitorada, Y, € medida em
diferentes concentragBes iniciais de catalisador, [C], no caso de reacdes catalisadas ou
em diferentes concentracdes inicials de reagente, [A], no caso de reacbes nio-
catalisadas. Por exempio, escolhe-se 0 empoe fixo em 10 s para as medidas de Y, que
podem ser oblidas nas curvas cinéticas para cada concentragée do analito, o catalisador
C para as reacbes calslisadas ou o reagents ou produto A para as reacdes ndo-
catalisadas. A comelzgd0 de Y ou In Y 2 representada nas curvas analiticas para as
reacCes calalisadas e ndo-catalisadas, respectivamente. As retas nestes graficos (b) e (€
reprasantam a correlacio linear entre os parédmeatros cindticos com as conceniractes dos

analifos, que, porianio, podem ser quantificadas.

S 3 40 80 88 W0 130 140 W0 80 200
empe (s
L AR
)] o (o a
o R .. } £
9.86 ’ 0.2
53 - 7
) - .34 .

.75
Ei
o 04 B
= AT >
= 5 g
- = 5
>

.55 RS =

- u

55 87—

EET k1

850 o

’ 08

Figura 7. (@) llustracho da aplicacio do método do tempo fixo em curvas cinéticas & as curvas
analiticas obtidas em (b) reacbes calalisadas e (¢) ndo catalisadas.
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Pelo método do tempo variavel, os paradmetros cinéticos sao obtidos pelo caiculo
dos valores de tempo gue correspondem ac intervalo para que a conceniragdo da especie
monitorada chegue a um valor fixo.

Para as reacbes cataliticas, & squacdc 14 também pode ser usada para
demonsirar matematicamente esta relacdo. A partir desta equacdo, a conceniracéo da
espécie de interesse, [Cls, pode ser diretamente relacionada com © inverso do intarvaio
de tempo, 17 At, quande ¢ vaior de AM[R] for constante.

Da mesma forma, para as reacdes ndo-catalisadas de primeira ordem, ulilizando a
equacso 15 pode-se provar matematicamente a relaglo do método do tempo varidvel,
pois fixando-se um valor de In [A], o intervaio de tempo para se chegar a este valor, Af,
serg proporcional ao in [AL

A figura & illustra a aplicacdo do método do tempo varavel, apresentando curvas
cingticas genéricas (a) e as curvas analiticas obtidas para as reagfes catalisadas (b)
nao-catalisadas (¢). Por exemplo, escolhendo-se um valor fixe de Y, de £,8 unidades, as
curvas analiticas relacionam 1/ At dos padrées com a [C] (b) e os valores de At com ©
in [A] (c). As retas nestes graficos (b) e (¢) representam & correlacdo iinear entre 03
pardmetros cingticos com as concentragbes dos analites, que, portanto, tambem podem
ser quantificadas desta forma.

=

11Aat{s)
@
#
A8
l&,)
:

¥ T g T T d T v T i f T Y
B & 7 E El -2 B -2 -1 -1E -1.7 =48

o IR A

Figura 8. (a) ilustragdo da aplicag8o do método do tempo variavel em curvas cinglicas e as curvas
analiticas oblidas para (b) reacbes catalisadas @ (2) ndo-calalisadas.
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1.3.4. Métodos Diferencials (PEREZ-BENDITO & SILVA, 1988)

Cs metodos difersncials tém ssu fundamentc nos calculos de velocidade da
reacdo através do calculo das derivadas de alguns intervaios escolhidos das curvas
cingticas. Os principais metodos diferencials sdo o da velocidade inicial & © das tangentes.

O método da velocidade iniclal compreende nos caiculos da velocidade dos
primeiros pontos das curvas cineéticas e na relacfio destes parametros cinéticos com as
concentracdes da espécie de interesse. Para as reacles cataliticas, pode-se enconirar a
relacBo matematica que descreve a proporcionslidade do parfmsiro cinélico e 2
concentracéo da especie de interesse, a partir da equacéo 1 (pagina 2). Como a reacao
estd no inicio, as concentracbes da espécie monitorada, [R], ¢ a espécie de interesse,
[C], diferem muitc pouce das concentragles iniciais e podem ser consideradas

constantes, ou seja, tem-se as condigdes de uma reacdo de pseudo-zero ordem:

“AB iy, ik, + R 1CT) (1)

{d

Supendo gque neste intervale pegueno de tempo, ¢ vaior da iangente desie
intervalo pode ser considerade & velocidade da reacdo. Chega-se assim a uma relacéo
entre o vaicres da tangente, - tan «, com a conceniraclo inicial da espécie de interesse,
IClo

dIR]

AR
_ = —tang ~ 28 C R B <k TC ~
~ ana ~ —— = Tk, +£,1C1,) (17)

Para as reagdes ngo cataliticas, pode-se encontrar a relagéo matematica para aste
metodo a partir das equacdes 9 e 10 (paginas 11 e 12). No inicio, 2 reacdo apresenta
condigdes de pseudo-zero ordem e, portanto, os valores de concentracio dos reagentes,

[A] e [B], nao diferem significativamente dos valores iniciais:

Cdpl da aiB
Cod A& dr = HAILB] e

e dirj md{;ﬁ _”d{B} B _ALPT 3
ST T T CEnes o = k[ AL,[B], (19)

Se g concentracdo de um dos reagentss for mantida constanis, por exemplo, a
B8], o valor da tangente do intervale inicial & dirstaments proporcional a concentracéo
inicial da espécie de interesse, [Aly

Introdug8o — Métodos Cindtives de Andlise
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ALF] __ Al A] _ A[B] = k'[A],

fanoa = 5
At A Af

(20)
sendo k™= k[Blh.

figura 9 ilustra a aplicag@o do método da velocidade inicial em curvas cingticas
genéricas (a) e @ curvs analitica obtida para as reagbes catalisadas e nac-catalisadas (b}
Eccnihendo-se um intervalo inicial fixo, por exemplo, nos 3 s inicials, a curvas analitica
relaciona os valores da inclinacéo ou a velocidade inicial, v, dos padrées com a [C] ou
com a [A] (b). A reta neste gréfico (b) representa a correlaco linear entre 0s parametros

cinéticos com as concentracdes dos analitos, que, portanto, podem ser quantificadas.

48

iBmpe (s} [0 o {A]

Figura 9. (a} !lustracdo da aplicagio do método da velocidade inicial em curvas cinéticas genéricas
e (b} curva analifica obtida para reacBes catalisadas ou no-calalisadas.

Em ambos os métodos cataliticos e ndo cataliticos, & recomendavel ulilizar pontos
das curvas cinéticas no intervalo inicial, quando 98 % dos reagentes ainda nao foram
convertidos em produto, para que as condigdes de pseudo-zero ordem sejam cbedecidas
e as relacdes mateméticas descritas sejam verdadeiras. O método da velocidade inicial
tem como vantagem a ndo interferéncia da reacdo inversa (dos produios para 0s
reagentes} e de outras reagdes laterais porque a reagao, iniciaimente, é considerada de
pseudo-zero ordem.

O método diferencial das tangentes representa a relaco entre valores de tangents
am um intervalo fixo das curvas cinéticas com as concentracbes da especie de interesse.
Este método fundamenta-se na proporcionalidade da velocidade de reagdc com as
conceniracdes dos reagentes durante a cinstica da reacdo. Deve-se tambermn considerar

gue o valor da tangente pode representar @ velocidade da reacao em qualquer intervalo

Introdugéo — Métodos Cindticos de Analise
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de tempo. Assim, podse-se construir curvas analiticas relacionando os valores das
tangentes com as concentracdes da espécie de interesse {anto para reacdes cataliticas
guanio nao-cataliticas.

A figura 10 lustra a aplicacdo do método das tangentes em curvas cinélicas
genericas (a) e a curva analitica oblida para as reagdes catalisadas e ndo-catalisadas (b}
Escolnendo-se um intervaioe fixo, por exempio, de 10 a 21 s, a curva analitica relacions os
valores da langenie, tan a, dos padrées com 2 [C] ou com a [A] (b). A rela nesie grafico
(b} representa z correlacao linear entre os pardmetros cinéticos com as concentracbes

dos analitos, que, portanto, podem ser quantificadas,

e a.008

9,025

4513

iy o

a0 7 a

5,055 o

m e

g 28 45 32 ot B 120 144 180 iag 200
smpe (8 iChau [A]

Figura 10. {2) llustragdo da aplicac8e do méiodo das tangantes em curvas cinéticas & (b) g curva
analitica obtida para as reacfes calalisadas ou ndo-calalisadas.

As desvaniagens desie método s8o a possivel interferdncia da reacdo inversa em
intervalos proximos ac equilibric e as possiveis relagdes neo-lineares encontradas enire
os valores da langente com as concentracdes da espécia de interesse guando as ordens

de reagao sa¢ diferentes de 1.
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CAPITULO 2;
A QUIMILUMINESCENCIA DO LUMINOL

“I...] a boiguagu toda ja era uma luzema, um clardo sem chamas, j& era um fogaréu

azulado, de luz amarela e triste e fria, saida dos olhos, que fora guardada neles, quando
ainda estavam vivos...”

{trecho do conto “A Mboitata” do Livro Lendas do Suf de J. Simdes Lopes Neto, 1949}

introduc8o - A Quimiluminescéncia do Lumino!
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2.1. A Quimiluminescéncia e a Bisluminescéngia:

A precis@o e a sensibilidade das andlises estdo intimamente ligadas ac sistema
reacional @ acs instrumentos empregados. Por isso, cada vez mais, os pesquisadores tém
procurado novos sistemas e tentade ofimizar sistemas classicos para aumentar a
sensibilidade e a preciséo dos métodos analiticos propostos. Com esta idéia, novas areas
de pesquisa para andlise estio sendo estudadas, desiacando-se, denire outras, a
quimiluminescéncia e a bioluminescéncia.

A quimiluminescéncia € a produgdo de radiag@o eletromagnética (ultravioleta,
ultravioleta-visivel ou infravermelho} por uma reagio quimica. A bicluminescéncia é a
oroducdo da radiacéc por reacbes quimicas realizadas por organismos vivos ou sistemas
quimicos derivados destes (ALBERTIN et al, 1998).

Desde a antiguidade, fendmenos de emissdo de luz, como a guimiluminescéncia,
eram descritos, mas, por muito tempo foram associados a mitos ou fantasmas. Em 1669,
Brandt, a partir da destilacdo exaustiva de uréia, produziu fosforo que, devido a sua
oxidacdo pelo O, do ar, produzia guimiluminescéncia (ALBERTIN et al, 1998). Em 1887,
RADIZISZEWSK! sintetizou a lofina, 2,4,5-trifenilimidazol (composto 1 da figura 11), que
foi o primeiro composto sintético a produzir luminescéncia. A partir destes resultados, em
1888, WIEDEMANN conseguiu distinguir a quimiluminescéncia da incandescéncia,
definindo-a como "a emiss&o de luz que ocorre junto a processos quimicos”. Alem destes
compostos, outras substéncias, como luminol, lucigenina, isoluminol, bis-(2,4,6-
triclorofenil)-oxalato, pirogalol e luciferina (ALBERTIN et al, 1998 ¢ ROBARDS &
WORSFOLD, 1992) também tém a propriedade de produzir quimiluminescéncia e suas
estruturas sdo apresentadas na figura 11.

o .o
520 &

Qo & o
=
& &

Figura 11. Exemplos de compostos que produzem guimiluminescéncia: (1) lofina, (2) luminol, (3}
lucigenina, (4) isolurninol, (5) bis-(2,4 8-triclorofenil)-oxaiato, (8) pirogalol, e (7) iuciferina.

Introducdo - A Quimiluminescéncia do Luminal



E. C. Ferrsira Dissertacdo de Mestrado 24

A primeira reagdo quimiluminescente estudada mecanisticamente foi 2 oxidacéc
do luminol com o H;O; em meio alcalino, por ALBRECHT em 1928. Contudo, os
mecanismos envolvidos na formacgdo de estados eletronicamente excitados, na maioria
das reacbes quimiluminescentes, ainda ndo estdo bem esclarecidos & continuam sendo
objeto de pesguisas recentes (ALBERTIN et al, 1998, MOTTOLA, 1988 e ROBARDS &
WORSFOLD, 1892) que ser&io discutidos no item 2.2.

As principais caracteristicas das reagfes quimiluminescentes visando aplicacao
analitica s&o os excelentes limites de deteccdo que podem ser atingidos & a simplicidade
da instrumentac&o necessaria para a coleta do sinal analitico (ROBARDS & WORSFOLD,
1992). Alem disso, as reagbes bioluminescentes apresentam especificidade.

A eclevada sensibilidade que as técnicas analiticas baseadas nestas reactes
apresenta esta ligada a vérios fatores, principaimente pela auséncia da necessidade de
uma fonte de radiagéo, que diminui ou elimina os espalhamentos Raman e Rayleighe o
ruide associade com este tipo de instrumento (ROBARDS & WORSFOLD, 1992). Isto
possibilita a utilizacdo de maiores diferencas de potencial nas fotomultiplicadoras
{detectores usualmente utilizados) aumentando a razdo sinal / ruido e a sensibilidade.
Limites de detecgBo na ordem de fento moies (10°%° moles) n&o s&o incomuns nas
tecnicas de quimiluminescéncia e em alguns sistemas enzimaticos ja foram detectadas
cerca de 120 moléculas de analito (ROBARDS & WORSFOLD, 1992).

Além do substrato, as condicbes da reacdo tém um efeito significativo no
progresso da reagéo quimiluminescente. O tempo de reagdo & a duracdo da
quimiluminescéncia variam de periodos muito pequenos ( t < 1s) até muito longos {cerca
de 1 dia). A mudanca de parametros, como pH, mistura dos reagentes, temperatura,
concentracbes de espécies reacionais ou interferentes, podem modificar totalmente a
emissdo podendo até extingui-la (ROBARDS & WORSFOLD, 1982).

A intensidade da emissdo é dependente da velocidade de reacgdo, da eficiéncia da
geracao de moléculas em um estado excitado (expresso pela eficiéncia quéantica) e do
fluoréforo * (substancia que produz a emiss@o). A eficiéncia quantica da reacéo é o
produto das eficiéncias das etapas de excitacio e emissdo e seus valores variam de 10-°
a valores proximos de 1, quando no caso da bioluminescéncia (ALBERTIN et al, 1998 e
CAMPBELL, 1988).

#0O termo fluordforo foi traduzido da palavra inglesa “flucrophore”. Semelhantemente & palavra
"chromaophore”, traduzida como cromédforo.
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A cor e a intensidade de emissdo sdo também influenciadas pela polaridade do
solvente, pela temperatura do sistema e por cutros processos fisicos secundarios de
supressdo da emissdo da molécula no estado excitado (ROBARDS & WORSFOLD,
1982). Por exemplo, no caso da reagdo quimiluminescents do lumincl, a tabela 1
apresenta a mudanga dos comprimentos de onda com emissdo maxima, A., pelos
diferentes solventes (GUNDERMANN & MCCAPRA, 1887

Tabela 1. 4. da reaclo quimiluminescente do luminol para diferentes sciventes.

—

Solvente he {(NiM)
Agua ' 431
Dimetilsulféxido ' 502
Dimetilformamida | 499
Acetonitrila 550
Tetrahidrofurano ' 496

Como a intensidade de emissdo é dependente da velocidade da reacdo, seu
monitoramento pode ser utilizado como principio para a quantificacdo de qualquer espécie
cuja concentragio influencie na velocidade da reagcdo (ROBARDS & WORSFOLD, 1992).

As reagbes guimiluminescenies podem ocorrer tanto em fase gasosa como
também nias fases sélidas e liquidas. As principais reacdes em fase gasosa ja estudadas
sdc aquelas que ocorrem entre o ozbnio e o6xidos de nitrogénio, utilizadas na
determinagé&o de ozdnio na atmosfera (KELLNER et al, 1998). Em cromatografia gasosa,
varios sistemas baseados em reagfes quimiluminescentes ja foram citados para a
deteccdo de compostos contendo N e S. Porém, segundo WORSFOLD (1992), o meio
que mostra maior potencial para a aplicag@io analitica ¢ a fase liquida, tanto em meio
aquoso Como NAo-aquosc.

As reacdes quimiluminescentes em fase liquida mais utilizadas em andlise s&oc a
oxidagéo do luminol {2) em meio aicalino (ROBARDS & WORSFOLD, 1992) e a oxidagdo
da luciferina (7), um dos compostos responsaveis pela luz do vaga-lume, em presenca de
ATP para a determinagio de biomassa e como forma de detecgdo em varios
imunoensaios (WORSFOLD, 1892).
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NH O~ M
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Figura 12. Esquemas das reacbes de oxidagdo de (2) iuminol e de (7} luciferina  produzindo
quimiluminescéncia.

Em solugdo, a quimiluminescéncia pode ser usada em varias aplicagbes analiticas
para determinagée de ions metalicos, &nions inorganicos, biomoléculas, substancias
carcinogénicas e drogas em diferentes matrizes ambientais e clinicas {(ROBARDS &
WORSFOLD, 1992). Uma das reagdes quimiluminescentes mais utilizadas na
determinagdo de metais de transigBio é a oxidagdo do luminol em meio alcalino
(MOTTOLA, 1988 e ROBARDS & WORSFOLD, 1992).

2.2. A Reacao Quimiluminescente do Lumino!:

A reagao de oxidag&o do luminol é uma das mais estudadas e cléssicas reacdes
quimiluminescentes. O mecanismo desta reacdo & considerado um dos mais complicados
e, mesmo sendo uma reacdo classica, ainda nédo foram totalmente elucidados os
caminhos exatos e seus intermediarios da reacdo (GUNDERMANN & MCCAPRA, 1987
Porem, as aplicagbes analiticas desta reacéio tém se mostrado bastanite versateis

. (GUNDERMANN & MCCAPRA, 1987). As andlises de metais de transicae, que catalisam -

a reacdo e de outros modificadores da reacéo estdo se disseminando e cada vez mais
sendo utilizadas em conjunto com técnicas de injecéo em fluxo, métodos de separacéo e
técnicas enzimaticas.

O mecanismo das reagbes envolvidas em metodologia analitica é um importante
fator para a exatiddo dos resultados. Porém, em alguns casos, este & dificil de se
interpretar ou impossivel de ser desvendado através dos recursos atuais devide a
complexidade. Assim, as aplicacbes analiticas destas reacdes dependem de estudos
qualitativos e aproximagdes pertinentes (observacbes experimentais e tedricas) sobre o
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mecanismo da reacdo para encontrar parémetros que estabelegam alguma relagio entre
as espécies de interesse e o sinal analitico. A reagéo luminescente do luminol com HO; €
um destes sistemas.

Varios pesquisadores ja citaram alguns caminhos possiveis da reaggo do luminol
com alguns agentes oxidantes, como O, e H.0,. Também foram determinados alguns
possiveis intermedigrios (GUNDERMANN & MCCAPRA, 1987). Além disso, estudos
realizados com outras reacdes quimiluminescentes (por exemplo, com dioxetanos) #&m
mostrado novos caminhos e idéias sobre 0 mecanismo de quimiluminescéncia
(GUNDERMANN & MCCAPRA, 1987).

Dada a complexidade da reacdo, & pertinente destacar aigumas recentes
descobertas sobre os intermediarios e as etapas da reagdo guimiluminescente do luminol.

2.3. © Mecanismo da Reac¢éo Quimiluminescente de Luminol:

Durante o século XX, o luminol (2) originou varics estudos sobre suas
propriedades termodinamicas e cinélicas, comegando pela famosa publicacdo de
ALBRECHT em 1928. Varios autores propuseram possiveis caminhos mecanisticos para
a reacdo, porém ainda ndo foi encontrade um mecanismo consensual abrangendo todos
intermediarios e etapas da reagdo. Algumas etapas da reacéo quimiluminescente ja foram
quase completamente estabelecidas. isto se deve a soma de novas descobertas que
aconteceram nas dltimas décadas, pelas comparagbes com outros sistemas
quimiluminescentes e pelas novas técnicas de medida mais sensiveis e com menor tempo
de resposta.

Na década de 80, MERENYI e colaboradores (ERIKSEN, LIND, MERENY!, 1981,
LIND, MERENYI, ERIKSEN, 1983, MERENY!, LIND, ERIKSEN, 1984, 1986, 1990, e
LIUNGGREN, MERENYI, LIND, 1983) realizaram grandes avangos na descoberta de
algumas etapas do mecanismo da reagdo utilizando a técnica de radidlise e modelos
computacionais. Verificaram e confirmaram alguns intermediarios, como a diazoquinona
(8), o anion de H.O; (9) e a producao da luminescéncia pelo anion do &acido 3-aminoftalico
(12), através da reac&o com o radical CIO," formado pela radidlise do didxido de cloro
(ERIKSEN, LIND, MERENY!, 1881). Além disso, estudos realizados com radicais Na' e
COs" apresentaram novos possiveis intermediarios na formacgdo e decomposi¢cdo do
endo-peréxido {(10), como ¢ radical de luminol (13} e o hidro-perdxide (14), apresentados
na figura 13 (MERENY!, LIND, ERIKSEN, 1984).
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Figura 13. Estruturas de aiguns intermedidrios da reagio quimiluminescente: {B) diazoquinona,
(9) anion de HO,, (10) endo-perdxido possivelmente formado, (11) dianion do &cido fialico
eletronicamente excitado, (12) didnion do 4cido ftalico, (13) radical do fuminol e (14) hidro-peréxido.

Alguns par@metros fisico-quimicos, como constantes de velocidade & dependéncia
do pH reacional, e estudos sobre a participag8o de outras espécies (carbonatos ¢
brometos) no aumento da luminescéncia também foram discutidos a fim de justificar as
propostas de mecanismo (MERENY!, G., LIND, J., ERIKSEN, T. E., 1984, 1986, 1990).
Além disso, a confirmacéo e decomposi¢do do intermediario endo-peréxido (10) foram
analisadas por modelos computacionais (LJUNGGREN, S., MERENY!, G., LIND, J,

1983).

- Qualitativamente, é possivel que a produgio de luminescéncia pela reacdo de
oxidagao de luminol (2) esteja ligada & formag&o do produto eletronicamente excitado e,
possivelmente, a proporgio de moléculas de endo-peréxido (10), que se decompde para
formar este produto excitado. Segundo a proposta de MICHL (1977), a decomposigéo de
endo-peréxide (10) ocorre quande a ligagdo o entre os dois &tomos de O se rompe,
podendo ou nao formar o produto excitade. No caso do produto excitado, possivelmente,
ndo existe tempo suficiente para os elétrons se distribuiremn entre os novos orbitais,
deixando o nove orbital LUMO ainda preenchido, como ilustrado na figura 14,
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Figura 14. Diagrama esquemético dos Orbitais Moleculares do sistema endo-perdxido — 3-amino-
ftaiato.

Fsta teoria mostra que os caminhos de formagdo do produto excitado e ndo
excitado possuem, em algum momento, energias semelhantes, podendo, entéo, haver um
“cruzamento” entre os caminhos, o que levaria & formagao do produto excitado (conforme

ilustrado na figura 15).
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Figura 15. Diagrama esquemdtico de carrelagéc de estados do endo-perdxide / écido 3-
aminoftalico que relaciona a energia do sistema com o rompimento da ligagdo dos atomos de O no
intermediario.

Porém, a formacdo do intermediadrio endo-peréxido (10) ainda ndo foi provada.
Uma vez que haja sua formagao, presume-se que este intermediaric se decomponha
rapidamente, o que explicaria o fato de ainda n3o ter sido detectado.
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Todos estes estudos possibilitaram descobertas de alguns detalhes mecanisticos
que, eventuaimente, poderdc ser a “chave” para o entendimento mais apurado deste
mecanismo. Estas propostas foram adaptadas e aplicadas por XIAO e colaboradores
(KIAQ et al, 2000) no estudo da determinacéo de Cr(iil) pala reacao guimiluminescente do
luminol com H,0O, em meio aicalino.

Algumas etapas propostas parz ¢ mecanismo por estes frabalhos estdo
organizadas segundo XIAO e colaboradores (XIAD et al, 2000) e sdo apresentados na
figura 18.

+  Quiros Produtos (i)

(H)

+ ii (Hry

(IV}
NH: © NH, © *
N c>6
ﬁ S o +  Oufros Produtes (V)
&
+HE  OOH 8

Figura 16. Etapas da reacdo quimiluminescente propostas por MERENY] e colaboradores em seus
estudos & organizadas por XiAC e ceiaboradores {XIAO et al, 20003, Os valores das constantes
cinéticas obtidas (em mol’ L s} sdo: ky = 4x10% ks = 2,3x10% k3 = 5x10% s kq = 5%107.
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As etapas proposias indicam que as principais espécies intermediarias para a
produgéo de luminescéncia s&o o radical do luminol (13) e o intermediario hidro-perdxido
{14).

A espécie intermedidria {(13), formada a partir de sua reagao com radicais "OH
{etapa 1), & responsave! pela formagdo do hidro-perdxido (etapa Il) e pela formacéo do
intermediario diazoquinona (8) (etapa i), que posteriormente pode formar ¢ hidro-
perdxido (14) na etapa IV.

O hidro-peréxido (14) é produzido diretamente e indiretamente peic radical do
luminoi (13) nas etapas | e IV e sua decomposicéo na etapa V € a responsavel pela
producdo de 3-amino-ftaiato (11) e outros produtos que poderdo luminescer.

Nio existem ainda estudos mecanisticos conclusivos sobre ¢ efeito da presenca
de metais de fransicdc na reacglc guimiluminescente. Porém, o efeito destes metais pode
estar ligado: (i) & producdo de radicais do H;O, presentes nas etapas [ e IV (SALEM,
SALEM, GEMEAY, 1993 e ZHOU, 1998); (i) & catdlise da formagdo do hidro-perdxido (3)
a etapa ll; e/ou (iil) a catélise da etapa V (XIAO et al, 2000).

Baseados em estudos de complexos de metais com anion do HyO, (SALEM,
SALEM, GEMEAY, 1993 e ZHOU, 1998), a decomposicédo radicalar de H.Q, por metais
de transicédo pode ser explicada por uma proposta que relaciona seu papel na catdlise da
reacdo quimiluminescente, comoe apresentado na figura 17.

HO2 + SOH =—= SO0H + H,0

[LCul?+ €O0H m== [L,CUHOO |* ——p [LiCUHOOT*
ILCUHOOT" + €M === [LCWHO] + HOO*

HOO® + @H = HO0®: “OH
Figura 17. Proposia de formacdo de radicais do H.O, pela presenga de Cu(ll), sendo L a
simbologia utilizada para um ligante do meio.
O aumento na concentracéo de "OH aumenta a concentrac&o do radical de luminol
(13) formado na etapa | e, consequentemente, aumenta a concentragéo de hidro-peroxido
(14), responsavel pela quimiluminescéncia na etapa V.
A hipotese do efeito dos metais estar relacionado com a etapa !l pode também

explicar a catélise da reagdo quimiluminescente, uma vez que aumenta a concentracio
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de hidro-perbxido (14, etapa V) e, consequentemente, a velocidade de
gquimiluminescéncia.

Por dltimo, a hipdtese (jii) em que o metal catalisa a decomposicéc de hidro-
peréxido (14) esta ligada ao fato de serem observados complexos coloridos em vérios
sistemas metal-hidroperdxidos (SALEM, SALEM, GEMEAY, 1993 e ZHOU, 1998), o que,
possivelmente, indica sua formacéo.

A presenca de ions CO.” e Br™ na reaclic proporciona ¢ aumento da
luminescéncia observada, pois estas espécies participam do mecanismo proposto. A
reacdo entre os radicais "OH e o lumino! (2) (etapa !} pode apresentar outros produtos
além do radical do luminol {(13). Os radicais "OH podem reagir com luminol {2} nas
posicbes do anel aromatico e n&o produzir o hidro-perdxido (14) e a quimiluminescéncia.
Na presenca dos lons CO;* & Br, os radicais "OH s&o convertidos a radicais COs” ou Br°
que reagem seletivamente com o luminol (2) produzindo o radical do luminol (13) e
favorecendo a producdc de luminescéncia (XIAO st al 2000). Entretanto, outros
pesquisadores (KLOPF & NIEMAN, 1983) encontraram resultados adversos sobre o efeito
do carbonato na reac&o quimiluminescente, ac contréric da maioria das publicacdes e dos
resultados obtidos neste trabalho.

O que parece ser de opinidc comum é que, dependendo do sistema utilizado para
o monitoramento (forma de adic8o e mistura de reagentes e sistema de detecgdo) e da
procedéncia e tempo de utilizagio dos reagentes, os resultados quantitativos e, as vezes,
qualitativos podem variar (XIAQO et al, 2000). Geralmente, esta variagéo de resuitados esta
ligada a velocidade de resposta do sistema de detecgio e na forma de preparacdc e
mistura dos reagentes, j4 que existem varios fatores cinéticos que estabelecem as
concentragbes das espécies responsaveis pela intensidade e duracdo da
guimiluminescéncia.

Apesar das grandes dificuldades para descobrir 0 mecanismo mais provavel, a
reacado quimiluminescente do Iluminol apresenta uma grande potencialidade para o
desenvolvimento de novos métodos analiticos. Este comportamento pode ser verificado
pelo grande numerc de trabalhos analiticos publicados durante este ditimo século,
conforme apresentado na sequéncia.
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2.4. Aplicacbes Analiticas da Quimiluminescéncia de Luminol:

As aplicaches da reacdo quimiluminescente de luminol em Quimica Analitica
podem ser divididas em 2 principais grupos: em aplicacbes diretas e aplicagdes indiretas
{como forma de detecc@o de diversas técnicas), conforme ilustra o esquema da figura 18.

;
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Figura 18. Esquema ilustrando as aplicagdes da reacio luminescente do luminol.

Nas aplicagdes diretas, a espécie de interesse atua na reacio do luminol, como,
por exemplo, na determinacéo de catalisadores ou inibidores da luminescéncia. Ja nas
aplicacdes indiretas, a reacdo de luminol € utilizada como forma de detec¢do de ouiras
reagbes ou de técnicas, como na detecclo de alguns métodos de separacéo e
imunoensaios.

Dentre as aplicacbes indiretas, destacam-se a utlizagdo da reacdc na
determinagdo de H,0; produzido pela oxidagdo da espécie de interesse pela enzima
presente e os biossensores. Estas técnicas, além de serem bastante sensiveis, s&o muito
seletivas e, geralmente, empregam a enzima imobilizada em fase sdlida. Com estas
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técnicas foram j& analisados varios substratos de enzimas oxidases, como amino-acidos
{PREUSCHOFF et al, 1993), metanol (SEKINE et al, 1993), actcares e DNA (Ci et al ®,
1993).

Nas aplicagbes diretas, as determinacbes cataliticas (metais de transico) e as
determinagbes de inibidores (compostos organicos e metais de transicio) destacam-se
em técnicas bastante precisas e com baixos limites de deteccio.

Os metais de transicéc apresentam efeitos cataliticos na reacéo de oxidacac do
luminol, porém, em alguns cascs, a mistura de aiguns cétions inibe a reacsdo. Este
comportamento ja foi descrito por GUNDERMANN & MCCAPRA (1987) e KAMIDATE e
colaboradores (KAMIDATE et al, 1993), para misturas de Cu(ll) com Ni(ll), Mn(l), Th, V,
Zr, Cr(liy e Co(ll} na reacdo quimiluminescente do luminol. Mais de 30 ions metslicos
inibem ou catalisam esta reagdo, sendo que o limite de deteccdo para alguns deles chega
a 10" moles. Como exemplo de metais j& determinados pelo seu efeito catalitico ou
inibidor com esta reagdo t@m-se Ni(ll), Th, Ti, As, Al(lll), Sn(il), Pb(i, B, Cr{il), Fed,
Fe(lll), Os(ii), Co(ll), Cu(it), Zn(ih, Pd(i), Ag(l), Audllly, Hg(ll), Ce(V), U(VI), Sb (), Zr
{IV), V(li), Mn(l!), e Cd(l)) (ROBARDS & WORSFOLD, 1992).

Contudo, a determinacio de compostos orgénicos que inibem a luminescéncia da
reacdo é, possivelmente, a aplicagdo mais promissora. Muitos ja foram os compostos
determinados como glicose (LEBEDEVA & UGAROQOVA, 1995), cido lactico (BUSCH &
POLSTER, 1992), creatinina (PETERSSON, HANSEN, RUZICKA, 1988), colesterol livre
(KUBO & TORIBA, 1897), cortisona (KUBO & TORIBA, 1997), acido ascorbico (KUBO &
TORIBA, 1997 e ALWARTHAN, 1993), prometazina (ALWARTHAN, AL-TAMRAH, AKEL,
1983), cisteina (VINAS, GARCIA, GIL, 1993 e KAMIDATE, KUNIYA, WATANABE 1993),
catecolaminas (HUANG, ZHANG, ZHANG, 1998), paracetamo! (ALAPONT, ZAMORA,
CALATAYUD, 1999), 4cido 3,4-hidroxibenzéico (CUI et al, 1999), glutationa (KAMIDATE,
KUNIYA, WATANABE, 1993), acido tartarico (GAIKWAD, SILVA, PEREZ-BENDITO,
1994), acidos fendlicos (DIAZ & GARCIA, 1994), captropil (XINRONG et al, 1995), 4cido
drico (FENG, HUANG, ZHANG, 1997), acido tanico (CUI et al, 1998), dentre outros.

Além disso, a andlise de misturas de metais ou de compostos organicos através
desta reagéo, com obtencaoc de dados multidimensionais é considerada uma ferramenta
analitica versatil, precisa e sensivel (KAMIDATE, KUNIYA, WATANABE, 1993), que
merece ser mais estudada.
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Estatisticaments, pode-se verificar o crescimento atual do namero de aplicacbes
analiticas do luminol, como apresentado na figura 19. Estas informacdes foram obtidas
em pesquisa realizada na Web of Science com as seguintes palavras chaves: lurninol and
(determination or analysis).
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Figura 19. PublicacBes sobre a reacfo quimiluminescente do juminol como aplicacio analitica
desde 1945.

Com base nesta pesquisa, pode-se notar que 0s paises gue mais contribuiram
com trabalhos analiticos sobre o luminol foram Japéo, EUA, China, Espanha e Alemanha,
como ilustrado na figura 20. A maioria dos trabalhos foi publicada em inglés.
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Figura 20. Publicacbes sobre aplicacbes analiticas da reacfo guimiluminescente do luminol
divididas pelos paises de origem.

A técnica guimiluminescente ja foi aplicada a varias técnicas consagradas, como
em metodos de separacdo e em méfodos por injecdo em fluxoe. Avaliando-se as
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publicagbes destacadas pela pesquisa bibliografica realizada, verificou-se que as técnicas
que mais utilizam a quimiluminescéncia do luminol sdc os métodos por injecéo em fluxo
{(FIA e FIA com reagente imobilizado), os métodos de separacéo (CLAE, CL, CG e
Eletroforese) e 0s métodos de imunoensaios. Dos trabalhos encontrados sobre o luminol,
deve ser salientado que apenas 6% envolvem métodos cinéticos. Outras tecnicas que
podem ser destacadas s&0 ¢ monitoramento estatico da quimiluminescéncia, os
biossensores e a eletroquimiluminescéncia, como ilustrado na figura 21.
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Figura 21. AplicagBes analiticas da reagdo quimiluminescente do fuminol divididas peias {écnicas
utilizadas desde 1945. A sigla QL representa a palavra quimiluminescéncia,

Outro aspecto investigado na pesquisa bibliografica foi o tipo de matriz e o analito
estudado. Verificou-se que a maioria dos métodos encontrados aplica-se a amostras de
fluidos bioldgicos, como tecidos humarnos e de animais, além de excregbes (urina) e
sangue (piasma e soro sanguineo). Isto indica que, na maioria dos casos, 08 analitos
organicos, como glicose {(LEBEDEVA & UGAROVA, 1995), acido drico (FENG, HUANG,
ZHANG, 1997), dentre cutros, s&o os mais estudados por esta reacao.

A partir destas informagées, verificou-se que a tecnica guimiluminescente do
luminol apresenta aplicabilidade reconhecida para andlise de vérios tipos de analitos
(ambientais e biolégicos) empregando-se a2 maioria das técnicas analiticas ja
consagradas. Contudo, notou-se também a pequena guantidade de publicagdes utilizandc
os metodos cinéticos de andlise e a quase inexisténcia de pesquisadores do Brasil
trabalhando em estudos de métodos analiticos com a técnica quimiluminescente. Estes
aspectos devem justificar o presente trabalho de aplicacio cinético-analitica da reacao do

{uminol.
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CAPITULO 3:

A IMPORTANCIA DO ACIDO ASCORBICO COMO ANALITO

“We were all hearty seamen, no colds did we fear”

And We have from all sickness entirely kept clear

Thanks be to the Captain, he has proved so good

Amongst all the Islands to give us fresh food.”

(Cancéo do marujo T. Perry do navio capitania do Capitao Cook, 1780)

“Having the right molecules in the right amounts in the right piace in the human body at the
right time is @ necessary condition for good health.”

Linus Pauling {1901-1994)
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3.1. A vitamina C {Acide Ascérbico):

O acido ascérbico, também denominado acido L-ascérbico ou Vitamina C, € uma
substancia derivada dos carboidratos (DE LEENHEER, LAMBERT, DE RUYTER, 1985).
Esta presente em mecanismos essenciais para os organismos vivos, como a respiracéo
mitocondrial, 2 formacdo do coldgenc e a ativagio do sistema linfatico, dentre ouiros.
Poucos animais, como alguns primatas, porquinho da India, certos marcagos herbivoros,
certas aves da familia Passenforme e alguns peixes, além do homem, ndo apresentam a
enzima L-gulono-y-lactona oxidase em seus organismos € ndc podem sintetizar o seu
proprio acido ascorbico (MACHLIN, 1991). Por isso, devemn obté-lo através de alimentos
vegetais frescos. Sua deficiéncia, doenca chamada de “escorbuto”, provoca lesdes nos
tecidos conjuntivos {pele, gengivas, labios) pela inibicdo da produgéc de colageno,
provocando hemorragias que podem ser fatais.

O acido L-ascorbice {15) € um sdlido cristaline que se degenera pouco na
presenca de ar, porém em solucdes aquosas e em temperaturas superiores a 35° C, entra
em equilibric rapidamente com ¢ a&cido dehidroascérbico (18), transformando-se
irreversivelmente na sua forma hidratada, o acido dicetoguldnico (17):

o oH

O
oy _oH " 0
CHOH e . R HO CHOH
HO S CHOH + 24" + 28 —a HOOC
< O
0

O

17]

Figura 22. Esquema reacional da agho redutora de Acido ascorbice (15) e seus produtos
formades: dcido dehidroascorbico (16) e acido dicetuguidnico (17},

As principais fontes de vitamina C s&o frutas e legumes frescos, como laranja, o
limdo, a aceroia e o pimentdo verde, enire ouiros.

Além de ser encontrado em alimentos frescos e industrializados, o acido
ascorbico, ultimamente, tem sido utilizado na fabricagdo de remédios, cosméticos e
produtos vitaminicos. Mesmo ainda ndo tendo sido fotalmente comprovadas suas acdes
benéficas, seu consumo tomou-se popular, levando varios cientistas a debater opinides
contrarias sobre sua utilizacdo, sua aclo anti-radicalar e o possivel efeitc no
rejuvenescimento dos tecidos e érgéos. A despeito disso, seu uso € largamente difundido,
justificando o empenho de varios cientistas na pesquisa sobre o acido ascorbico (DAVIES,
AUSTIN, PARTRIDGE, 1981).
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3.2. Histérico do Acido Ascérbico:

O acido ascérbico teve papel importante no desenvolvimento da humanidade bem
antes de sua descoberia. O escorbuto, doenca caracterizada pela deficidncia desta
vitamina, esteve presente em toda grande expansio militar ¢ maritima da Antiguidade
devido 2 alimentagco pouce nutritiva e sem vegetais frescos dos soldados e marinheiros
(DAVIES, AUSTIN, PARTRIDGE, 1991). Nz idade Média, os extensos invernos europeus
tambeém fizeram suas vitimas pelo longo periodo sem consumo de alimentes frescos.
Somente no século XVII, médicos e capitdes britdnicos observaram que a alimentacéo
com frutas citricas impedia o aparecimento do escorbuto e comecaram a ulilizar o suco de
lim&o como remédio contra esta doenga (DAVIES, AUSTIN, PARTRIDGE, 1981). Ne final
do século XIX, o 4cido ascorbico foi reconhecido como uma das vitaminas, substancias
essenciais para o bom funcionamento do organismo humano, sendo chamada de fator
antiescorbuto ou Vitamina C (MACHLIN, 1881).

Em 1928, SZENT-GYORGY! isolou o 4cido ascorbico a partir das glandulas
adrenais e, com colaboragdo de SVIRBELY (SVIRBELY & SZENT-GYORGY!, 1932),
caracterizou sua formula empirica como CsHeOs. Ao mesmo tempo, KING e WAUGH
{1932) isolaram o &cide ascoérbico a partir do suco de lim&o. Em 1933, HIRST e
HAWORTH estabeleceram a estrutura do 4cido ascérbico e REICHSTEIN e
colaboradores, (REICHSTEIN, GRUSSNER, OPPENHAUER, 1933) publicaram a sintese
do acido L-ascorbico e do acido D-ascérbico. Atualmente, esta sintese fundamenta a
producéo industrial do Acido ascérbico.

Desde ent&o, varios estudos sobre o 4cido ascérbico vém sendo publicados,
porem ainda hé davidas sobre suas aces benéficas nos metabolismos de organismos
vivos.

Em quimica analitica, o acido ascérbico sempre representou interesse cientifico
~ para os pesquisadores desde sua caracterizacdo. No inicio da década de 80, houve um
grande aumento nas publicagbes envolvendo métodos de andlise de acido ascorbico,
conforme se observou em um cuidadoso levantamento bibliografico realizado na forma de
pesquisa no Web of Science®. Desde 1945, foram encontradas cerca de 553 publicagtes
sobre métodos de andlise de acido ascérbico, sendo que 66% destas envolvem métodos
termodinémicos, 26% métodos de separacio e apenas 8 % envolvem métodos cinéticos.
As principais tecnicas utilizadas foram Espectrofotometria, Potenciometria e HPLC, como

* As palavras chaves utilizadas foram: {ascorbic acid or Vitamin C) and {determination or analysis).
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iustrade na figura 23. A maioria dos métodos de determinagéo de acido ascorbico foi
aplicada em alimentos (47%). Também foram encontrados trabalhos envolvendo a andlise
de acido ascérbicc em materials bioldgicos (33%) e em medicamentos (20%).
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Figura 23. Distribuicdo das publicagdes sobre métodos de anaiise do acido ascrbico desde 1945,
de acordo com a técnica utilizada.

Os métodos para determinagao de acido ascorbico mais usados em rotina s&o os
metodos volumétricos. Destes destacam-se titulagdo com 2, 6-diclorofenclindofenol, DCFI,
um dos métodos oficiais da ACAC* (1995), titulacio iodométrica (BACCAN et ai, 1979 e
ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000), titulaggo com iodato (iodimetria, método aconselhado
pelo INSTITUTO ADOLF LUTZ e ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000}, fitulagdo com
tetraclorobenzoquinona {(ARYA, MAMAJAN, JAIN, 2000), titulacdo com cloramina -7
(ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000) e titulagdo com N-bromosuccinamida (ARYA, MAHAJAN,
JAIN, 2000), dentre outras. Estes métodos apresentam um facil procedimento e baixo
custo. Porém, sdo aplicaveis para concentracdes maiores gue 5x10° moi L™ (0,9 mg mL™)
e quantidade consideravel de amostra.

Em casos de amostras com concentragdes baixas de acido ascorbico e analises
de rotina com um grande numero de amostras, os métodos instrumentais s&o uma
alternativa bastante utilizada. Destacam-se os métodos fluorimétricos, os métodos de
separacdo, principalmente CLAE, os métodos elefroquimicos, os métodos

espectrofotomeétricos e os métodos por injecdo em fluxo .

* American Organization of Analytical Chemists.

Introducdo — A importéncia do Acido Ascérbico como analitc



E.C. Fermeira Diszertacio de Mesirado 42

Varios métodos fluorimétricos s3o descritos na literatura (ARYA, MAHAJAN, JAIN,
2000) para a determinac¢&o de acido ascérbico. O método de analise mais utilizado & a
determinac2o fluorimétrica do &cidoe ascorbico e Acido dehidroascorbico recomendado
pela ADAC (1995). Esta técnica & muito especifica e baseia-se na reacdo da o-
fenilenediamina com os grupos hidroxil cis do 4dcido ascérbico e do Zcido
dehidroascorbico para formar um derivado da quinoxalina fluorescente, que iambém é o
principio de outros métodos flucrimétricos (ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000).

A cromatografia liquida de alia eficiéncia, com detectores de UV ou eletroquimicos,
&, no momento, a técnica mais usada para analise de acido ascorbico em alimentos e em
rmatrizes bioldgicas, como plasma sanguineo {ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000). Esta
técnica € mais rapida e sensivel que a maioria dos métodos volumétricos e fluorimétricos
citados anteriormente, porém apresenta um custo mais alto.

Métodos elefroquimicos s30 mais numerosos gue os métodos cromatograficos e
apresentam um cusioc menor e uma boa sensibilidade. Como, em geral, envolvem
procedimento simples, proporcionam uma alternativa atraente para controle de acido
ascorbico em alimentos dietéticos (ESTEVE et al, 1995). Alguns dos métodos
eletroquimicos utilizam detectores bastante sensiveis e especificos, como eletrodos de
microdisco (FARRIGTON, JAGOTA, SLATER, 1994 e ARYA, MAHAJAN, JAIN, 20003,
elétrodos tubulares (FERNANDES et al, 2000 e ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000) e
biossensores (KULYS & D'COSTA, 1991, FATIBELLO & VIEIRA, 2000 e ARYA,
MAHAJAN, JAIN, 2000).

Os métodos espectrofotométricos para determinacao de acido ascorbico sdo, sem
duvida, os mais numerosos em publicagbes. Geralmente, envoivem reacdes de oxi-
reducac do acido ascorbico com complexos metélicos ou compostos organicos. Somente
uma pequena parcela dos métodos com medidas espectrofotométricas é representada
por metodos cinéticos de andlise. Nesses métodos cinéticos, geralmente, o efeito redutor
do &cido ascdrbico 'é”aptié'adio para decompos;géo '{.:atéf.i?tiéa de algum reagente coiorido.
Assim, baixos limites de deteccdc sdo atingidos e os métodos sao adequados para
dosagem de acido ascorbico em sangue, chds e urina (ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000).
Porém, para amostras coloridas, os métodos se tornam ineficientes, pois pode sofrer
interferéncia pela cor da amostra. E, no caso de formacao de complexos, ha aumento de
tempo de andlise por pré-tratamento da amostra (ARYA, MAHAJAN, JAIN, 2000).

Os métodos por injegéio em fiuxo também sdo bastante representativos. Segundo
YEBRA-BIURRUN (2000), a maioria destes métodos é baseada na deteccao
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espectrofotomeétrica, 39,4 %, e na eletroquimica, 38,3%, seguidos pela deteccéo
quimiluminescente, 15,8%, e fluorimétrica, 6,4%.

Alualmente, métodos guimiluminescentes estao sendo largamente apilicados para
z analise de gcido ascorbico pele seu efeito modificador na quimiluminescéncia (ARYA,
MAHAJAN, JAIN, 2000). Este efeitc € bastante sensivel, porém & pouco seletive e,
portante, problemas de interferéncia s80 notados (ARYA, MAMAJAN, JAIN, 2000).
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CAPITULO 4:
OBJETIVOS
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4. 1. Objetivos:

Este trabalhe foi executado visando desenvolver as seguintes propostas:

otimizar as conceniragbes dos reagentes para monitorar a quimiluminescéncia;

avaliar os desempenhos dos sistemas de medidas da luminascéncia ulilizados;

verificar os efeitos modificadores de ions de cétions metdlicos (Cu(ll) e Ni(lh))
na reacaoc guimiluminescents;

verificar os efeitos modificadores de agentes redutores {acido ascérbice e
4cido Urico) na reagéo do luminol;

avaliar a aplicabilidade analitica da reacdo quimiluminescente visando a
determinacéo destes modificadores;

otimizar as condi¢bes de monitoramento da reagdo quimiluminescente visando
a aplicabilidade analitica dos efeitos modificadores;

desenvolver um metodo cinético com a técnica guimiluminescente para a
determinacao de agentes redutores;

aplicar ¢ metodo desenvolvidc na dosagem de acido ascorbico em
medicamentos.
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PARTE EXPERIMENTAL

“N&o ha saber superior ou inferior, mas um s6, que brota da experimeniacdo.”
Leonardo da Vinci (1452-1519)
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CAPITULO 5:
REAGENTES E EQUIPAMENTOS
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5.1. Listagem dos Reagentes e Equipamentos:

- Agua Deionizada por deionizador de resina de troca.idnica Milli Q Plus, Millipore;
- Acido Ascorbico P.A., Merck e Vertex;

- Acide Urico P.A., Vertex;

- Amostras de Medicamentos contendo Acide Ascérbico: (1) Cewin® comprimidos; (2)
Cewin® efervescente; e {3) Cebion® efervescente;

- CuS0, . BH0 P.A,, Lafan Quimica Fina Lida;

- 2 8-Diclorofenclindofenc!, Veriex;

- Dimetilsuiféxido P.A., Vertex;

- Etanol Recuperado, Planta Piloto do 1Q-UNICAMP;

- HoCo0a H O PLAL, Veriex;

- Luminol (5-amino-2,3-di-hidroftolazina-1,4-dicna) P.A., Sigma-Aldrich;

- Na,CO; P.A., Nuclear,;

- NaHCO; P.A., Cromatos Produtos Quimicos;

- NaQH P.A., Veriex;

- {NH4).CO; P.A., Vertex;

- Solugéo de H0; 31%, Merck;

- Balanc¢a Analitica AE 200, Mettier;

- Banho Termostatizader ESBR-11 Tempette TESD, Techne;

- Celas de Acrilico de 1,0 cm de caminho 6tico, Fish Co.;

- Espectrofotémetro Ultrospec 2000, Pharmacia Biotec;

- Fotomultiplicadora 6256 S, EMI;

- Microcomputador Intel Pentium 100MHz com 32 MB de RAM,;

- Monocromador UV-visivel 2871, Jarrel-Ash;
- Motor de passo Astrosyn, Minibeta & Co. Lid ;

- pHmetro digital pH300, Analyser, com eletrodo de vidro combinado;
- Pipetador Autoratico de 1,00-5,00 mL, Labsystems;

- Placa de interface analbgica digital PCL-711 S, PC-Muitilab;

- Sistema de Injecao Simulténea (ROSS! & FERREIRA, 1997).
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5.2. Descrigdo das Solucbes Utilizadas:

Todas solugbes foram preparadas com os materiais descritos no item 5.1. As
massas dos solidos foram medidas em balanca analitica. Nos casos necessarios, as
soluches foram padronizadas segundo procedimentos recomendados {BACCAN et al,
1879 e JEFFERY et al, 19982). As soluces de luminol, HyO., acido ascéorbico, dcido rico
& cortisona foram preparadas em frascos ambar para evitar decomposicdo pela aco da
luz. Todas as solucbes eram renovadas diariamente devido & baixa estabilidade das
solughes.

5.2.1. Solugdes de Luminol:

As solugdes de luminol (5,7x10™ a 1,0x10? mot L") foram preparadas pela
dissoluc@o de massa adequada deste sélido em tampdo (pH = 9,6 ~ 10.8) e pela adicdo
de volume adequado de solucio estoque de CuSO, (3,5x107° mol L) e / ou de solucdio
estoque de NiCh (8,3x10° mot L.

O tampéo carbonato foi preparado pela dissolugdo de 0.4 g de Na,CO,, 1.2 g de
NaHCO; e 0,025 g de (NH,).CCO; em 100,0 mL de dgua deionizada ({CO5*] = 0,2 mol L),
O tampao borato (KCI / HsBO; - NaOH) foi preparado segundo procedimentc de
ASSUMPCAQ & MORITA (1 968). As solucbes estogue de Cu(ll) e Ni(ll) foram preparadas
pela dissolug&o de massa adequada em agua deionizada,

Os valores de pH das solugdes de luminol foram verificados em pHmetro com
eletrodo de vidro combinado.

5.2.2. Solugdes de H,O.:

As solugbes de H.O, (0,089 e 8,9x10° mol L") foram preparadas a partir das
diluicées adequadas da solucdo estoque de H.O; (0,89 mol L"), que foi obtida pela
diluiggo de 5,00 ml. de solugdo de H:0s (31%, Merck) em 1000 mL de ‘agua deionizada.

5.2.3. Solugdes de Acido Ascorbico:

As solugbes de acido ascérbico (5,0x10° a 7,0x10* mol L™ foram preparadas por
diluicbes adequadas das solugbes estoques (1,0x10° e 1,010 mol L) de acido
ascorbico e pela adice de volume adequado de solugio estoque de H,0, (0,89 mol L)
em agua deionizada. A soiugdo estoque de acido ascorbice foi preparada pela dissolugdo
da massa adequada do sélido em agua deionizada.
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As solugbes de trabalho para a andlise foram diluidas em tampé&o carbonato com
adicdc de padréo de acido ascorbico.

As soiucdes das amostras foram preparadas a partir da maceragéo de cerca de
1,5 g de amostras {amostra 1: 2 ¢p; amostra 2: 1 ¢p, @ amostra 3: 1 cp) e dissolugdo de
massa adequada em tampdo carbonato para preparacéo de solugdo estogue com
concentracio de 4cido ascérbico com cerca de 1,0x10° mol L. A solugéo de trabaiho
contendo as amostras foi preparada seguindo o procedimento realizado para os padrbes.

5.2.4. Solucdes de Acido Urice:

As solucBes de acido drico (5,0x10® a 7,0x107* mol L") foram preparadas pela
diluicdo adequada da soluclo estoque {1,0x10°° mol L™ de &cido urico e pela adigcdo de
volume adeguado de solugdo estoque de H,O» (0,89 mol L), A solugio estoque de acido
{rico foi preparada peia dissolugéo do sdlido em 5,00 mL de solugéo de NaOH 0,1 mal L
compietando o volume de 100,0 mL com agua deionizada.

5.2.5. Solugdo de 2 6-Diclorofenolindofenol:

A solucdo de 2 6-diclorofenolindofenol, DCFY, {4,0x10° mot L™) foi preparada pela
dissolugéo de cerca de 2,0 g de 2 6-diclorofenolindofenol em 1,000 L de agua deionizada.
A solucéo foi filtrada e padronizada pela titulagdo com cerca de 50 mg de acido ascorbice
P.A. em 50,0 mL de solucac de acido oxalico, H,C.04, 1%, m/ V. O aparecimento da cor
rosa-claro por mais de 30 s caracterizou o final da titulagdo ou ponto de viragem (AQAC,
1995).

A solugéo de H,C,O; 1 % foi preparada pela diluicio da massa adequada de
H.C20,.H:O em 500,0 mL de agua destilada.
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CAPITULO 6:
PROCEDIMENTOS
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8.1. Monitoramento com Especirofotémetro: Sistema 1.

6.1.1. Descricac do Sistema 1:

O Sistema 1 & ilustrado na figura 24. Este sistema & constituido de um
especirofotdmetro comercial, 1A, utilizado como sistema de detecclio & cujas fontes de
radiacdo (ldmpadas de W e D, foram blogueadas. O suporte de ceia do
espectrofotdmetro, 1B, e as solugbes foram termostatizadas com um  banho
termostatizador em 25,0£0,1 °C. A mistura e a adicdo dos reagentes foram realizados por
um sistema de injecdo simultdnea, 1C, (ROSSI & FERREIRA, 1887). O sistema de
injecdo simultanea foi utifizado para iniciar a reacéo pela adigio da solugéo de H,O. por
uma das seringas, sendo a oulra mantida inoperante. A mistura reacional era mantida em
cela aberta de acrilico com caminho &tico de 1.0 cm para moniiocramento da
luminescéncia.

Figura 24. Esqguema do Sistema 1. (A) Sistema de injegdo. (B) Especirofotdmetro e {C) Cela da
reagdo.

8.1.2. Procedimento;

Para a realizagdo das medidas, eram adicionados 2,00 mL de solucéc de luminol
na cela de acrilico colocada no espectrofotdmetro, o qual era fechado e, pelas entradas
do tubos para termostatizagdo do suporte de cela, era introduzido um tubo de polietilenc
do sistema de injeg@o com a solugdo de H:O,. Antes da adicdo de H,0O., iniciava-se o
registro dos dados, com intervaio de 1s entre cada medida durante periodos de até 3 min,
dependendo da duragdo da luminescéncia, o gue variava de acorde com as

concentracfes dos reagentes. Como a luminescéncia era medida dirstamente no detector

%.5 55 § %2 aggv ?‘ﬁ gg Parte Ex;;e;imenfai—'i?mcedfmenfos
BIBLIOTECA CENTRAL

g B

TEFRL f1 A g opeym g



EC Ferreira Dissertacdo de Mestrado 82

do instrumente, N30 havia selecdo de A da emissdo. Os experimentos foram realizados

peioc menos em triplicatas. A figura 25 apresenta um sinal tipico obtide pelo Sistema 1.
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Figura 25. Perfil de emisséc monstoraés peio Sistema 1 da reacéo do luminol (2,3x10° mol 17 }em
presenca de Cu{lhy (1, 8x10™ mol L } g em meic alcaling {(pH=104) com O, {004 mol U }
T=25,0+0,1°C.

8.2. Monitoramento com Fotomultiplicadora: Sistema 2.

Em colaboragdo com o Prof. Dr. Jarbas J. R. Rowhedder, fol realizada a
montagem do sistema descritc na sequéncia com aiguns dispositivos cedidos sob
empréstimo pelo Prof. Dr. Francisco B. T. Pessine

8.2.1. Descricao do Sistema 2

O Sistema 2 ¢ apresentado na figura 268. Este sistema & constituido de uma
fotomuitiplicadora, 2A, conectada com um monocromador UV-visivel, 2B, cuja selegdo de
comprimento de onda € realizado por um motor de passo, 2C. Tanto o sinal gerado na
fotomuitiplicadora como ¢ moter de passo do monocromador s&o controlados por uma
placa de interface analdgica digital acoplada a um microcomputador, 2D. A caixa
coniroladora 2E apresentia um circuito para a conversdo do sinal da fotomultiplicadora,
uma fonte simétrica de 12 V, utilizada para alimentar ¢ circuito conversor, & um circuito
controlador do motor de passc. Além disso, o Sistema 2 apresenta também duas fontes
variaveis de alimentagao para motor de passo de 0-24 V, 2F, e da fotomultiplicadora de 0-
3000 V, 2G. O sistema apresenta um suporte de cela termostatizado, 2H, manufaturado
nas oficinas mecanicas do Instituto de Quimica da UNICAMP. A termostatizacdo &
realizada com circulac&o de agua de banho termostatizador, 21.
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Figura 26. Esquema do Sistema 20 (24) fotomuliiplicadora, (2B) monccromador, (2C) motor de
passo, {2D) microcomputador, (2ZE; conversor correnie/petencial, mulliplicador de sinal e confrole
do motor de passo, (2F} & (2G} fontes de alimentacio do moior de passo e folomuitiplicadora, (2H)
suporte da cela da reagdo e (21) banho termostatizador.

Os circuitos confeccionados para a montagem do Sistema 2 estdo apresentados

nas figuras 27 a2 28,

+ 12V
Foto-muliiplicadora 2
: T e 7
17 4 A/D
[F386 7
12v
1K

Figura 27. Diagrama esquematico do circuito conversor corrente/potencial. © amplificador
operacional utilizado foi um LF356. Os nimeros 2 a 7 correspondem & pinagem do amplificador
operacional.

Q circuito conversor & constituide de um amplificador operacional (LF3586) ligado
em conjuntc a resistores e um capacitor cerdmico, alimentade por uma fonte de 12 V

simétrica, esquematizada na figura 28.
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Figura 28. Diagrama do circuito da fonle simétrica de 12 V (ransistores utilizados MIC RC208,
78128 7912).

G controle do motor de passo era realizado por circuitc com 4 transistores tipo
chave, conforme ilustra © diagrama na figura 29 acopiado a inferface A/D e ao motor de

passo.
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Figura 23. Diagrarmna do circuito com fungdo de controlar o passo do motor {ransistorss utilizados
338 TIP127).
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Como a radiagdo emitida passa por um monocromador, o sistema 2 possibilita ¢
monitoramento em uma faixa mais estreita de comprimento de onda, £ 1 nm. Além disso,
a fotomultiplicadora tornou este sistema mais sensivel e com maior velocidade de
resposta, cerca de 8 ms de intervaie enire cada ponto.

O programa utilizado para aguisicio dos dados experimentais & uma adaptacio de
ouiro programa desenvolvido pelo Prof. Dr. Jarbas J. R. Rowhedder. A apresentacao
visual do programa aoc usuario esta ilustrada na figura 30. Ha comandos de controle do
monocromador, 34, comandos de medidas de espectros de emiss&o & luminescéncia em
funcao do tempo, 3B, comandos da érea gréfica, 3C, menu, 3D, e a area de plotagem,
3E.

File pﬁdms ]

Figura 30. liustragdo do programa adaptado para o Sistema 2: (3A) comandos do menocromador,
(38) comandos de medidas e leituras, (3C) comandos graficos, (3D) menu & (3E) area de
plotagem.

O Sistema 2 possibilita monitoramentos de espectros de emiss&o utilizando ©s
comandos spectrum, no quadro measurements, 3B, com opgles de ajuste de
comprimento de onda inicial e final, resolugie e velocidade de varredura. Foram obtidos
espectros de emissdo de ldmpadas de Hg e W, ilustrados na figuras 31 e 32, com o intuito

de avaliar os desempenhos do monocromador e da fotomultiplicadora.
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Figura 31. Espectro de emiss&o de urna ldmpada de Hg monitorado peio Sistema 2. Resolucio de
0.2 nm. 4k = 400 a 800 nm. Ganho 1X. Vi = 800 V.
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Figura 32. Espectro de emissdo de uma l&mpada de W monitorado pelo Sisterna 2. Resolucio de
3 nm. A2 = 400 a2 8060 nm. Ganho 5X Vi, = 800 V.

A principal utilizagdo do Sistema 2 foi para as medidas de quimiluminescéncia da
reacaoc do luminol, Para isso, os comandos Luminescence, A e restart, lado direito de 38,
controlavam © monitoramento cinético, a troca de comprimento de onda de
monitoramentc & retormnao ao comprimento de onda inicial, respectivamente. Abaixo destes
comandos, as opgdes de monitoramento podiam ser escolhidas, como, por exempio, o
numerc de pontos obtidos (fime), o numero de leituras de cada ponto {average) e ©
comprimento de onda de monitoramento (wavelengfih).
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8.2.2. Procedimenio;

O menitoramento da quimiluminescéncia com Sistema 2 foi analoge ao do
Sistema 1. Obviaments, alguns aspeclos controlados neste sistema, como comprimento
de onda de menitoramento, sensibilidade e a velocidade de resposta, possibilitararmn um
desempenho diferente ao do Sistema 1. A maior sensibilidade e a maior velocidade de
resposta da fotomultiplicadora contribuem para baixar os limites de deteccdo domélodo e
registrar maior nimero de pontos num dado intervalo de tempo.

A figura 33 apresenia um perfil cinélice e o ruido do sinal tipicos obtidos pelo

monitoramento da quimiuminescéncia pelo Sistema 2.

104

0,8 -~
—a—+*%

—

3.6

0.4 <

Intensidade Relativa

0,2 -

0.0

]
i

0 5 10 15 20
tempe (5)

Figura 33. Perfil de emisséo monitorade pelo Sistema 2 da reacio do luminol (2,3x10° moi L) em
presenca de Cullh {Laxw"ﬁ’ moi L'?} 2 em meio aicalino {pH=10,3) com HoO» (0,04 mol L7
utiiizando o Sistema 2 (V=800 V, 2=420nm; ganho 1X; T=25.0 + §,1°C): {1) sinal analifico e (Z)
ruido.

Com os Sistemas 1 e 2, iniciou-se a avaliacdo dos efeitos das espécies presenies
modificadoras de velocidade da reacdo guimiluminescente do luminol. A partir dos dados
obtidos, realizou-se © desenvolvimenio de um método cinético-analitice visando a
dosagem destes agentses redutores.

8.3. Avaiiagdo do Efeitc Modificador de Metais de Transicdo e Agentes Redutores:

Para verificar o efeitc modificador dos metais de transicio, escolheram-se dois
jons de metais de transicdo para o estudo: Cu(ll) e Ni!l). Foram preparadas solugfes de
trabalho de luminol (7,3x10% mol L7, pH = 9,8, em tampao carbonato) contendo diferentes
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concentragbes de Culll) e NI}, como ilusira a tabela 2. Os monitoramenios foram

realizades com ¢ Sistema 1.

Tabela 2. Solughes de trabaiho de lumine! contendo diferenies concentraces de Culi) e NIl

Beoeluglo [Cu(ill] /10" mol L™ NI} /18" moi L
A - 83
g 8.0 -
c 7.3 0,73
o 7,3 -

Para verificar o efeito modificador de agentes redutores, escolheu-se o acido
ascorbico, AA, como especie de estudo. Foram preparadas solucbes de trabathe de H: 0

contendo acido ascorbice como se descreve na tabeia 2

Tabela 2. Solugdes de trabalho de M0, contendo diferemtes concentracles de acido ascarbico.

Solugic [H,05] /mel L7 [AA]/ 10" mol L
1 0,089 -
2 0,134 -
3 0,088 0,81
4 0,089 8,1
5 0,134 0,81
6 0,134 8,1

£.4. Otimizagéo de Monitoramento da Reacdo com Sistema 1:

Foi realizado um planejamento univariade para ctimizar as concentracbes de
lumino!, Hx0s, Cu(ll) @ COs* para o monitoramento da quimiluminescéncia. As faixas de
concentracbes foram escolhidas de acordo com as concentracdes j& utilizadas. As
condicbes de temperatura, de mistura e adicde de reagentes e o valor de pH foram
‘mantidos constantes. Os dados foram avaliados levando em conta a intensidade de
emissdo maxima, imax, @ duracdo da luminescéncia, D, e a velocidade da reacéo,
calculada pelo valor da tangente em um intervalo fixo de tempo.

Foram realizados monitoramentos da reacdc guimiluminaescente em diferentes
concentracées dos reagentes para ofimizar as condigbes de monitoramento. A tabela 4

apresenta as concentragbes dos reagentes na otimizacéo de cada espécie estudada:
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Tabela 4. Condigbes e concentragbes dos reagentes na otimizacdo dos monitoramentos da reagao
guirmniluminescente ulilizande o Sistema 1. T=25,0x0,1°C.

Espécie Qutros Reaqentes
Faixa de Concentracéo mol L
Estudada mot L H20y] LN [Cuflh)] [COs™
Hz (2 8,9x107 2 8,9x10° - 2,3x107 183197 0.2
lurninol 100107 2 1.0x107 442107 - 1,810 0.2
Cufliy 7.0¢107 8 7,00107 4.4x10™ 2,3x107 - 8.2
COz" 5,0x10% a 11 4410 2310 1.8x107 -

+1L.N] representa a concentracio de luminol em mol L.

As condicdes otimizadas dos reagentes para ¢ Sistema 1 estavam entre 4,4x10% a
8,0x102 mol L, entre 2,0x10° a 4,0x10° mol L™, entre 1,0x10™* a 2,0x10™ moi L' e entre

0,2 a 0,4 mol L para H,0,, luminol, Cu(ll) e COs*, respectivamente.

5.5. Otimizag8o do Monitoramento da Reaco com Sistema 2

Fol realizado o plangjamento analogo ao Sistema 1 ulilizando-se 0s mesmoes
parametros de avaliaglo: Inax, D e velocidade da reacéc.

Iniciaimente, foram realizados monitoramenios em diferentes comprimentos de

onda de emissao, L., © com diferentes poténeias aplicadas na folomultiplicadora, Vi,

O estudo sobre a variacdo de A., cujos resultados sdo iHlusirados na figura 34,

indicou que em 420 nm eram regisiradas as intensidades maximas. Porfanio, esse

comprimento de onda passou a ser utilizado nas medidas.

5] 560

“ 480
e

Imensidade de Emisséo (mV)

Figura 34. Perfis de emissdo em funcde do tempo e do comprimento de onda monitorado (&) da
reacdo quimiluminescente do fuminol (2,3x10° mol L7, ICu(in] = 1.8x10™ mol L)) com H,0,
(2,2x1{3'3 mol L‘f) em meic alcaling {pH = 10,5; {0032' =0,2 mol L', T=25,0+ 0,1°C) reslizads pelo
sistemna montado {Ganho 1X; Vi, = 800 V).
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C estudo do efeilo da variac8o de Vi, na luminescéncia mostrou gue o aumentc
no potencial aumenta a sensibilidade da fotomultiplicadora, cu seja, aumenta o sinal de
intensidade registrade, conforme ilusira figura 35. Para que a intensidade de emissdo
foste adequada para as medidas nas conceniracdes estudadas, a Vi escolhida fol de
800 V.

5500
5006 -
4500 -
4000
3500
3000
2500
2000 -
1500 -
1000 -

500 -

Inensidade de Emisso (mV)

0~

tempo (8}

Figura 35. Perfis cinéticos de emissfo da reagio quimiluminescente do lumino! (2,3x107°mol L™,
[Cu(] = 1.8x107 mol L) com M0, (2,2x107 moi L) em tampdo carbonato ([COs°] = 0,2 moi L™,
pH=10,5) monitorados pelo sistema 2 variando a voltagem aplicada na fotomuitiplicadora: (1) 500
Vo (2) 800V (3) 700 V: {4) 800 V. T = 25,0+0,1 °C. :

A partir do estabelecimento das condigBes instrumentais, foram realizados
monitoramentos da reac&c quimiluminescente em diferentes concentracdes dos
reagenies: H;Op, luminol, Cu(ll} e Carbonatos, para otimizar suas condigbes de
monitoramento. A tabela 5 apresenta as concentracBes dos reagentes na ofimizacdo de
cada especie estudada:

Tabela 5. Condi¢Oes € concentragbes dos reagentes na otimizac8o dos monitoramentos da reacdo

quimiluminescente utilizando o Sistema 2. T = 25,0 £ 0,1 °C; Vi = 800 V; Ganho: 1X. 1, = 420 nm.

Espécie Cuiros Reagentes
Faixa de Concentracio mol L7
Estudada moi L [H204] [LN}* FCuih] [COa"]
HaCy 8.8%107 2 8,310 - 2,3y 18107 0.2
iuminol 1,0¢107 a2 1,010 4 A1 - 1.8x107 0,2
Cufll} 70107 & 7,010 4 At 2.3x107 - 0.2
ols % 8.0¢x10% a 1.1 44310 Z.3x107 1,8x107 -

*[LN] representa a concentracio de lJuminol em mol L.
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As condicdes otimizadas dos reagentes para o Sistema 2 estavam entre 4,4x107% a
8,9x10% mol L, 2,0 x10° a 4,0x107 mot L™, 1,0x10™ 2 2,0x10° moi L e 0,2 a 0,4 mol 1.
para H20p, luminol, Cu(ll) e CO.*, respectivamente.

8.6. Potencialidade Analitica do Efeito Modificador de Acido Urico:

Foram realizados monitoramentos da reagdc guimiluminescente variando a
concentraggo de &cido drico enire 5,0x10° a 8,0x10™ mol L. As solugdes de trabaiho
foram termostatizadas. Os monitioramentos foram realizados de acordo com os
procedimentos descritos para cada sistema de detecgdo. As concentracdes dos reagentes
ytilizadas foram aguelas estabelecidas na ofimizacdo das condi¢des para os dois
sistemas, descritas nos itens 52,4 5.2.5.

Os pardmetros cineticos foram calculados pelos métodos do tempo fixc e das
fangentes em diversos intervalos de tempo. Além disso, os perfis de emisséo foram
normalizados pela intensidade méxima registrada, Imax, para cada monitoramento. Os

noves parametros cinéticos foram calculados pelos mesmos métodos matematicos.

6.7. Potencialidade Analitica do Efeito Modificador de Acido Ascérbico:

Foram realizados monitoramentos da reagdo quimiluminescente variando a
concentracdo de &cido ascérbico entre 5,0x10° a 6,0x10™ mol L', Os monitoramentos
foram realizados de acordo com os procedimentos descritos para cada sistema de
detecgdo. As concentracbes dos reagentes utilizadas foram aquelas estabelecidas na
otimizagao das condicbes para os dois sistemas, descritas nos itens 524 e 5.2.5.

Analogamente & anélise de acide Urico, os parametros cinéticos para a andlise de
acido ascérbico foram calculados pelos métodos do tempo fixe e das tangentes em
diversos intervalos de tempo. Além disso, os perfis de emissédo foram normalizados pela
intensidade méaxima registrada, lnha, para cada monitoramento. Os novos parametros
cinéticos foram calculados pelos mesmos métodos matematicos.

6.8. Determinagdo de Acido Ascérbico em Medicamentos:

O método cinético desenvolvido foi testado para a dosagem de acido ascorbico em
medicamentos: um comprirmido ndo efervescente e dois tabletes efervescentes.

Foram dissolvidas massas adequadas das amosiras em tampéo carbonato,
pH = 10,5, e diluidas em concentracdo propicia para a anélise de acorde com o valor
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nominal da amostra para ser monitorada na concentracdo de 2x107 mol L™ (4x10?
mg mL™). As solugdes de trabalho foram preparadas de acordo com as solugdes de
trabalho dos padrdes, item 5.2.3. As medidas foram realizadas com ¢ Sistema 2. A forma
de adicdo e mistura dos reagenies e a temperstura do sistema foram mantidas
constantes.

Tendc em vista os resultados obtidos pela andlise direta das amostras, foram
realizados sxperimentos segundo o método de adicio de padrio. As solucdes de trabalho
das amostras, foram adicionadas guantidades conhecidas de solugao estoque de Acido
ascdrbico, 1,0x10° mol L. As concentragbes dos padrdes adicionados foram, em mol L™
(1) 0; (2) 1,010 (3) 2,0x107; (4) 4,0x10™ e (5) 5,0x10* Paralelamente, realizaram-se
as anélises dos padrdes sem a adigio da amostra, para verificacdo dos coeficientes
lineares das curvas de calibrag8o. A construgio das curvas de calibragdo dos padrées é
necessaria, pois a grande maioria das curvas ndo apresenta coeficiente linear igual a
zero.

Os resultados obtidos na dosagem de acido ascérbico em medicamentos pelo
metodo proposto foram comparadeos com os do método volumétrico oficial da AQAC
(1995). Este método consistia na titulagéo com 2,6-diclorofenolindofenci de cor azul (meio
neutro) de aliquotas com cerca de 50 mg de 4cido ascorbico em 50,0 mL de solucdo 1%
de H,C04. O titulante age come indicador, uma vez que seu excesso em meio acido tem
cor rosa claro. A permanéncia de cerca de 15 s da coloragéo résea indica o ponto de

viragem.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

“Se ndc ha nenhuma informagao em contrario, parta da suposigéo mais simples e leve
adiante as consequéncias.”
John Daiton (1766-1844)
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CAPITULO 7:
AVALIACAO DO EFEITO MODIFICADOR DE METAIS DE
TRANSICAQ, DO pH E DE AGENTES REDUTORES

“Nenhuma investigacdo humana pode ser considerada verdadeira ciéncia se nao passar
pela demonstragdo matematica.”
Leonardo da Vinci (1452-1519)

“E um errc capital teorizar antes de ter os dados, comeca-se a distorcer os fatos para
adapta-los as teorias, em vez de fazer com que se adaptem aos fatos.”
Sheriock Holmes (no livro, A Scandal in Bohemia de Conan Doyle, 1891)

Resuftades & Discussdo ~ Avalfagéo do Efedto Modificador de
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7.1. Interpretacdo do Mecanismo da Reacdo Quimiluminescente:

A reagdo do luminol com H,O, em meio alcalino e catalisada por metais de
transicdo nao tem seu mecanismo totalmente elucidado. Alguns intermediarios ja foram
determinados e foram apreseniados no Capitulo 2. Entre as varias possibilidades de
mecanismo propoestas, foi escoihido ¢ mecanismo segundo ALBERTIN e coiaboradores
(ALBERTIN et al, 1998), ilustrado na figura 38, para desenvolver ¢ estudo analitico:

NH, © N

N ]
b, + 20H" + 28" e il + 2™ 2n0 (1

Y.

HyO» + OH- (L)
N, O | ¥ NH; O
e
N g o) 0®
it 2O—0OH — 111}
N 0 o) (H1)
o by &
v 2 1
NH; O NH, O 5
T Ny
¥+ %0 on o . (Iv)
09

=

Figura 36. Esquema proposto por ALBERTIN et al {1998) para o mecanismo da reacdo
luminescente do luminol com H,O. em meio alcalino & em presenca de um metal de transicdo
como catalisador.
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Para facilitar a discuss&o, a proposta foi dividida em 4 etapas:

{I} a formagdo do primeiro intermedisrio (diazoquinona, (8)) pela acéo do
catalisador (fon de metal de transicio) no luminot (2);

{H) a formacéo do anion do H.0, (9) pela acdo da hidroxila;

{ill} a reacdo do anion de H;O, (9) com a diazoquinona (8) formande o endo-
peroxide (10}, que produz a quimiluminescéncia passando pelo intermediario (11) ou
passando diretamente para ¢ produtoc final, 3-aminofiaiato {12}, sem produzir a
quimiluminescéncia.

{IV) a reagdo do anion de H,0, com a diazoquinona formando o endo-peréxido
(10), que ndo produz a quimiluminescéncia e gera diretamente ¢ produto final, 3-
aminoftalate (12).

As etapas (I} e (i) mostram dois equilibrios que provaveimente s&c as etapas mais
importantes do ponto de vista analitico, além da etapa de luminescéncia, etapa {ill). Estas
etapas determinam as concentracbes das espécies que formam o intermedidrio
responsavel pela luminescéncia na etapa (lll} e sero responsaveis peia duracéc e
intensidade de emissdo. Isto torna possivel a utilizagdo deste sistema em aplicagéo
analitica para determinar, além dos reagentes diretamente envolvidos, quaiquer espécie
que altere estes dois equilibrios, modificando a cinética da reacso.

As etapas (1l}) e {IV) mostram as duas alternativas possiveis para o final da reacéo
em meio aquoso. a produgdo de luminescéncia peio intermediario eletronicamente
excitado e a formacdo do produto fina! sem a producdc de luminescéncia,
respectivamente.

Evidentemente, existem outros fatores que influenciam o caminhe mais favoravel
da reac8o, como pH, temperatura, composicao do solvente, fipo de ion metélico usado
como catalisador e outras caracteristicas do sistema. Entretanto, estes fatores podem ser
mantidos constantes, néo influenciando nos resuitados.

Matematicamente, pode-se relacionar as espécies envolvidas, supondo as etapas
Hustradas na figura 36. Na etapa (}), existe um equilibrio que pode ser representado peia

seguinte expresséo:

__ [DOyAM, T
' [LNIM,PIOH P

(21
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onde [DQ] representa a concentragdo de diazoguinona (8), [Mg] 2 concentragio de
espécie reduzida do metal, [LN] a concentracdo de luminol e [Mg] 2 concentracdo da
espécie oxidada do metal.

Como néo ocorre consumo de catalisador, Me, pode-se considerar a razdo entre
as concentracdes das formas oxidada e reduzida do cation como um valor constante M.
Substituindo M = Mg / Mo na equacéo 21, chega-se a

DO}

U MPILNYOH P @2)

Rearranjando:
[DQ1=M*K [LNTIOH T (23)

Na etapa (li}, também existe um equilibrio e que pode ser expresso por:

__[HOO] v
* T [HO 1iH,0,] “

Rearranjando:
[HOO )= K,[0H" }[H,0,] (25)

Associando a velocidade de decaimento da espécie excitada, E* (11), com a
duracdc da luminescéncia (- dL / dt), pode-se propor ¢ desenvolvimentc matematico

dl _ d[E*]

dt dt

= k[ E*] (26)

A formacéo da espécie excitada (11) pode ser relacionada com as concentragbes
do anion de H,0; e da diazoquinona (8), supondo que a conversao do endo-peroxido (10)
a 3-aminoftalato seja muito mais rapida que a formacio de 10, Desta forma, tem-se:
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_ diE*]
.

S

= k[ DOWHOO™] @27

Substituindo as equacgfes 23 e 25 na equagac 27, tem-se:
S= k’K}'KzMQ{HzGQHLN]{OH- ¥ (28)

Sendo

k = kK, K, M?* (29)

aparente

A equacio 28 se resume em:
S = %aparmre{H 202 H‘Z’N } [OH ) }3 (30)

£nfim, a equacdo 30 associa a velocidade de decaimento da luminescéncia com
as concentra¢bes de H,0,, iuminol e o pH da reacdo. isto pode possibilitar a
determinagdo de uma das espécies pelo controle das demais. Além disso, pode-se
determinar também espécies que interagem com as espécies da reagdo, modificando a
velocidade e podendo ser determinadas por esta mudanca. Exempios destas espécies
s&o os agentes redutores, como ¢ acido ascorbico e o acido Grico. A atuaczo destas
espécies na reacdo quimiluminescente é discutida no proximo item.

7.2. Avaliaggo da Reagdo Quimiluminescente:

Nesta etapa, foram estudadas condicSes envolvendo concentragdes de reagentes,
meio reacional € pH para iniciar o estudo da reacéo guimiluminescente do luminol. Os
prirheiros testes da reacdo quimiluminescente foram realizados com a mistura de volumes
iguais de solucdes de luminol {2,4x10™ a 4,8x10° mol L") e H,0, (0,04 a 0,4 mol L) em
meio alcalino (NaCH 0,1 mof L™), sem adicao de metais de transicdo. Nestas condicbes,
nao foi observada a luminescéncia. A adicdo de solucbes de Cu(l) (1,5x10%a
1,5x10*mol L") ao meio reacional também nao produziu luminescéncia (KUBO &
TORIBA, 1997). Exiensivos testes foram realizados, mas ndc foram encontradas
condicdes para que a luminescéncia fosse observada visualmente. Partindo-se de
informacbes da literatura consultada (PETERSON, HANSEN, RUZICKA, 1988, e
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WORSFOLD, 1992), foram testados novos procedimentos. A partir do procedimento
descrito por ALBERTIN e colaboradores {(ALBERTIN et al, 1998), a luminescéncia foi
observada visuaimente. Neste trabaiho, as concentragfes de luminol, H,C, € Cu™ sdo de
5.6x107% 0,2 & 8,0x10 mol L7, respectivamente, em tampao carbonato com pH = 9,8, A
radiacdo emitida tem a coloraco azul & por 2lguns instantes emitia uma intensidade foris,
diminuindo com o tempo ate sua extinco. A figura 37 ilustra a quimiluminescéncia do
luminol em fotografia realizada no laboratéric.

Figura 37. Fotografia da quimiluminescéncia do luminol obtida experimentalmente.

A partir destas condicbes, foram realizados monitoramentos da reacgdo
quimiluminescente com o Sistema 1, visando avaliar a luminescéncia produzida. Foram
preparados 5 padrdes de H,0; variando a concentracdo entre 8,9x10% a 0,22 mol L™ As
concentragbes da solugao de luminol e de Cu(ll) tiveram suas concentracdes mantidas
constantes e foram preparadas com tampéao carbonato, em pH = 9,8, e em temperatura
de 25,0+ 0,1°C.

Foi observado gue concentracdes maiores de H,O,, aumentavam a velocidade da
reagdo e diminuiam a duragéo da luminescéncia. Pela proposta matematica desenvolvida
para avaliar 0s efeitos das espécies envolvidas na reacdo, os resultados obtidos
condizem com a perspectiva de aumento de velocidade. A diminuicdo da duracdo da
luminescéncia também € descrita na equac&o 30, pois a variacdo do sinal analitico, 8,
esta relacionada com a variacio da luminescéncia em funcdo do tempo, -dL /7 dt. Os
perfis de emissao obtidos com seus respectivos desvios padrdes da média das triplicatas
estdo ilustrados na figura 38.
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Figura 38, Perfis médios de emsssae ebi dos a partir da reagho do luminol (5, 7x10° mol LT
catalisada por Cudll) (1,14x107 mol L h, tampso carbonato. (C0-*1= 0.2 mof L7 pH =98 e
25,620, 1°C, cem diversas se%ucees de H:0y (1) 0,222 mol L S(2) 6,178 mol 1.7 (3) 0,134 mot L
{4) 0,089 mot L' (5) 0,044 mol L. Os monitoramentos foram reailzades com o Sistema 1.

Estes primeircs resultados indicaram que o Sistema 1 podia ser utilizado para
monitorar a luminescéncia. E, possiveimente, as condigbes de reacio também poderiam
ser utilizadas para verificar os efeitos de outros modificadores de velocidade, como ions
de metais de transicio e agentes redutores. Assim, foram realizados experimentos para

avaliar 0s efeitos destas espécies na luminescéncia, como apresentado no préximo item.

7.3. Avaliaggo do Efeito Modificador de Metais de Transic&o e Agentes Redutores
na Reacdo Quimiluminescents:

Um grande marco no desenvolvimentio de métodos analiticos baseados na
meodificagac da velocidade de reagbes cataliticas € a determinacéo de espécies orgénicas
(MOTTOLA, 1988). A modificaco na velocidade permite baixar limites de deteccéo e
aumentar a sensibilidade das analises para espécies que participam diretamente do ciclc
catalitico (MOTTQLA, 1988).

A determinacdo de agentes redutores orgénicos empregandc a reagdo de
quimiluminescéncia do luminol com H.0; ja foi citada na literatura. Por exemplo, a glicose
(PETERSON, HANSEN, RUZICKA, 1986 e KUBO & TORIBA, 1897), o acide urico
(PETERSON, HANSEN, RUZICKA, 1988 e BUSCH & POLSTER, 1992), o &cido
ascorbico (KUBO & TORIBA, 1997), o &cido lactico (PETERSON, HANSEN, RUZICKA,
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1986 e BUSCH & POLSTER, 1992), a creatinina e o colesterol (PETERSON, HANSEN,
RUZICKA, 1988), dentre outros, s&o alguns dos agentes redutores determinados. Assim,
supbe-se que agentss redutores devem apresentar efeitos modificadores na velocidade
de reacio e se propde o estudo destes efeitos para aplicacdo na determinacao destas
espécies.

Além de agentes redutores, os cations de metais de transi¢do também modificam
a velocidade da reaco de quimiluminescéncia do luminol, como demonstram varios
autores (MOTTOLA, 1988 e ROBARDS & WORSFOLD, 1992}

Considerando-se estas informacdes, estudou-se o efeito desias espécies na
modificagéo da velocidade da reagéo.

Para avaliar guantitativamente os efeifos modificadores, foram considerados
alguns pardmetros analiticos como a intensidade maxima registrada, lna., a duragdo da
iuminescéncia, D, e as velocidades da reacdo em 4 a 8 s, vy, a partir dos perfis de

ermissio obtidos.

7.3.1. Efeito Catalitico de Cu{ll)

A reagdo de oxidagdo do luminol em meio aguoso requer um catalisador.
Ceralmente, cations e complexos de metais de transigo sio utilizados para iniciar a
reacdo. O efeito catalitico de vérios metais de transigdc na reac&o quimiluminescente ja
foi largamente utifizado para suas determinacdes. Exemplos mais comuns dos cations ou
complexos metélicos utilizados na catalise desta reacéo sdo Co(ll}, Cu(ll), Fe(it), Mn(iil) e
Cr(ill)y (ROBARDS & WORSFOLD, 1992). A atuagdo destes metais no mecanismo da
reacio & a principal etapa ndo elucidada do mecanismo. Possivelmente, a razdo da
dificuldade de ssclarecimento do seu pape! na rsacdo € a possibilidade de reagir
simultaneamente em varias etapas e com varias espécies responsaveis pela
quimiluminescéncia.

Embora ndc esteja elucidade, o efeite modificador do Cu{ll) & reconhecidamente
catalitico, ou seja, 0 aumento de sua concentracdo aumenta a velocidade da reacgao
quimifuminescente. Este comportamento fica demonstrado pela equacdo 28, onde a
constante M representa a presenca do cataiisador.

Para ilustrar o efeito catalitico do Cu(il), a figura 39 apresenta os perfis de emiss&o
de monitoramento da reacdc quimiluminescente do luminol, 1,1x10% moi L, com HOs,
8.9x1072 mol L', em diferentes concentracdes de Cu(ll): (1) 1,8x10* mol L e (2) 1,1x10°

mot L.
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Figura 39. Perfis médios de emissdo da reaclo do !umm{} (1,110 moi L") com H.04 (8,9x10°
mot L) em iam;}as carbonato {{CG3 T=0.2mol L e pH %G .2} em diferentes concentragfes de
Cudll), em mol L7: (1) 1.8x10%° e (23 ?_,‘33;1@3 = 250 + 0,1 °C. Os menitoramenios foram
realizados com o Sistems 1.

Avaliando-se os perfis de emissdo, os dois padrées apresentam uma diferenca de
imax d& 11%, uma diferenga de D de 60 s e uma diferenca de v; de 20 %.

7.3.2. Efeite Inibidor de Ni(ll) na Reagéo Quimiluminescente Catalisada por Cu(ll);

Analogamente ao efeito catalitico do Cu(ll), esperava-se que o Ni(ll) apresentasse
o mesmo efeilo na reagdo quimiluminescente do luminol.

Porem, monitorando-se a reacéo do luminol (7,3x10° mol L") com M0, (8,9x107
mol L) em presenca de Ni(ll) (8,110 mol L") n&o foi observada a quimiluminescancia

esperada nem evidéncias da reacéo.

Avaliando-se os perfis de emisséo de misturas de Cu(ll) e Ni{l) nestas condicbes.

de analise, verificou-se que as reagdes contendo 0s dois cations metélicos apresentaram
maior duragao de iuminescéncia que reacdes contendo somente o Cu(ll), ou seja, menor
velocidade de reacéo.

izste efeitc modificador do Ni(ll) na reacdo guimiluminescente do luminot catalisada
por Cu(ll) tambem foi notado por KAMIDATE e colaboradores (KAMIDATE et al, 1883)
com outros metais além do Nill), como, por exemplo, o Mn(ll), Co(il) & Cr{lli). A
diminuicao significativa de velocidade da reaco, aumentando a duracéo da

luminescéncia pela presenca de Ni(ll} pode indicar que sua presenca possiveimente afete
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a "disponibilidade” do Cu(il} em solugdo. Uma suposta hiptese para explicar este faic ¢
ocorrer algum tipo de medificaco na estruturacdo da solugdo aquosa dos ions. Essa
hiptiese, ainda sem confirmacac experimental, & baseada nas mudangas observadas do
comportamenio cinético de cations em solugdo, associadas com diferencas de interacéo
com molécuias de dgua em solugio (ROSS! & TUBINDG, 1896 e ROSS!, DAVANZO,
TUBING, 1986},

A figura 40 flustra os perfis de emissdo obtidos e os desvios padrbes das friplicatas
das reagdes de luminol (7,3x107 mol L) contendo (1) 7,3x10™ mol L™ de Cu{ll) ¢ (2)
7.3x10% mol L7 de Cu(ll e 7.3x10° mol L' de Nl com solugdo de HO: na
concentracdo de 0,134 mol L,

10

0.8

0.6

0.4 -

infensidade Relativa

6,24

9.0+

tempo (s}

Figura 40. Perfis de emisséo relativos obtidos pela reagio do fuminol {7,3x10* mol L) com H.C»
{0,134 mol L) em tampéc carbonato ({[CO:°] = 0,2 mol L™ e pH = 8,8) com adigo de (1) Cu(lh
(7,3x10% mot L'y e (2) Cuhh (7,3x10° mol L™ e Ni(ll) {7.3x10° mol L. T = 25,02 0,1 °C. O
monitoramentc da luminescéncia ol realizado com o Sistema 1.

na D de 11 s e uma diferenca de v, de 2%. A diferenca de In.x Ndo foi significativa entre

os padrdes.

7.3.3. Efeitc Modificador de Agentes Redutores:

O efsito modificador de agentes redutorss £ possivelmente a inibicéc da reacéo
quimiluminescente. Em vista de suas caracteristicas, podem ser supostas trés possiveis

interacbes de agentes redutores com os reagentes da reacdo iuminescente: a reduglo do

Resuftados e Discussdo — Avaliagdo do Efefto Modificador de
Wietais de Transigdo, do pH e de Agentes Redutores



EC Ferrelra Dissertacio de Mestrado a5

M0z, & reducdo do catalisador & a possivel aclio anti-radicalar aos intermediarios
radicalares do luminol. Os agentes redutores escolhidos para estudar este efeito inibidor

foram acido ascérbico e acido drico,

7.3.4. Inibicdo pelo Acido Ascérbico:

O acido ascbrbico reage com o H,0. por sua acde reduiora, como Hlustra a figura

41, diminuindo a concentracéo de H,0; &, consequentemesnts, diminuindo a velocidade da

reagdo. A diminuicao da velocidade aumenta a duracéo da luminescéncia, pois favorece a
etapa de formacgéo do intermediario eletronicamente excitado (etapa Uil na figura 36).
o o

OH L OH

( B Ot
f i T—2 xre] B
ML & o E‘! H —  2HS0 + Or:/\’/}% H —%——5@- i/ /ig\/
& )2\.’2 / B — - s G H
& ; a2 S
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Figura 41. Proposta da reagfio do 4cido ascorbico com o H.04,

Além de reduzir 0 H,O,, 0 acido ascérbico pode reagir também com Cu(ll) levando-
0 a Cu(l), o gue diminui & concentracéo de diazoquinona (8) e, consequentemente, g

velocidade da reacgéo, conforme apresentado na figura 42.

O Ot

! T
Ok
O > OH
a \{?/ s 2007+ 20M D e ¢ 2RO+ sl R (/;‘/
Sn

Figura 42. Proposta da reac8o do acido ascorbico com o Cu(ih.

Por sua agao anti-radicalar, pode-se supor que o acido ascorbice reage também
com a diazoguinona (8), possivelmente em sua forma radicalar, como Hustrade na figura
43. As diminuigbes de concentracfo de diazoguinona e / ou de outros intermediarios
radicalares do Iuminol baixam g velocidade da reagdo e aumentam a duracéo da

quimiluminescéncia.
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Figura 43. Proposta da reagéo do acido ascorbice com os intermediarios do luminol.

Avaliando-se a presenca de &cido ascdrbico na reagéo, verificou-se que a duracgéo
da luminescéncia aumentava como o aumento da concentracdo de &cido ascorbico, [AAL
Além disso, as solugdes contende maior [AA] apresentavam velocidades de reacédo
menores. A figura 44 ilustra os perfis de emisséo relativos das misturas, obtidos com ©
Sistema 1: (1) na auséncia de acido ascdrbico, (2) com acido ascdrbice em concentracéo

mais baixa, 8,1x10° mol L™", e (3) e em concentracdo mais alta, 8,1x10™* mol L™

1,0 =
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3
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Figura 44. Perfi s de emissio re[at:vcs obtidos pela reacio do luminol (7,3x10™ mol L } em tampao
carbonaio (iCOs T=02 moal L' e pH = 9.8) e em presenca de Culll) {7, 3x10% mot L 3 com Ha Oy
{2,134 maol L (1) sem ad;z;ae de Acido ascorbma e com adicdo de Acide ascorbice nas

concentragbes de {2} 8, 1x10° & (3) 81x10° mol L. T = 25,0+ 0,1 °C. & monitoramento da
luminescéncia foi realizado com o Sistema 1.
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As diferencas de duracdo das reagdes na presenca de acide ascérbico (8.1x107 &
8,1x10™ mol L™ em relacdo & reacdo sem sua presenca foram de 1T s & 18 s,
respectivamente. As quadas em velocidade destes monitoramentos foram de 27% & 31%,
respectivamente.

Dependendo do procedimento adotade ¢ da forma de deteccas, as informacdes
regisiradas sobre g reagdo quimiluminescente podem levar a resultados diferentes. Por
exemplo, as formas de preparacde, de adicdo & de mistura dos reagentes e a forma de
detecgdo da luminescéncia podem modificar o registro do sinal. Diferentes cbservactes
de fenbmeno podem levar a conclusbes diferentes sobre g participacdo de algumas
especies na reagio (XIAD et al, 2000).

7.3.5. Inibigdo pelo Acido Urico:

A atuagdo do acido Urico, e possivelmente, de outros agentes redutores pods ser
analega & acdo inibidora do acido ascérbico. Pode-se super que este comporiamento
deve-se também & ago redutora e anti-radicalar do acido drico semelhantemente aquele
apresentado pelo acido ascorbico. Baseado em informacdes da literatura (VOET & VOET,
1985}, apresentam-se as seguintes propostas para a acdo do acido GOrico na reacéo
luminescente.

Pela sua agdo redutora, o acido Urico reage com o H,Q, do sistema, como ilustra a
figura 45. Consequentemente, diminui a velocidade da reacéo. A diminuicdc da
veiccidade aumenta a duracdo de luminescéncia, pois favorece a etapa de formacio do

intermediario eletronicamente excitado (stapa i na figura 36).

1
M\N/L\/N RN
| /L \>~OH + HGp ——— P I \}—OH + CO, + HO
O'%‘\i? N\ O/\?f N\{
o B . ! o

Figura 45. Proposia da reago do dcido drico com o H.0..

Além do H;0:, o &cido Urico pode reagir também com Cu(ll) levandc-o a Cully,
diminuindc a concentragdo do catalisador e a velocidade da reagdo (conforme

apresentado na figura 46).
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Figura 46. Pronosta da reagdio do acido drico com o Cufli).
Pela sua acdo anti-radicalar, o acido Urico reage com a diazoguinona (8) formada

na etapa | da figura 38, diminuindo 2 velocidade da reacfo, aumentando a duraco da

iuminescéncia 2 diminuindo a intensidade maxima dos moniloramenios

? P;‘Hz @ NHy ?
f i ?
H ! o
\ﬁ/'l\/?z\ . N\N N %’,?\ . N
2\ /,i\ G Y ?Eé p——— ! >—OH + COs =+ i gg }
W - ; ‘ N
o= N N \/\\?(?/ o TN Wg
H A . H A o

Figura 47. Proposta da reagdo do acide drico com 05 inlermediarios do luminol

Avaliando-se a presenca de acido Urico na reaclo, verificou-se gue a duragdo da
luminescéncia aumentava como © aumento da concentracdo de acide urico, [AU] As
solucdes contendo maior [AU] apresentavam velocidades de reagdo menores.

Além disso, com o acido drico, foi observade um comporiamente diferente dos
perfis de emiss&c na presenga de acido ascorbico. Os perfis obtidos dos padrdes com
maior conceniracédc de acido urico apresentaram dois maximos de intensidade de
emissao. A figura 48 liustra os perfis de emissdc obtidos (1) na auséncia de acido Urico,
(2) com acido urico em concentragdc mais baixa, 5,0x10° mel L7, & (3) & em

concentracdo mais alta, 1,0x10™ mol L.
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Figura 48. Perfis de emisséo re§aﬁvss obtidos pela reacfo do lumino! (2,3x10° mol } am tampéo
ca{bﬁﬂa%c {{CQg T=02moll e pH = 10,8} & em presenca de vu{ h 1, 8107 mol LY com M0,
{8,8x1 o* mc PN (1) sem adscae de acido (rico e com adicic de 4cido Grico nas cenceairacaps ds
2 50x10° & (3) 1,0x107 mol L7 T = 25,0+ 0,1 °C. O monitoramento da luminescéncia foi
reatizado com o Sistema 1.

As diferengas de duragdo s80 de 18 s e 44 s e as diferencas de velocidade de
decaimento de emiss&o s30 de 85% e 99% entre as reacdes na auséncia de dcido Urico e
os padrées de acido trice com concentragdc menor @ maior, respectivamente

A obtengéo de dois maximos nos perfis de emissdo na presenca de acide Grico
provaveimente decorre do O, formado na decomposicdo de H,Cs por reagdes paralelas a
reacée quimiluminescents.

A reagBo de oxidagdo do luminol pele O, possivelmente, ocorre no inicie da
luminescéncia, ja que para os padrbes de maior concentracdo de 4cido Urico, [AU], o
primeiro méximo diminuia e a duraclic aumentava. Istc pode indicar que o primeiro
maximo de emissao ¢ realmente devido & presenca de O, uma vez gue aumentandc sua
concentragao, ou seja, aumentandc a decomposicdo do H.O» pela maior [AU], sumenta-
se g velocidade de reagéo, diminuindo a duracio do primeiro maxime.

A formacac de C; no meic depende ds conceniracdo do agente redutor. Ests
comperiamento depende da velocidade de reagdo deste redutor com o HyO,. Assim, para
reagbes na presenca de acide ascérbico, sste comportamento € esperado para

concentragbes maiores.
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A figura 49 apresenia os perfis de emissdo de padrdes de 3cido drico nas
concentracdes de (1) 5.0x10°, (23 1,0x10™ & (3) 1,5x10™ mol L™ para ilustrar o aumento
da duracdo e ¢ gumento da velocidade de decaimenio de emissio do maximoe relacionade

com a presenga de O,
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Figura 48. ?erﬁa de emissio feiaiwes obtidos peia reacdo do luminot {2, 3x10° mo L ﬁ} em tampfo
carbonato {{003 = 0,2 mol L™ e pH = 10,8) @ em presenca de Cu(ll) (1,8x10" mol L’ " com HoGs
(8 9x10 mol L ) com adicio de 4cido drico nas concentragtes de (1) 5, ox107, {1 Ox10% e 3

1, S0 moi L. T = = 25 0+ 4,1 *C. Gs monitoramentos da luminescéncia foram realizados com ¢
Sistems 1.

Os sistemas de deteccdo e a forma de adicdo e mistura de reagentes utilizados
néo proporcionam condicdes para detectar ¢ O, normalmente dissclvido em meic aguoso.
Somente quandc hé um excesso de O, dissolvido no meio, proveniente da decomposicéo
do H;O», ha o registro de dois maximos de emissao, come foi apresentado na figura 48.
Ja em técnicas de adigdo continua de reagentes e técnica de fluxe interrompido, a
quimiluminescéncia da reagdo do O, normalmente dissolvido com luminci pode ser
detectada pela diferente forma de mistura dos reagentes (CERAS, SILVA, PEREZ-
BENDITQ, 1994).

C efeito inibidor do acido urico € mais significative gue o efeito inibidor do acido
ascorbico. A figura 50 llusira os efeilos inibidoras dos dois agentes redufores na mesma
concentracdo de 5,0x10° mol L.
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Figura 50, Peﬁzs de emiss&o relativos obtidos pela reagio do luminel (2, 3x107 mo! L j em tampdo

carbanaia {{Ci}g 1= 0,2 mol LiepH =10 8) e em presenca de Cull) {1,8x10™ mol L) com +;0-

(8,8x107 mol LY (1) sem adigaﬁ de agente redutor, (2) com adicdo de 4cido ascgrbzco na

canceﬂtracao de 5,0x10° mol L ¢ {3)com adiclo de 4cido Grico na concentragdo de 5, 0x10™° mol
LT = 25,02 0,1 °C. O monitoraments da luminescéncia foi realizado com o Sistema 1.

As diferencas de duragBo séc de 1 s @ 19 s e as diferengas de velocidade de
decaimento s&o de 50% e 85% entre as reacles na auséncia de acido Grico e os padrbes

de acido ascorbico e acido urico, respectivamente.

7.4. Avaliagao do Efeito do pH e da Composicéo do Tampéo:

A reagdo quimiluminescente do luminol deve ser realizada em meic alcaline devido
& solubilidade do luminol. Além disso, a concentracio de OH pode modificar a velocidade
da reagaoc, pois participa do mecanismo nas etapas | e il da figura 36. Dependendo das
condicbes de monitoramento, a quimiiummescénf*ia pode ser detec*‘ada entre pH 8 e 12
(ROBARDS, WORSFOLD, 1992, Cl et al * 1993, CEPAS, SILVA, PEREZ-BENDITO, |
1994, CARRETERQ et al, 2000 e XIAC et al, 2000).

Neste trabalho, os monitoramentos foram realizados com pH entre 9,6 a 11,0
Comparando-se os perfis de emisséo obtidos, verificou-se que ¢ aumenio no valor de pH
levava ao aumento da velocidade de reagdo. Este comporiamento era esperade j4 que a
concentragae de OH aumenta a velocidade de acorde com 2 equacéo 30. Porém, o
aumento na velocidade da reagdo diminul a duracdc da luminescéncia e pode tornar

inviavel o monitoramento devido as pequeno nimero de pontos registrados.
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A composicdo dos tampdes utilizados também varia dependendo das condi¢cbes
de monitoramento. Os principais tampdes utilizados foram tampéo carbonato (CEPAS,
SlLVA, PEREZ-BENDITO, 19894, ALBERTIN et al, 1998, WHEATLEY,
SARIAHMETOGLU, CAKICI, 2000, CARRETERQC =t al, 2000 & XIAQ et al, 2000},
NaHPO,-NalH (Cl et al ® 1993, LI LI, TONG, 1999), NH; — NH; (PALAROAN,
BERGATIN JR., SEVILLA Hll, 2000 e XIAD et al, 2000) e tampdo de Carmody
(KAMIDATE, TANI, WATANARE, 1998} , dentre outros.

Neste trabatho, foram testadas duas composigbes de tampéo: tampéo carbonatc e
o tampdo borato (ASSUMPCAQO & MORITA, 1968). Porém, nas reagbes em tampdo
borato, n&o se observou a luminescéncia. Segundo XIAQ e colaboradores (XIAO et al,
2000), os fons CO:% participam do mecanismo da reacdo, aumentando a probabilidade de
ocorrer a luminescéncia. Por isso, nas mesmas condigbes, o tampéc borate ndo seria
eficaz para a producao da luminescéncia.
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CAPITULO 8:
OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE MONITORAMENTO
COM O SISTEMA 1

Resuffados e Discusséo ~ Olimizagdo das Condigbes
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A partir dos estudos de ALBERTIN e colaboradores {ALBERTIN st al, 1888}, foram
enconiradas condigdes iniciais de monitcramento para realizar os estudos sobre os
efeitos dos modificadores. Para aperfeigoar o método proposto para determinacéo de
agentes redutores, fol necessario encontrar condicdes ofimizadas realizandc estudos
univariados das concentracdes das principais espécies envolvidas na reacdo
guimiluminescenie,

Assim, foram realizados novos experimenios de otimizagao das conceniragdes das
espécies envelvidas para o desenvolvimento do metodo cinético para determinacao dos
agentes redutores estudados. Nestes experimentos, foram abordados os efeitos da
luminescéncia pela variacéo da concentracdo de H,O,, da concentragdo de luminol, [LN],
da concentragéc de Cu(ll) e da concentragdo de carbonalos.

Os expenmentos foram realizados utilizando 08 dois sistemas de deteccdo. O
Sistema 1 é apresentado neste capituic e o Sistemna 2 serad apresentado no capituio 8.

Para estabelecer as conceniragbes olimizadas, alguns parimetros como 2
intensidade maxima obtida, lh., a@ duragcdo de juminescéncia, D, e a velocidade da
reacdo, - tan o, calculada pela tangente em alguns iniervalos de tempo, foram
relacionados com as conceniracbes das espécies estudadas. Estas relagbes foram
avaliadas a fim de se encontrarem faixas de concentracdo com variacbes lineares dos
parametros, uma vez gue o método analitico proposto é indireto, ou seja, envolve as

concentracdes das espécies envolvidas na quimiluminescéncia.

8.1. Efeito da Varia¢éo da Concentracdo de H;0.:

Realizaram-se estudos relacicnande a concentracdo de H.0,, [H:C:l, com a
luminescéncia na faixa de 8,9x107 a 8,9x10%mol L7, utilizando-se o Sistema 1.

Segunde a relag@o encontrada entre as espécies envolvidas ¢ o sinal analitico
pela equacdc 30, a velocidade de decaimento da luminescéncia & dirstaments
proporcional a [H20;]. Sendo assim, deve-se esperar gue ¢ aumento de [H,0,] diminua &
duragadc da luminescéncia e aumente a velocidade de decaimento da luminescéncia.

Os resultados obtidos pelo monitoramento da luminescéncia variando-se a [MH.0,]
mostraram o esperado. O aumente na [M,0;} diminuiu a duragdc e aumentou &
velocidade de decaimento, como ilustrado nos perfis de emiss&o monitorados pelo
Sistema 1 apresentades na figura 51,

Resuftados e Discussdo — Climizagdo das Condigbes
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Figura 5? Ferfi s médios de emiss3o da reacdo do lumino! (2,3x10™ mol L Nem presenca de Cu(ih
(1,8x10" mol L } gm tampéo {:arbonam {pH=1048 e [CO:=0.2 mol L Y com diferentes padries
de H,0; (mol L) (1) 8,9x107 () 1,3x10% (3) 4,4x107% & (4) 8,9x107. T=25,0+0,1°C. Dados
obtidos com sistema 1.

0 primeiro aspecto a ser avaliado foi & Imax. Verificou-se que 2 medida que [H.0;]
aumenta, ocorre a diminuigdo da intensidade registrada, como ilustrado na figura 52 A.

Da mesma forma, a durag@o da luminescéncia, D, foi avaliada com a variacio de
[H20,]. Verificou-se gue o comportamento esperado foi observado, ou seja, © aumento de
[HoQy] diminui B, como ilustrado na figura 52 B.

A velocidade da reagdo ou tangente entre 4 a 8 s, - tan g, foi relacionada com
[H20;], como ilustra a figura 52 C. Possivelmente, 0s pontos obtidos indicam que a partir
de 1,3x107 mol L™ a equacdo 30 & obedecida, ou seja, o aumento de [H,0,] aumenta a
velocidade da quimiluminescéncia.

Resuffados ¢ Discusséo ~ Olimizacdo das Condicbes
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Figura 82. (A) Variacio da lna @ & [HyOsl; (B) Variacdo de D com a §HQO i (C) Variagio da
tangente entre 4 a 8s com a [H;0O,]; obtidas pela reagio de luminol (2, 3x1€} mot L em presenca
de Cufh) {1, 8x10™ mol L ) em fampdo carbonato (pH=10,46 ¢ [{:033 0.2 mol L } com k0,
{T=25,0+£0,1°C}. Dados obtidos com Sistema 1.

A partir destes dados, verificou-se tendéncia linear entre os pontos obtidos na faixa
de 8,9x10° mol L 2 8,9x10? mol L™ para todos os pardmetros avaliados. Descartando-se
a concentragdo menor de HyG,, cuja D € maior que 2 min, a concentracio otimizada
estaria entre 4,4x107 a 8,9x107 mol L', Assim, as concentrages de 4,4x102 mol L e de
8,9x10% mol L' foram utilizadas para cs estudos de ofimizacdo e avaliagdc da
potencialidade analitica da técnica para determinar agentss redutores com o Sistema 1.

8.2. Efeilto da Variagdo da Concentracédo de Luminol:

Segundo a squac&c 30 proposta, a luminescéncia € diretamente proporcional &
concentrag&o de lumingl, [LN]. Espera-se, entdo, que ¢ aumente da [LN] aumente a
velocidace de decaimento e diminua a duragdo da luminescéncia, D. Porém, D esta
condicionada a0 numerc de moléculas excitadas produzidas pela reacdo e 0 aumento na

[LN] aumenta a quantidade de lumino! disponivel para a reagBo quimiluminescente. Por

Resulfados ¢ Discussdo — Ofimizacdo das Condigdes
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issc, ac contraric do H,O,, espera-se que o aumento de [LN] aumente a duracdc da
luminescéncia. A faixa de [LN] de trabalho escolhida foi de 1,0x107 2 1,0x10? mot LY,
Os resultados obtides estdo apresentados na figura 53 e mostram o efeiio

esperado na luminescencia pela variacdo de [LN].
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Figura 53. Perfis relatives da reagao de luminol em presenca de Cu(i i} {1, 8x'1£3 mei L) e em
tampdo carbonato (pH = 10,48 , {C.Og 1=4, 2 mol L com Ho O (4, 4x10™ “mol L " variando a ILN]
(moi Ly ()1x107 (2 2,0x107; (3) 4,0x10°% (4) 6,0x107% e (5) 1,0x107. T =25,0:0,1°C. Dados
abtidos com Sistemna 1.

Verificou-se que ¢ aumento em [LN] resulta no aumento da lma, como ilustra a
figura 54 A,

Avaliando-se D em relacdo com [LN], verificou-se gque o aumenio de [LN]

aumentou a D registrada, como ilustra a figura 54 B.

Avaliando-se o efeito de [LN] na velocidade do decaimento, -tan «, cbsarvou-se

que ha um aumento na velocidade com o aumento de [LN], como ilustra a figura 54 C.
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Figura 54. (A) Variagfo da Ime com a [LN]; (B) Variagdo de D com a [LN]; (C) Variagdo da
velocidade de decaimenic com a [LNJ; a partir dos perfis relativos de emissfo da reacio de luminol
em presenca de Cu(ll} (1,8x10™ mol L") e em tampéo carbonato (pH = 10,48, [COs"1=0,2mol L)
com H:Q; (4,4x1 0 mol LY. T =25.0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 1.

Os resuliados oblidos indicaram sempre itendéncias lineares entre os pontes
obtidos na faixa de 2,0x10° a 8,0x10™ mol L' para todos os parametros estudados.
COptou-se por se fixar g concentracio de luminol em 2,3x10° mot L para os proéximos

estudos, uma vez gue esta concentragao ja estava sendo utilizada.

8.3. Efeito da Variacdo da Concentragdo de Culil);

O efeito da variagdo da concentragédo de Cu(ll}, [Cu(ll)], na luminescéncia também
& previsto pela equagdo 30 pelo valor M agrupado na consiante aparente, Kaeseswrs.
Segundo esta relagdo, [Cu(ll)] € dirstamente proporcional a velocidade de decaimento da

emissdo ou a0 sinal analitico 8. Por isso, espera-se que ¢ aumenio em [Culll)] aumente a

Resuftados e Discussdo - Olimizapdo das Condighes
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velocidade de decaimento e diminua D. A faixa de [Cu{ll)] de trabalho escolhida fol de
©7,0x10%° 2 7,0x10% mol L.
Os perfis de emisséc relatives monitorados peio Sistema 1 estao apreseniados na

figura 55
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Figura 55. Perfis relativos de emiss8o da reacgio de luminol (2,3x10” mol L) em presenca de
Cu(ll) e em tampéo carbonato (pH = 10,48 , [COs"] = 0,2 moi L' com Hx0» (4,4x107 mol LY
variando & [Cu(I] (mol L™): (1)7.0x10°7; (2) 1,8x10™ (3) 3,5x10°% & (4) 7.0x10%. T =25,0+0,1°C.
Dados obtidos com Sistema 1.

Relacionando-se Imax com a variagdo de [Cu(iD)], verificou-se que o aumento de
[Cu(lh)] leva a0 aumento de Inay até a concentracéo de 3,5x10™ mol L, como ilustrade na
figura 56 A,

© aumento de [Cu(ll)] diminui D, como esperado e ilustrado na figura 56 B.

Avaliando-se a velocidade de decaimento com [Culll)], verificou-se que o aumento
de [Cu(l)] leva a um grande aumento na velocidade até a concentracdo de
3,5x10™ mol L, como Hlustrado na figura 56 C.

Resultados e Discusséo ~ Oimizacdo das Condipdes
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Figura 58. (A) Variagdo da In. com a [Cu(lD)]; (B) Variagdo de D com a [Cu{ihl; (C) Variacdo de
tangeme inicial cem a fCu(ih]; obtidas a partir dos perfis relativos de emissao da reacgéo de }ummm
{2, 3x10” motL Y em preserzga de Cull)y e em tampio carbonato {pH = 10,48 fui}q‘? =02mol L
com HyOy (4,4%1 ':}‘2 mol L), T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 1.

Avaliando-se os resultados obtidos, verificou-se que ¢ modelo proposto é
obedecido até a concentracdo de Cu (I} de 3,5x10™* mol L7, ou seja, a velocidade da
reacdc aumenta até este limite. Embora, os pardmetros cinéticos nao evidenciem
tendéncias lineares com a variacdo de [Cu(il)], a concentracdo otimizada deve estar na
faixa de 7,0010° a 3,5x10"* mol L. Optou-se por se fixar a concentracio de Cu(ll) em
1,8x107 moi L.

8.4. Efeito da Variacée da Concentracdo de Carbonato no tampéo:

Uma das espécies cujo efeito na velocidade da reagdo ainda n&o tinha sido
estudado era ¢ carbonato. Segundo XIAD e colaboradores (XIAC et al, 2000}, sua
presenca aumenta a probabilidade de ocorrer a luminescéncia, pois participa do

mecanismo da reacdo e aumenta a quantidade formada de radicais do luminol. Além

Resuftades ¢ Discussfo ~ Otimizagdo das Condigles
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disso, na tentativa de mudar 0 tampéo carbonato por borato, mais usualmente utilizado, a
luminescéncia ndo foi observada, o que indicou que CO5* é uma das espécies envolvidas
no processo gque gera a luminescéncia. Portanio, foram realizados experimentos para
encontrar uma concentracao adequada de carbonato, A faixa de concentracdo de CO5%,
[CO:”], escolhida foi de 9,0x107 a 1,1 mol L'\ Alguns perfis de emissdo relativos
monitorados peio Sistema 1 est&o apresentados na figura 57.
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Figura 57. Perf;s reiatwos de emissdo da reacdo de iuminol (2.3x10” mol L ) em presenga de
Cu( i} (@ gx10™ mc LY eem iampaa carhonato (pH = 10,40) com H,0- (4,4x10™ mol L) variando

{CD{} {mol L’ } {118, Ox10™: ;{2 0.2, (3) 0,7; & (4 1,1. T =25.0+0,1°C. Dados obtidos com
Sistema 1.

Avaliando-se Imax registrada com a variacdo de [CO5%, verificou-se que de 0,2 até
0,7 mol L existe um grande aumento de imax, como ilustra a figura 58 A,

O aumento de [CC:7] leva ao aumento de D, conforme ¢ esperado e Hustrado na
figura 58 B.

Porém, a velocidade de decaimento diminui com o aumento em [CCs*] a partir da
concentracde C,2 mol L7 (conforme a figura 58 C), possiveimente devido & essa
concentrac&o superar a concentragéo de luminol (2,3x10° mol L. Os ions carbonato
podem comegar & interferir na reacdo entre os radicais "OH com os radicais de juminol

que formam 0s intermediarios responsaveis pela quimiluminescéncia.
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Figura §8. (A} Variacio de lms com a [CO57T; (B) Variagdo de D com a [CO5”; (C) Variagdo da
tangente inicial com a [CO57]; obtidas a partir dos is relativos de emissao da reacéo de luminol
(2,3x10° mol L) em presenca de Cu(ll) (1,8x10”° mol L) & em tampéo carbonato (pH = 10,40)
com 05 (4,4x1 0 mol L”). T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 1.

Os resultados obtidos pelas relagcdes entre os parametros com [CO:*] néo

evidenciam tendéncias lineares. Porém, notou-se que a concentracdo 0,2 mol L7

apresentou a melhor relacéo entre D e — tan a, ou seja, mesmo ndc apresentando a

maior by, apreseniou D menor gque 2 min e © maior - tan a. Por isso, opiou-se por se

fixar a concentragdo de 0,2 mol L™ de CO,* para monitorar a reagdo quimiluminescente

com o Sistema 1.

Resultados e Discussdo — Ofimizacio das Condigles

da Monfforamento com o Sisfema 1



E.C Fermrsira Dissertacdo de Mestrado 107

CAPITULO 9
OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE MONITORAMENTO
COM O SISTEMA 2
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Analogamente aos experimentos de otimizacdo do Sistema 1, foram realizados
monitoramentos da reagcdo quimiuminescente com o Sistema 2, visande olimizar as
conceniragdes dos reagentes, HO,, luminol, Cu(ll) e CC5*, para desenvolver um método
analitico para determinagéo de agentes radutores. As faixas de concentracao estudadas
oor este sistema de detecgdo foram iguais 4s avaliadas pelo Sistema 1, apresentadas no
gltimo capitulo. Algumas caracteristicas do Sistema 2, como a possibilidade de selegdo o
comprimento de onda para as medidas e a voltagem aplicada na fotomultiplicadora foram
esiudadas e apresentadas nos capitulo 8. Este estudo indicou 420 nm comoe comprimento
de onda de emissdo maxima, A. gue passou a ser usado nas medidas, com 600 V
aplicados na fotomultiplicadora, Yeote.

Come para ¢ Sistema 1, a variacdo da quimiiuminescéncia com as concentragbes
dos reagentes foi avaliada de acordo com 0s par@metros de lha, D € velocidade da
quimiluminescéncia, -tan a, calculada pelo valor da tangente no intervalo de 0,300 s &
0,831 s.

9.1. Efeito da Variacdo da Concentragdo de H; 04

Pelo monitoramento anterior, verificou-se que a velocidade de decaimento da
quimiluminescéncia aumenta com o aumento da [H.0,]. Utilizando ¢ Sistema 2, foram
realizados experimentos para otimizar a [H.O,] na faixa de 8,9x10° 2 8,9x10% mol L. Os

perfis de emisséo relativos obtidos estéo apresentados na figura 58.
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Figura 59 Perﬂs médios de emissio da reaclo do luminol QZ 3x10™ moi §.. ‘% em presencga de Culll)
(1,8x10* mol } am iampéo carbenatc (3H-€0 48 2 {003 20,2 mol L") com diferentes padrdes
de H.O» (mel L (D 8,0x107% (2) 1.3x10% {3) 4,4x107% e (4) 8,9x107. T=25,0+0,1°C. Dados
obtidos com Sistema 2 { A= 420 nm; 1X ganho; Vi = 800 V).

Diferente aos resultades do Sistema 1, notou-se gue, na faixa de 8,9x107°
4 4x10% mol LY, o aumento em [H,O,] levava ao aumento de Imayx, como ilustrado na

figura 80 A,
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Essa diferenga na relacio de [M:0;] com in.x pode estar figada 3 velocidade de
resposta dos dois sistemas. O Sistema 1 apresenta um intervalo de leituras de 1 s
enquanto ¢ Sistema 2 apresenta um intervalo bem menor, cerca de 8 ms. Pode-se SUBOT
que a velocidade de resposta do Sistema 1 nfo permite registrar ¢ maximo de emissao.
Ja o Sistema 2, com malor velocidade de resposta, possibilita registrar os instantes
iniciais da luminescéncia e por isso a relagdo optida ¢ diferente da obtida pelo Sistema 1.

A duraggo da luminescéncia apresentou o comportamento similar ac apreseniado
no Sistema 1, como ilustra a figura 60 B. A diferenca de velocidade de resposta dos dois
sistemas nao afeta o valor de D registrada, uma vez que esta dura mais do que 1 s.

Os pontos da figura 60 B representam o tempo no qual o perfil de emissdo atinge a
intensidade relativa de 0,08 unidades. Este procedimento foi necessério pois alguns perfis
de emissao ulirapassaram ¢ intervalo de medidas da 25 s,

A relagao entre a velocidade ou a tangente entre 0,300 & 0,931 s com [M.0,] esta
ilustrada na figura 60 C. Ma um aumento da velocidade de decaimento da intansidade

com o aumento de [M.0,], analogo aos resultados com o Sistema 1.
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Figura 60. {A) VariacB0 enire In. obtida e a [H,0,1; (B) Variacio enire D (i=0,08 unidades
refativas) e a [M;O,); (C) Variac8o da tangente entre 0,300 20,831 se s [H205]; obtidas pelos perfis
de emissdo da reacdio do luminol (2,3x107 mol L) em presenca de Cu(l) {1,8x107 mol L) em
tamplo carbonaio (pH=1046 ¢ §CO§‘}=Q,Z mo!l L) com H:O, (T=25,0+0.1°C). Dados obiidos com
Sistema Z (A= 420 nm; 1X ganho; Vi, = 600 V).
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As relacbes entre D e - tan a e [H,0,] apresentaram tendéncias lineares entre as
concentracdes de 8,9x10° e 4,4x107 mol L. Por outro lado, a relacde entre lnax @ [Ha0s)
nac evidencia uma linearidade enitre os pontos. Seguindo o mesmo raciocinio da
otimizacao para ¢ Sistema 1, [H,0,] escolhida para o Sistema 2 fol de 4,4x107 mol L em

funcéo da duracdo de emisso e pela maior intensidade de luminescéncia.

9.2. Efeito da Variac8o da Concentragdo de Luminoh

Analogamentie aos resultados obtidos com o Sistema 1, o efeito da variacéo da
ILN] na guimiluminescéncia é o aumento da velocidade de decaimento e ¢ aumento da
duracéo da luminescéncia. Os perfis relativos dos monitoramentos com este sisiema

estio ilustrados na figura 61.
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Figura 81, Perfis relativos de emiss&o da reacdo de luminol em presenga de Culll) e em tampao
carbonato {(pH = 10,48, {SO& = 0,2 mol LY com Hy O, (4,4x10™ mol L variando a [LN] (mol LMy
MIx107 (2) 2,0x107; (3) 4,0x10°7; (4) 6,0x107; e (5) 1,0x107. T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com
Sistema 2 { R 420 nm; 1X ganho; \Jm =800 V).

G aumento em [LN] levou &0 aumento de ., como ilusira a figura 62 A. Esle
comportamente, também observado com o Sistema 1, & esperado porque © aumento em
[LN] aumenta a probabilidade de ocorrer a iuminescéncia. isto tambem explica o aumento
da duracéo de emissdo com o aumento de [LN], como ilustrado na figura 62 B. A duracéo
fol considerada come intervalo gasto para os perfis de emiss&o atingirem 0,02 unidades

de intensidade de emisséo.
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O aumento de [LN] também aumenta a velocidade de decaimentoc. Este
comportamento foi descrito pela equagdo 30 proposta, a qual relaciona diretamente [LN]
com 8, s esta ilustrado na figura 62 C.
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Figura 62. (A) Variagdo de lqax com [LN}; (B) variagho de D (1=0,02 unidades relativas) com [LN}:
{C) variagdo da tangenie entre 0,300 e 0, 93‘% 8; a partir dos perfis relativos de emisséo da z’eagao
ce luminel em presenca de Cy{ £ &, Bx’ifé mel LY e em tampéo carbonato (pH = 10,48, [CO" 1 =
0.2 moi U } com HoOs {4, 4x107 mol L } T =25,0+0,1°C. Dados obtides com Sistema 2 (R.= 420
nm; 1X ganno; V=800 V).

Analogamente a0s resultados obtidos pelo Sistema 1, estes resuitados mostraram
aue [LN] otimizada esté entre 2,0x107 e 4,0x10° mol L- ' pois nesta faixa de concentracio
a relago entre os par@metros estudados e a [LN] & crescente. Assim, optou-se por

manter a concentracdo de 2,3x107 mol L7 para os estudos subseguentes,

9.3, Efelte da Variacdo da Concentracéo de Cu(li):

O cation Cu(ll) exerce um efeite catalitico sobre a reacéo de oxidacdo do luminol.
Assim, e de esperar que o aumento de sua concentracac aumente a velocidade da

reagdo. Utllizando o Sistema 1 como forma de detecgio, o efeito da presenca de Cu(ll) na
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equacdc 30 proposia foi confirmada, Para o Sistema 2, foram avaliados 08 mesmos
criterios obtendc resultados semelhantes. Os perfis de emissdc relativos estéo
apresentados na figura 83, Os comportamentos de lhae, de D & de —tan ¢ em funcéo da
concentracdo de Culll) s&o llustrados na figura 84 e soc também similares aos obtides

com o Sistema 1.

G& 2

Intensidade Relativa

Figura 583, Perfis relativos de emissfo da reagio de luminol 2, Sx’EG mol L) em ;Breseqca de
Cu(lly e em tampio carbona%o {pH = 10,48 |, [CO4 } = 3,2 mol L Y com Hy O, (4,4x107 mol L)
variando a [Cu(il)] (moi L) (1)7,0x10%: (2) 1 8x10™% (3) 3,5x10°% e (4) 7,0x10°. T =25,0+0,1°C.
Dados obtidos com Sistema 2 (= 420 nm; 1X ganhe, Viste ® B0 V).

Até a concentrag8o de 3,5x10™ mol L7, o aumento em [Cu(ll)] aumenta lnax
registrada. Este efeito da variacdo de [Cu(ll)] em inax esta llustrada na figura 64 A,

Ao contrério do efeito do luminol, a relacdo dos pontos obtides entre D e [Cu{ll)]
apresentou um decréscimoe exponencial, ilustrada pela curva da figura 64 B.

Analogamente aos estudos da variacdo de lha, 2 —tan o também apresentou um
acréscimo com ¢ auments de [Cu(ll)] até a concentracéo 3,5x10™ mol L', como ilustrado
na figura 84 C.
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Figura 84. (A) Variaggo de ima com a [Cu{ll)]; (B) variagdo de D com a [Cu(lDL (C) variagdo de -
tan o« com a [Cu(lf)]; obtidas a partir dos perfis relativos de emisséo da reagdo de luminol (2,3><1{3'3
mol L) em presenga de Cu{ll) e em tamp&o carbonato (pH = 10,5 , [CO:7] = 0,2 mol L) com H,0,
{4 4x1 0% mol L"}. T =25,0z0,1°C. Dados obtidos com Sistema 2 (3.=420nm; 1X ganho;
Veoto=600 V).

Pelos resultados obtides, na faixa de concentracdo de Cu(ll) entre 7,.0x107° a
3,5x10™ mol L™ pareceu ser obedecida a proposia da equacéc 30. Assim, oplou-se por se

fixar [Cu(ih] em 1,8x10  mol L.

9.4, Efeito da Variagdo da Concentragio de Carbonato no Tampéo:

A presenca de CO,* ou Br na reacdc do luminol aumenta a intensidade de
luminescéncia produzida devido & contribuicBo destas espécies na reacdo.
Possivelmente, estas espécies reagem com radicais produzidos pela decomposicéo do
M0, formando novos radicais os quais favorecem o caminho da luminescéncia (XIAO et
al, 2000). C efeito da presenca de CO,” foi estudado pelo Sistema 1, notando-se que 0
aumento de [COs*] gerava um aumento da duragdo da luminescéncia.
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Com © Sistema 2, alguns resultados foram semelhantes aos obtidos pelo
monitoramento utilizando o Sistema 1. Os perfis de emissio relativos estac apresentados

na figura 85,

Intensidade Relativa

tempo (3)

Figura 85. Per‘is reiaiwes de emissio da reacio de luminol (2, 3x10° mof L 3 am pfeseﬂca de
Cﬂ{ii} {1 sx10™ me LYeem iampao carbonato (pH = 10,40} com H; G, 4, 4x107 mol U " variando

A

a [CO:] (mol L™y (M9,0x107 (2) 0,2; (3) 0,7; e (4) 1,1. T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com
Sistema 2 (L= 420 nm; 1X gaﬂheg Vieto = 600 V),

A variac@o de lnax com [COs™] apresentou resultados diferentes se comparados
com os do Sistema 1. A maior Ima foi Obtida na concentragdo de 0,2 mol L e a partir
desta concentracio a Inax decaiu bastante, como ilustra a figura 66 A,

Avaliando-se a duragdoe, D, com a variacdo de [CO,7], verificou-se que ¢ aumento
em [CO571leva 2 um aumento em D, como também observado no Sistema 1. Os valores
de D foram obtidos pelos tempos gue levavam os monitoramentos para chegarem na
intensidade de 0,02 unidades relativas. A figura 66 B ilustra a variaggo de D com [CO5%1.

Avaliando-se a velocidade de decaimento, -tan o, verificou-se o comportamento
analogo aos resultados do Sistema 1. A velocidade de decaimento aumenta com o
sumento em [CO,*1 até 0,2 mol L7 e decai bruscamente nas demais concentragées,

conforme Hlustra a figura 66 C.
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Figura 88. (A} \faﬁagao de Inax cOM 2 [CO° T (B) variacdo de D com a [CO T (C) variagio de -
tan o com a {003 “1; obtidas a pariir dos pen" i reiai;vos de emissdo da reacdo de luminol (2, 3x10°

mol L ) am pfesenga de Cu(Ih (1.8x10” moi L } & em tampéo carbonato (pH = 10,40) com H,O;
(4,4x107mot L. T =25040,1°C. Dados obtidos com Sistema 2 {ie= 420 nm; 1X ganho;
Vioo=600V),

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que l.ax © —~ tan « decaem
bruscamente a partir de 0,2 mot L. Por isso, optou-se por se fixar o vaior de [CO5%] em
02mot L

Os resuitados apresentados pelos dois sistemas de deteccéo confirmam o que
seria esperado. Porém, a diferenca entre as velocidades de resposta dos dois sistemas
levou a diferentes resultados nos estudos das variagdes de Ina com as variagbes das
concentraces das espécies
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CAPITULO 10:
POTENCIALIDADE ANALITICA DO EFEITO MODIFICADOR
DO ACIDO URICO
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O estudo da viabilidade da determinacace de acido urico foi realizado empregando-
se sua propriedade inibidora na reacdo quimiluminescente do luminel. Como apresentado
no Capitulo 7, pode-se supor que ¢ acido Urico tem a possibilidade de interaggo com
todos os reagentes do sistema atraves da sua acac redutora ¢ anti-radicalar.

Para maonitorar a guimiluminescéncia foram utilizados os dois sistemas descriios.
As concentracBes utilizadas dos reagentes, H.O,, iuminol, Cu(lly e COy”, foram as

estabelacidas nos Capitulos 8 e @ e ilustradas novamente na tabela &:

Tabela 8. Conceniragfes utilizadas nas avaliaches dos sisiemas de deleccio na determinaco de
Aoido drico pela iéonica quimiiuminescents,

Reagentes Bistema 1 Sistema 2
{mol L™ {mol L)
[HaO21 8.9x107” 4 4x107
iLN) 2,3x10* 2,3x10°
rcutih] 1,8x10°% 1,810
[€05"] 0,2 0,2

Foram realizados monitoramentos utilizando os dois sistemas de detecgdo a fim de
avaliar qual deles seria © mais adequado para desenvolver o método analitico para
determinacéc de agentss redutores.

10.1. Avaliacée do Sistema 1 na Determinacdo de Acido Urico:

Segundo os resultados experimentais apresentados no Capitulo 7, ¢ decaimento
da luminescéncia, 8, e inversamente proporcional & concentraco de acido urico, [AUL
Este comportamento, possivelmente, indica que a guimiluminescéncia monitorada em
diferentes [AU] pode ser usada como técnica indireta de andlise. Além disso, a utilizacéoc
de par8metros cinéticos, ou seja, o desenvolvimento de um método cinético de analise
pode aumentar a preciséo da técnica quimiluminescente para determinagéc de acido Urico
ou qualguer outro modificador de velocidade presente. Isto se baseia no fate que os

métodos termodinamicos utilizam somente um ponto como pardmetro analitico e os
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métodos cineticos, ao contrario, utilizam um conjunto de pontos que podem diminuir o
desvic entre as medidas.

Feram realizados monitoramentos de solugdes de H;0, contende diferentes
concentragles de acido Grico (10° mol L), (1) 0; (2) 1,0x10%; (3) 1,0x10°% (4) 2x10™%
(5) 3x107% & (6) 5,.0x1 0%, visando avaliar a potencialidade da t8cnica para dessnvolver um

método analitico. A figura 67 apresenta os perfis de emissaa relativos;

oo e
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Figura 67. Perfis relativos thldos Qela reacdo entre a solugdo de luminol (2, :ma mel L }
presenca de Cu(ll) {1, 8x10 moi L ) em tampdo carbonato (pH=10,3, {803 =0,2 mol L) e
solugfes de MO, (8 9x107 moi L "y contendo d{fereﬂtes concentracoes de écacia (rico, em mol L
) §; (& 1,0x10°, (3) 1,0x10°, (4) 2,0x10™ , (3)3.0x10° e (&) 5,0x107° T = 25,0401 °C. Os
momtcrameﬁ%os foram reaﬁ:zadas com o Siséema 1.

Os métodos matematicos escolhidos para tratar os perfis de emissdo foram o
método integral do tempoe fixo @ ¢ método diferencial das tangentes. Os perfis relativos
foram ftratados pelo método de fempo fixo em 12, 18, 22 e 25 s e pelo método das

obtidos.

Pelo metodo do tempo fixo, foram obtidas curvas analiticas lineares e polinomiais
em todos os intervalos estudades sobre toda a faixa de concentracéo estudada. A figura

88 ilustra as curvas de calibracdo obtidas.
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Figura 88. Curvas de calibracio lineares obtidas pelo método do tempo fixc em (1) 12 5, (2) 18 s,
{3y 22 s & {4} 25 s obtidas pelos perfzs de emissao reéatavoa da reagdo quimiluminescents
{{LN}=2, 3x10~ mol L7, [Cu(in}=1.8x10" mol é_ {Hg@zgms 9x10% mol L7, T= 250401 °C e ;JH =
10,31, Equagoes obiscias (1) bz s = 8,4x107 + 5 ‘§3x§ﬁ AU r= 0, ?96% {2y hp e = 4, &xw +*
3, 9?::16 IAU], r = 0,0947; (3) I = 2,4%107 + 3,57x107 [AU], r = 0,0939; & (4) fps s = 1, 1107 +
3,32x107 [AU], 7 = 0,0935.

Os resultados obtides pelo métode das tangentes nos intervalos de 103 145220
a 25 s apresentaram relacdes polinomiais de 2° grau ilustrados nas curvas da figura 69,

No intervalo de 4 a § s, n&o houve correlacdc adequada entre os pontos para consirulr

uma curva de calibragdo.
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Figura 69. Curvas de calibraco polinomiais obtidas pelo mélodo das tangentes nos intervalos de
(i 10 s a2 14s¢e (& 205 a 25 s, obtidas pelos perﬁs de @msssao relativos da rea@aa
guimiluminescante {[LN]= 122,3x10° mol L7, iCu(ih= 1,8x10™ ms§ Lo, {HZOoj =8,810™ mol L7
T=250+0,1°CepH =10 3’!} Equaoees obtadas {H Y =1, 64119 + 3, Sx*i@ TAU] - 2x10° [AUP,
£=0,9055; e (2) ¥ = 3,84x10% + 1,4x107 [AU] - 1,0x10° [AUP, r = 0,8000.

Rasultados & Discussdo — Potencialidade Analitica do
Efeito Modificador do Acido Urico



E.C, Ferreirg Disseriacio de Mesirado 122

Visando obter novas relacbes entre a concentragéo de acido Urico e os pardmeiros
cinelicos, og moniicramentos foram normalizados com a maior intensidade de emissdo
para cada perfil de emiss&o. Foram aplicados a estes perfis normalizados o5 métodos do
tempo fixe e das tangentes nos mesmos tempos e intervalos. Os resultados foram
pbastante similares nac melhorande os resultados j@ obtidos. Por isso, optou-se por

suprimir esse calculo, que aparentemente s prolonga o procedimento geral.

Os parametros In.x D também foram relacionados com a concentracio de acido
arico. A distribuicdo entre os pontos obtidos pela relacdo entre a intensidade maxima e a
conceniragao de acido Urico ndo apresentou uma correlagéo definida. Ja pels relagédo
com a duracdo da luminascéncia, a distribuicdo dos pontos aprasentou carater polinomial,

comg ilustra a figura 70
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Figura 70. Curva de callbragBo da D em fungio da concentragio de acido Grico obtida pelos perfis
de emissBo da reagBo quimiluminescente (ILNI=2,3x107 mol L7, [Culii}=1,8x10" moi L7,
[H,0.]=8,8x107 mol L7, T = 250+0,1 °C e pH = 10,31). Equacio obtida: D = 28 + 2,8 [AU] +
4,4x107 JAUT, r=0,9971.

Foram encontradas relacbes entre a [AU] e ¢os pardmetros analiticos escolhidos
que resultaram curvas analiticas lineares e polinomiais com coeficientes de correlagdo
adequados para fins analiticos. As curvas de calibracdo obtidas pelc método do tempo
fixc foram mais adequadas para a aplicagadc analitica uma vez que apresentaram carater

iingar nos niervalos astudados.
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10.2. Avaliacic do Sistema 2 na Determinacao de Acido Urico:

Foram realizades monitoramentos a fim de avaliar o desempenho do Sistema 2 na
determinacac de acido drico utilizando a2 reacdo quimiluminescente. Para isso, foram
estudadas as concentracdes entre 5,0x107 2 8,0x10™ mol L. As concentracdes de H,O;,
luminol, Cu(ll) e carbonato foram 4,4x107, 2,3x107°, 1,8x107% ¢ 0,2 mot L. Os perfis de
amissio relativos obtidos estdo flustrados na figura 71,

Devido & decomposicdo do H:O, a concentracdc de O, presenite no meio
reacional é suficients para também reagir com o luminol produzindo guimiluminescéncia.
Como foi discutido no Capitule 7, o primeiro maximo do perfil de emissdo pode ser
atribuido & presenca de O, Por isso, para os céiculos analiticos, os perfis de emisséo
foram considerados a partir do segundo maximo de intensidade que deve ser atribuido a
concentracdo de M0, no meio. A figura 71 apresenta (A} os perfis de emiss&o obtidos e
(B) os perfis de emissdo subtraidos da luminescéncia decorrenie a presenca de O, a

partir do segundo maximo de intensidade.

Inensidade Relativa
Intensidade Relativa

I3 5 10 15 29 5 G 3 10 i3 20 25

2mps (s) tempoe corrigide {s}

Figura 71. (A) Perfis re!aiwos obtidos pela reacdo entre a solugio de luminol (2 3%10° mol L } na
presenca de Cu{ily (1. Sx‘i‘ﬁ moi L™y em tampdo carbenato (pH=10,1, [CO:1=0,2 mol L) e
solucbes de H202 {4, 4x107 mol L~ } conteﬂdo diferenies csncentracees de Acido Grico, em mol L
(1Y 0; {2) 5, Ox107, (3) 1,5x107, (4) 3,0x10°, e (5) 8,0x10™. T = 25,020,1 °C. Os msmioramentos

foram reglizados com o Sistema 2 (..=420 nm; 1X de Ganho, Vi o=0600V). (B) Perfis relativos &
partir do segundo méaximo de intensidade.

Foram realizados os tratamentos matematicos analogos aos realizados como os
dados obtidos com ¢ Sistema 1. A relagéo da .y 1ambém fol avaliada e esia ilustrada na
figura 72. O metodo do tempo fixo foi aplicado em varios intervalos sem que se
observasse relacdo linear entre a intensidade em tempo fixo e & concentragio de acido

urico, [AU], conforme ilustra a figura 72.
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Figura 72. Curvas de calibrago obtidas a partir da (1) lmax registrada e do métedo do tempo fixo
em{2) 1,809 5, (3) 3,744 s e (4) 6,250 s dos perfis médios de emassag reiatwes ohiidos pela zcaigao
guimiluminascenie do lumi ﬂoi {2 3x107 mol L Y com HOp (4,4x107 mol L "Yem pfesezaca de acido
drico. ([Cu(il}=1,8x10™ moi L'; tampfo carbonato, pH=10,1 2 [CO5 1=0,2 mol L7} T = 25,001 °C;
7e=420 nm; 1X de Ganho; vm—sﬁf}\f) Os monitoramentos foram realizados com o Sistema 2. A
tabela 7 apresenta as eguaches obtidas.

Tabela 7. Equagbes das curvas ilustradas na figura 72.

Parémetro Equagdo r
mex lma=0,588 + 0,41 exp(-[AU] 7 7,1 0.9999
Tempo fixo em 1,868 s l1sao= 0,543 + 0,34 exp{-]AU]/ 8,2} 0,8997
Tempo fixo em 3,744 s ls744% 0,470 + 0,288 exp(-]AU]/ 8,9) 0,9896
Tempo fixo em 6,250 5 dg050= 0,420 + 0,259 exp(-IAU]/ 6.5 0,9985

O metodo das tangentes foi aplicado em vérios intervaios. A relacéo entre as
- tangentes odtidas no intervalo de 0,619 a 1,244 s apresentou uma curva de calibracio
com carater linear na faixa de 5,0x10° g 8,0x10™ mol L™ de acido drico, como ilustra a

figura 73,
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Figura 73. Curva Gs calibragdo linear obtida a partir do método das tangsnies no intervalo de
0,612 a 1,244 s dos perfis médios de emissao relativos oblidos pela reagdo quimiluminescente do
fuminol (2,3x107° mol L) com H,0, (4,4x107 mol Ly em presenca de acido drico (Cu(il]=1,8x10™
mol L™ tamp&o carbonato, pH=10,1 & {0032336,2 mol L T = 25.0:0,1 °C; 7.,=420 nm; 1X de
Ganho; Vee=b00V). Os monitoramentos foram realizados com ¢ Sistema 2. Eguacdo obtids
-tan o=3,16x107 ~ 3,8x10™ [AU], r=0,9956.

O Sistema Z ndo apresentou curvas de calibrago adequadas para a determinacéo
de acido drico em toda faixa de concentragdo. Ja com o Sisiema 1, o método do tempe
fixo em véarios intervalos apresentou relacbes lineares e adequadas para fins analiticos.
As diferencas dos resultados dos sistemas, possivelmente, estdo relacionadas com tempo
de espera para iniciar os monitoramentos. Provaveimentg, as solugbes preparadas para a
avaliacao do efeitc do &cido Urico pelo Sisiema 2 foram usadas apos um tempo maior de
espera que as solugbes da avaliagcdo com o Sistema 1. Isto pode ter diminuido a
concenfracdo de H,O, em uma faixa que ndo apresenta uma tendéncia linear com 0s
parametros cinéticos.

Com estes resuitados, pode-se dizer que o Sistema 1 apresentou um desempenho
melhor gue o© Sistema 2 para determinacdo de acide wrico. Contudo, novos
monitoramenios com © Sistema 2 adequando o tempo de termostatizacdc podem

melhorar seu desempenho para a determinag&o deste analito.
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CAPITULO 11:
POTENCIALIDADE ANALITICA DO EFEITO MODIFICADOR
DO ACIDO ASCORBICO
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Anaiogamente ao &cido Urico, foi realizado um estudo para avaliar a viabilidade da
determinacéo de &cido ascérbico empregando-se sua propriedade inibidora na reagaoc
quimiluminescente do luminol. Como apresentade no Capiiule 7, pode-se supor gue ©
Acido ascérbico também pode interagir com todos 0s reagentes do sistema através da sua
acao redutora e anti-radicalar.

Para realizar os estudos, foram utilizados os dois sistemas de detecgdo, que
assim, puderam ser avaliados. As condigdes de monitoramentc da reagao

guimiluminescente utilizadas foram as estabelecidas nos Capituios 8 e 8.

11.1. Avaliacéo do Sisterna 1 na Determinacdc de Acido Ascorbico:

Segundo os resultados experimentais apresentados no Capitulo 7, ¢ decaimento
da luminescéncia, 8§, também € inversamente proporcional 4 concentracdo de acido
ascorbico, [AAlL  Analogamente aos sfeitos do acido Grico, a inibigdo da
quimiluminescéncia monitorada pode ser utilizada como técnica indireta de andlise de
acido ascorbico.

Foram reslizades monitoramentos da luminescéncia utilizando ¢ Sistema 1, com
acido ascorbico nz faixa de 8,5x10° a 4,5x10™ mol L”. Os perfis de emissdo relativos

estéo ilustrados na figura 74.

1,04

0.8
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ol 2%

intensidade Reiativa
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Figura 74. Perfis médios relativos de emisséo da reacgio de luminoi (2,3x1 07 mol L'} em presenca
de Cuif) (1,81 0" moi L™ e em tampac carbonato (CO7T = 0,2 moi L pH = 10,0) com H, O,
(8.9x107 mot L' em presenca de acido ascorbico, em moi L™ (1) 0; (2) 6,5x10% (3 1,3x107% (4)
1,0x107; (5) 3,.2x10™%; e (8) 4,510, T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 1.

Foram aplicados 0s metodos do tempe fixo e das tangentes nos perfis de emissao
obtides. O métode do tempo fixo fol aplicado nos tempos 85, 12 5, 15 5 @ 25 5. As
relacdes apresentaram carater linear, ilustrados na figura 75. O método das tangentes foi
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gplicado em vérios intervalos sem que fossem obtidas relagbes lingares com 2

concentragdo de acido ascdrbico, [AAL
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Figura 78. Curvas de calibrac8o obtidas a partir do méiodo do tempe fixe aplicado nos tempos de
(1) 8s, (2) 125, {3) 1552 {4) 25 s dos ;}ems reiatwos de emissio da reacéo efe luminol (2, Sx!f} #
mol b 1} am presenga de {:u{ii} {1, Sxﬂ} mol L e em tampé&o carbonato (C0Cs" } 0,2mol L7 oH

= 10,6) com HGy (8, 9x10~ mol L } em presenca de acido ascorbico. T =25,0:0,1°C. Dadcs
ebtados com Sistema 1. As equacbes obtidas estdc apresentadas na tabela @

Tabela 8. Equacbes das curvas Hustradas na figura 75. O simbolo r & | representam o coeficiente
de correlacdo e a intensidade relativa em um intervalo, respectivamente.

Intervaio {8} Equacio T
8 iss = 0,850 — 2,67x107 [AA] 0,8870
12 fizs= 0,730 ~ 3,00107 [AA] 0,8922
15 55 = 0,8413 — 2,42107 [AA] 0,940
25 P by w0483 S 1BZXITC[AA] 9916

11.2. Avaliag&o do Sistema 2 na Determinacio de Acido Ascérbico:

Analogamente ao Sistema 1, foram realizados monitorameniocs da luminescéncia
em presenca de acido ascdrbico, na faixa de concentracdo de 8,4x107 a 6,4x10™ mot L
O efelto modificador ¢o acido ascérbico € a diminuicho da velocidade de decaimento e o
aumento da duragdo da luminescéncia, D. A medida gue hé o aumento na concentracdo
de Acigo ascorbico ocorre g diminuicdo da velocidade ¢ o aumenis da duragdo de
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emissie. Além disso, 0 aumento na conceniracdc de acide ascorbico leva a diminuicéo da
intensidade maxima registrada, I 05 perfis médios relativos de emiss&o obtidos esiao

apresentados na figura 76.
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Figura 78. Perfis médios relatives de emisséo da reagac de luminoi {2,3x§ﬁ“3 mol L' em presenca
de Cuil) (1,810 mol L) e em tampéo carbonato ({007 = 0,2 mol L', pH = 10,80) com Hz0:
(4.4x10° mol L) em presenca de &cido ascorbico (mot L) (1) 5,15x10% (2) 1.03x10%
(3) 3,00x10% () 515x10% e (5) 6,18x107". T =25,0+0,1°C. Dados obtidos com Sistema 2
(he= 420 nmy; 1X ganho; Vi = 800 V).

Avaliando-se Inax COmM [AA], encontrou-se uma relacac linear entre 08 pontos,

como ilustrade na figura 77.
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Figura 77. Curva de calibraglo obiida pela relag80 entre & 1na, com [AA] a partir dos perfis médios
relativos da reacBio de luminol (2,3x107 mol L) em presencs de Cu{ig (1,8x107 mot L) & em
tampéo carbonato {{0032'} = 0.2 moi L pH = 10.60) com H,0, (4 4x10™ mol L"E) em presenca de
AA. Dados obtidos com Sistema 2 (.= 420 nm; 1X ganho;, Ve = 800 V). Egquagio obtida:
e = 1,01 — 6,8x107 [AA], r=0,9956.
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OUs perfis de emiss&o foram tratados pelos métodos integral do tempo fixo e
diferenciai das tangenies, buscando-se construir curvas da calibracao para correlacionar g
conceniracao de acido ascérbico com os pardmetros cinéticos.

O metodo do tempo fixe foi aplicado em vérios intervalos. As relaces obtidas
possibilitaram a construgdo de curvas de calibracBe lineares em todos os intervalos
gstudados. A figura 78 llustra algumas curvas obtidas ¢ a tabela O apresenta as

respectivas equacdes das curvas obtidas.
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Figura 78. Curvas de calibrag&o obtidas & partir do método do tempo fixo em: (1) 0,619 s: (2) 1,869
s; (33 3,119 s e (4) 3,744 s. As equacles lineares obtidas estdo apresentadas na tabela 10,
respectivamente. (2..= 420 am; 1X ganho; Vige = 800 V; [LNT = 2 3x107 mol L ICuihl = 1.8x10™
moi L'} [CO5"1= 0,2 mol L, pH 10,80; [H,0,] = 4,4x107mol L),

Tabela 8. Equacles das curvas ilustradas na figura 78. Os simbolos r & | representam ¢ coeficiente
de correlagdo e 0 valor da intensidade relativa em um intervalo, respectivamente.

Intervalo {s) Eguacio® r
0619 los™ 0,27 + 3,8x10° [AA] 0,9934
1,368 o ' less = 9.5x10™ + 3 4x107 [AA] 0,8887
3,119 3416 = 5,3x107  2,7x10° [AA] 0,9867
3,744 i7aa = 4,310 + 2 4x107 [AA] 0,09G8

Pelo métode das tangentes, vérios intervalos foram estudados e apresentaram
carater linear. A figura 79 ilustra as curvas de calibrac@o obtidas, com as equacles
descritas na tabeia 10,
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Figura 79. {(A) Curva de calibraco obtida pelo métode das tangenies no intervalode 020818 s ¢
{B) curvas de calibracdo obtidas a partir do método das tangentes nos intervalos (1) de 1,869 s a
24945 (2) de 3744 s a8 4,388s; (3) de 4,994 5 a 5818 5, & {4) de 82445 3 €,369 s.
([Ho0o]=4,4x107 moi L7 [LNI=2,3x107 mol L; [Cutil=1,8x10™ mol L [CO5™] = 0,2 mof L7,

pH=10,8). As squacles estio apresentadas na tabeia 10.

Tabela 19. Ecuacles das curvas illusiradas na figura 7%, Os simboios ¢ e -an « represeniam ¢
cosficiente de correlaco e o valor negative da tangente em um intervalo, respectivamente.

intervale {s) Equacio* r

0,000 a 0,819 tano = 1,18 —1,83x107 0,9097
1,860 a 2,494 tan o = 4,21x107 + 8,6x107 [AA] 0,9066
3,744 a 4,269 tan o = 1,24x107 + 3,5x107 [AA] 0,9996
4994 25819 tan o = 6,8x10™ + 2,48x107 [AA] 0,9987
6.244 2 6,869 stan o = 4.22x107 + 1,72x107 [AA] 0,9938

Avaliando-se os resuitados obtidos pelos dois sistemas, verificou-se que o Sistema
2 apresentou um methor desempenho do que o Sistema 1, pois apresentou um namero
maior de curvas de calibracdeo com coeficientes de correlacdc adeguados para
procedimento analitico. _ - _ _ _

Assim, optou-se por utilizar o Sistema 2 como sistema de detecc@o da aplicagdc

do métodoe analitico em amostras reais, o que sera discutido no préximo Capitule.
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CAPITULO 12:
DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO EM
MEDICAMENTOS
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O acide ascorbico ou Vitamina C frequentemente e centro de discussbes sobre
seu papel & suas possiveis interagdes benéficas no organismo humanoe. Alguns clentistas
& médicos propbem a utilizacao de altas doses desta vitamina, cerca de 1000 mg por dig,
para tratamentos pés-cirlrgicos e tratamentos preventivos e de controle de aigumas
doencas, como a gripe & o cancer (CAMERON & PAULING, 1993). Deixando de lado se
estas idéias sdo especulativas ou nfo, a verdade & que a popuiarizagdo da vitamina C fez
com gque crescesse sua comercializagfo tanto em medicamentos quanto em alimentos.
Além disso, aumentou também o interesse no estudo da funcio metabdlica do acido
ascorbico no organismo, cujas concentragdes estdo na faixa de 10 mol L™ ou 16 ug mL”’
(CAMERON & PAULING, 1993).

Sabendo-se da importancia desta substancia, ¢ dcido ascorbico foi escolhido para
avaliar 0 desempenho do método cinético proposto para a determinagéo em comprimidos

e tabletes efervascentes de Vitamina C.

12.1. Andlise de Madicamenios contendo Acido Ascérbico:

A composicdo dos comprimidos de vitamina C varia bastante, dependendc do
fabricante. A maioria dos comprimidos sem efervescéncia possui ¢ &cido ascorbico com
alguns excipientes, como talco, para transmitir ao particulado propriedades deslizantes
e/ ou antiaderenies. Por ouirc lado, os tabletes efervescentes apreseniam em sua
composicdo vérias substancias responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do
produto, como lactose, amido, aspartame, sacarina sodica, sacarose & aromas de frutas
citricas, outras responsdveis para producdc de efervescéncia, como NaHCO; e algum
acido fraco {(Acido tartdrico ou acido cifrico). Algumas destas substancias apresentam
propriedades redutoras conhecidas e j& determinadas pela reacio quimiluminescente do
luminol, como, por exempilo, glicose (LEBEDEVA, UGARCVA, 1995}, lactose (BUSCH &
POLSTER, 1892) e acido tartarico (GAIKWAD, SILVA, PEREZ-BENDITO, 18984). Quiras
espécies, como NaHCOs,, também modificam o comportamento da luminescéncia pela
acdo do carbonato no mecanismo.

Avaiiando-se estas caracteristicas, notou-se que a analise sem um tratamento
prévie das amostras efervescentes possivelmente mostraria resultados maicres gque ©
asperado pela interferéncia de outros agentes redutores presentes na matriz da amostra.
Para verificar tal premissa, foram realizados as andlises diretas das amostras de
comprimido e de 2 tipos de tabletes efervescente pela dissolugéc e diluigio em tampéo

carbonaio.
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Para comparar 0s resullades, foram realizadas as andlises das amosiras pelo
método oficial da ACAC {1995) para analise de medicamentos e alimentos contendo
acido ascorbico. Este metodo consiste em uma titulacio visual de acido ascérbico em
solugao com o reagente 2 8-diclorofenclindofenol (DCFI) em presenca de 4cido oxalico. O
excesso do proprio reagente funciona como indicador do final da tituiacgo {pela mudanca
de cor de incolor para rosa).

As analises das amostras foram realizadas com o Sistema 2, nas condicdes
otimizadas ([H20:] = 4,4x107 mol L [LN] = 2,3x10° mol L, [Cu()] = 1,8x10™ mol L
{CQSQ‘] =02 mel L™ A = 420 n; Ve = 800V, T = 25,020,1 °C; pH = 10,8). Os padrées
de acido ascorbico variaram de 5,15x10° a 8,18x10™ mol L. Os perfis de emisséo
refatives foram tratados peios métodos do tempo fixo e das tangentes. Os perfis de
emiss@o relativos das amostras esto ilustrados na figura 80. Foram tsstados uma

amostra de comprimido (amostra 1) & 2 tipos de tabletes efervescentes (amostras 2 e 3.
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Figura 80. Perfis relativos de emisséo das amosiras: {1) amostra 1; (2) amostra 2; e (3} amostra 3.
As condigBes de monitoramento foram: {{M.05] = 4,4x107° mol L [LN}= 2,310 mot L [Culth]=
1.8x10™ mol L} [CO"T = 0,2 mol L} 2= 420 nm; Vi = 600 V: 1X Ganho; T = 25.0:0.1 °C:
5H=10.6). e SRR

Os resultados obtidos pela andlise dirsta das amostras & os resuliados obtidos
pelo metodo oficial estdo ilustrados na tabela 11. As concentracdes das amostras foram
apresentadas em porcentagens em masss, calculadas pela raz3o entre a massa de acido
ascorbico e a massa da amostra. Os desvios entre os resultados do método proposto, Ce,

e o metodo oficial, C,. foram calculados de acordo com a squacio abaixo:
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d e = 2o~ Co x 100 (31)
CO
Tabela 11. Resuitados da analise direta das amostras de medicamenios.
Amostra Amostra 2 Amostra 3
Método 1 2 dacac | Efervescente | B* | dapac | Efervescente 1 R* | dacac
(%) {%) (%) (%) (%} | (%) (%) (%) 1 (%)

valor de 66,4 - 41 24,3 S 24 22,6 - 140

rotulo

AQAC 63,7 85,8 - 23,8 87.% - 217 98,0 -
Tempo fixo
em 0,9312 5 84,3 96,8 0,8 82,3 339 71 - - -
Tempo fixo
o 3.4312 s 83,4 85,5 0.5 78,8 316 &9 481 217 &8

* R representa Recobrimento: (Resuliade / Valor de Rétule) x 100.

Os melhores resultados da analise cindtico-luminescente da amostra 1 foram
obtidos pelo método do tempo fixo em 0,8312 e 3,4312 s, com desvios de 09 e 0,5 %,
respectivamente, com relacdo aos resultados encontrados pelo método da ACAC.

As amosiras 2 e 3, como esperado em funcéo da sua composigdo, apresentaram
resultados bem maiores que 0s nominais (valores de rétulo) e os obtidos pele metedo
oficial. Como observado na figura 81, as amostras 2 e 3 apresentaram maicres duragbes
da luminescéncia, D, e menor intensidade maxima registrada, Ihax. 18i0, possiveimente,
relacionou-se com a presenca de outros agentes redutores {como lactose e sacarose) que
inibem a luminescéncia e provocam ¢ aumentc do valor de [AA] encontrada.

Uma das formas para tentar contornar esta interferéncia sem um tratamento prévio
das amostras foi a utilizacdo do métedo de adicdo de padrio, conforme descrito no

proximo item.

12.2. Anélise de Medicamentos pelo Método de Adicdo de Padréo:

As concentragBes dos padrdes de acido ascérbico utilizados foram de 1,0x1 0*a
4x107* mol L. Utilizando-se o procedimento do métedo proposte, foram avaliados os
perfis de emisséo relativos para as 3 amostras, com medidas em triplicata no sistema 2.

Os perfis de emisséo relativos das amostras 1, 2 e 3 com a adigéo de padréo

estdo ilustrados nas figuras 81 2 83,
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Figura 81, Perfis relativos de emj ssas do memde da adicdo de padrio de ac;{ie ascrbico (mol L™
4 amostra 1: (1) 0; (2) 1,02x107; (3) 2 84}(15 {43 3, 96)(1{}’{E & {5) 4 08x107°. As cendzgoes ge
momtoramemo fsram (?Hnezjwdéx‘é@ mol U7 [LN] = 2,3x107 mol L™ {CuiD] = 1,8x10“ mol L7
[CO4"T1=0,2 mol L} & = 420 nm; Vi, = 600 V: 1X Ganho; T = 25,020,1 °C,; pH = 10,8).
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Figura 82. Perfis relativos de emissio do metodo da adicdo de padrao de acido ascérbico (mol L)
a amostra 2: (1} 0; (2) ‘i 84x1(}“4 (3) 2,08x107™%; & {4 3, 12x§0 A3 cond;g{)es de monlioramento
foram: ([H;0,] = 4,4x107 mol L™"; [LN] = 2, 3x10 mol L™ [Cudih] = 1,8x10%* moi L; [CC:*] = 0,2
moi L 7o = 420 nm; Vi, = 600 V, 1X Ganho; T = 25,020, 1 “C; pH = 10,8).
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Figura 83, Perfis relativos de em;ssao do metoﬁo da adico de padric de acido ascorbico (mot L)
a amostra 3: (1) §; 2) 1. 67x10 C{8) 2,14x107% e 4y 3 2§><‘§O"A As cencﬁgoes de momter&memo
foram: ({%—% O.] = 4,4x10° mol L7 [LN] = 2, Sxm mol L [Cuin] = 1.8x107 mol L [CO:*T = 0,2
mol £ 4 = 420 nmy; Vige = 600 V; 1X Ganho; T = 25,040, 1 °C; pH = 10,8}

Resuftados ¢ Discusséo — Determinagéo de
Acido Ascdrbice em Medicamentos



E.C Ferreirs Dissertacio de Mestrado 141

A tabela 12 llustra os resuitados obtidos.

Tabela 12. Resultados das analises dos medicamentos com a adigio de padrgo.

Amostra Amostra 2 Amostra 3
Método 1 B dacac | Efervescente | R droae | Efsrvescente | B® | Caoac
{%) (%) (%) (%) (%) (%) (%} %) | (%)
valor de 66,4 ; 41 24,3 -2 226 -1 40
rStule
ACAC 83,7 95,5 - 23,8 97.9 - 21,7 98,0 -
" fempo fixo
em21812s | °©4% 971 | 10 443 182 | 46 47,0 208 | 54
Tempo fixo
em 4.0562 s 458 820 28 251 98 8 50 31,8 141 3z

* R representa Recobrimente: (Resultade / Valor de Rotule) x 100

Avaliando-se os resultadoes, verificou-se que para a amostra 1 (comprimido) o
menor desvio foi obtido peio método do tempo fixo no 2,1812 s (Caocac = 1,0 %). Além
disso, verificou-se que para a amostra 2 (tablete efervescente) o método com adicdo de
padréo pelo tempo fixo em 4,0562 s apresentou 0 menor desvio (daoac = 5,0 %)
encontrado por todos os métodos de célculos. Porém, os resultados da amostra 3 ndo
apresentaram desvios menores de 5%, possivelmente, pela presenca da sacarose em
sua composigao.

A proposta cinetico-luminescente apresentou aplicabilidade para amostras reais de
comprimidos de vitamina C com desvios menores que 1 % para os métodos de tempo fixo
em 0,9312 e 3,4312 s para a analise direta da amostra (diluicdo em tampéo carbonato) e
resultados com desvios menores que 5 % para 0s outros métodos.

O método de adi¢do de padrao apresentou resuitados com desvios menores que
5% para 0 método do tempo fixc em 2,1812 s para amostra 1 (comprimido) e para o
método do tempo fixc em 4,0562 s para a amostra 2 (tablete efervescente). Isto deve
indicar aspectos favoraveis do estudo realizado.

12.3. Avaliagéo do Método Cinético com Técnica Quimiluminescente:
12.3.1. As Figuras de Mérito:

Na escolha de um método analitico, alguns critérios de desempenho do
procedimento do método devemn ser considerados para reconhecer o método mais
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apropriado para obter informacgBes desejadas. Estes critérios, como exatid&o, preciséo,
seletividade, sensibilidade, limite de deteccéo, faixa de concentrag&o dinamica, tempo e
custo de andlise, denfre outros, s&o chamados de figuras de mérito. Partindo da
importancia da apresentaggo destes critérios para avaliacdo do método proposto, foram
enconiradas as figuras de mérito para o método cindtico de acorde com as definicbes da
JUPAC? (1978) e segundo SKOOG & LEARY {1992},

A exatid@o de um método analitico deve ser avaliada pela andlise de um material
de referéncia ou através da comparacgic com um método padrio de analise (SKOOG &
LEARY,1992). O método proposto foi averiguado peia comparacdo com método oficial da
AOCAC (1995). Os resultados obtidos, como j& apresentados, néo tiveram um desvio maior
do que 5 %, o que, possivelmente, indica a exatiddo do método para as amostras de
medicamentos.

A precis@o de um método analitico descreve a reprodutibilidade dos resultados e,
geraimente, & avaliada pelo valor do desvic padrio relativo entre as medidas (IUPAC,
1978 & SKOOG & LEARY, 1992). Geralmente, uma das desvantagens da técnica
quimiluminescente € dificuldade para reprodutibilidade das medidas (JIMENEZ & NAVAS,
1997). Contudo, & utiizagdo de um método cinético ao invés de um método
termodinamico como proposta de andlise, geraimente, aumenta a reprodutibilidade da
analise pela utilizaggdo de um maior nimerc de pontos nos calculos dos parametros
analiticos e na construgdo das curvas de calibracSo. No caso do método proposto, as
estimativas de desvios padrées relativos entre as medidas n&o foram maiores que 6,0%.

A seletividade de um método analitico demonstra o quante o método esta livre da
interferéncia de outras espécies contidas na amostra (IJUPAC, 1978 e SKOOG & LEARY,
1992). No caso do método proposto para a amostra de comprimido, a seletividade do
método foi adequada, ja que as espécies presentes néo interferiram na analise. Porém,
na analise de tabletes, a interferéncia de espécies redutoras, como o _a’a__ciqo_ tartaricoe a
sacarose, e a presenca de NaHCO; indicam que o método direto de andlise nio &
adequado. Contudo, para uma das amostras de tabletes efervescentes, gue nio
apresentavam sacarose, o método de adicio de padrdo contornou a desvantagem da
seletividade do método proposto.

A sensibilidade de um método analitico é dada pela mudanca no sinal analitico em
funcao da mudanga da concentragdo do analito (SKOOG & LEARY, 1992). Geralmente, a
sensibilidade é representada pela raz&o do coeficiente angular das curvas de calibracéo

* Infernational Union of Pure and Appiied Chemistry.
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pelo desvio padrdo das medidas, chamada de sensibilidade analitica, y. No caso do
método proposto, ¥ € igual a 0,195 e 0,108 para os métodos de tempo fixo em 0,8312 e
3,4312 s na analise direta, respectivamente.

O limite de deteccdo de um método analitico € a conceniracio de analito que pode
ser encontrada pelo sinal analitico minime medido (SKOOG & LEARY, 1982
Geralmente, o célculo do sinal minimo medido, Sy, pode ser encontrado pela seguinte
expressao (SKOOG & LEARY, 1982):

S, =8, + ks, (32)

onde §, ¢ a meédia de sucessivas medidas do branco, s, € o desvio padrdo entre as

medidas do branco e k € uma constante. Geralmente, escolhe-se o valor de kigual a 3,
pois neste valor ha 99,6% de confianga na medida. Supondo que as curvas de calibragdo
sdo lineares, pode-se encontrar o limite de deteccac de um método analitico, oy, pela
seguinte equacdo (SKOOG & LEARY, 1982):

o =2mT5 -

m

onde Sy € minimo sinal medido, calculado pela equacgdo 32, Sy, € o sinal do brancoe m é
o coeficiente angular da curva de calibragéo.

Segundo estas defini¢des, os limites de deteccédo para os métodos do tempo fixo
em 0,9312 e 3,4312 s na analise direta foram de 5,0x10° mol L' e 3,2x10%° mol L™,
respectivamente.

A faixa din&mica de concentragdo de um meétodo analitico pode ser definida pelo
intervalo entre a menor concentrago que se pode realizar medidas quantitativas, o limite
de quantificacao, LQ, e a concentragéo onde a curva de calibracéo perde a linearidade, o
limite de linearidade, LI (SKOOG & LEARY, 1992). O limite de gquantificagdc &
considerado igual a 10 vezes o valor do desvio padréo do branco. Assim, no caso do
método proposto pelo método do tempo fixo em 0,9312 e 3,4312 s na analise direta, LQ &
igual a 3,9x10”° e 5.6x10° mol L™, respectivamente. O limite de linearidade para as duas
curvas de calibracio foram de 6,0x10™ mol L.

O tempo e o custo da analise & um dos critérios mais importantes na escoltha da
analise (SKOOG & LEARY, 1992). O tempo gastc na analise pelo método proposto com 4
padrdes é de cerca de 40 min e para cada amostra ou padrao adicionado a analise, pode-
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se somar cerca de 5 a 10 min. O custo da técnica quimiluminescente é relativamente
baixo em comparagéo a técnicas de separacéo e absorgéo atémica.

A partir das figuras de mérite, é possivel caracterizar a proposta como um método
analitico para a determinacdo de &cido ascérbico em medicamentos na faixa de
concentrago de 6,0x10°° a 6,0x10°* mol L™, com desvios padrées relativos mencres que
6% e exatidao testada pela comparagio com método oficial da AQAC. Além disso, as
figuras de merito do método sfo importantes para podermos compara-ic com outros
metodos analiticos quimiluminescentes e com outras técnicas de deteccdo, como
apresentado no proximo item.

12.3.2. Comparagdo do Método Cinético Quimiluminescente com Outros Métodos:

Para avaliar o método cinético proposto, foram escolhidos alguns métodos para
determinagéo de acido ascorbico, conforme apresentado na tabela 13. As siglas FlA e QL
representam que o método analitico ufiliza g técnica por iniecdo em fluxc e técnica
quimiluminescente, respectivamente.

Tabela 13. Alguns métodos analiticos para determinacéo de 4cido ascérbico. Os simbolos ¢, & s,
representam os valores de limite de detecgdo e desvio padrio relativo, respectivamente.

Método Faixa Dindmica Cm S, Referéncia
Analitico (mol L™ mol LYy | (%)
Método Proposto | 6,0x10° a6,0x10™ |  3.2x10° <6 Este trabalho
Titulacdo of DCFI Até 5x10° 5x107 - ACAC, 1995
FlA-QL 5x107 & 1,0x10° - 2.6 AGATER & JEWSBURY, 1997
Cinético - QL 1x16° a 1,010™ 5x107 6 ZAVERUKHA & SKOROBATYI, 1961
FIA-QL 1,1%x10° a 3,0x16™ 2x10°1° 122 | PEREZ-RUIZ, MARTINEZ-LOZANO,
SANZ, 1895
FIA-Enzimatico-QL 4x107 a 3x10™ 8x107 <10 SATO, CHIBA, TANAKA, 1993
Cinético- 6x107 a 2x10°® 4x107 2.0 FAN et al, 1999
Espectrofotométrico
FiA-Potenciométrico-
Elétrodo Modificado 10%a 107 8,5%x10* 3,6 FERNANDES et al, 2000
Tubular
Potenciométrico- | 2,0x10° a 5,5x10° 2,2x10° <1,3 | FATIBELLO-FILHOC & VIEIRA, 2000
Elétrodo Selstive
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Pode-se verificar que os métodos com técnica quimiluminescente associada a
técnica de injec@o por fluxe apresentam maior faixas dinadmicas, menores limites de
detecg@o e menores desvios padrdes relativos que o métode proposto. Os métodos
potenciométricos apresentaram maiores faixas dindmicas e menores desvios padries
relativos, mas com limites de deteccdo maiores que o método proposto.

As desvaniagens do método proposio sé&o a baixa selelividade para oulros
agentes redutores, o maior tempo de analise, o maior limite de detec¢do e a pequena
faixa dinadmica de concentracdo enconfrada. Porém, ¢ método apresenta precisdo
semelhante aos outros métodos, baixo cusio nos equipamenios e reagentes e
simplicidade no procedimento de anélise.
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CONCLUSAO

“ Nao existe nada em que um homem livre pense menos que a morte; sua sabedoria é
meditar ndo sobre a morte, mas sobre a vida”
(Trecho retirado do livro Etica de Espinosa)
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CAPITULO 13;
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Nos 2 anocs de trabalho, foram realizados estudos qualitatives e quantitativos sobre
as espécies envolvidas na reagéo do luminol, visando avaiiar as aplica¢gbes analiticas que
poderiam ser desenvolvidas.

iniciaimente, foram realizados os estudos para avaliar os efeites modificadores das
espécies através do monitoramento da luminescéncia com o sistema de deteccdo de um
espectrofotébmetro comercial ¢ um sistema de injecdo para adicdo e mistura dos
reagentes. Os resultados serviram para caracterizar a luminescéncia em fungdo dos
reagentes, inclusive os agentes modificadores, produzindo os primeiros indicios da
aplicabilidade analitica da reacdo. Foram verificados os efeilos modificadores de dois
cations de metais de transicdo, Cu (i) e Ni (il), e de dois agentes modificadores, acido
ascorbico e acido Uricoe. Além disso, os resultados obtidos scbre a variacac da
luminescéncia com a conceniracéo de H.C, e com os efeitos medificadores de acide
ascoHrbico e acido Urico possibilitaram a formulacdo da proposta para utilizer a reagdo
guimiluminescente para fins analiticcs. Os estudos com o acido ascdrbico resultaram na
apresentacéo de trabatho na 232 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica em
2000 (FERREIRA & ROSSI, 2000).

Posteriormente, foi montado um sistema de detecgdo constituide por
fotomultiplicadora acoplada ac monocromador e controlado por microcomputador. Este
sistema permitiv © monitoramento da luminescéncia com maior velocidade de resposta e
possibilitou selecionar faixas menores de comprimento de onda (= 1 nm) para as medidas.
Assim, foi possivel reavaliar e confirmar resultados obtidos com o espectrofotdmetro. Com
estes resultados, foi apresentado um trabalho na 24° Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica em maic de 2001.

Por fim, o meétodo cinético para determinacdco de agenies redutores (acido
ascorbico e acido udrico) com técnica guimiluminescente foi testado com amostras de
~ medicamentos contendo &cido ascorbico, Para comprimidos ndo efervescentes, os
resultados da analise direta com métode do tempo fixo podem ser considerados
satisfatérios. Para os comprimidos efervescentes, com adi¢do de padrao, o método do
tempo fixo também apresentou resultados aceitdveis. Este material foi também
apresentado na 24® Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

Conciuséo
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PERSPECTIVAS

* Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, € primitiva e infantil [...] e, no
entanto, € a coisa mais preciosa que temos”
Albert Einstein (1879-1955)
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CAPITULO 14:
PERSPECTIVAS DE APLICACAO DE REACOES
QUIMILUMINESCENTES
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Atuaimente, a aplicacdo analitica de técnicas quimiluminescentes vem se
destacando devido a sensibilidade obtida e as inimeras especies que interagem com a
guimiluminescéncia e podem ser analisadas. Alem disso, ¢ baixo custo e a simplicidade
dos equipamentos necessarios para construir um sistema de detecgdo, como
luminbmetros, biossensores e oulros fotossensores, fazem com gue ¢ estudo da
quimiluminescéncia seja interessante para Quimica Analitica.

Por outro tado, a interac&o nas reacgbes gquimiluminescentes de varias espécies
mostra a pouca seletividade desta técnica. Além disso, outra desvantagem € baixa
reprodutibilidade durante as medidas quimiluminescentes ja que mudangas na forma de
adicdo e mistura dos reagentes podem levar a mudancas na intensidade da
luminescéncia da reacdo. Devido as estas desvantagens, as perspectivas na utilizagao da
técnica quimiluminescente devem estar ligadas a métodos que aumentem a seletividade e
a reprodutibilidade do sistema.

(Geralmente, a seletividade da técnica quimiluminescente pode ser aumentada pela
associagdc com iécnicas de separacdo, como CLAE, eletroforese e cromatografia
gasosa. Exemplos de aplicagbes anaiiticas de técnicas guimiluminescentes com técnicas
de separagdo podem ser enconiradas em anélise de produtos petroliferos (NAVAS &
JIMENEZ, 2000), de produtos agroquimicos (JIMENEZ & NAVAS, 1997) e de poluentes
gasosos {(WARDENCK! & ZYGMUNT, 1991), denire outras. Além das técnicas de
separacdo, técnicas que utilizam enzimas para determinag&o de substratos com detecgéo
quimiluminescente também aumentam a seletividade na analise. Exempios de aplicagdes
de sistemas enzimaticos sdo largamente encontrados em biossensores (ABOUL-ENEIN,
STEFAN, VAN STADEN, 1998) e na unido da técnica guimiluminescenie com a técnica
por injecdo em fluxo (SEKINE et al, 1993, PREUSCHOFF et al, 1993, SATO, CHIBA,
TANAKA, 1993, KIBA et al, 1998 ¢ ALMUAIBED & TOWNSHEND, 1999).

A reprodutibilidade da técnica quimiluminescente pode ser melhorada pela
utilizacdo de técnicas por injecdo em fluxo e outras técnicas de injegdo que faciiitém a
adicdo e da misturas dos reagentes. Muitos métodos quimiluminescentes utilizam a
injecdo em fluxo para assegurar a reprodutibilidade das medidas. Alguns exempios de
analitos determinados por métodos gquimiluminescentes por injecdo em fluxo sdo
compostos organo-estanicos (FUJIMAKI et al, 1983), actcares (Cl et al® 1993 e PEREZ-
RUIZ et al, 1999), drogas (ALWARTHAN, AL-TAMRAH, AKEL, 1993 e KUBO et al, 1999},
vitaminas (KUBO & TORIBA, 1997 e HE et al, 1999), poluentes (PRICE, WORSFOLD,
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MANTOURA, 1894, LAN & MOTTOLA, 1998, e PRICE, MANTOURA, WORSFOLD,
1998), dentre muitos outros.

Provaveimente, as perspecitivas de aplicagdc analitica da técnica
quimiluminescente sdo o desenvolvimenio de métodos mais seletivos reprodutivos por
sua associagac com técnicas de separacio, técnicas por njecéc em fluxo e sensores
bioquimicos e quimiluminescentes em fase heterogénea (ABOUL-ENEIN et al, 2000}

Perspeciivas — Perspeciivas de Aplicacéo de
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