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RESUMO

O presente trabalho apresenta estudos da reacdo de autoxidacdo de
Ni(ll)/tetraglicina (Ni"G4) e Cu(ll)/tetraglicina (Cu"Gs) induzida por S(IV) em meio
aquoso.

Os estudos espectrofotométricos enfocaram a formacdo do respectivo ion
metélico no estado de oxidacdo 3+. Verificou-se que S(IV) acelera a autoxidacdo de
Ni"G, em pH = 9,2 (tamp&o borato). Alguns parametros cinéticos desta reacdo foram
determinados.

A autoxidacdo de Cu"G, induzida por S(IV), caracterizada por marcante efeito
sinérgico positivo de Ni(ll), foi empregada no desenvolvimento de método analitico para
S(IV) na faixa de (0-12)x10° mol L™ Este método foi utilizado para estudo da
autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions metalicos de transicdo, em meio né&o-
complexante.

Estudos por quimiluminescéncia abordaram a interacdo das espécies geradas na
autoxidacdo de Ni"G,4 induzida por S(IV) com [Ru'(bipy)s]** (ion tris-bipiridil-2,2 -ruténio
(). Foi avaliado o efeito de intensificacdo da radiacdo emitida, causado pela presenca
de alguns tensoativos ou por adi¢bes sucessivas de S(IV).

A interacdo das espécies produzidas na autoxidacéo de Ni'G, induzida por S(IV)
com luminol foi aproveitada para desenvolvimento de método para determinacdo de
sulfito por quimiluminescéncia. Um sistema em fluxo empregando unidade de difusao
gasosa foi utilizado para separacdo do analito da matriz. S(IV) livre foi determinado em
amostras de bebidas, aclcar e &agua de chuva, com limite de deteccdo de

2.8x10°8 mol L.



ABSTRACT

The current work shows studies concerning the sulfite induced Ni(ll)/tetraglycine
(Ni"G,) and Cu(ll)/tetraglycine (Cu"G,) autoxidation reaction in aqueous medium.

Spectrophotometric studies focused on the formation of the correspondent
metallic ion in the 3+ oxidation state. It was found that S(IV) accelerates Ni'G,
autoxidation at pH = 9.2 (borate buffer). Some kinetic parameters of this reaction have
been successfully determined.

S(IV) induced Cu'G, autoxidation, which is characterized by the remarkable
positive synergistic effect of Ni(ll), was used in the development of a S(IV) analytical
method in the range of (0-12)x10° mol L™. This method was used to study the S(IV)
catalyzed autoxidation of metallic transition ions, in non-complexing medium.

Chemiluminescence studies approached the interaction between Ru(ll)/bipy (tris-
bipyridil-2,2"-ruthenium(ll) ion) and the species generated in the S(IV) induced Ni'G,
autoxidation. The emitted radiation intensifying effect, which is caused by the presence
of certain surfactants or consecutive additions of S(IV), was evaluated.

The interaction between the species generated in the S(IV) induced Ni'G,
autoxidation and luminol was used in the development of a sulfite determination method
by chemiluminescence. A flow system containing a gas-diffusion unit was used to
separate S(IV) from the matrix. Free sulfite was determined in beverages, sugar and

rainwater samples, with a detection limit of 2,8 x 10® mol L™.



GLOSSARIO

G, = usado como termo geral para o peptideo tetraglicina

O

O O

I
G, = NH2CH2CNH-CH2gNH-CHZHNH-CHZCOOH

[M"(HG4)]*™ : complexo de M(Il) com G4
[M"(H..G.)]%™: complexo de M(lIl) com G,

(HG,) Y : refere-se ao ligante com X nitrogénios peptidicos desprotonados

coordenados ao ion metélico (figura na pagina iv), dado que os complexos

de Cu(ll) ou Ni(Il) com este peptideo apresentam varios graus de

protonagéo, de acordo com a acidez do meio

M"G,] :

M(Il)/tetraglicina

[|\/|”|G4] :

M(lll)/tetraglicina

[M'(HaGa)l* + M'(H2Ga)] + [M"(HGa)] + [M"(Ga)I"
(a espécie predominante em solu¢édo dependera da acidez do meio)

[M"(H3Ga)] + [M'(H.2Ga)H] + [M"(H3Ga)H2]" + [M"(H.2Ga)H]*
(no caso do complexo de Cu" G4, no pH em que foram efetuados os

estudos (pH = 9,2) predomina a espécie [M"(H.5G.)])



iv
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[O2]i

[O2]:
[Ru(bipy)s]**
*[Ru(bipy)s]**

lo

Abreviaturas, simbolos e defini¢cdes

fon metalico

Absorbancia

Elétron

Potencial padréo de reducao

Forca ionica

Temperatura

Oxidos de enxofre(IV) = H,SO3, HSO3 e SO3*

Comprimento de onda

Absortividade molar

Ultravioleta

Andlise por Injecdo em fluxo

Concentracéo Micelar Critica

Numero de agregacédo

Concentragao de oxigénio inicial

Concentracao de oxigénio no tempo t

fon tris-bipiril-2,2’-ruténio(ll)

fon tris-bipiril-2,2’-ruténio(ll) fotoexcitado

Intensidade de emiss&o do fon [Ru(bipy)s]** fotoexcitado na
auséncia de oxigénio

Intensidade de emiss&o do fon [Ru(bipy)s]** fotoexcitado na
presenca de oxigénio

Intensidade de emiss&o inicial do fon [Ru(bipy)s]** fotoexcitado
Intensidade de emiss&o do fon [Ru(bipy)s]** fotoexcitado no tempo t
Constante de velocidade bimolecular do processo de supressao
Tempo de vida do ion [Ru(bipy)s]** fotoexcitado na auséncia de
oxigénio

Constante de velocidade observada

Comprimento de onda da radiacao de excitacdo (nm)
Comprimento de onda da radiagcdo de emissao (nm)
Coeficiente de correlagao

NUmero

Monoetanolamina

Trietanolamina



TRIS

NTA
EDTA
PTFE
Cyclam
FIA-QL
Imax

Imax S(1V)
Imax branco

SDS

Triton X-100
Tween 20
Tween 80
Brij 35

Brij 76

Tris(hidroximetil)aminometano vi
Acido nitriloacético

Acido etilenodiaminotetraacético

Politetrafluoretileno

1,4,8,11-tetraazociclotetradecano

Andlise por injecdo em fluxo com detecc¢ao por quimiluminescéncia
Intensidade maxima de radiacao emitida

Intensidade maxima de radiacdo emitida na presenca de S(1V)
Intensidade maxima de radiacdo emitida na auséncia de S(IV)

n-C12H25S04Na (Dodecilssulfato de sodio)
[(CH3)3CCH2C(CH3)2CgH40CHCH(OCH2CH3)g 50H]
[CH2O(CHO)4](CH2CH0)9qOCOC11Hog
[CH20(CHO)4](CH2CH20)200C0OC 1 7H36
C12H25(0CH2CH2)230H

C18H37(0OCH2CH2)100H
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PREFACIO

Os estudos apresentados no presente trabalho, comparando com a literatura
existente, estdo descritos nos capitulos a seguir. Optou-se por reportar as referéncia
bibliograficas no final de cada capitulo. A humeracdo de equacdes, figuras e tabelas
também foram realizadas considerando-se cada capitulo de maneira independente.

Os reagentes e solucbes empregados nos estudos estdo descritos no final do
documento (pagina 168). Desta maneira, acredita-se que o leitor obtera uma melhor
compreensao dos resultados, uma vez que Ni(ll)/tetraglicina e Cu(ll)/tetraglicina foram

estudados separadamente com diferentes técnicas analiticas.



Capitulo I: Introducéo e objetivos



[.1.Introducéo

O baixo custo, eficiéncia e versatilidade fazem com que o dioxido de enxofre seja
largamente utilizado com finalidades industriais. S(IV) (SOs*, HSO3; e H,SO;) é
utiizado como antioxidante em industrias farmacéuticas e alimenticias, agente
branqueador de polpa de celulose em industrias de celulose e papel, sequestrante de
oxigénio em agua destinada a geracao de vapor e no tratamento de minérios de sulfeto.
A curva de distribuicdo dos 6xidos de enxofre(lV) encontra-se representada na figura 1.

A sulfitagem do vinho, como é conhecida a adicdo de compostos de S(IV) ao
mosto de uva, € uma das etapas mais importantes na fabricacdo desta bebida milenar.
Dentre os efeitos da sulfitagem, destacam-se a acdo anti-séptica, antioxidante e
inibidora de certas enzimas oxidantes. Em dose adequada, a sulfitacdo promove a
selecéo do levedo ao eliminar as células menos vigorosas e bactérias contaminantes.

Na fabricacdo do acucar, o diéxido de enxofre € adicionado durante a etapa de
clarificacdo. Esta operacdo € utilizada para o branqueamento do melado da cana, de
coloracéo escura.

Do ponto de vista ambiental, SO, € um importante poluente atmosférico, oriundo
principalmente da combustdo de combustiveis fosseis”. Na literatura encontram-se
descritos varios trabalhos que buscam elucidar os mecanismos de oxidacédo do didxido
de enxofre em fase aquosa pelo oxigénio, pois esta reacdo é importante para a

producado de acido sulfdrico sob condicbes atmosféricas.



Figura 1: Diagrama de distribuicdo das espécies de S(IV).



O crescimento da exposicdo humana ao sulfito faz com que seus efeitos toxicos
sejam alvo de preocupacdo crescente por organismos ligados a saude humana.
Segundo o FDA (“Food and Drug Administration”), 1 em cada 100 pessoas € sensivel a
sulfito, assim como 4 a 8% dos pacientes asmaticos®® Embora segura para a maioria
da populacéo, a exposicdo a S(IV) € de imprevisivel gravidade para asmaticos e
pessoas hiper-sensiveis, podendo levar a dificuldades respiratérias, choque anafilatico
e urticaria®

No Brasil, a Resolucédo - RDC n° 34 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), de 9 de marco de 2001, estabelece os limites maximos de S(IV) e outros
aditivos em alimentos a fim de minimizar os riscos a populacdo. Para vinhos, o limite
maximo permitido de sulfito total € de 0,035g/100 mL, expresso em SO,; para sucos de
frutas, 0,020 g/100 mL (exceto suco de caju, cujo limite maximo € de 0,3 g/100 mL) e,

para acucar refinado, 0,002 g/100g.

[.1.1. Autoxidacao de S(IV) catalisada por ions metalicos de transicao

A oxidacdo de S(IV) catalisada por ions metélicos de transicdo é um processo
muito importante em quimica ambiental. Os processos de oxidag¢do de oxidos de S(1V)
ocorrem espontaneamente na atmosfera quando SO, € emitido na presenca de
oxidantes como O,, Oz e H,0,. A oxidacéo de S(IV) por O, (também conhecida como
autoxidacao de S(IV)) € um processo termodinamicamente favoravel; no entanto, esta
reacao é extremamente lenta na auséncia de um catalisador. Alguns ions metalicos de
transicdo, ou seus complexos, presentes em solu¢des ou na superficie de particulas de

aerossois, apresentam efeito catalitico na autoxidacdo de S(IV)“*.



Em 1958, Junge e Ryan® avaliaram a remocéo de SO, da atmosfera em escala
global, considerando-se a presenca de tracos de ions metalicos que catalisam a
oxidacdo de S(IV) por oxigénio. Acredita-se que a absorcédo seguida de oxidacdo em
fase aquosa seja o processo dominante de remocao de SO, da atmosfera!”®.

Data de 1903 um dos primeiros estudos sobre a autoxidacdo do anion sulfito,
apontando a extrema lentiddo da reacdo na auséncia de um ion metalico como
catalisador®. O efeito catalitico de sais de Cu(ll) em concentracdo de 102 mol L na
autoxidacdo de S(IV) também foi caracterizado® e confirmado em trabalhos

s1%12) jons metalicos em niveis de concentracdo da ordem de 102 mol L*

posteriore
podem ser encontrados mesmo em agua altamente purificada, como impurezas.

Desde entdo, a oxidacdo espontanea dos oxidos de S(IV) por oxigénio tem sido
estudada sem o estabelecimento de um consenso definitivo no que se refere a
dependéncia do pH, velocidade de reacdo, mecanismos envolvidos, eficiéncia relativa
dos catalisadores e quantidade minima para acao catalitica. Dados numerosos e por

vezes contraditérios sdo encontrados na literatura**2%

, provavelmente devido as
diferentes condicGes experimentais selecionadas pelos respectivos autores (acidez do
meio, temperatura, forca idnica, concentracdes relativas dos reagentes, natureza dos
ions metélicos e presenca simultanea de varios ions metalicos).

A maioria dos estudos enfoca a autoxidacéo de S(IV) catalisada por ions metalicos
de transicdo (em meio nao-complexante) mediante 0 monitoramento da concentragcéo
de S(IV), O, ou S(VI) formado como produto da reacdo™??. De maneira geral, a

concentracdo de S(IV) nestes experimentos®™?? ¢ relativamente alta quando

comparada ao ion metalico catalisador.



Alguns trabalhos avaliaram a autoxidacdo de S(IV) monitorando-se a
concentracdo do catalisador quando complexado a um ligante adequado; nestas
condicdes, 0 processo pode ser denominado “autoxidacédo do ion metélico de transicéo
induzida por S(IV)". Nestes estudos®?? foi possivel efetuar medidas em condicdes
experimentais tais que a concentracdo de S(IV) foi mantida baixa (10®° a 10* mol L™
em relacdo ao fon metélico (102 a 10 mol L™). E necessaria a avaliacdo de parametros
cinéticos e termodinamicos que envolvem o conhecimento das constantes de equilibrio
e do potencial de oxirreducdo dos complexos dos ions metéalicos envolvidos. Neste
contexto, destacam-se os estudos efetuados com os seguintes sistemas: Fe(lll)/tris
1,10-fenantrolina®, Co(ll)/Co(l11)/NHs??, Fe(l)/Fe(I/EDTA®, Fe(ll), Mn(ll), Co(ll),
Ni(Il), Cu(l) e V(V) com ftalocianinas®”, Mn(Il)/CDTA®, Co(ll)/Co(lll)/Ng ©®),
Mn(I)/Mn(11)/Ns~ @7, Ni(I)/Ni(il)/cyclam ©® e Ni(OH)/Ni(OH); ?®. Os resultados do
trabalho envolvendo os complexos de Ni(ll)/Ni(lll)/tetraglicina e Cu(ll)/Cu(lll)/tetraglicina,

a serem abordados respectivamente nos capitulos Il e Ill, apresentam enfoque similar.

[.1.2. Mecanismo da autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions metalicos de
transicéo

A maior parte dos ions metalicos de transicdo que atuam como catalisadores na
autoxidacao de S(IV) é estavel em solucdo aquosa no estado de oxidacdo 2+. Estudos
disponiveis na literatura demonstram que, para exibirem acgéo catalitica na autoxidacéo
de S(IV), € necessario que estes ions sejam oxidados a um estado de oxidacdo mais

elevado (3+). Deste modo, foi constatada a existéncia de um periodo de inducéo



quando um ion metalico de transicdo no estado de oxidacdo 2+ atua como catalisador
na autoxidacao de S(IV).

A literatura relaciona sugestdes distintas para justificativa do efeito catalitico.
Numa primeira etapa, o ion metalico é oxidado (equacéo 1) preponderando um periodo
de inducdo associado. Coichev e van Eldik®® sugeriram uma oxidacdo direta do fon
metalico pelo oxigénio (equacdo 2), ao passo que Anast e Margerum®® propuseram
uma reacdo de desproporcionamento (equacdo 3). JA Hobson e colaboradores®)
indicaram a formacdo de uma espécie complexa entre sulfito e o ion metalico durante o
periodo de inducdo, que seria prontamente oxidada (equacédo 4). Outra possibilidade
reside na oxidacdo do ion metélico de transicdo por impurezas oxidantes, como Fe(lll),
presente em concentracdes da ordem de 10° a 10® mol L? mesmo em &gua

deionizada ©% 39,

M) — M(®ll) + e (1)

De qualquer modo, é evidente e consensual o papel do ion metalico no estado
de oxidacdo 3+ enquanto catalisador do processo. A reacdo de catalise é iniciada
segundo a equacédo 5, com a geracdo do radical sulfito, que rapidamente se combina
com o oxigénio para produzir fortes oxidantes como o radical peroxomonossulfato
(equacado 6) e o anion peroxomonossulfato (equacéo 7). Estas espécies, por sua vez,
oxidam o ion metalico (equacdes 7, 9, 10 e 11). ApOs estas reacdes segue uma etapa
de propagacdo em cadeia em que alguns dos produtos finais sdo sulfato, S,0¢* e

S,05% (equacdes 12-29).



O mecanismo sugerido para a autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions metalicos
de transicdo € apresentado no esquema I, no qual encontram-se também as possiveis

reacdes subsequientes conforme dados da literatura®>2.

Esquema |: Mecanismo da autoxidacao de S(IV) catalisada por ions metélicos de

transicéo®%%®

Inicio (na auséncia de M(lll) adicionado)

M) + O, —» M(I) + Oy )

oMU —> M) + M) 3)

M(Il) + SO5™ === M() (SO3)x — 220 M(I11) (SO3)x (4)
ene T Ciclo redox |

Autocatdlise

M) + SOz°>° — M(l) + SOs  lenta (5)
SO;~ + 0O, __, SOs° (6)
M) + SOs~ — M(ll) + SOs* 7)
SOs* + H" _— HSOs (8)
M(l) + HSOs — M(lll) + SO, + OH (9)
Ou M(l) + HSOs — M(lll) + SO;  + OH (10)

M) + SOs° — M(ll) + SO, (11)



Propagacado da Cadeia
SOs~ + SO05*
SOs~ + SO
SOs5° + HSO3
SOs° + SOs*
SO,” + SO05*

SO, + HSO3

SOs” + SOs3°
SO~ + S04
HSOs + SOs3”
250,  + O,
S04 + SO3°

S0, + SO;° + H'

Formacéao dos Produtos / Término da Cadeia

HSOs + SO3*
HSOs + HSOs
SO;° + SO3~
SO, + SO4°

SOs5° + SOj5°

SO + SO3°
SOs5" + 0O5°
02._ + H+

O, + HOy
HO, + H

HSO; /S0s%  +

—

—

H.02

2S0,5 + H'

250, + 2H'

S,06*
S,0g”
S,06° + O,
S,06° + O
SOs” + O,
HO,
HO, + O,
H20-

— » HSO0, /S0 + H,O

(12)
(13)
(14)
(15)
(16)

(17)

(18)
(19)
(20)
(21)
(22)
(23)
(24)
(25)
(27)
(28)

(29)
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[.1.3. Relevancia do estudo da autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions metalicos
de transicao

A reacdo de autoxidacdo de compostos de S(IV) (SO,, HSO3; e SO5%), em fase

aquosa e na presenca de ions metalicos de transi¢do, exerce um importante papel em
quimica ambiental (ciclo do enxofre e formacgdo de chuva acida), analitica (preservacao
de amostras e desenvolvimento de métodos analiticos alternativos para S(1V)),
bioinorganica (lesées de biomoléculas induzidas por S(IV)) e de processos industriais
(remocgao de SO, de gases de exaustao e efluentes industriais). Estes aspectos sao
abordados a seguir.
e importancia em quimica atmosférica: substancias emitidas para a atmosfera podem
retornar a superficie através de processos de deposi¢cao seca (sem participagéo de fase
liguida) ou umida. O termo “chuva acida” tem sido usado como uma expressao para
designar os processos de deposi¢cao umida em geral.

O interesse cientifico na deposicdo umida tem aumentado em decorréncia de
prejuizos ecologicos e econbmicos, oriundos de danos a fauna, flora, edificacdes,
estatuas e obras-de-arte. As substancias acidas inorganicas mais abundantes na
atmosfera sdo H,SO, e HNOs.

A fase liquida na atmosfera (chuva, nuvem, neblina) pode ser vista como um
sistema no qual varias reacdes, dentre as quais a oxidacdo de S(IV), podem ocorrer
simultaneamente. A contribuicdo individual de cada etapa no processo de oxidagcao de
S(IV) depende das condi¢cBes atmosféricas presentes.

* remocao de gases em processos industriais: o dioxido de enxofre € um dos

principais constituintes do ar poluido. Sistemas de remocdo dos gases em fluxo,
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baseados na autoxidacdo de SO, a SO,* por fons metdlicos de transicéo (Fe(ll) e
Mn(11))®* 39 tém sido empregados em usinas termoelétricas.

Estudos sobre a remocao simultdnea de SO, e NOy foram desenvolvidos nos
altimos anos por varias companhias de engenharia e laboratérios de pesquisa.
Encontram-se descritos na literatura sistemas aquosos compreendendo complexos
quelatos com Fe(ll) destinados a remocgéo simultanea de SO, e NOx®®39. Solucdes
aquosas de Fe(I1)-NTA®® (acido nitriloacético) e Fe(ll)-EDTA®® foram, por exemplo,
utilizadas como absorvedores de sulfito.

O conhecimento do mecanismo de autoxidacdo de S(IV) é de cunho fundamental

para a otimizacdo de parametros que definem a eficiéncia de remocao de gases em
processos industriais.
* lesdes de biomoléculas induzidas por S(IV): a exposi¢cdo humana a S(IV), advinda
da ingestéao de alimentos contendo sulfito como aditivo ou da inalacdo de SO, presente
em ambientes poluidos, pode causar efeitos toxicos e danos genéticos. Embora tenha
sido alvo de numerosos estudos, a toxicidade do ion sulfito é ainda pouco
compreendida.

Diversos estudos tém indicado os radicais SOz*, SO4* e SOs* como potenciais
oxidantes de membranas celulares, proteinas e acidos nucléicos (DNA e RNA). No
entanto, a maneira através da qual a toxicidade de S(IV) é alterada por ions metélicos
de transicdo, em particular Ni(ll), ndo é clara. O estudo da autoxidacdo de S(IV)
catalisada por Ni(ll) é de grande interesse pois, somada as evidéncias bioldgicas da
presenca de Ni(lll), muitas espécies a base de niquel sdo carcinogénicas®?.

» desenvolvimento de métodos analiticos alternativos para determinacédo de S(IV):

apesar de atuarem geralmente como agentes redutores, as espécies de S(IV) séo
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capazes de induzir a autoxidacdo de ions metalicos e seus complexos, conforme
descrito no item 1.1.2. A geracdo do ion metalico no estado de oxidacdo 3+ pode ser
acompanhada espectrofotometricamente na presenca de um agente complexante
adequado, propiciando o desenvolvimento de métodos analiticos alternativos para a
determinacao de S(IV).

A aplicacdo analitica desta reacdo foi inicialmente considerada por Senise®?,

que desenvolveu uma prova de toque sensivel para sulfito baseada na mudanca de

coloracdo de uma solucéao azul do complexo Co(ll)/N3" , que se torna amarela devido a

oxidacdo a Co(lll)/N3. Esta observacdo abriu perspectivas para novos estudos,

enfocando o emprego deste sistema na determinacdo de S(IV) em &gua de chuva e

ar*?“4_ Nestes trabalhos, a concentracdo inicial de S(IV) é diretamente proporcional &

concentracdo de Co(lll)/N3~ formado. O método é bastante sensivel, devido a elevada

absortividade molar do complexo de Co(lll)/ N3'.

Estudos envolvendo o par redox Co(ll)/)Co(lll) em meio de
tris(hidroximetil)aminometano permitiram o desenvolvimento de método alternativo para
determinacdo de S(IV) em amostras de produtos de degradacédo de SFg %)

A reacdo de oxidacdo do Mn(ll) a Mn(lll) induzida por S(IV) foi proposta para a
determinacdo de S(IV) em amostras de vinho, através de andlise por injecdo em
fluxo“®. Neste sistema, fons Mn(lll) gerados na reacdo de autoxidagdo reagem com

iodato formando iodo. O iodo formado é determinado espectrofotometricamente e

relacionado a concentragdo de S(1V).
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l.2. Objetivos

Os estudos descritos nos capitulos a seguir apresentam como objetivos
primordiais:
« Investigacdo do mecanismo da reacdo de autoxidacdo de Ni'G, induzida por sulfito,
em meio de tampéo borato (pH = 9,2). Determinacdo de parametros cinéticos visando o0
desenvolvimento de métodos analiticos e o esclarecimento do mecanismo da reacéo,
enfatizando a relevancia do O, neste processo.
« Elucidagéo do mecanismo da reacéo de autoxidacdo de Cu"G, induzida por sulfito na
presenca de tracos de Ni(ll). Desenvolvimento de método analitico por injecdo em fluxo
para determinacdo de S(IV), com deteccdo espectrofotométrica do complexo de Cu(lll)
formado.
» Estudo da reacao de autoxidacdo de S(IV) catalisada por tracos de ions metalicos de
transicdo em meio nao-complexante. Nestes experimentos, a formacdo de
Cu(llh/tetraglicina no sistema em fluxo foi empregada como um indicador da
concentracdo de S(IV) em meio de tampéo acido acético/acetato (pH = 4,7) contendo
ions metélicos Fe(ll), Fe(lll) e Mn(ll).
 Verificacdo da interacdo das espécies geradas na reacdo de autoxidacdo de S(IV)
catalisada por Ni"G4 com o fon [Ru'(bipy)s]** (tris-bipiridil-2,2"-ruténio(11)), empregando-
se a técnica de quimiluminescéncia. Avaliacao do efeito de tensoativos na intensificacao
da radiacdo emitida por este sistema quimico.
* Estudo da interagcdo dos radicais gerados na reacdo de autoxidacdo de S(IV)

catalisada por Ni"G,; com luminol, na auséncia de peréxido de hidrogénio.



14

Desenvolvimento de método analitico para determinacdo de sulfito por
quimiluminescéncia empregando este sistema quimico, aplicado a amostras de agua de

chuva, acucar refinado e bebidas.
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II.1. Introducéo

A reacdo de autoxidacdo do complexo de Ni'G, foi estudada por Margerum e
colaboradores”). Apesar de ser oxidado espontaneamente pelo oxigénio atmosférico, o
complexo de Ni"G, formado é instavel, havendo decomposicdo por descarboxilacdo
oxidativa do ligante com concomitante retorno do ion metalico ao estado de
oxidagao 2+.

N&o ha muitas informacBes disponiveis a respeito da autoxidacdo de Ni'G,
induzida por S(IV), uma vez que apenas um trabalho descreve esta possibilidade”.

O presente capitulo apresenta os resultados de um estudo espectrofotométrico
da formacdo de Ni"G4 na presenca e auséncia de sulfito, com a determinacdo de

alguns parametros cinéticos e proposta de um possivel mecanismo de reagao.
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[1.1.1. Consideracdes gerais sobre o complexo de Ni(lll/lIl)/tetraglicina

A tetraglicina é um peptideo que apresenta 3 nitrogénios amidicos (provenientes
de grupos peptidicos) e um nitrogénio aminico terminal em sua estrutura (vide glossario
na pagina iii). Quando desprotonados, estes nitrogénios propiciam a estabilizacdo de
ions metélicos de transicdo num estado de oxidacéao trivalente.

Ni'"G, pode existir em solugcdo aquosa em varias formas, dependendo da acidez
do meio: [Ni"G,]", [Ni"(H.1G4)], [Ni"(H2G4)] e [Ni'(H3G4)]* (vide esquema na pégina iv).
Destas espécies, a forma mais reativa é [Ni'(H.3G4)]*, ou seja, a forma na qual o ligante
esta triplamente desprotonado. Somente algumas constantes de ionizacao referentes a
perda dos hidrogénios peptidicos foram determinadas por Margerum e
colaboradores®. Os valores de pK s&o de 24,22 para a ionizagéo simultanea dos trés
prétons
(INI"(H.3G2)*[H+¥/INi"G4']), e 8,1 para a ionizacdo do terceiro préton

(INi"(H.5G4)” T[H+V/Ni"(H2G4)]) (tabela 1).
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Tabela 1: Algumas propriedades dos complexos de Ni(III/II)/tetraincina(47).

E° vs ENH (V) @ 0,790

| max1 Ni"'G4 (nm) * @250

€ max 1 Ni""G4 (mol™*.L.cm™) * @11000

| max 2 Ni"G4 (nm) * 327

€ max 2 Ni""G4 (mol™*.L.cm™) * 5420 + 200
pK [Ni"G4™)/ [Ni**][G4] -3,7149

PK [Ni"(H.5Ga) [H+)/[NiI"(H.G4)1° |81

2 Valor de E° para [Ni"(H.sG,)] + € === [Ni'(HsG,)]*, determinado por voltametria ciclica
usando eletrodo de pasta de carbono

® Constantes de ionizacdo para a perda do terceiro hidrogénio peptidico. T = 25° C,
m= 0,1 mol L, NaClO,.

* | max corresponde ao comprimento de onda de absorbancia maxima; e max corresponde a
absortividade molar (em | o) para o complexo de Ni"G,.

Em solucdo aquosa, o complexo de [Ni'(H.3G4)]* apresenta uma geometria
guadrada planar, em que Ni(ll) encontra-se coordenado ao nitrogénio do grupo amino
terminal e a trés nitrogénios peptidicos. A coordenacéo inicial do ion Ni(ll) a tetraglicina
ocorre pelo nitrogénio da amina terminal, originando um complexo octaédrico®?. A
desprotonacdo do nitrogénio aminico ocorre em valores de pH elevados (pH = 8-9),
havendo a quase simultdnea desprotonacdo dos nitrogénios amidicos restantes. Este
evento, relativamente lento, € acompanhado pela transicdo de uma geometria
octaédrica para quadrada planar. A transi¢do é observada pela variacdo da absorbancia

em 410 e 250 nm.
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I1.1.2. Oxidac&o espontanea de Ni"G, pelo oxigénio

O ion niquel no estado de oxidac&o 3+ pode ser considerado raro. Atualmente, &
conhecida uma extensa variedade de complexos de Ni(lll), com aminas macrociclicas,
peptideos, ditiolatos, fosfinas e cianeto, dentre outros grupos®. Muitos complexos de
Ni(lll) foram inicialmente observados como espécies transitorias em solucao
(intermediarios reativos). O isolamento e caracterizacao era dificil. No entanto, a medida
que complexos cineticamente mais estaveis foram sendo descobertos, foi possivel
isolar varios deste complexos na forma sdlida, como é o caso do complexo de
Ni(Ill)/cyclam (cyclam = 1,4,8,11 - tetraazociclotetradecano) ®V.

Ni(ll)/tetraglicina, [Ni"(H.sG4)]*, reage, em pH = 9,0, com oxigénio molecular
produzindo pequenas quantidades do complexo do ion trivalente com oxidacdo do
ligante. Margerum e colaboradores”) propuseram um mecanismo autocatalitico para a

Al

reacao, consistente com a velocidade de formacéo de [Ni"(H.3G4)] hos estagios iniciais

do processo (equacdes 1-4):

Ni"G, — Ni'L'" + CO, (1)
Ni'L" + 0O, —> Ni'LOy (2)
Ni'L" + Ni"G, + OH —> Ni'G, + Ni'P (3)
Ni'LO, + Ni"G, + OH — Ni"G, + Ni'"P + 0O, (4)
Ni"'LO, + Ni"G, + H,0 —> Ni""G4 + Ni'LOOH + OH (5)
Ni"LOOH + Ni'G, + 2H,0 — Ni"G, + Ni"P + 20H (6)
Ni"P + Ni'gp —Ni "G, + Ni'P (7)

onde L' é G3NHCH;, LO, €& G3NHCH,0O,, P é G3NHCH,OH (triglicil-N-
(hidroximetil)amida) e G, é (H.3G.)*, isto é, o ligante esta triplamente desprotonado
(pH = 8,6).
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Na presenca de tracos de [Ni"(HsGu)], as reagbes 2 e 5 predominam e o
complexo do ion trivalente gerado constitui uma fonte de producdo de radicais. A
espécie Ni'LOOH oxida Ni"G, (equacdo 6), além de produzir o complexo Ni"P
(Ni(lID/triglicil-N-(hidroximetil)amida). Este intermediario também oxida Ni(ll)/tetraglicina

(equacao 7). A soma das equacbes 1, 2, 5, 6 e 7, representada pela equacéao 8,
Ni"G, + 0, + 3Ni"G4+ 3H,0 —» 3Ni"G, + Ni'P + CO,+ 30H  (8)

revela uma reacao que corresponde ao ganho liquido de duas moléculas de Ni(lll) por
molécula de oxigénio que reagiu.

A medida que a concentracdo de Ni"'G, aumenta, as reacdes 3 e 4 passam a
prevalecer. Estas sdo reacfes de terminag¢do, uma vez que levam a decomposicao do

complexo de Ni"'G,. Somando-se as equacdes 1 e 3 ou 1, 2 e 4 obtém-se:
2Ni"G,+ OH — Ni'G, + Ni'"P + CO, (9)

A equacdo 9 expressa a decomposicdo de Ni""G, sem consumo de oxigénio.
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[I.2. Parte Experimental

[1.2.1. Estudos espectrofotométricos em modo estatico

Os testes para avaliacdo da reacdo de oxidacdo do complexo de
Ni"G, na presenca de oxigénio e S(IV) foram realizados misturando-se a solucdo do
complexo em meio de tampdo borato (pH = 9,2) com solugcdes de S(IV)
(0-10)x10™ mol L™* (ambas termostatizadas a 25°C) na proporgéo 1:1.

A composicao da solucao final esté indicada na legenda das figuras.

Foram empregadas cubetas do tipo Tandem (caminho oOptico 1,0 cm). Estas
possuem 2 compartimentos isolados de 1 mL cada, sendo possivel efetuar a mistura
das solu¢cées momentos antes das medidas.

Utilizando-se agua como referéncia, as solu¢des foram misturadas por agitacao.
A absorbancia foi registrada na faixa de 190-700 nm a intervalos regulares de tempo.
Foi empregado um espectrofotometro HP 8453 acoplado a um microcomputador para
aquisicao de dados. A utilizacdo de um compartimento com varias cubetas permitiu que
atée 5 diferentes solucdes fossem monitoradas simultaneamente. A variacdo de

absorbancia em 327 nm, caracteristica de Ni"'G,, foi acompanhada com o tempo.
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[1.3. Resultados e Discussao

[1.3.1. Autoxidacéao de Ni(ll)/tetraglicina na auséncia de S(IV)

O espectro UV-Visivel da solucdo do complexo Ni'G, em pH = 9,2 encontra-se
representado na figura 1, curva A. Observa-se a existéncia de duas bandas de
transferéncia de carga, em 250 e 410 nm. O complexo de Ni"'G,, gerado a partir da
autoxidacdo de Ni'G,, também apresenta uma banda de transferéncia de carga em
250 nm e outra ao redor de 300 nm (figura 1, curva B).

A formacdo de Ni"'G, foi acompanhada espectrofotometricamente a partir de
medidas de absorbancia em 327 ou 280 nm. Em 327 nm, apenas o complexo de Ni"G,
absorve. O ligante tetraglicina, as espécies constituintes do tampao borato e o anion
sulfito ndo absorvem nesta regiao espectral.

A figura 2 representa o processo de autoxidacdo de Ni'G, em tamp&o borato
(pH = 9,2), na auséncia de S(IV). O comportamento observado é consistente com 0s
experimentos relatados por Margerum et al.“” (equacbes 1-9). A partir do exame
cuidadoso do perfil absorbancia/tempo (figura 2), verifica-se a existéncia de uma etapa
inicial em que ha aumento de absorbancia em 327 nm. Esta etapa, em que ha formacao
de Ni"G,, se estende até que seja atingido um valor maximo de absorbancia e é
descrita pela equagcdo 8. A seguir, a absorbancia passa a diminuir com o tempo,
caracterizando a etapa terminal em que prevalecem reacdes de decomposicdo de

Ni"'G,4 (equacéo 9).
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Absorbancia

240 300 360 420 480
| /nm

0,0

Figura 1: Espectro UV-Visivel de (A) [Ni"G4] = 0,1x10° mol L™; [G4] = 0,2x10* mol L™:;
tampao borato = 0,05 mol L™ (pH = 9,2) e (B) solucéo resultante da autoxidacdo da

solucéo A (tempo de reacéo 2 horas). T = 25,0 °C. Solu¢des saturadas com ar.
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Figura 2: Mudancas de absorbancia em 327 nm durante a autoxidacdo de Ni'G..
INi"G4] = 2,0x10° mol LY [Ga] = 4,2x10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L*
(pH =9,2). T = 25,0° C. Solugbes saturadas com ar.
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Os estudos apresentados no presente trabalho enfocam exclusivamente a
etapa em que prevalecem reacdes que levam a formacdo de Ni"'G,. Esta etapa pode,
por sua vez, ser subdividida em outras duas etapas. A primeira etapa refere-se a lenta
formacao de Ni"'G, e é marcada por um periodo de inducéo associado. Posteriormente,
uma segunda etapa com continua formacdo de Ni"G, se instaura, através de um
processo em que o préprio produto da reacdo (no caso, Ni'"'G,) catalisa a autoxidacdo
de Ni'G,. Pode-se afirmar que, nesta segunda etapa, a velocidade de formacdo de
Ni"'G,4 é maxima.

Verificou-se, ainda, que o aumento da concentracdo de ligante em excesso
retarda a autoxidacdo de Ni'G,, ao aumentar o periodo de inducdo da reacdo

autocatalitica (figura 3).

[1.3.2. Autoxidacéao de Ni(ll)/tetraglicina induzida por S(IV)

No presente item, sdo discutidos os resultados de experimentos realizados a
partir do monitoramento espectrofotométrico da formacao de Ni"'G,, logo apds a mistura
de volumes iguais de solucdo de sulfito com solucédo recém-preparada de Ni'"G, em
tampéao borato (pH = 9,2). Ambas as solu¢cbes encontram-se saturadas com ar. Para
agua pura a 25° C saturada com ar (pressdao parcial de O, igual a
0,20 atm), a concentracdo de oxigénio dissolvido é de aproximadamente
2,6x10™ mol L™ ©2,

A adicdo de sulfito acelera a reacdo de autoxidacéo do complexo de Ni'G4 com

diminuicdo do periodo de indug&o do processo (figuras 4 e 5). A autoxidacdo de Ni'G,
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Absorbancia
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0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
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Figura 3: Mudancas de absorbancia em 327 nm durante a autoxidacdo de Ni'G,.
[Ni"G4] = 2,0.10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L™ (pH = 9,2); [G4]: A = 0,2x107%;
B = 2,4x10% C = 4,2x10; D = 6,0x10° mol L. T = 25° C. Solucdes saturadas com ar.
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Absorbancia

T T T
2000 3000 4000

tempo/ s

Figura 4: Mudancas de absorbancia em 280 nm durante a autoxidacdo de Ni'Gy
induzida por S(IV). [Ni"G4] = 2,0.10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L™ (pH = 9,2);
[G4] = 4,2x10%; [S(V)]: A = 0; B = 0,25x10° C = 0,50x10°; D = 0,75x10>;
E = 1,0x10°% F = 2,0x10°% G = 4,0x10°, H = 6,0x10°, | = 8,0x10° mol L™
T = 25,0° C. Solugdes saturadas com ar.
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Figura 5: Mudancas de absorbancia em 327 nm durante a autoxidacdo de Ni'G,
induzida por S(IV). [Ni"G4] = 2,0.10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L™ (pH = 9,2);

[Ga] = 4,2x10%; [S(IV)]: A = 0; B = 0,25x10°;, C

0,50x10°%: D = 0,75x10°:

E = 1,0x10> F = 2,0x10° G = 4,0x10° H = 6,0x10% | = 8,0x10° mol L™

T = 25,0° C. Solucgdes saturadas com ar.
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na presenca de S(IV) apresenta uma etapa rapida seguida de uma mais lenta. Os
estudos aqui apresentados abordam a influéncia de sulfito na segunda etapa de
formacdo de Ni"G,, avaliada sob condicdes de pseudo-primeira ordem (item 11.3.3). A
primeira etapa foi estudada com detalhes em meio de menor concentragéo de Ni'G, por
Alipazaga®.

Da figura 5, constata-se também que a absorbancia apdés 25 segundos de
reacdo aumenta com a concentracdo de S(IV) inicial. Esta variacdo de absorbancia
refere-se a formacdo rapida de Ni"G,, seguida de ligeira decomposicdo. Este
comportamento € mais pronunciado para adicdo de S(IV) em maiores concentracdes
(6,0 e 8,0x10° mol L?, figura 5, curvas | e H).

A diminuicdo do periodo de inducdo da reacdo de autoxidacdo de Ni'G, em
funcdo da concentracdo de S(IV) adicionado pode ser melhor visualizada a partir da
figura 6.

A influéncia da concentracdo de ligante livre na reacéo de autoxidacdo de Ni'G,
induzida por S(IV) encontra-se representada na figura 7. Assim como a autoxidacéo de
Ni"G, na auséncia de S(IV), o excesso de ligante retarda a reagdo com o aumento do
periodo de inducao do processo autocatalitico. Comportamento similar foi descrito para

0 sistema Co'"/N5 ¥,
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Figura 6: Periodo de inducdo em funcao de [S(IV)], conforme dados da figura 5. O
periodo de inducdo foi assumido como o0 tempo necessario para a geragdo de
8,6x10° mol L™ de [Ni"'(H.3G4)]’, o que corresponde a uma variacdo de absorbancia a
327 nm (a partir de t = 0 s) de 0,04.
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Figura 7: Mudancas de absorbancia em 327 nm durante a autoxidacdo de Ni'G,
induzida por S(IV). [Ni"G4] = 2,0.10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L™ (pH = 9,2);
S(IV) = 5,0x10° mol LY [G4: A = 0,2x103% B = 2,4x10% C = 4,2x10%

D = 6,0x10° mol L. T = 25,0 ° C. Solucdes saturadas com ar.
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[1.3.3. Estudo da formacgé&o de Ni(lll)/tetraglicina sob condi¢cdes de pseudo-primeira

ordem

A formacdo de Ni"G, foi estudada sob condicbes de pseudo-primeira ordem, a
fim de verificar como a variagdo na concentragcdo de S(IV) afeta a velocidade de
formacéo de Ni"'G,. Considerando-se os demais reagentes encontram-se em excesso
ou ndo apresentam variacao significativa de concentracéo durante a reacao, a seguinte

suposicao pode ser feita:

dINi"Ga]; = Kops. [Ni"'Ga]* (10)
dt

para uma certa acidez e concentracdo de ligante em excesso.

A partir do pressuposto de que as condicbes experimentais sao tais que a
formacao de Ni"'G, é de primeira ordem em relac&o & concentracdo de Ni"'G,4, o gréfico
da concentracéo de Ni"'G, (em um certo tempo t) em funcéo do tempo deve seguir a

forma integrada da equacéo 10, ou seja:

IN[Ni"'G4]; = IN[Ni"'G4] - Kops - t (11)

cujo coeficiente angular fornece o valor de kqps (constante de velocidade observada). O
coeficiente linear da equacéo 11 fornece o valor da concentracdo de Ni"G, no tempo
zero.

Em funcéo das singulares condi¢cdes experimentais adotadas (pH, concentragao
de ligante em excesso) e da complexidade do sistema quimico em questédo (ocorréncia
de reacdes simultaneas ou paralelas de geracdo e destruicdo do complexo de Ni"'Gy),
ndo é possivel afirmar que o coeficiente angular do grafico que relaciona In[Ni"'G,] e

tempo (figura 8) seja equivalente a constante de velocidade observada, kops. Neste caso
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Figura 8: Formacdo de Ni"G, sob condicbes de pseudo-primeira ordem.
Ni"G4] = 2,0.10° mol L™; tamp&o borato = 0,01 mol L (pH = 9,2); [G.] = 4,2x1073;
[S(IV)]: A = 0,25x10°; B = 0,50x10™; C = 0,75x10™; D = 1,0x10°; E = 2,0x10>;
F = 4,0x10™; G = 8,0x10™° mol L. T = 25,0° C. Soluces saturadas com ar.
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em particular, o coeficiente angular exprime a maxima velocidade de formacédo de
Ni"'G4, permitindo a inferéncia de importantes conclusdes semi-quantitativas a partir
deste tratamento matematico.

A formacao de Ni"G, resultante da reacdo de autoxidacdo de Ni'G, induzida por
S(IV) encontra-se representada, sob condi¢cdes de pseudo-primeira-ordem, na figura 8.
Os dados foram obtidos a partir dos perfis absorbancia/tempo representados na figura
5, desprezando-se o periodo de inducdo. Assume-se, para efeito de calculo, que a
absorbancia a 327 nm é exclusivamente devida ao complexo de [Ni"(H.3GJ)]

(e=5420 + 200 M cmb)“),

A inclinacdo das retas que descrevem a formacéo de Ni"G, sob condicBes de
pseudo-primeira ordem para diferentes concentracdes de S(IV) € bastante semelhante
para as curvas A, B, C e D na figura 8 ([S(IV)] = (0,25-1,00)x10 mol L™). Nestas
condicdes, conclui-se que a velocidade de maxima formacdo de Ni"'G, independe da
concentracéo de S(IV) na segunda etapa de formacéo (mais lenta) de Ni"'G,.

Deste modo, é possivel afirmar que S(IV) acelera o processo de autoxidacéo de
Ni"G, devido a formacdo de radicais fortemente oxidantes (SOss e SOs*) que
rapidamente geram Ni"'G, em quantidade suficiente para inicio do processo de
autoxidacdo de Ni'G,, com consequiente diminuicdo do periodo de inducdo. O periodo
de inducéio depende da concentracdo inicial de Ni"'G, e S(IV) (equacdo 5, capitulo 1).
Ndo h& modificacdo na velocidade de formacdo de Ni"G, na segunda etapa de

formacdo desta espécie, nas condicOes experimentais estudadas.

Embora o coeficiente angular das retas A, B, C e D representadas na figura 8

apresente um valor bastante préximo (@2x107° s™), este valor diminui ligeiramente para
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concentracdes de S(IV) mais elevadas (por exemplo, 8x10®° mol L™Y). Esta variacdo
pode ser explicada pela atuacdo de S(IV) como agente redutor do complexo de Ni"'G,.
Em concentracdes elevadas de S(IV) (@0* mol L™?), o oxigénio dissolvido, cuja
concentracdo em solucdo saturada de ar é de 2,6x10™ mol L™, ja ndo esta presente em
grande excesso.

O valor do intercepto na figura 8 pode, também, ser relacionado a quantidade de

iniciador [Ni"

(H-3G4)]” no principio da reagdo (equacdo 11). H4 uma dependéncia linear
da concentracdo de Ni"'G, com relacdo & concentracdo de S(IV) inicial na faixa

(0,25 —2,00)x10™°> mol L™ (figura 9).

[1.3.4. Mecanismo da autoxidacao de Ni(ll)/tetraglicina induzida por S(IV)

A natureza autocatalitica da formacdo de Ni"'G,, na auséncia de sulfito, é
justificada pela existéncia de periodo de inducdo (figura 6). Tracos de Ni"Gs, no
principio da reacdo, sao necessarios para iniciar 0 processo. Embora
termodinamicamente desfavoravel, Ni"'G, pode ser gerado por oxidac&o direta de Ni'G,4
pelo oxigénio (equacao 12). O peroxido de hidrogénio resultante é, por sua vez, capaz
de oxidar Ni'"G, produzindo Ni"'G, em concentracéo suficiente para inicio do processo.
Margerum e colaboradores“” estimaram esta concentracdo em 10® mol L™ para a
reacdo de autoxidacdo de Ni"G4 2x10™ mol L™ em meio de tamp&o borato 0,025 mol L™

(pH = 8,6).

2 [NI"(H3Ga)” + 0, + HY === 2 [Ni"(H3G4)] + H,0, (12)

E°=-0,63VempH=28,6
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Figura 9: Concentracéo de Ni"'G4 no tempo zero, obtido por extrapolacdo gréfica dos
dados representados na figura 8, em funcado de [S(IV)] inicial na autoxidacdo de Ni'G,
induzida por S(IV). [Ni"G,] = 2,0.10° mol L™*; [tamp&o borato] = 0,01 mol L™ (pH = 9,2):
[G4] = 4,2x107%; [S(IV)] = (0,25-2,0)x10™ mol L. T = 25,0° C. Solucbes saturadas com

ar.
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Outra possibilidade decorre da formacdo do [Ni'(H.3G4)]* O, em que a

.0, ®9  Existem, ainda,

transferéncia interna de elétrons produz espécies do tipo Ni
diversas possibilidades para iniciacdo por tracos de impurezas oxidantes.

Na presenca de tracos de Ni"'G, e SOs* é estabelecido processo autocatalitico,
conforme descrito no item 1.1.2. Inicialmente, ocorre a formacédo de SOz* (equacao 5,
capitulo 1), que entdo reage com O, produzindo SOse (equacao 6, capitulo 1), que por
sua vez oxida [Ni"(H.3G4)]* em conjunto com HSOs (equacdes 7-11, capitulo 1). O

periodo de inducdo, sendo funcdo da concentracdo inicial de Ni"G, decresce

drasticamente (figura 6).

Autocatalise

Ni"G, + SOz — Ni'G; + SOse- (13)
SOz + O, —>  SOs* (14)
Ni'G, + SOse + H* —> HSOs + Ni'"G, (15)
Ni"G4 + HSOs —> Ni"'G, + SO# + OHe (16)
ou

Ni"G, + HSOs — Ni""G, + SO, + OH (17)

Uma vez formado Ni"'G, em concentracéo apreciavel, inicia-se a segunda etapa
de formacdo de Ni"'G,. Esta etapa, em que a velocidade de formacdo de Ni"G, é
méxima, ndo é afetada pela presenca de S(IV). Acredita-se, assim, que a atuagdo de

sulfito limita-se & primeira etapa do processo de formac&o de Ni"'G,.
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I1.4. Conclusdes

A realizacdo dos testes descritos permitiu a formulacdo das seguintes

conclusoes:

« 0 complexo de Ni(ll)/tetraglicina, Ni"Gs, é oxidado a Ni"G, pelo oxigénio, com

subsequiente decomposicéo do complexo de Ni"'G,4 gerado.

« S(IV) acelera a reacdo de autoxidacdo de Ni'Gs, com diminuicdo do periodo de
inducdo associado. A reacdo de autoxidacdo de Ni'G, induzida por S(IV) ocorre em
duas etapas: uma primeira etapa, em que prevalecem reacdes que levam a formacéo
de Ni"'G,, seguida de uma etapa em que preponderam reacdes de decomposicéo desta
espécie. A etapa de formacdo de Ni"G, pode ser subdividida em duas etapas; a
primeira, bastante rapida, é sucedida por outra mais lenta, em que a formac&o de Ni"'G,
foi estudada sob condi¢cdes de pseudo-primeira ordem. Verificou-se que a velocidade da
segunda etapa de formac&o de Ni"'G, é independente da concentracdo de S(IV) inicial.
Deste modo, atribui-se a acéo ativadora de S(IV) & rapida formac&o do iniciador Ni"'G,
através de mecanismo autocatalitico envolvendo radicais fortemente oxidantes (SO3z¢ e

805’-).
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Capitulo 1lI: Autoxidacédo de Cu(ll)/tetraglicina induzida por S(IV) na
presenca de tracos de Ni(ll). Desenvolvimento de método de analise

por injecao em fluxo.
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[ll. 1. Introducéao

Neste capitulo é apresentado o sistema FIA desenvolvido para determinacdo de
S(IV) nos niveis de (0-12)x10° mol L. O procedimento se baseia na reacdo de
autoxidacdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina (Cu"G4) em tampao borato (pH = 9,2) na
presenca de tracos de Ni(ll), a qual é sensivelmente acelerada por S(IV). Neste
processo, a concentracdo do complexo de Cu(lll)/tetraglicina gerado € funcao direta da
concentracéo de S(IV) presente no meio. A formagcao do complexo de Cu(lll)/tetraglicina
€, por sua vez, acompanhada espectrofotometricamente a 365 nm.

Foi realizado um estudo visando a otimizacdo das condi¢gbes experimentais para
obtencdo do melhor sinal analitico, além da verificacdo de possiveis interferéncias nesta
determinagao.

Estudos da cinética de autoxidacdo de S(IV) catalisada por tracos de ions
metélicos foram também realizados. Para tal, empregou-se a formacdo de Cu"Gs, no
sistema em fluxo, como um indicador da concentracdo de S(IV) em meio de tampao
acetato/acido acético contendo ions metalicos.

Nestes estudos, procurou-se efetuar um estudo comparativo do efeito catalitico
proporcionado pelos ions Fe(ll), Fe(ll) e Mn(ll), qguando no mesmo nivel de
concentracdo. Alguns experimentos foram realizados no sentido de avaliar o efeito de
diferentes concentragBes do ion metalico Mn(ll) no processo de autoxidagdo de S(IV),

com destaque para o efeito sinérgico de Fe(lll) na presenca de Mn(ll).
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[11.1.1. Consideracdes gerais sobre o complexo de Cu(lll/ll)/tetraglicina

O complexo de Cu(llh)/tetraglicina foi o primeiro complexo peptidico de cobre
trivalente caracterizado em solucao aquosa®. De maneira andloga aos estudos com
Ni(I1)/Ni(lll)/tetraglicina®”, a formacéo de Cu"'G, foi primeiramente observada a partir do
estudo de reacéo de oxidacdo de Cu"G, pelo oxigénio®®>),

Cu'G,4 pode existir em solucdo aquosa em varias formas, de acordo com a
acidez do meio: [Cu"G,]*, [CU"(H.1G.)], [Cu"(H2G4)] e [Cu'(H.3G4)]* (vide esquema na
pagina iv). Destas espécies, a forma mais reativa é [Cu'(H.3G4)]*, ou seja, a forma em
gue o ligante esta triplamente desprotonado. Encontram-se descritas, na tabela 1,

algumas propriedades fisico-quimicas relevantes dos complexos Cu(lll/Il)/tetraglicina.

Tabela 1: Algumas propriedades dos complexos de Cu(lll/I)/tetraglicina.

E° vs ENH (V) @ 0,631¢?

| max CU"G4 (nm) * 5202

€ max CU"G4 (mol*.L.cm™) * 1452

| max CU"G4 (nm) * 36562

€| max CU"G,4 (mol™t.L.cm™) * 7120 + 2002
pK [Cu"G4")/ [Cu?"]|[G4] -5,463

pK [CU"(H.1G.)][H+]/[Cu"G," ° 5,6(¢%

pK [CU"(H.2G.) J[H+]/[CU"(H.1G,)] © 6,8¢%

PK [Cu'(H.3G4)*][H+]/[Cu"(H2G4)] 9,16

2 Valor de E° para [Cu"(H.3G,)] + € =— [Cu"(HsG,)]*, determinado por voltametria ciclica
usando eletrodo de pasta de carbono

v¢d Constantes de ionizacdo para a perda do primeiro, segundo e terceiro hidrogénio peptidico,
respectivamente. T = 25° C, m= 0,1 mol L, NaClO,.

* | max corresponde ao comprimento de onda de absorbancia maxima; e max corresponde a
absortividade molar (em | o) para o complexo de Cu'"G,.
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Os centros de coordenacédo envolvidos na formacgao do anel quelato do complexo
de [Cu'(H.3G4)]* compreendem um nitrogénio da amina terminal e trés nitrogénios
peptidicos desprotonados do ligante tetraglicina®®?. Um arranjo geométrico quadrado
planar € obedecido.

Complexos de cobre trivalente caracterizam-se, de maneira geral, pela reacéo
rapida em processos de transferéncia de elétrons na oxidacdo de diferentes
substratos®”, tais como ascorbato, iodeto, ferrocianeto e sulfito. O espectro UV-Visivel
de solucdo do complexo de Cu"G, revela a existéncia de duas bandas fortes de
transferéncia de cargas em 250 e 365 nm. Em virtude da alta absortividade molar de
Ccu"'G, em 365 nm, a formacdo desta espécie pode ser convenientemente monitorada
através de medidas espectrofotométricas neste comprimento de onda.

[Cu"(H.5G4)] apresenta estabilidade moderada em meio de pH neutro (tempo de
vida médio de 5,5 h a 25° C), mas sofre decomposicdo em meios acido e basico. A
reacdo de decomposicao resulta na reducéo de cobre 3+ ao estado de oxidacao 2+,
com oxidacdo do peptideo®. Tanto em meio basico quanto &cido verifica-se a
participacdo dos produtos de reacdo na catdlise da reacdo de decomposicdo de Cu"'G,.
A distribuicdo dos fragmentos peptidicos resultantes da reacdo de decomposicao

também é dependente do pH®86469),

111.1.2. Autoxidacdo de Cu'G, induzida por S(IV)

Cu'"G, é oxidado espontaneamente pelo oxigénio em pH 7-9 através de um

processo autocatalitico®. A autoxidacdo é lenta, mas pode ser acelerada na presenca
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de sulfito®. Anast e Margerum®® realizaram detalhado estudo cinético desta reacao.
Foi evidenciado um mecanismo autocatalitico cuja velocidade depende da formacéo de
tracos de Cu"'G, nos estagios iniciais da reacao.

O mecanismo proposto é essencialmente consistente com aquele descrito no
esquema | do capitulo I. Os tracos de Cu"G, necessarios para inicio do processo
podem advir da reacéo direta com oxigénio (equacao 2, capitulo I) ou através de reacao
de desproporcionamento de Cu(ll) em Cu(l) e Cu(lll) (equacéao 3, capitulo I).

O efeito ativador de sulfito € explicado pela geracdo de radicais SOz e SOse
(equacdes 5 e 6, capitulo I), além de agentes oxidantes, como peroxomonossulfato

(equacdes 7 e 8, capitulo 1), capazes de oxidar Cu"G,4 (equacdes 7 a 11, capitulo I).

[11.1.3. Efeito sinérgico na reacdo de autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions

metalicos de transicao

Sinergismo ou efeito sinérgico refere-se a acdo simultanea de dois efeitos
distintos, atuando conjuntamente na criagdo de um efeito maior ou menor que a simples
soma das acdes individuais independentes.

Muitos autores tém reportado efeitos sinérgicos positivos ou negativos para a
autoxidacdo de S(IV) catalisada por ions metélicos de transicdo em solucédo aquosa®”.
O sinergismo positivo é definido como a aceleracdo na oxidacdo de oxidos de S(IV)
catalisada por metais de transi¢cdo, que resulta da acao de dois ou mais ions metalicos

de transicdo cataliticamente ativos. A aceleracdo proporcionada pela adicao de Cu(ll)

em relacdo a autoxidacao de S(IV) catalisada por Fe(111)®® é um exemplo de sinergismo
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positivo. Ja por sinergismo negativo entende-se a diminuicdo da atividade catalitica do
ion metalico de transicdo em decorréncia da presenca de outro ion metéalico. Por
exemplo, a oxidacdo de S(IV) catalisada por Fe(lll) € inibida pela adicdo de sais de
V(IV) ou Fe(11)®% 7.

O efeito sinérgico de dois ions metélicos de transicdo (Cu(ll) e Fe(ll)) durante a
oxidacéo de éxidos de S(1V) foi primeiramente descrito por Titoff"Y. O sinergismo entre
dois ions metélicos ndo pode ser descrito como a soma de duas reacfes individuais,

conforme esquematizado abaixo para efeito sinérgico entre os ions Fe(lll) e Mn(ll):

Fe(lll) ]
HSOs + % O, HSO, 1)
> Hsos
Mn(ll)

e pode advir de dois efeitos: a) acdo dos ions metalicos como catalisadores individuais,
resultando em uma velocidade de reacdo que ndo corresponde a soma das velocidades
individuais ou b) existéncia de ciclo redox, ocorrendo rapida re-oxidacdo de um dos ions

metalicos.

[11.1.4. Efeito sinérgico de Ni(ll) nareacao de autoxidacéo de Cu(ll)/tetraglicina
induzida por S(IV)

A influéncia de Ni(ll) na reacdo de autoxidacdo de Cu"G, induzida por S(IV) foi
estudada com detalhes por Coichev e Alipdzaga®”. Estes autores verificaram que a
“aceleracdo da autoxidacdo de Cu"G, induzida por S(IV)” é insignificante na presenca

de um segundo ion metalico, como Ni(ll) ou Co(ll). Na presenca de pequenas
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quantidades destes fons metalicos de transicdo, a aceleragéo da autoxidacdo de Cu'G,
induzida por S(IV) € marcante.

A figura 1 mostra as mudancas de absorbancia em 365 nm durante a
autoxidacdo de Cu"G, induzida por S(IV) em meio de tamp&o borato (pH = 9,2). Na
auséncia de Ni(ll), a reacdo € muito lenta e pouco efetiva. A introducéo de Ni(ll) em
baixas concentracfes afeta de maneira significativa a cinética de reacado, ao acelerar a
formacdo de Cu"'G, e diminuir o periodo de inducdo. A eficiéncia de reacdo também
aumenta, ou seja, Cu"'G, é formado em maior quantidade na presenca de Ni(ll).

A figura 1 demonstra, ainda, que o efeito sinérgico positivo depende da
concentracdo de Ni(ll). No entanto, mesmo concentracfes bastante baixas de Ni(ll),
como 1x10°® mol L™, s&o suficientes para acelerar a reacéo consideravelmente.

Alipazaga®” justificou que o efeito sinérgico positivo de Ni(ll) é devido & oxidacao
mais rapida de Ni'G, pelo oxigénio (equacéo 2, capitulo 1), originando o fon metélico no
estado de oxidacao 3+, o qual reage com sulfito para formar o radical SO3z* (equacéao 5,
capitulo 1). O inicio do ciclo de reacdes por Cu"G,, resultante da oxidacéo direta de
Cu'G, pelo oxigénio, € menos provavel, uma vez que esta reacdo é muito lenta
comparativamente & oxidacao de Ni'"G, pelo oxigénio.

Através de um processo autocatalitico similar aquele descrito no item 1.1.2.,
Cu"G,4 (em grande excesso) sera oxidado a Cu"'G,4 (equacdes 7, 9, 10 e 11, capitulo ).
Ni"G, também pode ser oxidado a Ni"'G4 por SOs+’, SO5*, HSOs e SO,* para participar

do ciclo redox de maneira anéloga as reacdes propostas para Cu''G,.
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Figura 1 (extraida da referéncia 67): Mudancas de absorbancia durante a autoxidacéo
de Cu'"G, induzida por S(IV) na presenca de Ni(ll). [Cu"Gs] = 1x10° mol L™
[G4] = 2,5x10™ mol L™; [tampé&o borato] = 0,05 mol L™* (pH = 9,0); | = 0,1 mol L™
S(IV) = 5x10° mol L™ [Ni(I1)]: A = Zero, B = 1x10°®, C = 3x10°, D = 6x10°, E = 1x10° e

F =2x10°mol L. T = 25,0 °C. Solucdes saturadas com ar.
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[11.2. Parte Experimental

[11.2.1 Sistema de injec&o em fluxo

Um sistema de injecdo em fluxo foi empregado no estudo da formacado de Cu'"'G,
em funcdo de [S(IV)], conforme ilustrado na figura 2. Como o ligante tetraglicina
apresenta o inconveniente de ser relativamente caro, foi empregado um sistema FIA em
gue o reagente (e ndo a amostra) é injetado no fluxo carregador de borato.

Neste sistema, solu¢bes de tamp&o borato 0,05 mol L™* (pH = 9,2) e de S(IV)
(0,10-1,2)x10* mol L™ foram misturadas num sistema em fluxo (0,4 mL min) no qual
60 nL de solucdo de Cu"G, contendo tracos de Ni(ll) (solucdo A, figura 2) foram
posteriormente introduzidos por uma valvula de injecdo manual. Para tal, um tubo de
200 cm de comprimento foi acoplado ao sistema como reator.

Utilizou-se uma bomba peristaltica Minipuls 3 Gilson para conduzir os reagentes
através de tubos de polietileno (diametro interno 0,8 mm) até uma cubeta de quartzo
propria para sistemas em fluxo (caminho éptico 1 cm e volume 100 nl). A absorbancia
a 365 nm, devida ao complexo de Cu(lll)/tetraglicina, foi continuamente monitorada em
funcdo do tempo com um espectrofotdmetro Micronal B342Il acoplado a um registrador

OmniScribe D5000 Recorder.
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bomba peristaltica

—> solucdo A a
b valvula de injecao Cela de fluxo
tampéo Q e d
L
amostra ¢ < bobina
—>
residuo

Figura 2: Sistema FIA usado para determinacdo espectrofotométrica de S(IV):
a, b e ¢ = tubos de polietileno (a = b = 19,4 cm; ¢ = 27,5 cm), d = bobina para mistura
(200 cm) e e = ponto de confluéncia. Tamp&o: borato 0,05 mol L™ (pH= 9,2). Solucéo A:
mistura contendo [Cu'Gs = 2,0x10° mol L% [G4 = 0,2x10° mol LY
[Ni(1)] = 2,0x10™ mol L™ em tamp&o borato 0,02 mol L™ (pH = 9,2). Amostra: solucdo de
sulfito (1-12)x10™ mol. L. Volume de injecdo: 60 niL. Vazdo: 0,4 mL min™, para todas

as solucoes.
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[11.2.2 Estudo da influéncia de algumas espécies na determinacdo de S(IV) pelo

método de injecado em fluxo

Estes estudos foram conduzidos adicionando-se diferentes espécies a solucao
de sulfito 9x10° mol L™ a fim de se avaliar a variagéo do sinal analitico no sistema em
fluxo. Verificou-se a influéncia das seguintes espécies:
 cations metalicos de transicao: Mn(ll), Ni(ll), Co(ll), Fe(ll), Fe(lll), Ni(ll) e Cu(ll) em
meio de tampao acetato/acido acético (pH = 4,7)

« aminas TRIS, TEA e MEA; anions PO,> e COs?"; formaldeido.
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I11.3. Resultados e Discussao

Estudos iniciais, realizados a partir da mistura de solugbes de sulfito com
solucbes de Cu'G, em tamp&o borato (pH = 9,2) na presenca de tracos de Ni(ll),
demonstraram que apos 25 s do inicio da reagdo, a absorbéncia a 365 nm é
linearmente dependente da concentracdo de S(IV). A figura 3 mostra as mudangas
espectrais antes e depois da adicdo de sulfito a uma solucdo de Cu"G, em tampéo
borato (pH = 9,2) contendo tracos de Ni(ll). Observa-se que, na regido de 365 nm,
apenas o complexo de Cu(lll) absorve (a contribuicdo do complexo de Ni"G4 pode ser
desprezada, considerando-se que 0 mesmo encontra-se em concentragdo muito baixa
na solugcdo e apresenta maxima absorcdo em 327 nm). A elevada absortividade molar
do complexo de Cu"G4 em 365 nm (e = 7200 mol™.L.cm™) e a dependéncia linear da
absorbancia com a concentracdo de sulfito caracterizam as potencialidades analiticas
inerentes a este sistema quimico.

Uma vez que o tempo decorrido para a formacao de Cu(lll) é relativamente curto
(25 s), é possivel o desenvolvimento de método de analise por injecdo em fluxo (FIA).
Os resultados obtidos empregando-se o sistema de injecdo em fluxo descrito na figura 2
mostraram que a altura de pico (figura 4), referente a medidas de absorbancia a
365 nm, é funcdo da concentracao de sulfito na amostra introduzida no sistema FIA.

A curva analitica obtida empregando-se o sistema em fluxo, com seis pontos,
apresentou uma relacdo linear entre a maxima absorbancia (altura de pico) e a
concentracdo de S(IV) inicial, na faixa de (0,1-1,2)x10* mol L. A equacdo da reta
obtida foi Absorbancia = 0,0253 + 0,0466x10°. [S(IV)], com coeficiente de correlacdo

igual a 0,998.
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Figura 3: Espectro UV-Visivel de (A) solucdo contendo [Cu"Gs] = 2,0x10° mol L™
[G4] = 0,2x10° mol L% [Ni(I1)] = 2,0x10™ mol L™* em meio de tamp&o borato 0,05 mol L™
(pH = 9,2) na auséncia de S(IV) e (B) solucdo resultante apods adicao de S(IV)
5x10™° mol L™ & solucdo A (25 segundos de reacdo) na proporcdo 1:1. T = 25,0 °C.

Solugdes saturadas com ar.
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Figura 4: Sinais analiticos registrados a partir do sistema de injecao em fluxo, conforme

condicOes descritas na figura 2, para solucdes de S(IV) de diferentes concentracoes.
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O limite de deteccéo estimado foi de 7x10° mol L™ (3 vezes o desvio padrdo do
coeficiente linear dividido pelo coeficiente angular), com desvio padréo relativo de
0,02% para 5 determinacdes de [S(IV)] = 7,0x10™ mol L™,

A concentracdo maxima de [S(IV)] detectavel € limitada pela concentracdo de
oxigénio no meio reacional (2,5x10™ mol L™), devido & existéncia de um balanco critico
entre a concentracdo das duas espécies. O emprego de solucdes de S(IV) de
concentracdo superior a 2x10“ mol L™ leva ao rapido esgotamento de oxigénio
dissolvido. Resta excesso de S(IV), que reduz parte do Cu"G, gerado. Deste modo, a

relacdo de linearidade entre a absorbancia a 365 nm e [S(IV)] € comprometida.

[11.3.1. Otimizacé&o do sistema em fluxo

Os parametros estudados para fins de otimizacdo do sistema em fluxo proposto

para determinacéo de sulfito sdo apresentados a seguir:

[11.3.1.1. Concentragao dos reagentes

Alipazaga®” demonstrou que a concentracéo final de Cu(lll) formado na reacéo
de autoxidacdo induzida por S(IV) aumenta gradativamente com a concentragcao de
Cu'Gs na faixa de (0,1-1)x10° mol L™, atingindo um valor limite quando
[Cu"G4] = 1x10™ mol L™. Deste modo, a concentracdo do complexo foi mantida em

2x10° mol L™, mesmo considerando-se que a concentracdo final no sistema em fluxo
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sera definida pelo volume de amostra introduzido através da alca de amostragem. A
concentracéo de Ni** foi fixada em 2x10™° mol L™,

A concentracao de Ni(ll) foi definida como a menor possivel capaz de acelerar
significativamente a reacao através de efeito sinérgico (figura 1), sem induzir a erros no
valor das medidas de absorbancia a 365 nm devido a eventual formacdo complexo de

Ni"'G4 (e= 5420 mol™.L.cm™ a 327 nm).

111.3.1.2. Volume de injecédo de Cu"G,

Verifica-se na figura 5a que o aumento do volume de injecdo de solucdo de
Cu"G,4 leva ao aumento do sinal analitico até um patamar praticamente constante na
faixa de 60-80 nlL. Adotou-se, deste modo, uma al¢ca de amostragem com volume de

injecdo de 60 nl.

[11.3.1.3. Vazao dos reagentes

A figura 5b mostra que o sinal analitico diminui com o aumento da vazao das
solugbes no sistema em fluxo. No entanto, este valor permanece aproximadamente
constante para vazées entre 0,2 e 0,4 mL min™. A fim de assegurar uma condicdo de
boa sensibilidade sem detrimento da frequéncia de amostragem, a vazao de

0,4 mL min™ foi adotada para todos os reagentes.
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Figura 5: Otimizacdo das condi¢cdes experimentais no desenvolvimento do sistema em
fluxo para determinacdo de sulfito, conforme apresentado na figura 2. Solucdo A:
mistura contendo [Cu'Gs = 2,0x10° mol L™* [Gs = 0,2x10° mol L' e
[Ni(1)] = 2,0x10™ mol L™ em tamp&o borato 0,05 mol L™*(pH = 9,2). Amostra: solucéo de
sulfito 9,0x10™° mol. L™.

a) efeito do volume de solucdo A injetada. Vazdo: 0,4 mL min™ (todas as solucdes).
Percurso analitico: 200 cm.

b) efeito da vazdo dos reagentes (todas as solugfes). Percurso analitico: 200 cm.
Volume de injecdo de solucao A: 60 niL.

c) efeito do percurso analitico. Volume de injecdo de solucdo A: 60 nl. Vazao:

0,4 mL min™ (todas as solucdes).
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111.3.1.4. Percurso analitico

A influéncia do comprimento da bobina de reacdo, que define o percurso
analitico do sistema em fluxo, encontra-se representado na figura 5c. Observa-se o
aumento de sinal analitico com o aumento do comprimento da bobina de reacéo entre
60 —200 cm.

Mantendo-se o comprimento da bobina em 200 cm e a vazdo em 0,4 mL min, o
tempo decorrido até que o maximo do pico seja atingido € de cerca de 90 segundos.
Percursos analiticos maiores ndo foram testados, pois haveria um aumento excessivo
do intervalo de tempo necessario para duas determinacdes consecutivas de S(IV).
Nestas condi¢des, o emprego do sistema FIA para acompanhamento da autoxidacao de
S(IV) catalisada por ions metélicos de transicdo (descrito no item 111.3.3) seria
prejudicado, levando a um gréfico [S(IV)] versus tempo com poucos pontos. O percurso
analitico foi, entéo, fixado em 200 cm para estudos posteriores.

A tabela 2 sintetiza as condi¢cdes otimizadas para obtencdo do melhor sinal

analitico a partir do sistema em fluxo esquematizado na figura 2:

Tabela 2: Condi¢des 6timas do sistema em fluxo para determinacao de sulfito (figura 2).

Parametro Condic&o Otima

Cu"G,4 2x10°%; Ni(ll) 2x10°; G4 0,2x10° mol L™

Solugao A em tampd&o borato 0,05 mol L™ (pH = 9,2)
[tamp&o borato] 0,05 mol L™ (pH = 9,2)
Vazao 0,4 mL min*

Volume de injecdo |60 nL

Percurso analitico 200 cm
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[11.3.2. Influéncia de algumas espécies na determinacao de S(IV)

O efeito de varias espécies na determinacdo de S(IV) foi observada adicionando-
se a espécie interferente a uma solucéo-padrdo de sulfito 9,0x10° mol L™, antes da
introdugao desta solu¢ao no sistema em fluxo.

No presente trabalho, TRIS, fosfato e TEA (2x10° mol L™), MEA (0,2 mol L)
(MEA) e formaldeido (9x10° mol L™) suprimiram totalmente o pico. Carbonato e MEA
(2x10° mol L™) ndo afetaram o sinal.

Estes estudos sdo importantes uma vez que MEA, TEA e TRIS, em
concentracdes de (0,05 - 0,2) mol L™, tém sido usadas como agentes estabilizantes de
S(IV) em solucdo em pH acima de 10,5?. No presente trabalho, MEA poderia ser
empregada em concentracbes em torno de 2x10° mol L™ sem interferéncia.

As constantes de velocidade das reacdes de [Cu"(H.3G.)] e [Ni"'(H.3G4)] com
TRIS, HCO3 e HPO, estdo reportadas na literatura®. Essas espécies interagem com
o ion Cu(ll), deslocando o peptideo a partir do estabelecimento de um equilibrio
competitivo. Entretanto, a interferéncia pode ser desprezada caso estas espécies
estejam presentes em concentracées baixas (menores que 10 mol L), como no caso
de amostras ambientais.

Os cations Mn(lIl), Ni(ll), Co(ll), Cr(lll) e Fe(ID/(111), quando no mesmo nivel de
concentracdo do complexo Cu'"G, (10 mol L™), podem complexar com o peptideo ou

sofrer hidrélise em pH elevado, atuando assim como espécies interferentes.
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[11.3.3. Autoxidacao de S(IV) catalisada por tragos de ions metalicos de transi¢cao

Os estudos da influéncia de ions metalicos, tais como Mn(ll), Ni(ll), Co(ll), Cr(ll)
e Fe(I1)/(11), quando adicionados a uma solucdo de S(IV) 9,0x10®° mol L™ ao nivel de
concentracdo de 10“ mol L™, mostraram que esses fons metélicos (com excecdo de
Ni(ll)), catalisam a oxidacdo de S(IV) pelo oxigénio dissolvido. Depois de duas horas,
todo o S(IV) foi oxidado. Os ions de Fe(Il)/(lll) interferem ao sofrer reacdo de hidrdlise
neste nivel de concentracao.

A autoxidacao de sulfito catalisada por tracos de ions metéalicos se processa a
uma velocidade muito mais lenta que as reacdes observadas com o complexo Cu"Gy.
Dessa maneira, para acompanhamento da cinética de oxidacao catalisada de S(1V), foi
possivel usar a formacdo de Cu"'G,, no sistema em fluxo, como um indicador da
concentracdo de S(IV) em meio de tampao acetato/acido acético (pH= 4,7) contendo
fons metélicos (10° mol L™).

Estes estudos foram realizados mantendo-se um fluxo constante de amostra
contendo S(IV) 9x10° mol L e fon metélico 10° mol L em meio de tampédo
acetato/acido acético , introduzindo-se no sistema FIA a cada 100 segundos uma nova
aliquota de solucdo de Cu"G,. A variacdo de absorbancia, considerando o gréafico de
calibracdo construido no inicio de cada experimento com solucdes-padrao de S(IV),
permitiu o calculo da concentracdo de S(IV) ao longo do tempo.

A figura 6 mostra o efeito catalitico de Mn(ll), Fe(ll) e Fe(lll) na autoxidacédo de
S(IV). Para uma mesma concentracao, constata-se que Mn(ll) € mais efetivo que Fe(lll)
e Fe(ll). No caso da autoxidacao de S(IV) catalisada por Fe(ll), é clara a existéncia de

periodo de inducdo quando a concentracdo do fon metélico foi mantida em 1x10°
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Figura 6: Efeito catalitico de alguns metais de transicdo (1,5x10° mol LY na
autoxidacdo de S(IV). Solucéo da amostra contendo: [S(IV)] = 9x10™° mol L™; tampé&o
acetato/acido acético = 0,02 mol L™ (pH = 4,7) e ifons metélicos: B = Fe(I1);O = Fe(lll)

e O=Mn(ll). T =25,0 °C. Solucbes saturadas com ar.
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mol L. Em cerca de 20 minutos, praticamente todo o sulfito é oxidado. Este tempo é
muito longo se comparado ao tempo necessario para injecao de solucdo do complexo
de Cu"G,, de modo que o erro relativo das medidas é pequeno. Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e
Cr(lll) 1x10®° mol L™ ndo levaram a qualquer variagdo na concentracdo de S(IV) ao
longo deste periodo.

A figura 7 mostra o efeito catalitico de Mn(ll), em diferentes concentracoes, e 0
efeito sinérgico positivo de Fe(lll) na autoxidacéao de S(1V).

Conforme destacado no 1.1.3, o ion metalico trivalente é o catalisador no
processo de oxidacdo de sulfito, o qual pode reagir com SO3* para iniciar a cadeia de
reacoes descritas no esquema | (equacdes 2 — 29, capitulo I). Caso Fe(lll) esteja
presente, este reage com S(IV) (equacéo 5, capitulo 1), formando rapidamente o radical
peroxomonossulfato pela reacdo com o oxigénio (equacao 6, capitulo I).

Assim, SOs* pode oxidar Mn(ll) a Mn(lll). As reacdes subseqtientes envolvem a
reducéo de Mn(lll) por SOs* (equacdes 7-11, capitulo 1). Fe(lll) encontra-se presente
como impureza em muitos reagentes e até mesmo em agua altamente purificada, na
qual é possivel a presenca deste fon ao nivel de concentracéo de 8x10® mol. L™,

O nivel de concentracdo de S(IV) e de catalisador empregado no presente
trabalho (10° mol. L™) é muito préximo daquele encontrado em condicées ambientais.
Outros métodos propostos para este estudo ndao foram suficientemente sensiveis para
acompanhar a concentracdo de S(IV), havendo estudos reportados na literatura ao nivel
de concentracéo 10“ a 10 mol L™ (79,

A ordem de atividade catalitica de diversos ions metalicos na autoxidacdo de

S(IV) €, por sua vez, dependente das condi¢cBes experimentais adotadas (acidez do
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Figura 7: Efeito catalitico de Mn(ll) e efeito sinérgico de Fe(lll) na autoxidacao de S(IV).
Solucéo da amostra contendo: [S(1V)] = 9x10™° mol L™; tamp&o acetato/acido acético =
0,02 mol L™ (pH = 4,7) e ions metalicos M= Mn(ll) 1,0x10™° mol L™; O = Mn(ll) 1,5x10
mol L% O = Mn(ll) 2,5x10° mol L™ e @ = mistura de Mn(ll) 1,5x10™ e Fe(lll) 1,0x107

mol L. T = 25,0 °C. Solu¢des saturadas com ar.
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meio, temperatura, forca ibnica, concentracdes relativas dos reagentes). As condi¢cdes
selecionadas nos mais diversos estudos justificam a existéncia de dados discrepantes

e, até mesmo contraditorios, na literatura.
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[11.4. Conclusdes

A seguir sdo apresentadas as conclusdes mais relevantes do trabalho
apresentado ao longo deste capitulo:
* A reacdo de autoxidacdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina em tampao borato
(pH = 9,2), na presenca de tracos de Ni(ll), € sensivelmente acelerada por S(IV).
Verificou-se que a concentracdo do complexo Cu(lll)/tetraglicina gerado, monitorado
espectrofotometricamente a 365 nm, é funcéo direta da concentracao de S(IV) presente
no meio nos niveis de (0 - 12)x10° mol L*. Esta reacdo foi aproveitada para
desenvolvimento de um sistema FIA destinado a determinacéo de S(IV).
* 0 efeito de algumas espécies nesta determinacdo (aminas TRIS, TEA e MEA; anions
PO,> e COs* e formaldeido) foi investigado. Verificou-se que MEA 2x103
mol L™ n&o interfere na reacéo de deteccdo de S(IV) no sistema em fluxo. Deste modo,
esta amina pode ser usada como agente estabilizante para determinacdo de S(IV)
empregando-se o procedimento proposto.
» 0 sistema FIA desenvolvido foi empregado para avaliacdo da reacdo de autoxidacao
de S(IV) catalisada por tracos de ions metalicos. Constatou-se a oxidacado total de
S(IV) 9 x 10®° mol L™, em meio de tamp&o acetato/4cido acético (pH = 4,7), contendo
Mn(ll), Co(ll), Cr(lll) e Fe(I)/(ll) 10* mol L™. Conclui-se, por conseguinte, que estas
espécies catalisam a autoxidacdo de uma solucdo de S(IV) 9x10®° mol L* nas
condicOes descritas.
« quando numa mesma concentracdo (1,5x10° mol L), pode-se constatar que Mn(ll)

leva a autoxidacdo de S(IV) de maneira mais rapida que Fe(lll) e Fe(ll) em meio de
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tampéao acetato/acido acético (pH = 4,7). No caso da autoxidacéo de S(IV) catalisada
por Fe(ll), por exemplo, € clara a existéncia de um periodo de inducédo. Deste modo,
conclui-se que Mn(ll) é mais efetivo que Fe(lll) e Fe(ll), pela ordem, na autoxidacéao de
S(IV) sob as condi¢cdes experimentais adotadas.

* 0 efeito sinérgico de Fe(lll) em relacdo a catéalise por Mn(ll) na reacéo de autoxidacao
de S(IV) foi evidenciado. O resultado € consistente com a acdo de um ion metalico de
transicéo no estado de oxidagcéao 3+ nos estagios iniciais do processo autocatalitico, que
aumenta a velocidade de autoxidacdo de S(IV) e diminui o periodo de inducédo da

reacao.
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IV.1. Introducao

Os estudos descritos neste capitulo tém como objetivo avaliar a interacao dos
radicais gerados da autoxidacdo de S(IV) por oxigénio catalisada pelo complexo de
Ni(ll)/tetraglicina com o fon [Ru'(bipy)s]** (tris-bipiridil-2,2 -ruténio (I1)). A adicdo de
Ni(Il)/tetraglicina (em meio tampdo borato pH = 9,2) a uma solucdo contendo
[Ru"(bipy)s]**, seguido da adicdo de sulfito, resulta em emissdo de radiacdo. A
intensidade desta emissao pode ser relacionada com a concentracao inicial de sulfito,
viabilizando perspectivas analiticas ao desenvolvimento do trabalho. No entanto, ha
também possibilidade de propor modelos que permitam a melhor compreensédo do
complexo mecanismo da reacao.

Alguns tensoativos tém efeito marcante na intensidade de radiacdo emitida.
Deste modo, alguns estudos foram realizados na presenca destas espécies.

Para o melhor conhecimento do mecanismo da reacédo também foram realizados
estudos empregando-se a técnica de fluorimetria e o ion tris-bipiridil-2,2"-ruténio(ll) que,

adicionado ao meio reacional, atua como indicador do consumo de oxigénio.
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IV.1.1. Estudos fluorimétricos empregando-se o ion [Ru(bipy)s]** como

indicador da concentracdo de oxigénio

Estudos foram realizados empregando-se o ion tris-bipiridil-2,2"-ruténio(ll) que,
adicionado ao meio reacional, atua como indicador do consumo de oxigénio®. Esse
método é baseado no efeito supressor do oxigénio na emissdo do fon [Ru"(bipy)s]**
fotoexcitado. O processo de supressdo da intensidade de emissdo de radiacdo por
fluorescéncia de [Ru'(bipy)s]**, pelo oxigénio molecular, obedece a equacdo de Stern-

Volmer:

ITO = 1r kgt °[0,] 1)
onde |, e | sdo as intensidades do ion excitado na presenca e na auséncia de oxigénio,
Kq (3,3x10° M* s é a constante de velocidade do processo de supresséo em agua e t°
é o tempo de vida do estado excitado de [Ru'(bipy)s]** na auséncia de oxigénio (620 ns
em agua a temperatura ambiente). O melhor comprimento de onda para excitacdo do
ion complexo é 450 nm, sendo a emissao registrada em 605 nm.

A quantificacdo do oxigénio dissolvido requer a determinacdo das intensidades
de emissdo de radiagdo nas condicdes experimentais de interesse. Estas
compreendem: (i) a intensidade de emisséo inicial, I;; (i) a intensidade de emissao na
auséncia de oxigénio, l, e (iii) a intensidade de emissdo a um certo tempo t, I;. Nestas
condicbes, a concentracdo de oxigénio dissolvido a um tempo intermediario t é dada

pela equacéo 2:
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Deste modo, o efeito do oxigénio dissolvido na supressédo da fluorescéncia do
complexo de [Ru"(bipy)s]** foi empregado como um processo indicador de [O,] em

alguns experimentos.

IV.1.2. Métodos analiticos baseados nas propriedades quimiluminescentes dos
complexos de Ru(I)/(llN)/bipy

O primeiro registro da luminescéncia quimicamente induzida de [Ru'"(bipy)s]**
data de 1966". Num experimento pioneiro, Hercules e Lytle!"®"® empregaram uma
solucdo &acida (H" = 0,05 mol L™) de [Ru"(bipy)s]**, em nivel milimolar, que foi oxidado
com PbO,. Quando & solucdo de [Ru"(bipy)s]** resultante foi adicionado NaOH
9 mol L™ ou hidrazina 0,1 mol L™, uma intensa emissdo de radiacdo alaranjada foi
observada. Sendo o espectro da radiacdo emitida idéntico ao espectro de emissdo de
[Ru"(bipy)s]** fotoexcitado!’®, os autores concluiram que a espécie quimiluminescente

seria um estado excitado de [Ru'(bipy)s]**, de acordo com o esquema

Esquema |l - Primeiro registro da luminescéncia quimicamente induzida de

[Ru(bipy)s]* 7 79)

0 /pa: 2+ H"/ PbO; 1 pas 3+
[Ru”(bipy)s] — [Ru™(bipy)s]
Ru"ipy)® 272 5 «Ru(bipy)sl?’

[Ru'(bipy)]”*  ——> [Ru"(bipy)a]** + hn
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Estudos posteriores mostraram que a intensidade e duracdo da
quimiluminescéncia era funcdo da proporcéo [Ru'(bipy)s]**/hidrazina”®. Estava definida
a base para utilizacdo analitica deste sistema que, via de regra, € concordante com a
sequéncia fundamental mostrada no esquema Il:

Esquema Il - Utilizacdo das propriedades quimiluminescentes de [Ru(bipy)s]®**?*

com finalidades analiticas®”

idacs

F- - RU'bipy) [Ru"(bipy)a]*

: reducéo

1 pelo analito

v [RUbipy)s]”T —— *[Ru"(bipy)s]**

:

1

! *[Ru'(bipy)s]”” ——> [Ru'(bipy)s]** + hn

! :

L e e e e e == o
regeneracao

A partir do esquema Il, observa-se a geracéo do reativo oxidante [Ru"(bipy)s]**
(E%q = +1,26 V)Y, seguida por uma reacdo de reducéo pelo analito com emissédo de
luz. Independente do método de oxidacédo, a intensidade de radiacdo emitida é funcao
da eficiéncia e do mecanismo de reducéo de [Ru"(bipy)s]** a *[Ru"(bipy)s]**. A aplicacéo
analitica é dependente da emissdo de luz, cuja intensidade € indicativa da
concentracdo do analito®. E essencial destacar, ainda, que [Ru'(bipy)s]** pode ser
continuamente regenerado a partir de sua forma oxidada ([Ru"(bipy)s]*"), propriedade
bastante interessante do ponto de vista analitico para a construcdo de sensores

miniaturizados® ou eletrodos modificados com [Ru'"(bipy)s]*" imobilizado®.
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De modo geral, os métodos analiticos baseados nas propriedades

quimiluminescentes de [Ru(bipy)s]**/*

podem ser classificados de acordo com o modo
de geracéo do reativo fon [Ru"(bipy)s]** ®, a saber:

» geracao quimica: oxidantes como acido nitrico, dioxido de chumbo, cério(IV) e cloro
sdo usados para oxidar [Ru'(bipy)s]**. Embora os métodos quimicos sejam rapidos e
faceis, apenas 10% dos trabalhos publicados na literatura empregam espécies
oxidantes para a geracdo de [Ru"(bipy)s]**. Algumas razdes que podem explicar a
impopularidade desta abordagem concentram-se no consumo excessivo de reagentes e
na dificuldade para obtencdo de suprimento constante do reagente [Ru"(bipy)s]*",
principalmente para o desenvolvimento de metodologias de analise por injecdo em
fluxo.

» geracdo eletroquimica: nesta modalidade, o reagente € gerado numa cela
fisicamente distante do sitio de interacdo com o analito. Trata-se de um “método limpo”
para obtencéo de [Ru"(bipy)s]**, uma vez que ndo ha a adicéo de reagentes oxidantes
que possam vir a diminuir o rendimento da subsequente etapa de reducéo do complexo.
Pode haver reducdo do [Ru"(bipy)s]*" antes que este seja introduzido na célula de
deteccéo.

 eletroquimiluminescéncia “in situ”: este procedimento experimental caracteriza-se
por reunir as etapas de geracao, reacdo e deteccdo numa mesma cela eletroquimica.
Apresenta como vantagens a potencialidade de miniaturizacéo e processos de eletrodo
que, além de oxidar [Ru'(bipy)s]**, podem oxidar também determinados analitos que em

sua forma reduzida n&o levariam a reagdes com produgdo de luz. A complexidade

associada a construcdo de celas nas quais etapas de geracdo, reagdo e deteccao
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sejam efetuadas com eficiéncia é a principal desvantagem inerente aos métodos de
eletroquimiluminescéncia “in situ”.

O conhecimento prévio dos processos de supressao e desativacdo ndo-radiativa
€ de cunho fundamental para a compreensdo dos fendbmenos que regem a
quimiluminescéncia de [Ru'(bipy)s]**, uma vez que todos os efeitos que limitam os
rendimentos quanticos de fluorescéncia ou fosforescéncia também se manifestam em
quimiluminescéncia. Restricbes quimicas associadas ao baixo rendimento da producao
de espécies excitadas em relacéo a reacdes secundarias, que ndo levam a producao de
luz, devem ser consideradas®®.

Enquanto diversos oxidantes (com a excecao de peroxido de hidrogénio) podem
ser empregados para oxidar [Ru'(bipy)s]**, a literatura descreve que redutores como
Ti(lll), tiossulfato e cloreto de estanho(ll) ndo geram quimiluminescéncia a partir da
reacdo com [Ru"(bipy)s]** 9. Dentre alguns analitos passiveis de reduzir [Ru"(bipy)s]**
com geracao da espécie bivalente excitada e subsequiente producéo de luz, destacam-

se 0 anion oxalato®®

, compostos que apresentam grupamentos amina em sua
estrutura® (como aminas alifaticas, aminoacidos, alcaléides e outros farmacos) e
hidrazina. Abordagens inovadoras e criativas vém sendo elaboradas para determinacao
destes compostos, como a imobilizacédo de [Ru'(bipy)s]*" em eletrodo recoberto com
Nafion® para deteccéo de oxalato, a construcdo de celas de fluxo para determinacéo
de aminoacidos®” ou a elaboracao de sensores quimiluminescentes para quantificacao
de hidrazina®?.

Sem a apresentacdo de maiores detalhes experimentais, Hercules e Lytle!®
relataram que S(IV) ndo reduz [Ru"(bipy)s]** com emissdo de luz. Esta possibilidade foi

o(88-16)

reavaliada apenas recentement , com o desenvolvimento de alguns métodos
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analiticos quimiluminescentes baseados na reacdo de reducdo de [Ru"(bipy)s]** por
S(IV). [Ru"(bipy)s]®" foi imobilizado em resina de troca iénica e gerado por oxidacdo

) O método

quimica a partir de reacdo com solucdo acida de Ce(lV) ou KMnO4
proposto foi utilizado com sucesso para determinar S(IV) em amostras de acuUcar
refinado.

Wu e colaboradores®® utilizaram as propriedades quimiluminescentes de
[Ru"(bipy)s]** para desenvolvimento de método estatico para determinacdo de S(IV), na
presenca de KBrO3z em meio de H,SO, e tensoativo dodecilbenzenossulfonato de sédio
(SDBS), em amostras de acUcar e de ar atmosférico (utilizando trietanolamina como
material absorvente). A concentracdo de S(IV) é diretamente proporcional a intensidade
de radiacdo emitida na faixa de 2,5x10® a 9,5x10™ mol L™, com limite de deteccdo de
3,8x10 mol L. O mecanismo proposto (equacdes 3-8) é consistente com a ordem de

adicdo dos reagentes (Ru'(bipy)s]**, SDBS, S(IV) e KBrOs), cuja alteracdo diminui

drasticamente a intensidade do sinal quimiluminescente®:

SOs> + BrOgy ——» SOj» (3)
[Ru'(bipy)s]”* + BrOos —  [Ru"(bipy)s]*" 4)
[Ru"(bipy)s]* + SOz —  *[Ru'(bipy)s]*" + SOs 5)
SOs* + O, —» SOg* (6)
SOs* + SO0% —» 2S04 (7)

Ru'(bipy)s]”*  —  [Ru'(bipy)s]*" + hn (8)
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A acdo de diferentes tensoativos em relacdo a intensidade de emissdo de
radiacao foi avaliada, dos quais SDBS mostrou-se o mais efetivo®?.
K,S,0s ou KlO, também podem ser usados para oxidar [Ru'(bipy)s]*" em

substituicdo a KBrOz com resultados similares® %Y.,

IV.1.3. Uso de tensoativos em reacfes quimiluminescentes

Num aspecto mais amplo, a utilizacdo de sistemas organizados surge como
uma promissora ferramenta capaz de superar algumas das limitacbes ao uso da
quimiluminescéncia enquanto técnica analitica, tais como: baixa solubilidade de alguns
substratos e intermediarios de reacdo em agua, restricbes de pH, falta de
especificidade, existéncia de poucos procedimentos para analise de espécies organicas
e baixo rendimento quantico global para a maioria dos sistemas analiticos e nao-
bioldgicos®* %, Os sistemas organizados podem ser convenientemente divididos em
sistemas envolvendo: tensoativos, espécies que atuam como hospedeiros (éteres-coroa
e ciclodextrinas) e macromoléculas (poli-ions, polimeros e lipideos).

O termo “micela normal” ou “aquosa” é tipicamente empregado para sistemas
organizados formados em agua pela agregacdo de moléculas anfifilicas, ou seja,
tensoativos. Dependendo da natureza da cabeca hidrofilica ligada ao esqueleto
hidrofobico, os tensoativos podem ser classificados como catidnicos (exemplo: sais
quaternarios de amonio), aniénicos (exemplo: alquilssulfonatos de so6dio), nao-ibnicos
(exemplo: polioxietilenos) ou zwiteribnicos (exemplo: alquilssulfo-betainas). Quando
presentes em baixa concentragdo no meio aquoso, 0S tensoativos existem como

mondmeros solvatados, que se agregam para formar micelas com o aumento da
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concentracdo. A concentracdo minima para a formacao destes agregados micelares é
definida como concentracdo micelar critica (CMC).

Quando a concentracao formal de tensoativo encontra-se ligeiramente acima da
CMC, as micelas assumem estruturas esféricas de didmetro que variam entre 1 e 3 nm,
contendo cerca de 20 a 160 unidades (conhecido como numero de agregac¢éo, N). Uma
micela ndo é uma entidade permanente, mas sim uma estrutura dindmica que existe em
equilibrio com seus monémeros, cujas unidades encontram-se simultaneamente
“entrando e deixando” a micela.

Comparativamente ao meio solvente, solugbes de sistemas organizados
apresentam propriedades bastante singulares que podem ser exploradas em
espectroscopia de quimiluminescéncia®. Algumas dessa propriedades s&o:

1) Solubilizacéo: refere-se a propriedade de micelas em solubilizar e ligar-se a
moléculas de soluto pouco soliveis em agua. Nestas condi¢cdes, a solubilizagdo
encontra-se intimamente relacionada a processos de formacdo de micelas, desde que
nado se observe aumento na solubilidade de um dado soluto até que a CMC do
tensoativo seja atingida®”. Por exemplo, os fluoréforos antraceno e pireno, compostos
de baixa solubilidade em agua (10”7 mol L™), tém sua solubilidade aumentada em cerca
de 100000 vezes em meio micelar®?.

2) Velocidade de reacado e efeitos que interferem no mecanismo da reac&o:
dependendo do tipo de reacdo e da natureza do sistema organizado, a velocidade de
uma reacao quimica e a consequente distribuicdo dos produtos podem ser alteradas
significativamente em funcdo dos diferentes micro-ambientes experimentados pelos

5(95.96)

reagentes e intermediario Inimeros exemplos da aplicacdo de sistemas

organizados com esta finalidade encontram-se disponiveis na literatura®°® .
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3) Alteracdo da posicdo de equilibrio: sistemas organizados podem perturbar
substancialmente a posicdo de processos de equilibrio. Este efeito € discutido em
termos de um fator intrinseco (efeito de micropolaridade) e de potencial elétrico®°". No
entanto, os resultados podem ser racionalizados através de consideracdes da alteracédo
da distribuicdo relativa de produtos e reagentes que encontram-se em situagdo de
equilibrio em meio solvente e micelar. Um exemplo classico é a modificacdo dos valores
de pKa para a ionizagdo de algumas espécies organicas, por exemplo: o p-nitrofenol
(pka em solucdo aquosa = 7,15; pka em meio micelar = 6,35)°" ou o acido cinamico
(pka em solucédo aquosa = 4,43; pka em meio de a-ciclodextrinas 0,02 mol L™= 5,80)©®.

4) Propriedades micro-ambientais: um micro-ambiente diferenciado daquele
normalmente encontrado em meio solvente (polaridade, viscosidade, constante
dielétrica, dentre outras proriedades fisico-quimicas) € experimentado pelo soluto em
meio de sistemas organizados®®®. Em geral, o soluto encontra um ambiente menos
polar e mais organizado em meio de sistemas organizados aquosos. Assim sendo, 0s
sistemas organizados podem ser utilizados para manipular efetivamente o micro-
ambiente e favorecer propriedades espectrais, de modo a aumentar os rendimentos
quanticos de luminescéncia e levar a uma maior sensibilidade em alguns procedimentos

de anélise®.
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I\VV.2. Parte Experimental

IV.2.1. Ensaios de quimiluminescéncia

Os ensaios de quimiluminescéncia foram efetuados utilizando-se um luminémetro
Bertold Lumat LB 3507. Neste equipamento, uma cubeta cilindrica de polipropileno de
1,5 mL, contendo a amostra ou quaisquer outros reagentes, € posicionada num
compartimento interno ao abrigo do luz ambiente, em cuja base encontra-se uma
fotomultiplicadora que capta a radiagdo gerada na reacdo quimiluminescente sem
discriminagédo de comprimento de onda na faixa de 330 a 650 nm. As paredes internas
deste compartimento sdo espelhadas internamente de modo a refletir a luz gerada em
direcéo a fotomultiplicadora, maximizando assim a sensibilidade dos procedimentos de
andlise.

A mistura sequencial dos reagentes € obtida a partir da injecdo de 10 a
300 niL de um ou dois reagentes dentro de um intervalo minimo de 0,7 s. Os reagentes
sdo injetados a alta pressao, sendo introduzidos na cubeta de polipropileno a uma
velocidade suficiente para promover uma mistura eficiente e instantanea das solucdes.
Deste modo, sdo obtidos resultados com 6tima reprodutibilidade.

De maneira geral, os estudos foram conduzidos adicionando-se a cubeta
300 nL de solucéo de complexo de Ni(ll)/tetraglicina e 50 L de tensoativo através de
micropipeta. A seguir, esta cubeta foi introduzida no equipamento, seguindo-se a
injecdo de 50 ni de solucdo de [Ru"(bipy)s]*" e, apds 1 s, a injecdo de 300 nl de S(IV)

com inicio imediato da aquisicdo dos valores de luminescéncia por um tempo pré-
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determinado. Em alguns experimentos, esta ordem de adicéo foi alterada. As condicbes
otimizadas estdo apresentadas no item IV.3.11. A concentracao resultante de cada uma

das espécies apos a mistura € apresentada na legenda das figuras e tabelas.

IV.2.2. Monitoramento do consumo de oxigénio por fluorescéncia

As medicbes foram efetuadas com espectrofluorimetro Hitachi 4500,

lexe = 450 nm, ley = 605 nm, tamanho da fenda excitacdo = 50 nm e
emissdéo = 10,0 nm, tensdo da fotomultiplicadora = 700 V, em cubeta
espectrofluorimétrica de quartzo, caminho 6ptico 1,0 cm, (T = 25,0 + 0,1) °C. A cubeta
foi fechada com tampa de borracha contendo dois orificios capilares, para entrada e
saida de gas (N, ou Oy), e um terceiro orificio para a introdu¢do de pequenos volumes
de solucao de S(IV) ou dos complexos de Ni(ll)/tetraglicina. A mistura dos reagentes foi
feita sob agitacdo magnética na propria cubeta.

A ordem de adic&o dos reagentes a cubeta foi sempre a seguinte:
* 860 L. de S(IV) ou agua
* 140 ni de triton X-100 ou agua
« 140 n_ de [Ru"(bipy)s]**
» 760 niL de solucéo tampéao
+ 100 ni_ de Ni"G,

A concentracdo resultante de cada uma das espécies apds a mistura € apresentada

na legenda das figuras e tabelas.
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A adicao dos quatro primeiros componentes foi feita com micro-pipeta, tampando-se
a cubeta e colocando-a no compartimento termostatizado de medicdo. A adicdo da
solucdo de complexo foi feita com uma seringa Hamilton de 100 ni. Esta seringa foi
adaptada a um tubo de 0,5 mm que, por sua vez, foi acoplado a tampa da cubeta.
Deste modo, o compartimento da cubeta pdde ser fechado, e a adicéo de Ni"G, foi feita
apos 10 s apos iniciada a medida da radiagdo emitida por fluorescéncia. A solucao
contida na cubeta permaneceu sob agitacdo magnética durante toda a medicdo. Este
procedimento permitiu 0 monitoramento do inicio da reacdo, mesmo para processos

bastante rapidos.
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IV.3. Resultados e Discussao

IV.3.1. Estudos de emissao de radiagcao por quimiluminescéncia

A seguir serdo descritos estudos referentes & emissdo de radiacdo quando a
uma solucdo contendo Ni(ll)/tetraglicina e Ru(ll)/bipy é adicionada solucdo de sulfito. A
intensidade de radiagdo emitida foi registrada em funcdo do tempo e as concentragdes
dos reagentes encontram-se descritas nas legendas das tabelas e figuras. De maneira
geral, a ordem de adi¢do dos reagentes adotada foi a seguinte:
1) 300 ni. de Ni"G4 em meio de tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2);
2) adicao de 50 nL de tensoativo;
3) adicdo de 50 ni de [Ru'(bipy)s]**;
4) adicdo de 300 ni de S(IV) (0-1)x10™ mol L™, com inicio imediato de aquisicdo de
dados.

Os resultados apresentados nas tabelas e figuras referem-se a intensidade
maxima de radiacdo emitida (Imax) € 0 tempo de reacdo. A reagdo que ocorre € rapida e
geralmente o tempo total de reacdo foi de 2 a 5 segundos. Os parametros

experimentais estudados sdo descritos a seguir.
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IV.3.2. Efeito da ordem de mistura dos reagentes

A ordem de mistura das solucdes de Ni"G4 3,3x10™ mol L™ (100% de ligante em
excesso), S(IV) 4x10™ mol L™ e [Ru'(bipy)s]*" 2x10™ mol L™ foi avaliada em funcéo da

intensidade maxima da radiacéo emitida (Imax) (tabela 1).

Tabela 1: I em funcdo da ordem de adicdo dos reagentes. Concentracdes finais apds a
mistura: [Ni"G,] = 1,4x10° mol L™ [G,] =1,4x10° mol L™; [Ru'(bipy)s]** = 7,7x10° mol L™
[S(IV)] = 1,8x10° mol L™; [tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2). Solucées saturadas com ar.

Ordem de adicéo
300 oL Ni"G, | 300l S(V) |50 i [Ru(bipy)s]" | 10 Xlmax
3,3x10°mol L? | 4x10*molL™* | 1x10°mol L*
3 2 1 1,23
2 3 1 1,19
3 1 2 1,20
1 3 2 1,22
1 2 3 0,05
2 1 3 0,04

Observa-se que ndo ha alteracdo significativa de Inhax €m funcdo da ordem de
adicdo dos reagentes, exceto quando a solucdo de [Ru"(bipy)s]** é a Gltima a ser
adicionada. Nesta condicéo, a emissédo de radiacao apresenta baixa intensidade e néo
evidencia um pico claramente definido.

Esta observacdo demonstra o papel fundamental das espécies intermediarias
geradas a partir da reacdo de autoxidacdo de Ni"G, no mecanismo da reacdo

quimiluminescente. Quando a solucdo de [Ru'(bipy)s]** é a Ultima a ser adicionada
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(1 segundo apos a adicdo da solucdo anterior), a interacdo desta espécie com 0s
intermediarios de reacdo de autoxidacdo de Ni(ll)/tetraglicina é pouco efetiva, em
virtude da elevada velocidade da reacdo de autoxidacdo (menos de 1 segundo). Em

consequéncia, a intensidade de radiacdo emitida é baixa.

IV.3.3. Efeito da adicao de tensoativos

A adicdo de alguns tensoativos, sempre mantidos em concentracdo acima da
respectiva CMC, resultou em aumento da intensidade de radiacdo emitida pelo sistema
quimico [Ru'(bipy)s]**/Ni"G./S(1V). Deste modo, os tensoativos dodecilssulfato de sédio
(anidnico), Tween 20, Tween 80, BRIJ 35, BRIJ 76 e Triton X-100 (ndo-i6nicos) (tabela
2) foram adicionados ao meio reacional visando-se constatar sua influéncia no valor de

Imax (figura 1).
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Figura 1: Efeito da natureza do tensoativo na intensidade maxima de radiacdo emitida
(Imax). Concentracdes finais apés a mistura dos reagentes: [Ni"G4] = 4,3x10° mol L™
[G4] = 4,3x10° mol L™; tensoativo = 10xCMC; [Ru'(bipy)s]** = 7,1x10° mol L™;
[S(IV)] = 4,3x10™° mol L™*; [tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2). SolucBes saturadas

com ar.
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Tabela 2: Alguns parametros dos tensoativos dodecilssulfato de sédio (SDS), Tween 20, Tween
80, BRIJ 35, BRIJ 76 e Triton X-100®* %

Tet?jsa' Férmula Estrutural r(;';/llcl:_al N° mils;rac
SDS n-C1oHo5S04Na 8,1x10° | 62 | 288,38
)Tﬂgg [(CH3)3CCHoC(CH3)2CgHA4OCHCHo(O(CH)2)g 50H] | 2,3x10% | 143 (m6é7d6ia)
Tween 20 [CH20(CHO)4](CHCH20)200COC 1 Hog 59x10% | - (n]éfi%)
Tween 80 [CH20(CHO)4](CHCH20)200COC 1 7H36 1,2x10" | 58 (rﬁzclj%)
Brij 35 C12Ho5(0CH,CHo)230H 1x10* | 40 (m7é1d1ia)
Brij 76 C1gH37(OCH,CH5)1gOH 3x10° - (riég%)

a Concentracdo Micelar Critica. Os parametros micelares sdo dados para solucoes
aguosas a 25° C e 1 atm, na auséncia de quaisquer aditivos.

b Numero de agregacao.

¢ Massas molares médias sdo dadas para tensoativos constituidos por moléculas com

cadeias de diferentes comprimentos.

Na figura 1 observa-se que o tensoativo triton X-100 propicia a maior
intensificagdo de sinal em relagdo aos demais tensoativos. A intensidade de
quimiluminescéncia é aumentada cerca de 400 vezes comparativamente a mistura na
auséncia de tensoativo. O efeito da concentracdo de triton X-100 no valor de Imax
encontra-se representado na figura 2.

Da figura 2 € possivel concluir que Ihax aumenta com a concentracdo de
tensoativo triton X-100, mantendo-se dentro de um patamar constante na faixa de
concentracdo entre 0,7 e 7,14xCMC (concentracbes na mistura final). Valores de
intensidade mais altos foram obtidos mediante concentracdes mais elevadas de

tensoativo, mas o risco de introduzir impurezas presentes no tensoativo
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Figura 2: Efeito da concentracdo final de triton X-100 na intensidade méaxima de
radiacdo emitida (Imax). Concentragbes finais ap0s a mistura dos reagentes:
INiI"G4] = 4,3x10° mol L™ [G4] = 4,310° mol L1; [Ru'(bipy)s]*" = 7,1x10® mol L™;
[S(IV)] = 4,3x10™* mol L™; [tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2). SolucBes saturadas

com ar.
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concentrado em concentracdes capazes de perturbar o sistema reacional descartou
esta alternativa. Estabeleceu-se como concentracdo oOtima de triton X-100 a menor
concentracdo possivel que acarretou um aumento significativo de quimiluminescéncia,
ou seja, 0,7xCMC (1,6x10™ mol L™).

A obtencdo de uma intensidade de emissédo de radiacdo significativa, que se
mantém constante dentro de uma faixa de concentracdo de tensoativo usado,
empregando-se uma concentracao ligeiramente abaixo da CMC, é concordante com o
modelo proposto por Mukerjee e Mysels™®?. Segundo estes autores, o substrato (no
caso, o fon [Ru'(bipy)s]*") pode atuar como um sitio de nucleacdo para formacéo dos
agregados micelares. Ha a formacdo de agregados micela/substrato a uma
concentracdo abaixo da esperada, com a subsequiente intensificacdo de
quimiluminescéncia devido aos mecanismos ja abordados®*®. Em razado deste efeito,

uma CMC induzida (iCMC) é observada.

IV.3.4. Efeito da concentracdo de Ru(ll)/bipy

A concentracdo 6tima de [Ru'(bipy)s]*" foi avaliada a partir da intensidade
maxima de radiagdo emitida (Imax) €m funcdo da variagdo das aliquotas de solucdo de
[Ru"(bipy)s]** 2x10™ mol L™ adicionadas & mistura de Ni(ll)/tetraglicina e S(1V). O efeito
da diluicdo dos demais reagentes foi desprezado.

A figura 3 mostra que o maximo de intensidade de emissao de radiacdo é obtido

empregando-se uma aliquota de 50 ni [Ru'"(bipy)s]** 2x10° mol L™, de modo que a



93

2,4 I B L A B A

SN __

2,0 - | _

1,8 - -

max

1,6 1 -

10° x |

1,4 4 -

1,2 H -

1,0 H -

T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
10" x [Ru(bipy),]”"/ mol L™

Figura 3: Efeito da concentracéo final ap6s a mistura de [Ru'(bipy)s]** na intensidade
méxima de radiacdo emitida (Imax). Concentracbes finais ap6s a mistura:
INI"G4] = 1,4x10° mol L™ [G4 = 1,4x10° mol LY [S(IV)] = 2,1x10* mol L™
[tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2) e [triton X-100] = 1,6x10™* mol L™. Solucées

saturadas com ar.
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concentracdo final da solucéo obtida foi de 1,4x10™ mol L™*. O aumento excessivo da
concentracdo de [Ru'(bipy)s]** resulta na diminuicdo de Imax, possivelmente devido &

auto-supressao de quimiluminescéncia pelo préprio [Ru"(bipy)s]** (efeito de filtro).

IV.3.5. Estudos da variacdo da concentracdo de oxigénio por fluorimetria

Conforme descrito no item 1V.1.1, o consumo de oxigénio pode ser verificado

pela variacdo da intensidade de radiacdo emitida (I emissso = 605 nm) quando uma

7

solugéo contendo [Ru'(bipy)s]** € irradiada em | excitagio = 450 nm.

Experimentos para monitoramento do consumo de oxigénio na reacdo de
autoxidacdo de S(IV) por complexos de Ni'G, (figura 4) foram realizados na presenca e
auséncia de triton X-100. Paralelamente, foram realizados experimentos de
quimiluminescéncia resultando em solucdes finais de mesma composicdo em ambos os
casos (figura 5). Estes testes objetivaram esclarecer se o aumento de Inax pelo
tensoativo triton X-100 decorre de uma eventual modificacdo da velocidade de reacéo
na presenca de tensoativo.

Deve-se ressaltar, entretanto, a diferente atuacéo de [Ru'(bipy)s]** em cada um
dos casos (Figuras 4 e 5), embora a composicdo do sistema quimico seja
rigorosamente a mesma. Nos experimentos por fluorescéncia, [Ru"(bipy)s]** é
empregado como um indicador luminescente do consumo de oxigénio no meio'®; ja
nos experimentos por quimiluminescéncia, o produto da reacdo com [Ru'"(bipy)s]** é a
espécie responsavel pela geracéo de luz (conforme sera descrito no item a seguir).

Da figura 4, observa-se que na presenca de tensoativo o consumo de oxigénio

em funcéo do tempo € maior; sendo assim, a reacdo é mais efetiva.
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Figura 4: Variacdo da intensidade de emissédo de radiacdo por fluorescéncia com o
tempo. Concentracbes finais apés a mistura: [Ni"Gs = 1,4x10° mol L%
[G4] = 1,4x10™ mol L [Ru'(bipy)s]** = 3,6x10° mol L™ [S(IV)] = 2,1x10™ mol L™,
[tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2) e [triton X-100] = A) sem adic&o de tensoativo
B) com adicdo de tensoativo: 1,6x10* mol L™*. A seta indica 0 momento exato da

introducdo da solucdo de complexo de Ni'"G, na cubeta fluorimétrica. Solucées

saturadas com ar.
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[S(IV)] = 2,1x10™ mol L™; [tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2) e [triton X-100]:

A =0; B=1,6x10"mol L. Solu¢des saturadas com ar.
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IV.3.6. Estudos para a elucidacdo do provavel mecanismo da reacéao
guimiluminescente de autoxidacdo de Ni(ll)/tetraglicina na presenca de S(IV) e

Ru(ll)/bipy

De acordo com Gerardi e colaboradores®, toda e qualquer aplicacédo analitica
baseada nas propriedades quimiluminescentes de [Ru"(bipy)s]** consiste de duas
etapas principais:

1) oxidacéo de [Ru"(bipy)s]** a [Ru"(bipy)s]**;

2) reducdo de [Ru"(bipy)s]** com formacdo da espécie *[Ru'(bipy)s]*" e
subsequente emissédo de radiacao.

Considera-se que os radicais fortemente oxidantes gerados na reacdo de
autoxidacdo de S(IV) por Ni'G, seriam as espécies responsaveis pela oxidacdo de
[Ru"(bipy)s]** e que o excesso de S(IV) seria a espécie envolvida na etapa de reducéo

de [Ru"(bipy)s]** (esquema Ill, equacdo 21).

Esquema Ill - Mecanismo provavel da autoxidacdo de S(IV) na presenca de
Ni(Il)/tetraglicina e [Ru"(bipy)s]**

Inicio

NG, + 0O — Ni"G, + Op-° (9)
Processo autocatalitico. Ciclo redox de Ni(lll/lI)/tetraglicina

Ni"G, + S032- —» NG, + SO3 (10)
SO3* + O2 —> SOg™ (11)

8032' + 02 —> SO52' (12)
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Ni"Gs42 + SOz4* —» NG, + S042 (13)

Ciclo redox envolvendo um segundo ion metélico complexado: (Ru(lll/Il)/bipy).

Ni"G, +  [Ru'(bipy)s” — Ni'Gs + [Ru"(bipy)s]** (14)
[Ru'(bipy)s]”* + SO4* —  [Ru"(bipy)s]®* + S042- (15)
[Ru'(bipy)s]”* + SO5- + H* —  [Ru"(bipy)s]** + HSO5" (16)

[Ru'"(bipy)s]** + HSO5- — [Ru"(bipy)s]** + SO42- + OH* (17)
[Ru'(bipy)s]** + HSO5~ — [Ru"(bipy)s]** + SOg4* + OH- (18)
[Ru'(bipy)s]** + SO32- —  [Ru'(bipy)s]”* + SOz (19)

Emisséo de luz

[Ru"(bipy)s]** + redutor —» *[Ru"(bipy)s]**+ produto (20)
2 [Ru"(bipy)s]** + SO32" + HpO — 2 *[Ru"(bipy)s]*" + SO42-+ 2H* (21)
*Ru'(bipy)s]” —>  [Ru'(bipy)s]*"+ hn (22)
2S03°* —» S20g2" (23)
Reacdes possiveis em meio acido

S20g2- —  S042- +*SO2 (24)
*SOp —  SO2+hn (25)

Do esquema de reagdes anterior, descrito pelas equagdes 9-13, um novo ciclo de
reagcbes de Oxido-reducdo envolvendo dois complexos de ions metalicos
(Ni(ll/M/tetraglicina e Ru(lll/Il)/bipy) é esperado (equacdes 14-19). A emissdo de
radiacdo ocorre em funcdo da desativacdo da espécie excitada de Ru(ll)/bipy,

*[Ru'(bipy)s]** (equacdo 22). Uma emissdo de fraca intensidade também pode ser

atribuida a uma espécie excitada de diéxido de enxofre, *SO, 1°V (equacdes 23-25).
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A fim de verificar a validade do mecanismo proposto (equacdes 9-25),
[Ru"(bipy)s]** foi gerado por oxidacdo quimica a partir da adicdo de é&cido nitrico
concentrado a uma solucdo de [Ru"(bipy)s]** 1x10° mol L™, até mudanca de coloracéo
de alaranjado para esverdeado (atribuida & presenca de [Ru" (bipy)s]*"). A seguir, foram
realizados experimentos adicionando-se os provaveis redutores (S(IV) ou Ni'G,) a uma

"I(bipy)s]* e triton X-100. Os resultados foram comparados com

solucéo contendo [Ru
agueles obtidos a partir da adicao final de agua a mistura descrita (tabela 3), pois o
aumento do pH de uma solucdo contendo [Ru"(bipy)s]** resulta em intensa

quimiluminescéncia™” ™®.

Tabela 3: |, resultante da adicdo de 300 nl das solu¢6es dos redutores indicados a 50 nl de
[Ru"(bipy)s]* em meio de &cido nitrico. Meio contendo triton X-100 10xCMC (2,3x107° mol L™).

Solugdes saturadas com ar.

redutor 10 I max
S(IV) 1x10° mol L™ 1,21
Agua 0,58
Ni"G4 1x10° mol L™ 0,36

A tabela 3 mostra que a adicdo de S(IV) 1x10° mol L* a uma solucdo de
[Ru"(bipy)s]** implica em maior quimiluminescéncia que aquela registrada quando da
adicdo de 300 nl de &gua. Fica comprovado, ao menos qualitativamente, que S(IV) é
capaz de reduzir [Ru"(bipy)s]" com producdo de luz (equacdes 20-22), o que é

condizente com estudos recentes descritos na literatura®®°v,
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IV.3.7. Efeito das adi¢cdes sucessivas de solucdo de S(IV)

Estudos de autoxidacdo do complexo de Ni(ll)/cyclam induzida por S(IV) em
meio de HCIO, 1,0 mol L, nos quais a formacdo do complexo de Ni(lll)/cyclam foi
acompanhada espectrofotometricamente, mostraram que o periodo de inducdo da
reacao diminui gradativamente em virtude de adicGes sucessivas de solucdes de S(IV)

de mesma concentrac&o?%1%¥,

Esta € uma caracteristica tipica de sistemas
autocataliticos, em que o0s proprios produtos de reacdo (no caso o ion metélico no
estado de oxidacdo 3+) catalisam a reacdo. Uma nova adicédo de S(IV) faz com que a
reacdo se reinicie numa condicdo em que os produtos da reacdo encontram-se
presentes no meio reacional numa concentracdo mais alta, comparativamente a
ocasido da primeira adicdo. Espera-se, por conseguinte, aumento da velocidade de
reacao e diminuicdo do periodo de inducéao.

Experimentos de adicbes sucessivas de solucdo de S(IV) de mesma
concentracdo ao sistema [Ru'(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV), na auséncia e presenca de
tensoativo, permitiram a observacdo de emissbes de radiacdo mais intensas por
ocasido da segunda adicdo de S(IV) (figura 6). A figura 6 conduz, ainda, a trés
observacdes importantes:

(i) o tempo decorrido apos a primeira adicao de S(IV), para que um maximo de radiacéo
emitida seja atingido, diminui com a segunda adicdo de S(IV). Este efeito é explicado

pela diminuicdo do periodo de inducdo e aumento da velocidade da reacgéo



101

1,60_ T T T T T T T T T T L
(A)

3 1,281 .
©

.'9 i
2

3 0,96 1 .
=

= ]

© 0,64 .
—

sa asdilgvglo 3% adigao |

0,32 e S( )\4 de S(IV) i

0 20 40 60 80 10,0

tempo/ s
401 — T T T T T T T T
(B)
S 3,21 1
I
S
2
QL 2,47 7
k=
x
= 1,6 N
Sa adicéo 3% adicdio
0,81 e S(I\/)\4 de S(IV) i
S AN

0 20 40 6,IO | 8,0 | 1IO,OI
tempo/ s
Figura 6: Intensidade de radiacdo emitida em funcdo do tempo. Efeito das adicbes
sucessivas de 300 nL de S(IV) (A) = 7,5x10™ mol L™; (B) = 7,5x10™ mol L™ a 300 nL de
mistura contendo Ni"G, 3,3x10™° mol L™, G4 3,3x10™° mol L™ em meio de tamp&o borato
0,1 mol L (pH = 9,2) e 50 nl de [Ru"(bipy)s]** 2,0x10° mol L™ . As setas indicam o

momento da adicdo de solucdo de S(IV). Solu¢cdes saturadas com ar.
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de autoxidacéo de Ni'G4, uma vez os produtos da reacdo (no caso, Ni"'G4) encontram-
se inicialmente presentes em maior concentracdo quando da segunda adicao de sulfito
(equacdes 10-13).

(ii) adicGes sucessivas de S(IV) levam a acréscimos de Ina.x cada vez menores, devido
ao esgotamento da concentracdo de oxigénio do meio através da reacdo de
autoxidacdo de Ni'"G,. Consequientemente, o impacto do efeito supressor de radiacdo
pelo oxigénio € menor.

(i) a variacao relativa de intensidade entre os sinais obtidos a partir de uma série de
adicoes sucessivas € dependente da concentracdo de S(IV). Considere-se, por
exemplo, duas adicbes de uma solucdo de S(IV) de mesma concentragdo a uma
mistura de Ni'G, e [Ru"(bipy)s]**. Da figura 6, verifica-se um aumento de intensidade de
cerca de 8 vezes da primeira para a segunda adicéo de S(IV) 7,5x10”° mol L. Por outro
lado, este aumento € de apenas 0,4 vezes ao empregar-se solucdo de S(IV)
7,5x10% mol L (neste dltimo caso, a concentracdo de S(IV) é maior que a

concentracéo de O, dissolvido).

IV.3.8. Efeito da concentracéo de oxigénio dissolvido

A diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido pela propria reacdo de
autoxidacdo de S(IV) (equacdes 11 e 12) auxilia, ao menos parcialmente, na
intensificagcdo da emissao de radiacdo observada com as adi¢cdes sucessivas de S(IV).
O reinicio do processo numa condicdo em que a concentracdo do supressor (de

radiacdo emitida) oxigénio € menor, certamente resulta em maior rendimento quantico e
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maior intensidade de radiacdo emitida. Por outro lado, o esgotamento ou a falta de
oxigénio no meio impede o ciclo de reacdes descrito pelas equacdes 10 a 13, o que
explica o decréscimo da intensidade de radiacao emitida apds a quarta ou quinta adicéo
sucessiva de S(1V).

A comprovacao deste efeito foi obtida variando-se a concentracdo de oxigénio
entre adicdes sucessivas e periédicas de S(IV). Assim, a uma mistura de Ni"G, em
tampéo borato (pH = 9,2) e [Ru'(bipy)s]**, na auséncia ou presenca de tensoativo,
foram adicionadas aliquotas sucessivas de S(IV) a cada 45 segundos. Todas as
solucbes foram inicialmente saturadas com ar. Num experimento de controle, nao
houve qualquer tentativa de modificacdo da concentracdo de oxigénio final entre as
adicOes sucessivas. JA em outro experimento, a concentracdo de oxigénio da solucéo
entre as adi¢cdes foi aumentada qualitativamente pela introducédo de ar por agitacédo
vigorosa da cubeta.

Os resultados da figura 7 mostram que, quando O, € introduzido na solucao (pela
simples agitacéo vigorosa da cubeta) antes da segunda ou terceira adicdo sucessiva de
S(IV), a intensidade da emissao de radiacdo € menor que aquela obtida sem introducao
de O,. Este efeito encontra explicacdo no aumento da concentracdo do supressor
oxigénio, que conduz & desativacdo néo-radiativa de *[Ru'"(bipy)s]** e, por conseguinte,
a diminuicdo da emissao de radiacao registrada.

Conclui-se, assim, que o aumento da intensidade de radiacdo emitida resultante
de adi¢cbes sucessivas de S(IV) ocorre devido a: (i) reinicio da reacdo de autoxidagéo
com diminuicdo do periodo de indugdo e aumento de velocidade, havendo maior

rendimento na producao de [Ru"(bipy)s]** a partir dos radicais oxidantes intermediarios
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Figura 7: Efeito da variacdo de [O,] dissolvido, no valor de Inhax (altura de pico), entre
adices sucessivas de 300 nlL de S(IV) 5,0x10 mol L™ a 300 nlL de mistura contendo
Ni"G, 3,3x10° mol L™* e G4 3,3x10° mol L™ em meio de tamp&o borato 0,1 mol L*
(pH = 9,2); 50 nlL [Ru"(bipy)s]** 2,0x10° mol L* e 0 ou 50 nL de triton X-100

2,3x10° mol L. Solugdes inicialmente saturadas com ar.
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e (i) diminuicdo da concentracdo do supressor quimiluminescente oxigénio,

parcialmente consumido quando da adi¢do anterior de S(IV) (equacdes 11-12).

IV.3.9. Efeito da concentracédo de Ni(ll)/tetraglicina

O efeito da intendidade de emissdo em funcdo da concentracdo de Ni'G,
encontra-se representado na figura 8. Observa-se que Inax aumenta a partir da
concentraco inicial de 1,8x10°® mol L™ até um valor méaximo de 3,3x10° mol L™, a partir
do qual hd4 uma diminuicdo da intensidade de emissdo. A existéncia de uma
concentracdo 6tima de Ni'"G, é governada por dois fatores de acdo antagdnica no que
se refere a intensidade de radiacao emitida.

O fator que favorece o aumento da intensidade de radiacdo emitida €,
certamente, o aumento da velocidade de reacdo associado a maior concentracdo de
Ni"G,. Estudos do consumo de oxigénio na reacdo de autoxidacdo de S(IV) por
diferentes fons metalicos de transicdo, complexados ou n&o® %9 evidenciam
claramente esta relacéo.

A diminuicdo de Ina (figura 8) do sistema [Ru'(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV) em
concentracdes mais elevadas de Ni'G, resulta do fato de que o préprio complexo de
Ni(ll)/tetraglicina € um supressor da luminescéncia de *[Ru'(bipy)s]**. Perfis da
intensidade de emissdo de radiacdo por fluorescéncia/tempo, para solugédo de
[Ru'(bipy)s]** em meio de tamp&o borato (pH = 9,2), mostram que a intensidade de
radiacdo emitida por fluorescéncia diminui quando da adicdo do complexo de Ni'G,

(figura 9).
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N&o ha sobreposicdo do espectro de emissdo de *[Ru'(bipy)s]*" (520-780 nm),
com os respectivos espectros de absorcdo molecular de Ni'G, e Ni"'G, (vide figura 1,
capitulo I1). Em outras palavras, os complexos de Ni(lll/ll)/tetraglicina ndo absorvem na
regido de emissdo de *[Ru'(bipy)s]**. Acredita-se que o efeito de supresséo da emisséo
de radiacdo pelo aumento da concentracdo do complexos de Ni'G, ndo seja
simplesmente uma questdo de absorcdo da radiacdo emitida pelo complexo de Ni'G.,

conforme observado para sistemas quimiluminescentes envolvendo MnO4 e S(1V)?%

106)

Pode-se afirmar, assim, que o efeito da concentracdo do complexo de
Ni(Il)/tetraglicina resulta do balanco de dois fatores que se contrapdem: supressao da
luminescéncia de *[Ru'(bipy)s]*" pelo complexo Ni'G, e aumento da velocidade de

reacdo de autoxidacéo de S(IV) com o aumento da concentracdo de Ni'"G4 em solug&o.

IV.3.10. Efeito da acidez do meio

A relacdo entre acidez do meio e intensidade maxima de radiacdo emitida (Imax)
do sistema [Ru'"(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV) foi estudada variando-se o pH da solugéo do
complexo de Ni"G,;. A figura 10 demonstra que ndo h& variacdo significativa da
intensidade de quimiluminescéncia na faixa de pH entre 8,0 e 9,2.

A literatura®” descreve que a reacéo de oxidacdo de Ni"G,4 pelo oxigénio ndo
ocorre abaixo de pH = 7,0 e que a velocidade de consumo de oxigénio aumenta até
pH = 8 para, somente entdo, comecar a diminuir. Este comportamento é explicado pela

predominéncia da forma triplamente desprotonada do complexo de Ni(ll)/tetraglicina
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Figura 10: Efeito da acidez do meio na intensidade maxima de radiacdo emitida (Imax)-
Concentracdes finais apds mistura dos reagentes: [Ni'G, = 1,4x10° mol L™;
[G4] = 1,4x10° mol L™ [Ru'(bipy)s]*" = 3,6x10° mol L™ [S(IV)] = 4,3x10° mol L™;
[tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 7,0-10,0) e [triton X-100] = 1,6x10* mol L™,

Solugdes saturadas com ar.
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(INi"(H.3G4)]*) em pH acima de 8 (vide esquema na pagina iv), que apresenta maior
reatividade em relacdo as demais espécies geradas em menores valores de pH.
Embora um maximo de emisséo tenha sido observado em pH = 8,0, conclui-se
que a variacdo de pH na faixa entre 8,0 e 9,2 ndo altera significativamente |nax.
Portanto, o ajuste do pH do tampéo borato dentro deste intervalo é suficiente para
observacdo de emissdo de radiacdo de intensidade satisfatéria. Considerando-se,
entretanto, que a capacidade tamponante do tampao borato € maxima em pH = 9,2,

esta foi a condicdo adotada para ensaios posteriores.

IV.3.11. Efeito da concentracéo de S(IV)

Com a definicdo das condicbes gerais capazes de maximizar a emissao de
radiacéo do sistema [Ru'(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV), ou seja,
e pH = 9,2 (tampé&o borato);
« ordem de mistura dos reagentes: na ordem, solucdes de Ni'G,, triton X-100 (se
aplicavel), [Ru"(bipy)s]** e, apés 1 s, S(IV):;
« quantidades 6timas: 300 ni de Ni"G,4 3,3x10™° mol L™ (100% de excesso de ligante);
50 ni de triton X-100 2,3x10™ mol L™%; 50 ni. [Ru"(bipy)s]** 2x10 mol L™;
foi possivel estudar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de S(IV). Estes
ensaios foram realizados na presencga e auséncia de tensoativo, englobando ainda o
efeito das adi¢cdes sucessivas de S(IV). Nestes estudos, sao considerados os valores
de Inhax decorrentes da segunda e da terceira adicdo de uma solucédo de sulfito de

mesma concentracdo a uma mistura de Ni'G, e [Ru"(bipy)s]** (tamp&o borato pH = 9,2).
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A figura 11 apresenta os resultados decorrentes da adicdo inicial de S(IV), na
auséncia e presenca de tensoativo. Verifica-se que Ihax aumenta com a concentracao
de S(IV) dentro do intervalo de concentracdes utilizado. O efeito das adicbes sucessivas
de S(IV), na auséncia e presenca de tensoativo, encontra-se representado nas figuras
12 e 13.

O efeito da diminuicdo da concentracdo de oxigénio, supressor da luminescéncia
de [Ru"(bipy)s]**, que é tanto mais consumido quanto maior a concentracdo de S(IV)
adicionado, € um dos fatores contribuintes deste comportamento ndo-linear. Algumas
reacbes capazes de suprimir a luminescéncia de *[Ru"(bipy)s]** (equacdes 26-31)
podem ser mais ou menos efetivas com a variacdo da concentracdo de S(IV)
adicionado, devido a formacéo de intermediarios (radicais de enxofre) e produtos (tais

como Ni"'G,) em diferentes concentracées.

N"(HsG)T + e —> [Ni'(HisGa)* 0,79V (26)1%7
[Ru"(bipy)s]** + e —> *Ru"(bipy)s]* -0,84 V (27) @Y

*Ru"(bipy)s]* + [Ni"(HsGa)I — [Ru"(bipy)s]*" + [Ni"(HsG4)” +0,05V (28)

A literatura”®® também reporta a reacdo de SO, e S,0s” (um dos possiveis

produtos) com *[Ru" (bipy)s]**.

*Ru'(bipy)s]* + SOs« — [Ru"(bipy)s]*" + SO, (29)
[Ru'(bipy)s]”* + SOs« — [Ru"(bipy)s]** + SO, (30)

*[Ru'(bipy)s]** + S,08% — [Ru"(bipy)s]** + SO, + SO,  (31)
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Figura 11: Efeito de S(IV) na intensidade maxima de radiacdo emitida (Imax) decorrente
da adicdo de 300 nlL de S(IV) (0-7,5)x10™ mol L™ a 300 nL de Ni'"G, 3,3x10® mol L™
(100% excesso de ligante) em meio de tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2); 50 nL de
[Ru"(bipy)s]** 2,0x10° mol L* e M= 50 nlL de triton X-100 2,3x10° mol L™* ou

<& = auséncia de triton X-100. Solucdes saturadas com ar.
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Figura 12: Efeito de S(IV) na intensidade maxima de radicdo emitida (Imax) decorrente
da O segunda e ® terceira adicbes sucessivas de 300 nlL de S(IV) (0-7,5)x10* mol L a
300 nL de Ni"G4 3,3x10° mol L™ (100% de excesso de ligante) em meio de tamp&o
borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2); 50 nL [Ru"(bipy)s]** 2,0x10° mol L™ e 50 nL de triton X-

100 2,3x10° mol L. Solucées saturadas com ar.
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Figura 13: Efeito de S(IV) na intensidade maxima de radicdo emitida (Imax) decorrente
da Osegunda e ® terceira adicbes sucessivas de 300 nlL de S(IV) (0-7,5)x10* mol L a
300 nL de Ni"G4 3,3x10° mol L™ (100% de excesso de ligante) em meio de tamp&o
borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2); 50 nL [Ru"(bipy)s]*" 2,0x10° mol L™, na auséncia de

tensoativo. Solucfes saturadas com ar.
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As reac0Oes paralelas descritas pelas equacdes 26 a 31, em conjunto com o efeito
da diminuicdo da concentracdo de oxigénio, justificam o comportamento nao-linear de

Imax €m funcdo da concentracao de S(IV) (figuras 11, 12 e 13).

IV.3.12. Efeito da presenca de formaldeido

Formaldeido e acetaldeido formam aductos ou compostos de adicdo com
S(IV)®®®, diminuindo a velocidade de reacdo e aumentando o periodo de inducédo do
processo autocatalitico™®?.

A introducdo de formaldeido no sistema [Ru'"(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV) implica na
diminuicdo da intensidade de radiacdo emitida e no aumento do tempo para obtencéo
do maximo de emisséo (figura 14). A influéncia da velocidade da reacao de autoxidacao
demonstra, neste caso, ser o fator preponderante na determinacdo da intensidade da

emissao de radiacao.
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Figura 14: Intensidade de radiagdo emitida em fungdo do tempo, na presenca e
auséncia de formaldeido. Concentracdes finais apdés mistura dos reagentes:
INi"G4] =1,4x10° mol L™ [G4] = 1,4x10° mol L™ [Ru'(bipy)s]** = 3,6x10° mol L™
[S(IV)] = 4,3x10™° mol L™; [tamp&o borato] = 0,04 mol L™ (pH = 9,2) e [triton X-100] =
1,6x10* mol L™ [Formaldeido]: A = 4,3x10°; B = 8,6x10° C = 4,3x10° D = zero.

Solugdes saturadas com ar.



117

IV.4. Conclusdes

A realizacdo dos testes descritos permitiu a formulacdo das seguintes
conclusdes:
« a mistura de solucdes de Ni'G, em tampéo borato (pH = 9,2), [Ru"(bipy)s]** e S(IV)
resulta numa emissao de luz passivel de deteccdo por um luminémetro comercial. A
ordem de adicdo dos reagentes nédo altera significativamente a intensidade da emisséo
final, exceto quando a solucdo de [Ru'(bipy)s]** é a Ultima a ser adicionada. O
mecanismo proposto consiste na oxidacdo de [Ru'(bipy)s]** a [Ru"(bipy)s]** pelos
radicais oxidantes de enxofre gerados como intermediarios do processo de autoxidacao
de S(IV) catalisada por Ni'G,. Ha posterior reducdo de [Ru"(bipy)s]** pelo S(IV)
remanescente, com subseqiiente decaimento de *[Ru'(bipy)s]** ao estado fundamental
e concomitante emisséo de radiacao.
« a emissdo de radiacdo do sistema [Ru'(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV) é intensificada pela
presenca de tensoativos, sendo este efeito mais pronunciado para triton X-100. Estudos
por fluorescéncia demonstraram na presenca de tensoativo 0 consumo de oxigénio em
funcao do tempo é maior; sendo assim, a reagcao € mais efetiva.
* a intensidade de emisséao de radiagcdo aumenta notavelmente com sucessivas adi¢cdes
de S(IV) a uma mistura de Ni'G, e [Ru"(bipy)s]** em tamp&o borato (pH = 9,2) na
auséncia e presenca de tensoativo, devido ao aumento da velocidade da reacédo de
autoxidacdo de Ni"G, induzida por S(IV) e diminuicdo da concentracdo do supressor

oxigénio.
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* a adicdo de formaldeido diminui a intensidade da radiacdo emitida pelo sistema
sistema [Ru'(bipy)s]**/Ni"G4/S(1V), ao aumentar o periodo de inducédo e diminuir a
velocidade da reacéo de autoxidacéo de Ni'G, induzida por S(IV).

» a variacdo da intensidade de emisséo de radiacdo para diferentes concentracdes de
S(IV) foi registrada, revelando uma relacdo de aumento gradativo sem comportamento
linear na faixa de (0,1-7,5)x10™ mol L™. Este comportamento pode ser justificado por (i)
variacdo da concentracdo de oxigénio, supressor da luminescéncia de [Ru"(bipy)s]**,
cujo consumo é dependente da concentracdo de S(IV) adicionado e (ii) ocorréncia de
algumas reacOes de oxirreducdo capazes de suprimir a luminescéncia de

*[Ru"(bipy)s]**, envolvendo as espécies SO4~, S:08” e Ni"'G,.



119

IV.5. Bibliografia

76. Lima, S. “Uso do fon [Ru(bipy)s]** como um indicador luminescente do consumo de
oxigénio de S(IV) catalisada por ions metélicos de transi¢do”, S&o Paulo, 1999 [Tese de
Doutorado, Instituto de Quimica, USP]

77. Hercules, D.M., Lytle, F. E., Chemiluminescence from Reduction Reactions, J. Am.
Chem. Soc., 88, 4745-4746, 1966.

78. Hercules, D.M., Chemiluminescence from Electron-Transfer Reactions, Acc. Chem.
Res., 2, 301-307, 1969

79. Hercules, D.M., Lytle, F. E., Chemiluminescence from the Reduction of Aromatic
Amine Cations and Ruthenium(lll) Chelates, Photochem. Photobiol., 13, 123-133,
1971.

80. Gerardi, R.D., Barnett, N.W., Lewis, S.W., Analytical Applications of Tris(2,2"-
bipyridil)ruthenium(lll) as a Chemiluminescent Reagent, Anal. Chim. Acta, 378, 1-41,
1999

81. Creutz, C., Sutin, N., Photogeneration and Reactions of Cobalt(l) Complexes,
Coord. Chem. Rev., 64, 321-341, 1985

82. Collins, G.E., Rose-Perhrsson, S.L., Chemiluminescent Chemical Sensors for
Inorganic and Organic Vapors, Sensors and Actuators B., 34, 317-322, 1996

83. Downey, T.M., Nieman, T.A., Chemiluminescence Detection Using Regenerable
Tris(2,2-bipyridil)ruthenium((l) Immobilized in Nafion, Anal. Chem., 64, 261-268, 1992

84. Hinze, W.L., Srinivian, N., Smith, T.K., Igarashi, S., Hoshino, H., Organized
Assemblies in Analytical Chemiluminescence Spectroscopy: an Overview. In: Advances
in Multidimensional Luminescence, Vol. 1, 149 , JAI Press Inc., 1991.

85. Chang, M.M., Saji, T., Bard, A.J., Electrogenerated Chemiluminescence. 30.
Electrochemical Oxidation of Oxalate lon in the Presence of Luminescers in Acetonitrile
Solutions , J. Am. Chem. Soc., 99, 5399-5403, 1977

86. Noffsinger, J.B., Danielson, N.D., Generation of Chemiluminescence upon Reaction
of Aliphatic Amines with Tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(lll), Anal. Chem., 59, 865-868,
1987.

87. Jackson, W.A., Bobbitt, D.R., Chemiluminescent Detection of Amino Acids Using in
Situ Generated Ru(bpy)s>*, Anal. Chim. Acta, 285, 309-320, 1994

88. Lin, J., Qu, F., Yamada, M., Chemiluminescent Investigation of Tris(2,2"-
bipyridil)ruthenium(Il) Immobilized on a Cationic lon-Exchange Resin and its Application
to Analysis, Anal. Bioanal. Chem, 374, 1159-1164, 2002



120

89. Wu, F., He, Z., Meng, H., Zeng, Y., Determination of Sulfite in Sugar and Sulfur
Dioxide in Air Using Ru(bipy)s®" - KBrO; System, Analyst, 123, 2109-2112, 1998

90. He, Z., Wu, F., Meng, H., Yuan, L., Song, G., Zeng, Y., Chemiluminescence
Determination of Sulfite in Sugar and Sulfur Dioxide in Air Using Ru(bipy)s?* - K»S,0g
System, Anal. Sci. 14, 1998, 737-740

91. Wu, F., He, Z., Meng. H., Yuan, L., Li X., Zeng, Y., Chemiluminescence
Determination of Sulfite in Sugar and of Sulfur Dioxide in Air Using the Tris(2,2"-
bipyridil)ruthenium-KIO4 System, Fresenius J. Anal. Chem., 362, 1998, 566-570

92. Paul, D.B., Recent Analytical Developments using Chemiluminescence in Solution,
Talanta, 25, 377-382, 1978

93. Isacsson, U., Wettermark, G., Chemiluminescence in Analytical Chemistry, Anal.
Chim. Acta, 68, 339-362, 1974

94. Atwood, D., Florence, A.T., In: Surfactant Systems, Chapman and Hall, New York,
1983

95. Bender, M.L., Komiyama, M., In: Cyclodetrin Chemistry, Springer-Verlag, New York,
1978.

96. Fendler, J.H., Membrane Mimetic Chemistry, Chemical & Engineering News, 62,
25-38, 1984

97. Minch, M.J., Giaccio, M., Wolff, R., Effect of Cationic Micelles on the Acidity of
Carbon Acids and Phenols. Electronic and Proton Nuclear Magnetic Resonance
Spectral Studies of Nitro Carbanions in Micelles, J. Am. Chem. Soc., 97, 3766-3772,
1975.

98. Connors, K.A., Lipari, J.M., Effect of Cycloamyloses on Apparent Dissociation
Constants of Carboxylic Acids and Phenols: Equilibrium Analytical Selectivity Induced by
Complex Formation., J. Pharm. Sci., 65, 379-383, 1976

99. Calbiochem. Home page. “Detergents and Buffers” Disponivel em
<http://www.emdbiosciences.com/Sharedlmages/TechnicalLiterature/1_CB0603_Detbuf
fs.pdf> acesso em (26.12.2003).

100. Mukerjee, P., Mysels, K.J., A Re-evaluation of the Spectral Change Method of
Determining Critical Micelle Concentration, J. Am. Chem. Soc., 77, 2937-2943, 1955

101. Meixner, F.X., Jaeschke, W.A., Detection of Low Atmospheric Sulfur Dioxide
Concentrations with a Chemiluminescence Techique, Int. J. Environ. Anal. Chem., 10,
51-67, 1981

102. Pezza, H. R., “Estudo da Auto-oxidacéo de [Ni(cyclam)]** Induzida por Oxidos de
S(IV)”, Sao Paulo, 1997 [Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, USP]



121

103. Pezza, H. R., Bonifacio, R. L., Coichev, N., Oxidation of Ni(ll)/cyclam and
Tetraglycine Complexes by Dissolved Oxygen in the Presence of S(IV). Synergistic
Effects of Mn(lll) and Co(lll), J. Chem. Research (M),1520-1541,1999

104. Lima, S., Boniféacio, R.L., Azzelini, G.C., Coichev, N., Ruthenium(ll) Tris(bipyridyl)
lon as a Luminescent Probe for Oxygen Uptake on the Catalyzed Oxidation of HSOg3',
Talanta, 56, 547-556, 2002.

105. Yamada, M., Nakada, T., Suzuki, S., The determination of Sulfite in a Flow Injection
System with Chemiluminescence Detection, Anal. Chim. Acta, 147, 401-404, 1983

106. Takeuchi, K., lbusuki, K., Determination of Traces of Hydrogensulfite by
Chemiluminescence with Cerium(lV) Sulfate as the Reagent, Anal. Chim. Acta, 174,
359-363, 1985.

107. Bossu, F.P., Paniago, E.B., Margeum, D.W., Kirksey Jr., S.T., Trivalent Nickel
Catalysis of the Autoxidation of Nickel(ll) Tetraglycine, Inorg. Chem., 17, 1034-1042,
1978

108. Guekezian, M., Coichev, N., Suarez-lha, M. E. V., Neves, E. F. A. Stability of
Sulfur(lV) Solutions in the Presence of Amines and the Tendency of Sulfite lons to
Disproportionate in Stock Solutions, Analytical Letters, 30, 1423 — 1436, 1997

109. Alipazaga, M.V. “Estudo da autoxidacdo dos complexos de Cu(ll), Ni(ll) e
Co(Il/tetraglicina induzida por S(IV)”; Sado Paulo, 2003 [Tese de Doutorado, Instituto de
Quimica, USP]

110. Bossu, F.P., Chellapa, K.L. e Margerum, D.W., Ligand Effects on Thermodinamic
Stabilization of Copper(lll)-Peptide Complex, J. Am. Chem. Soc., 99, 2195-2203, 1977



122

Capitulo V: Autoxidacdo de Ni(ll)/tetraglicina induzida por S(IV) na
presenca de luminol. Desenvolvimento de método analitico para

determinacao de S(1V) livre por quimiluminescéncia.
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V. 1. Introducéo

Este capitulo enfoca a interacdo dos radicais gerados na reacdo de autoxidagcao
de Ni(ll)/tetraglicina induzida por S(IV) com luminol. Experimentos demonstraram que a
mistura de solucées de luminol e Ni'"G, em tamp&o borato (pH = 9,2), na auséncia de
peréxido de hidrogénio, € acompanhada de emisséo de radiacdo de baixa intensidade.
A subsequente adicado de S(IV) a esta mistura aumenta a intensidade de emisséo. Este
aumento na intensidade de emissao de radiacdo é funcdo da concentracdo da solucéo
de S(1V) adicionada.

Condicbes o6timas para deteccdo de S(IV) por quimiluminescéncia em modo
estatico, compreendendo a ordem de adi¢cdo e as concentragdes dos reagentes luminol
e Ni(ll)/tetraglicina, foram estabelecidas.

A aplicacdo do sistema quimiluminescente proposto para a determinacdo de
S(IV) livre em amostras comerciais ou ambientais requer pré-tratamento para remocao
de eventuais interferentes. Deste modo, um sistema em fluxo empregando unidade de
difusdo gasosa foi utilizado para separacao do analito da matriz das amostras diluidas.

O método proposto (diluicdo ou dissolucdo das amostras; separacdo do analito
da matriz através de sistema em fluxo com célula de difusdo gasosa; deteccao "off line"
empregando-se a reag¢do quimiluminescente em modo estatico) foi aplicado para
determinagao de sulfito livre em amostras de vinhos branco e tinto, suco concentrado e
acucar refinado. O sistema também foi utilizado para determinacdo de S(IV) em

amostras de agua de chuva.
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V.1.1. Métodos analiticos para determinacdo de S(IV) por quimiluminescéncia

Na literatura sdo encontrados varios métodos para a determinacdo de sulfito em
amostras ambientais, de alimentos e outros materiais empregando-se as mais diversas
técnicas analiticas, tais como espectrofotometria®****2  fluorimetria®*®, espectroscopia
de emissdo atomica*®, cromatografia®®, métodos eletroquimicos**®t) e
enzimaticos**®. Somente ao longo dos Ultimos anos foram propostos métodos para
determinacdo de S(IV) por quimiluminescéncia, a maioria dos quais acoplado a
sistemas de andlise por injecdo em fluxo (FIA-QL) (tabela 1).

Stauff e Jaeschke® verificaram que a oxidacéo de S(IV), por Ce(IV), H,O, ou
permanganato em meio de H,SO,, resultava numa emisséo quimiluminescente de baixa
intensidade, passivel de medicdo apenas por um contador de fétons. Entretanto,
mesmo atualmente, a utilizacdo deste equipamento é ainda pouco pratica, em funcao
da complexidade e custos envolvidos em sua operacdo. Estes autores atribuiram a
fraca emissédo de radiacdo a uma espécie excitada de didéxido de enxofre, SO,*, cujo
espectro de emissao (450-600 nm) foi isolado através de filtros de interferéncia™*?.

A introducdo de substratos quimiluminescentes tais como riboflavina?Y,
[Ru(bipy)s]** “*® ou mesmo compostos organicos n&o-fluorescentes, como alguns

derivados de ciclohexanona#*1%>129)

, permitiu a utillizacdo de equipamento
convencional para detecgédo da radiacdo gerada pela reacdo de oxidacao de S(IV) por

Ce(IV) ou MnO4 em meio acido por FIA.



Tabela 1: Alguns exemplos de procedimentos para determinacéo de S(IV) por

quimiluminescéncia
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Limite de ) )
. Faixa Linear
Observacgdes Amostras deteccao Ref.
- 1 (10" mol.L™
(10" mol.L™)
Andlise por inje¢cdo em fluxo. Oxidacado de S(IV) por
permanganato em meio de H>SQO4. Detector de Coleta de ar 0,078 0,16 - 3,12 9
contagem de fotons.
Método Indireto. Titulagdo de S(IV) com |, deteccéo
do excesso de titulante a partir da reagéo Coleta de ar 1,0 - 10
quimiluminescente entre I, e luminol em meio alcalino.
Analise por injecédo em fluxo. Oxidacao de S(IV) por
permanganato em meio de H,SO4, empregando - 11 11-620 11
riboflavina ou sulfaflavina como fluoréforo.
Analise por injecédo em fluxo. Oxidacao de S(IV) por
Ce(lV) em meio de H,SO.. Detector de contagem de - 0,03 0,03-7,8 12
fotons.
Sistema em fluxo para analise de SO, gasoso. Efeito 0,6 ppb SO, 1 a 1000 ppb 13
ativador de S(IV) na reacao entre luminol e NO,. gasoso SO, gasoso
Analise por injecdo em fluxo. Oxidacao de S(IV) por
KMnO4 em meio de H,SO4, na presenca de derivados - 7,5 31-370 14
de ciclohexanona.
Andlise por inje¢cdo em fluxo. Oxidacado de S(IV) por
Ce(IV) em meio de H>SO4, na presenca de derivados Coleta de ar 100 x 10° 120 - 2500 15
de ciclohexanona.
Sistema em fluxo para analise de SO, gasoso. Efeito Ar (fase 0,3 ppb SO, 1 a 1000 ppb 16
ativador de S(IV) na reacao entre luminol e H;O5. gasosa) gasoso SO, gasoso
Andlise por inje¢cdo em fluxo. Efeito supressor de S(IV)
na reacgao quimiluminescente de luminol e H,0;
catalisada por peroxidase na presenca de EDTA. Vinho 100 100 - 8000 17
Eliminagdo de interferentes através de unidade de
difuséo gasosa.
Bio-sensor de fibra 6tica baseado na imobilizacéo de
peroxidase e sulfito oxidase em diferentes membranas Vinho 5,0 10 -1000 18
e seu efeito na quimiluminescéncia de luminol e H,0,.
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Observagdes

Matrizes

Limite de

deteccéo

(10" mol.L™)

Faixa Linear

(10" mol.L™

Ref.

Analise por injecdo em fluxo. Oxidacao de S(IV) por
Ce(IV) em meio de H,SO4, na presenca de ciclo-octil-

amina.

54

5,4 - 1000

19

Andlise por injecdo em fluxo. Reagao entre sulfito,
carbonato de sdodio e cobre(ll). Eliminacado de

interferentes via unidade de difusédo gasosa.

Vinho

5,0

10 - 5000

20

Sensor em fluxo preparado a partir da imobilizagdo de
permanganato e fluoréforo riboflavina em resina de

troca anionica.

Vinho e

Cerveja

7,2

12 - 12000

21

Analise por injecdo em fluxo. Método indireto, baseado
na geracéo de H,O; a partir da reacéo entre sulfito e
sulfito oxidase (imobilizada) para posterior reagdo com

luminol e peroxidase. Detector de contagem de fétons.

0,003

0,03-10

22

Sistema de injecdo em fluxo. Reacéo entre S(IV) e
luminol em meio fortemente alcalino na presenca de
0,.

Coleta de ar

1,0

3-100

23

Sistema estatico. Reacao entre [Ru(bipy)s]*", SOs> e
K2S,0s em meio de tensoativo de

dodecilbenzenossulfonato de s6dio (SDBS).

Coletade ar e

acucar

0,41

1,5-1000

24

Sistema estatico. Reacao entre [Ru(bipy)s]*", SOs> e
KBrOsz em meio de tensoativo de

dodecilbenzenossulfonato de s6dio (SDBS).

Coletade ar e

acucar

0,038

0,25-950

25

Sistema estatico. Reacéo entre [Ru(bipy)3]2+, S0s% e
KIO4 em meio de tensoativo de

dodecilbenzenossulfonato de sédio (SDBS).

Coletade are

acucar

0,2

1- 1000

26

Sistema estatico. Reacao entre [Ru(phen)s]**, SOs* e
KMnO4 em meio de tensoativo de

dodecilbenzenossulfonato de sédio (SDBS).

Ar

0,045

1-250

27

Sistema estatico. Reacdo entre [Ru(phen)s]**, SOs> e
KIO4 em meio de tensoativo de

dodecilbenzenossulfonato de sodio (SDBS).

Ar

0,007

1-1500

28
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Limite de ] )
. Faixa Linear
Observacdes Matrizes detecgdo Ref.
. 3 (10" mol.L™
(10" mol.L™)
Analise por injecdo em fluxo. Autoxidagao de S(IV) na
presenca de rodamina-6G em meio de tensoativo Coletade ar e
o ) . 1,2 1,2-620 29
Tween-80. Eliminagéo de ions metalicos por coluna de | medi-camento
troca idnica.
Andlise por injecdo em fluxo. Autoxidagdo de S(IV) na
presenca de rodamina-6G em meio de tensoativo Vinho e cerveja 3,7 6,2 - 1200 30
Tween-80.
Analise por injecdo em fluxo. Oxidacao de S(IV) por
o o Coleta de ar 1,7 4-100 31
Ag(ll) gerado eletroquimicamente em meio acido.
Andlise por inje¢cdo em fluxo. Oxidacgao de S(IV) por
o o Coleta de ar 0,8 3-1000 32
Mn(lll) gerado eletroquimicamente em meio acido.
Andlise por injecdo em fluxo. Reacao entre S(IV) e
[Ru(bipy)g,]3+ (imobilizado em resina de troca ibnica)
) o Acucar 1,0 1-5000 33
gerado por oxidacdo quimica com KMnO4 ou Ce(IV)
em meio acido.
Oxidacao de S(IV) por Ni(ll)/tetraglicina na presenca Aclcar, sucos,
de luminol. Eliminacgédo de interferentes através de vinho e agua 0,28 0,5-50
unidade de difusdo gasosa (método proposto) de chuva
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Townshend e colaboradores®®? descobriram que a remocédo de tracos de fons
metalicos das solucbes de MnO, e de derivados da ciclohexanona suprimia
completamente a emissdo de radiacdo decorrente da reacdo entre estas espécies e
S(IV). Tracos de ions metélicos de transicdo estariam, de maneira néo elucidada pelos
autores, atuando como catalisadores da reacéo.

Mais recentemente, Ag(ll) e Mn(lll), gerados eletroquimicamente, foram
empregados como agentes oxidantes de S(IV) no desenvolvimento de método analitico

para determinacéo de S(IV) com limite de deteccdo na faixa de 10® mol L 41142

por
quimiluminescéncia.

Cu(ll) em meio de tampao carbonato também €& capaz de oxidar S(IV) com
emissao de radiacdo™3?. A emissdo quimiluminescente observada foi atribuida a SO.* e
ao intermediario 1,4-dioxetanodiona, resultante da reacdo entre o anion carbonato e
radicais gerados a partir da autoxidacao de S(IV) catalisada por Cu(ll). Este sistema foi
utilizado para desenvolvimento de método analitico para determinacdo de S(IV) em
amostras de vinho branco e tinto, empregando-se unidade de difusdo gasosa para
separacao do analito da matriz.

O luminol € um reagente bastante utilizado no desenvolvimento de metodologias
para determinacdo de S(IV) por quimiluminescéncia. Dioxido de enxofre em fase
gasosa pode ser determinado a partir do efeito ativador de SO, na reacgéo
quimiluminescente entre luminol e NO,™*. Posteriormente verificou-se que a utilizagéo
de H,O, ao invés de NO, implicava em menor tempo de resposta e diminuicdo da
interferéncia associada a outros gases*%®.

Schmid e colaboradores*?” focaram o carater supressor de S(IV) na reacao

quimiluminescente de luminol e H,O, catalisada pela enzima peroxidase na presenca de
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EDTA. Um método indireto, no qual a reacdo enzimatica entre sulfito oxidase e S(IV)
gera H,O, para posterior reacdo quimiluminescente com luminol e peroxidase, também
encontra-se descrito na literatura™?.

Zhang e colaboradores™®® descreveram as potencialidades analiticas da reacéo
direta entre luminol e S(IV) em meio fortemente alcalino. A reacéo entre luminol e o ion
radical superoxido, O;’s, resultante da reacdo entre S(IV) e O, seria responsavel pela
emissdo quimiluminescente observada®®®. Huang e colaboradores associaram os
radicais envolvidos na reacdo de autoxidacdo de S(IV) a geracdo de SO,*, capaz de
transferir energia para o rodamina-6G, em meio micelar, com subseqtiente emissao de

Uz (139.140)

. Ambos os trabalhos descreveram tracos de alguns ions metalicos de
transicdo, tais como Cu(ll), Mn(ll), Fe(ll) e Fe(lll), como sérios interferentes para a
determinacdo de sulfito. Esta observacdo é coerente com diversos estudos que
demonstram claramente o papel catalitico destes ions metalicos na autoxidacdo de
S(1V), conforme destacado nos capitulos Il e III.

A reacdo entre [Ru(bipy)s]*’, SOs> e KBrOs, em meio de tensoativo
dodecilbenzenossulfonato de sodio (SDBS), permitiu a determinacdo de S(IV) em
amostras de actcar e ar com grande sensibilidade (10° mol L™, em solucéo aquosa) e
boa faixa linear dinamica (2,5x10® a 9,5x10° mol LH)*®). A utilizacdo de K»S,Os,
KMnO,4 ou KIO,4 ao invés de KBrOs, assim como a substituicdo de [Ru(bipy)s]** por
[Ru(phen)s]** @) leva & determinacdo de S(IV) com limites de deteccéo
notavelmente baixos (10™° a 10°® mol L™). Equipamento convencional, empregando-se
fotomultiplicadora como detector, foi utilizado para deteccao da radiacao gerada.

O mecanismo proposto é consistente com a ordem de adi¢cdo dos reagentes

([Ru"(bipy)s]**/SDBS/S(IV)/KBrOs3), cuja alteracdo diminui drasticamente a intensidade
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da radiagdo emitida. Mais uma vez, radicais do tipo SO3™* ou SOs* estariam operando

neste sistema®® (capitulo IV, equacdes 3-8).

V.1.2. Consideracdes gerais sobre o luminol

O Iluminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona) € certamente um dos mais
conhecidos substratos empregado em reacdes quimiluminescentes. A reacdo de
oxidacdo do luminol por oxigénio ou peroxido de hidrogénio, em meio basico, é
representada pela equacao 1. O mecanismo conhecido, a ser discutido detalhadamente
a seguir, envolve a formacado de um anion radical, que € rapidamente oxidado a uma
diazaquinona**®. A diazaquinona, ao reagir com peréxido de hidrogénio, sofre
eliminacao de nitrogénio com abertura de anel, levando ao ion aminoftalato no estado
excitado. Esta espécie, por sua vez, decai ao estado fundamental com emissao de

radiacao.

, O
N—H o Na
I +2NaOH + O, —» + N, + 2H,0 + hn (1)
N—H o Na

(1) (@)

NH



O equilibrio acido-base do luminol pode ser escrito como™®*":

NH, O NH,
| —
0
NH, O NH
I
| ~—
N—H
0

pK, = 13

(2)

(3)
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Em sistemas préticos somente o oxigénio ndo é suficiente para a oxidagédo do

luminol, sendo necesséria a presenca de ativadores tais como ions metalicos de

transicdo complexados ou ndo, além do peroxido de hidrogénio. A hipotese mais

razoavel é que, em solugdo aquosa, € necessaria a formagédo do luminol anion radical

(6), que entdo reage rapidamente com um oxidante (equacéo 4)*4°).

meio aquoso

(6)

+ Hy0

(4)
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O esquema | representa a sinopse de um provavel mecanismo para a reacao

quimiluminescente*®, oxidado por H,05.

NH, O NH, O
N A N—H
| —_— |
N-H o- N

5 O © ©°
A
_H'
NH, O
N
I
N
NH, O (8) o)
O. 1
N
o
(11)

intermediario
endo-peroxido

NH, O
- H* |}]_
H+ N .
(7) ©
A
HOO™ | Oy
NH, O NH, O
HOO~ N -H* N
—— Al "
N H+ N
(99 ~O OOCH (10) HO  OOH
- H* -2 H*
- N2 _ N2
NH, O NH, O
o} o}
hn + o- o-
@ °© (12) ©

Esquema | - Esquema simplificado do mecanismo da reacao quimiluminescente do

luminol em meio alcalino, oxidado por H,O,

(148)
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Esta proposta considera, de maneira geral, as seguintes etapas*®:

1) oxidagdo do monoéanion do luminol (5) por uma espécie oxidante A (radicais OH®,
0O,, Oy, cations metalicos de transicdo e seus complexos ou mesmo alguns radicais

de luminol);

2) estabelecimento do equilibrio envolvendo o radical do luminol (7) e sua espécie

desprotonada (6);

3) formacao do a-hidroxi-hidroperéxido (9), por dois caminhos: (i) reagdo entre HO,
e a diazaquinona (8), resultante da reacao de oxidacdo do monoanion protonado (7)
ou (ii) reacao direta entre o luminol monoanion desprotonado (6) e o radical
superoxido, formado lentamente a partir da reacao entre O, e 0 préprio monoanion

(autocatalise).

4) decomposicao do a -hidroxi-hidroperéxido (9) resultando em emissao de

radiacao.

A etapa de formacdo de a-hidroxi-hidroperoxido (9) sera determinada pela
concentracdo de O, (que favorece a formacéo do superoxido) ou pela concentracdo de
H.O, no meio (Que aumenta a velocidade de reacao entre HO, e a diazaquinona (8)). A
radiacdo emitida pela reacdo com formacdo de superdxido tem um valor 6timo de
intensidade de emissdo em meio de pH 9,2, decorrente da reacdo entre este radical e
os radicais (6) e (7) 9.

O reativo intermediario endo-peréxido (11), provavel precursor do produto

eletronicamente excitado, ainda ndo foi detectado. Acredita-se que a elevada

velocidade de decomposicdo desta espécie inviabiliza sua deteccao™*?.
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Apesar da necessidade do conhecimento prévio dos mecanismo de reacéo e
demais fatores essenciais a producao de luminescéncia para a otimizacdo de métodos
analiticos, a utilizacdo da deteccdo quimiluminescente de maneira empirica tem se

mostrado factivel*4®)

. A reacdo quimiluminescente do luminol aplica-se sobretudo a
analise de céations metalicos de transi¢cao. Co(ll), Cr(lll), Fe(lll), Fe(ll) e Mn(Il) ativam ou
inbbem a reacdo, apresentando limites de deteccdo na faixa de
10 a 10® mol L™. As propostas para justificativa da acdo catalitica destes cations
incluem a ativacédo da etapa de producédo de radicais do H,O,, a formacao do a-hidroxi-

hidroperéxido ou ainda a decomposicéo do mesmo*9).
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V.2. Parte experimental

A seguir estdo descritos os procedimentos experimentais realizados no presente

estudo. O preparo das solu¢fes esta descrito na pagina 168.

V.2.1. Preparagdo das amostras

a) Vinhos Branco e Tinto: preparadas por diluicdo direta de 0,400 a 2,00 mL de
amostra com agua deionizada a 100,0 mL em baldo volumétrico, de modo a resultar em
concentracdes finais de S(IV) na faixa de 5,0x10® a 5,0x10°® mol L™ (diluicdo de 50 a
250 vezes).

b) Sucos naturais concentrados: preparadas por diluicdo direta de 0,025 a 0,100 mL
de amostra com agua deionizada a 100,0 mL em baldo volumétrico, de modo a resultar
em concentracdes finais de S(IV) na faixa de 1,0x107 a 5,0x10° mol L™ (diluicdo de
1000 a 4000 vezes).

c) Acucar refinado: 3 a 4 g de amostra foram pesados (precisédo de 0,1 mg) e
dissolvidos em 100,0 mL de agua em baldo volumétrico.

d) Agua de chuva: agua de chuva recém-coletada foi analisada sem nenhum pré-

tratamento.
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V.2.2. Sistema em fluxo para separacdo do analito da matriz por unidade de

difusdo gasosa

A separacdo do analito da matriz das amostras diluidas antes da reacéo
quimiluminescente foi feita empregando-se um sistema em fluxo contendo uma célula
de difusdo gasosa, conforme figura 1.

Neste sistema, solucdes de H,SO, 1,0 mol L' e de amostras diluidas ou
solucées-padréo de S(1V) (1x10® a 5x10° mol L™) foram bombeadas a 1,7 mL min™ em
um reator de 20 cm para liberacdo de didxido de enxofre (solucdo doadora). A seguir, a
mistura era conduzida até uma célula de difusdo gasosa de 920 niL construida a partir
de dois blocos de acrilico (figura 2). Uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE)
(tamanho dos poros 0,02 mm e espessura 0,45 nm) foi disposta de modo a cobrir e
dividir ao meio um canal de 4 mm de profundidade, 2 mm de largura e 115 mm de
comprimento, arranjado no formato de chicanas. Solucdo aceptora de NaOH
1x10™ mol L™ foi bombeada em sentido contrario a 0,25 mL min™ e admitida na secc¢éo
superior do canal da célula de difusdo. A solucdo de NaOH resultante, contendo S(1V)
proveniente da amostra e livre das espécies presentes na matriz, foi entdo coletada

para imediata analise.

V.2.3. Determinacgédo de S(IV) por quimiluminescéncia

As medidas de quimiluminescéncia foram efetuadas utilizando-se um
lumindmetro Bertold Lumat LB 3507. Neste equipamento, uma cubeta cilindrica de 1,5

mL de polipropileno, contendo a amostra ou quaisquer outros reagentes, é posicionada
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para analise

1.70 cé.lula~de
H2SO, < NaOH

W\——d/ 0,25

= e -

mE ';?n-l bobina ‘

descarte

amostra

bomba bomba
peristaltica peristaltica

Figura 1: Diagrama esquemético do sistema em fluxo para separacdo do analito da
matriz para determinacdo de S(IV) por quimiluminescéncia. H,SO, 1,0 mol L™ e NaOH

1x10™ mol L™ . Comprimento da bobina para mistura 20 cm. Diametro interno dos tubos

0,8 mm.
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Figura 2: Vistas frontal e superior da célula de difusdo empregada no sistema em fluxo
para separacéo do analito da matriz para determinacao de S(1V).
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em um compartimento interno ao abrigo do luz ambiente, em cuja base encontra-se
uma fotomultiplicadora que capta a radiacdo gerada na reacao quimiluminescente sem
discriminagédo de comprimento de onda na faixa de 330 a 650 nm. As paredes internas
deste compartimento sdo espelhadas internamente de modo a refletir a luz gerada em
direcéo a fotomultiplicadora, maximizando assim a sensibilidade dos procedimentos de
andlise.

A mistura sequencial dos reagentes € obtida a partir da injecdo de 10 a
300 niL de um ou dois reagentes dentro de um intervalo minimo de 0,7 s. Os reagentes
sdo injetados a alta pressao, sendo introduzidos na cubeta de polipropileno a uma
velocidade suficiente para promover uma mistura instantanea e eficiente das solucdes.
Deste modo, sdo obtidos resultados com 6tima reprodutibilidade.

De maneira geral, os estudos foram conduzidos adicionando-se a cubeta, com
auxilio de micropipeta, 300 nL da solucéo aceptora de NaOH 1x10™ mol L™ contendo
S(IV). A sequir, a cubeta foi introduzida no equipamento, seguindo-se a injecao de
50 mL solucdes de Iluminol 1x10° mol L' e, apé6s 1 s, 300 nL de Ni'G,
6,6x10° mol L™ (100% de ligante em excesso) em tampéo borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2)
com inicio imediato da aquisicdo dos valores de luminescéncia por um tempo de 30
segundos.

O sinal analitico foi avaliado a partir do valor de intensidade maxima de radiacéo
emitida (Imax). Cada amostra ou solucao-padréo foi analisada 5 vezes repetidamente.
Uma curva analitica foi construida relacionando a média dos valores de Inax cOm a
concentracéo de S(IV). Esta curva foi utilizada para a determinacao da concentragao de

S(IV) nas amostras de vinho, suco concentrado ou 4gua de chuva.
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V.2.4. Comparacdo dos resultados com metodologia espectrofotométrica para
determinacgéo de S(IV)

A determinacdo de S(IV) por espectrofotometria foi realizada misturando-se, na
proporcdo 1:1, solucdo do complexo de Cu'G, 2,0x10° mol L* com Ni"G,
1,0x10®° mol L™ em meio de tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2) solucées de S(IV)
(0-10)x10™ mol L™ ou solucdo aceptora de NaOH contendo S(IV). Foram empregadas
cubetas do tipo Tandem (caminho 6ptico 1,0 cm). Estas possuem 2 compartimentos
isolados de 1 mL cada, sendo possivel efetuar a mistura das solugdes momentos antes
da mistura.

Utilizando-se 4gua como referéncia, as solu¢des do complexo e de S(IV) foram
misturadas por agitacdo manual. A absorbancia a 365 nm foi registrada com um
espectrofotometro HP 8453, decorridos 30 segundos apds a mistura. Uma curva
analitica foi obtida, relacionando o valor de absorbancia em 365 nm, apds 30 segundos
de reacdo, & concentracéo de S(IV) na faixa de (0,5-10).10° mol L™,

Estudos anteriores*'® demonstraram a concordancia dos resultados obtidos
empregando-se a metodologia espectrofotométrica proposta e o método padrdo de

Monier-Williams**® para a determinac&o de sulfito em vinhos.
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V.3. Resultados e discussao

Estudos demonstraram que a mistura de solucées de luminol e Ni'G4 em tampao
borato (pH = 9,2) € acompanhada de emissdo de radiacdo de baixa intensidade. A
subsequente adicao de S(IV) a esta mistura aumenta a intensidade desta emissao; este
aumento é funcdo da concentracdo da solucédo de S(IV) adicionada. A figura 3 mostra
os perfis de intensidade de emissao de radiacdo em funcédo do tempo para diferentes
concentracdes de S(IV) adicionado a uma mistura de luminol 1x10° mol L e Ni'G,
6,6x10™° mol L™ (100% de ligante em excesso) em tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2),
demonstrando o efeito de S(IV).

Da figura 3, observa-se que o aumento da concentracdo de S(IV) altera a
intensidade da emissao de luz. Ha diminuicdo da largura e aumento da altura do pico,
isto €, a reacdo € mais rapida e a intensidade de radiacdo mais intensa. Os perfis de
intensidade de radiacdo emitida em funcdo do tempo demonstram ainda que o tempo
decorrido até que o valor de intensidade maxima seja atingido (periodo de inducéao)
diminui com o aumento da concentracdo de S(IV). A relacéo linear de intensidade
méaxima da radiagcdo emitida (Imax) COm a concentracdo de S(IV) permitiu avaliar a

concentracdo de S(IV) na amostra.
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Figura 3: Intensidade de radiacdo emitida em funcédo do tempo decorrente de mistura
de 300 nL de S(IV) (a=5,0;b=20;c=1,0;d=0,60; e =0)x10" mol L*, 50 nL de
luminol 1x10®° mol L™ e 300 ni de Ni(ll)/tetraglicina 6,6x10™ mol L™ (100% de ligante em

excesso) em tampao borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2). Solucées saturadas com ar.
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V.3.1. Efeito da ordem de adicdo dos reagentes

A ordem de mistura dos reagentes foi avaliada em funcéo do quociente entre lmax
obtida na presenca e na auséncia de S(IV) (Imax s@vf/lmax branco). A relagado
Imax sav)/lmax branco P€rmite avaliar a condigdo em que o efeito ativador de S(IV) é
maximo, de modo a assegurar a maior sensibilidade na deteccdo do analito. Para isto,
solugcdes de luminol, Ni(ll)/tetraglicina e S(IV) (ou agua, utilizada com branco) foram
misturadas sequencialmente em todas as combinacgdes possiveis (tabela 2).

Observando-se a tabela 2, é possivel concluir que o efeito ativador de S(IV)
diminui significativamente apenas quando a solucdo de luminol € a dltima a ser
adicionada (menor valor do quociente Imax sqvy/lmax branco). ESta razdo se mantém dentro
de um patamar praticamente constante considerando-se as outras combinacdes
possiveis. Do ponto de vista operacional, € mais pratico adotar um arranjo que permita
a adicao dos reagentes luminol e Ni(ll)/tetraglicina através dos injetores do luminémetro,
estando a amostra ja presente na cubeta colocada no compartimento préprio do
equipamento. Deste modo, a ordem de adicéo dos reagentes adotada foi a seguinte:
 1°: S(IV) (adicdo manual na cubeta através de micropipeta);

* 2°: luminol (injecdo automatica pelo equipamento via injetor 1);

« 3% Ni(ll)/tetraglicina (injecdo automatica pelo equipamento via injetor 2).
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Tabela 2: Efeito da ordem de adi¢éo dos reagentes. Relagao lnax sqv)/Imax branco Obtida a partir da
mistura de 300 nL de S(IV) 1x10° mol L* ou &gua, 50 nlL de luminol
1x10° mol L™ e 300 nl de Ni(ll)/tetraglicina 6,6x10®° mol L™ (100% de ligante em excesso) em

tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2). Solucdes saturadas com ar.

ORDEM DE ADIGAO 103 lhax (V)
Ni(Il)/tetraglicina | S(IV) (ou 4gua) | Luminol | haxPranco
1 2 3 0,38
1 3 2 0,66
2 1 3 0,39
2 3 1 0,70
3 1 2 0,70
3 2 1 0,68

V.3.2. Efeito da adi¢cao de tensoativos

O efeito de diferentes tensoativos na intensidade de radiacdo emitida pelo
sistema  S(IV)/luminol/Ni"G; foi novamente avaliado a partr da relacdo
Imax sqvy/Imax branco. EXperimentalmente, 50 niL de solucéo de tensoativo (concentragéo 10
vezes acima da respectiva CMC) foi adicionado a uma cubeta contendo agua ou S(1V)
1x10° mol L™?, seguindo-se a injecdo de 50 ni de solucdo de luminol 1x10™° mol L™ e
300 nL de Ni'G, 6,6x10™° mol L™ (100% de ligante em excesso) em tampéo borato
0,1 mol L. Os tensoativos utilizados neste estudo foram: dodecilssulfato de sédio
(anidnico), Tween 20, Tween 80, BRIJ 35, BRIJ 76 e Triton X-100 (n&o-idnicos).

De maneira geral, verificou-se que a presenca de tensoativos no meio néo altera

a intensidade de emissao da reacgao entre S(IV), luminol e Ni(ll)/tetraglicina. Por outro
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lado, o valor de Ihax na auséncia de S(IV) (Imax branco ) fOi aumentado em até 10 vezes
por todos os tensoativos, traduzindo-se por uma relacdo Imax sgv)/Imax branco Mais
desfavoravel.

Acredita-se que impurezas presentes nos tensoativos concentrados, a partir do
qual as solucbes foram preparadas, sejam responsaveis por interagir com o complexo
de Ni(ll)/tetraglicina e assim oxidar luminol na auséncia de S(IV). Dentre estas
impurezas, figura o peréxido de hidrogénio, presente ao nivel de 10° mol L em
solugdes concentradas comerciais de tensoativos como triton X-100 e
BRIJ 35™Y, Na presenca de S(IV), ndo foi observado nenhum efeito devido & estas
impurezas.

Solucdes de a-ciclodextrina 1x107°, 1x10* e 1x10° mol L* também foram
empregadas neste estudo. Nao foi observada nenhuma modificacdo na emissao de
radiacdo do sistema quimico S(IV)/luminol/Ni(ll)/tetraglicina, tanto na auséncia quanto

na presenca de S(1V).

V.3.3. Efeito da concentracédo de luminol

A dependéncia do sinal analitico com a concentracdo de luminol, mais
uma vez expresso através da relagao Imax sqvy/lmax branco, €NCONtra-se representada na
figura 4. Esta relacdo aumenta com a concentracdo de luminol até um valor de
1x10° mol L™, quando entdo comeca a decair. Este perfil pode ser justificado a partir do
estabelecimento de um equilibrio competitivo de complexacéo pelos ions de Ni(ll) entre

tetraglicina e luminol, o qual pode agir como um ligante bidentado.
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Figura 4: Efeito da concentracao de luminol. Relagao Imax sqvy/lmax branco Obtida a partir
da mistura de 300 nL de S(IV) 1x10°® mol L* ou &gua, 50 ni luminol
(1x107 - 1x10™) mol L™ e 300 ni de Ni(ll)/tetraglicina 6,6x10™° mol L™ (100% de ligante

em excesso) em tampao borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2). SolucBes saturadas com ar.
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Deste modo, a concentracdo de luminol foi fixada em 1x10° mol L™ para estudos

posteriores.

V.3.4. Efeito da concentracao de Ni(ll)/tetraglicina

O efeito da concentracdo do complexo de Ni(ll)/tetraglicina, em meio de tampéo
borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2), pode ser verificado na figura 5. Quando na concentracdo
de 6,7x10° mol L™ (100% de ligante em excesso), um valor maximo para a relacao Ima
sav)/Imax branco € atingido. Esta foi, portanto, a concentragéo de Ni(ll)/tetraglicina adotada
para estudos posteriores.

Para concentraces de Ni(ll)/tetraglicina acima de 1x10™ mol L™, a intensidade
méxima de radiacdo emitida (Imax) na auséncia de S(IV) é muito elevada. Este efeito
pode ser atribuido ao subseqiente aumento na concentracdo dos intermediarios da
reacdo de oxidac&do de Ni(ll)/tetraglicina pelo oxigénio. De acordo com Margerum e
colaboradores®?, alguns destes intermediarios incluem o radical superéxido, peréxido
de hidrogénio e um hidroperéxido do ligante tetraglicina oxidado complexado a Ni(ll)
(equagbes 1-9, capitulo Il). Estas espécies podem, por sua vez, ser responsaveis pela
oxidacéao direta de luminol com emissao de radiacao na auséncia de S(IV) (esquema ).

E importante ressaltar que a solucdo de Ni(ll)/tetraglicina 6,7x10° mol L™ (100%
de ligante em excesso) deve ser utilizada dentro de um periodo maximo de uma hora
apos a preparacao. Ultrapassado este prazo, a emissdo de radiacdo decorrente da
mistura das solu¢cdes do complexo e luminol na auséncia de S(IV) € muito intensa

(figura 6) e ndo ha periodo de indugdo (comparar com figura 3).



148

180 T T LN B B L R B | T T T T T T T T T T T T

T T LN B B B B | T T LN B B B B | T T LU B B R B B O

1x10° 1x10° 1x10* 1x10°%
[Ni"G,]/ mol L™

Figura 5: Efeito da concentragdo de Ni(ll)/tetraglicina. Relacao Imax sqvy/lmax branco Obtida
a partir da mistura de 300 nmL de S(IV) 1x10° mol L* ou &gua, 50 ni luminol
1x10®° mol L™ e 300 ni de Ni(ll)/tetraglicina (0-1)x10° mol L™ (100% de ligante em

excesso) em tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2). Solucdes saturadas com ar.
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Figura 6: Intensidade de radiacdo emitida em func&o do tempo decorrente da adicéo de
50 nL luminol 1x10° mol L* a 300 niL de solucdo Ni(ll)/tetraglicina
6,6x10° mol L* (100% de ligante em excesso) em tamp&o borato 0,1 mol L*
(pH = 9,2) mantida em repouso por duas horas apos a preparacdo. Solucdes saturadas

com ar.
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V.3.5. Curva analitica

De acordo com as condi¢cdes oOtimas para deteccao de S(IV) discutidas nos itens
V.3.1 a V.3.4 e descritas na tabela 3, foram elaborados experimentos para obtencao de

uma curva analitica para S(IV) (figura 7).

Tabela 3: Condi¢des 6timas para a deteccdo de S(IV).

Parametro Condicdo Otima

[luminol] 1x10®° mol L™

[Ni"G4] em tampéo borato 0,1 mol L™ [6,7x10° mol L* (100% de
(pH =19,2) ligante em excesso)

Volume de solucéo de luminol 50 nL

Volume de solucdo de Ni'G,4 300 nL

Volume de amostra 300 nL

Ordem de adicdo dos reagentes 1° S(IV); 2° luminol; 3° Ni"G,

Foi obtida uma relacao linear entre Imax © S(IV) na faixa de 5x10°® a 5,0x10° mol
L™ (n = 10, r* = 0,9998), com limite de deteccéo estimado de 2,8x10® mol L™ (3 vezes o
desvio padrdo do coeficiente linear dividido pelo coeficiente angular da equacao da
curva analitica). Quando considerada a area do respectivo sinal quimiluminescente, a
faixa de linearidade é menor (5x10® a 2,5x10° mol L™), assim como o coeficiente de
correlacdo da reta obtida (> = 0,9986). Deste modo, optou-se pelo uso de Imax COmo

sinal analitico.
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max

10° x |

10" x [S(IV)])/ mol L™

Figura 7: Curva analitica para S(IV). Imax Obtido a partir da mistura de 300 ni. de S(1V)
(5x108-5x10°) mol L™, 50 nbL luminol 1x10® mol L™ e 300 ni de Ni(ll)/tetraglicina
6,6x10° mol L™ (100% de ligante em excesso) em tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2).

Solugdes saturadas com ar.
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E importante ressaltar que os valores utilizados referem-se & média de 5
determinacdes de uma mesma solucao de S(IV). Os estudos apresentados no capitulo
[l (item [11.3.3) demonstraram que, na presenca de ions metalicos na faixa de
concentracdo de 1x10™ mol L?, S(IV) ao nivel de 9x10° mol L™ (solugdo aquosa
saturada com ar) € totalmente oxidado apds cerca de duas horas. Para solu¢cbes mais
diluidas de S(IV) este € um efeito que ndo pode ser negligenciado, ainda mais se
considerado que Fe(lll) pode estar presente em niveis préximos a 10 mol L™ mesmo
em agua altamente purificada®®. Deste modo, todas as solucdes de S(IV) foram
utilizadas imediatamente apds a preparacdo, a partir de diluicdo direta de solucao

estoque 1x10° mol L™

V.3.6. Separacéo do analito da matriz

A aplicacédo do sistema quimiluminescente proposto para determinacao de S(IV)
em amostras comerciais ou ambientais requer um pré-tratamento eficiente para
remocdo de eventuais interferentes. lons metalicos de transicio podem ocasionar
sinergismo positivo ou negativo no que se refere a autoxidacao de S(IV) catalisada por
Ni(Il)/tetraglicina. Acucares ou quaisquer substratos organicos que possam atuar como
sequestrantes de radicais impedem as etapas de propagacédo da cadeia envolvendo
radicais de enxofre. Peroxido de hidrogénio, na presenca de tracos de ions metalicos,
oxida luminol com produgéo de luz.

Neste contexto, 0 uso de processos de separagao a partir de sistemas de difusao
gasosa surge como uma solucao atraente para remocao destes interferentes. Uma das

vantagens inerente a esta abordagem consiste na substituicdo de procedimentos
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classicos (filtracdo, extracdo, precipitacdo, dentre outros), normalmente dispendiosos e
demorados, por métodos de analise “on-line”. Encontram-se descritos na literatura
diversos trabalhos que empregam sistemas de separacdo através de membrana
microporosa, para separacao de sulfito a partir de matrizes complexas, acoplado a
diferentes técnicas para deteccéo de S(IVv)*2" 130 154-156)

Na maioria das montagens experimentais propostas, a amostra contendo sulfito
€ misturada em fluxo a uma solucéo de acido sulfurico para liberacdo de diéxido de
enxofre. A solucdo resultante € entdo introduzida em um modulo de difusdo gasoso
contendo uma membrana microporosa. Neste modulo, o SO, € captado em um fluxo
aceptor e direcionado para o detector. Este tratamento permite a determinacdo de
sulfito livre na amostra. Ja a determinacdo do S(IV) total requer uma etapa prévia de
adicdo de solucdo de NaOH para liberacdo do SO, ligado a certos compostos
organicos, tais como aldeidos™”, e n&o foi alvo destes estudos.

O sistema de difusdo gasoso utilizado para preparacdo de amostras
baseia-se essencialmente no mesmo principio (figura 1). Verificou-se que o
aproveitamento global do SO, liberado a partir da mistura de S(IV) 1x10° mol L™ com
solucdo de H,SO4 1 mol L™ por uma solugéo aceptora de NaOH 1x10™“ mol L™, sob
condicbes oOtimas, € bastante elevado. Estas condi¢cdes incluem a admissdo das
solu¢des doadora e aceptora respectivamente nas secgdes inferior e superior da célula
de difusdo gasosa em contracorrente, a diferentes vazoes. A tabela 4 mostra como a
diferenca de vazao entre as solucbes aceptora e doadora altera o aproveitamento
global do processo de liberacéo e captacdo de SO, a partir de solucdo aquosa de S(1V),
mediante comparac¢do com o sinal analitico resultante da deteccdo da mesma solugéo

de S(IV) ndo submetida ao pré-tratamento proposto.
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Tabela 4: Efeito das vazdes de solucéo aceptora (NaOH 1x10“ mol L™?) e doadora (H,SO,
1x10™* mol L™ e S(IV) 1x10° mol L™") no sistema em fluxo para separacéo do analito da matriz
(figura 1). Deteccdo quimiluminescente obtida a partir da mistura de 300 nL de solucdo
contendo S(IV), 50 ni luminol 1x10° mol L™ e 300 nL de Ni(ll)/tetraglicina 6,6x10° mol L*

(100% de ligante em excesso) em tamp&o borato 0,1 mol L (pH = 9,2). Solucdes saturadas

com ar.
Vazao de solucgao de » Vazao da solug;é_lo_l 101y
H,SO, e amostra/ mL min™ |de NaOH/ mL min

0,22 0,22 0,23

0,45 0,45 0,22

0,86 0,22 2,3

1,70 0,25 5,6

1,70 0,10 5,8

S(1V) 1x10° mol L™ sem pré-tratamento 9,6

Embora o sinal analitico aumente com a diferenca de vazdo, € necessaria a
escolha de uma condicdo que ndo comprometa a freqiéncia de amostragem. Deste
modo, foi estabelecido um fluxo de 1,70 mL min™ para solucdo doadora e 0,25 mL min*
para a solucdo aceptora (tabela 5). Esta condicdo permite uma frequéncia de
amostragem de cerca de 12 determinagdes.h™, levando-se em conta um tempo médio
de 5 minutos para obtenc&o de pouco mais de 1000 ni de solucéo aceptora contendo
com S(IV). Outros autores*?” 39 gptaram por maximizar o rendimento do processo de
difusdo gasosa de SO, mantendo a célula de difusdo em banho termostéatico a uma

temperatura de 50° C, o que aumenta a complexidade da montagem experimental.
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Tabela 5: Condi¢bes 6timas para a separacdo do analito da matriz para determinacéo de S(IV)

empregando-se sistema em fluxo com célula de difusdo gasosa (figura 1).

Parametro Condicéo Otima

[H.SO4] 1,0 mol L

[NaOH] 1,0x10* mol L

Vaz&o de solucdo de H,SO, 1,70 mL min™

Vazéo de amostra 1,70 mL min™

Vazéo de solucado de NaOH 0,25 mL min™ (em contra-fluxo)
Comprimento de bobina de mistura 20 cm

Volume da célula de difusdo 920 nL

A célula de difusdo gasosa empregada no presente estudo também foi utilizada
por Corbo™?. Originalmente, este autor desenvolveu um sistema em fluxo em que uma
célula amperométrica para deteccao de S(IV) foi acoplada a unidade de difusédo gasosa
em questao (figura 2). A metodologia proposta foi aplicada para determinacao de sulfito
livre em amostras de vinhos branco e tinto e os resultados foram concordantes com
aqueles obtidos a partir de metodologia padréo de Monier-Williams**?. Todavia, nao foi
relatado o efeito da diferenca de vazdo das solucbes aceptora e doadora no
aproveitamento global do processo de difusdo gasosa de SO..

O efeito de carbonato e etanol no sinal analitico foi avaliado adicionando-se
individualmente estas espécies a uma solucdo de S(IV) 1x10® mol L™. Este estudo de
interferéncia é justificado por (i) possibilidade de ocorréncia de um processo de difusao
de CO, em moldes similares aquele descrito para SO, e (ii) comprovacdo de que a
membrana de PTFE utilizada na construcdo da célula de difusdo permite a permeacgéo
de uma pequena fracdo de metanol e etanol presente na amostra de vinho™®?.

Verificou-se, todavia, que ambas espécies ndo alteram a resposta analitica do sistema
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de deteccdo quimiluminescente para S(IV) até um nivel de concentracédo de 102 mol L™

para carbonato e 10% (v/v) de etanol.

V.3.7. Determinacédo de S(IV) livre em amostras de vinho e sucos concentrados

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos para a determinacdo de S(IV) livre
para amostras de sucos, vinhos branco e tinto através do método proposto. As
amostras foram diluidas convenientemente, de modo a resultar em solucbes de
concentracdo da ordem de 5x10® mol L™ a 5x10° mol L™, e introduzidas no sistema em
fluxo de separacdo do analito da matriz conforme descrito no item V.2.3. A seguir,
300 nL de solucdo aceptora contendo S(IV) foram coletados e analisados para S(IV)

conforme descrito no item V.2.4.

Tabela 6: Determinagdo de S(IV) livre em amostras de sucos concentrados e vinhos, através de

deteccao por métodos quimiluminescente e espectrofotométrico (n = 3).

S(1V) livre/ mol L™
Espectrofotometria |Quimiluminescéncia
Vinho Branco 1 (3,48 £0,05) x 10*  |(3,50 +0,01) x 10™
Vinho Tinto 1 (1,4+0,2) x 10™ (1,37 +0,01) x 10™
Vinho Tinto 2 (1,5+0,2) x 10™ (1,49 + 0,02) x 10™
Suco de Caju 1 (2,00 + 0,06) x 103 (1,98 + 0,03) x 10’3
Suco de Abacaxi 1 | (4,30 +0,02) x 10™ (4,3+0,1) x 10*

Amostra
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Os resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos a partir de
metodologia de deteccdo espectrofotométrica de S(IV) (vide item V.2.4). O processo de
preparacdo das amostras foi idéntico ao destinado a deteccdo quimiluminescente.
Houve a precaucdo de adequacao da diluicdo da amostra original & faixa de trabalho do
método espectrofotométrico, ou seja, 5x10° mol L a 1x10* mol L™,

O meétodo espectrofotométrico se baseia na reacéo de oxidacdo do complexo de
Cu(ll)/tetraglicina ([Cu"(H.3G4)]*) em tamp&o borato (pH = 9,2) em meio aquoso na
presenca de tracos de Ni(ll), a qual € sensivelmente acelerada por S(IV) mediante o

consumo de oxigénio™®.

Neste processo, a concentracdo do complexo
Cu(lll/tetraglicina gerado é funcéo direta da concentracdo de S(IV) presente no meio. A
formacdo do complexo Cu(lll)/tetraglicina é, por sua vez, acompanhada
espectrofotometricamente a 365 nm (capitulo I, item 111.1.4).

Da tabela 6, constata-se a plena concordancia dos resultados obtidos
empregando-se a deteccdo de S(IV) livre pelas duas metodologias. Verifica-se, ainda,
que todas as amostras analisadas encontram-se dentro dos limites maximos permitidos
pela legislacdo para sulfito total’®®, expressos como SO, 0,035g/100 mL
(5,5x10" mol L™, para vinhos; 0,020 g/100 mL (3,1x10 mol L™), para sucos de frutas e

0,3 /100 mL (4,7x10 mol LY, exclusivamente para suco de caju®?.

V.3.8. Determinacédo de S(IV) livre em amostras de acucar refinado

A determinacdo de S(IV) livre em amostras de acucar refinado envolveu a

dissolucéo de cerca de 4 g de amostra em 100 mL de agua deionizada em baléo

volumétrico. A solucgdo resultante foi introduzida no mesmo sistema em fluxo para para



158

separacdo do analito da matriz, com subsequiente analise da solucdo aceptora
contendo S(IV) de maneira analoga ao ja discutido para as amostras de vinhos e sucos.
Foram realizadas analises de solucbes de acucar as quais aliquotas definidas de
solucdo-padrédo de S(IV) foram previamente adicionadas (ensaios de adicdo de
recuperacao).

A tabela 7 relaciona os resultados obtidos a partir da analise de S(IV) em duas
marcas de acucar refinado, assim como os valores de recuperacao para as adi¢cdes de
S(IV). E possivel verificar que os valores de recuperacdo das adicbes de S(IV) sdo
muito proximos a 100%. Além disto, os resultados obtidos sdo condizentes com aqueles
esperados em amostras de acgucar refinado, que variam tipicamente de 0,3 a 4,8 ng de
sulfito total expresso como SO, por grama de amostra, de acordo com estudo de
conformidade realizado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizag&o e Qualidade
Industrial (Inmetro) com 09 (nove) marcas de acucar refinado de procedéncia nacional
em 19999 O limite previsto pela legislacdo brasileira para actcar refinado é de 20 ng

de S(IV) total, expresso como SO, por grama de amostra*®®,

Tabela 7: Valores de sulfito livre obtidos para amostras de agucar refinado (n = 3).

[S(IV)] livre/  |[S(IV)] nasol.da |Recuperacéao Recuperacéo

Amostra |ng de SO,.g™" |amostra adicao de S(IV) |adicao de S(IV)
deamostra |dissolvida/ mol L™ |1x10° mol L™ %: | 2x10® mol L™}/ %
Acucar 1 3,00 + 0,07 1,51X10'6 104,4 + 2,5 101,7 +1,3

Aculcar 2 | 3,38 + 0,07 2,20x10°® 100,4 + 4,7 99,1+0,5
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V.3.9. Determinacédo de S(IV) em agua de chuva

O sistema de deteccdo quimiluminescente proposto também foi utilizado para
determinacdo de S(IV) em amostras de agua de chuva. Neste caso, as amostras
recém-coletadas foram analisadas diretamente, sem nenhum pré-tratamento ou
diluicdo. O pequeno volume de amostra necessario para a determinacdo permitiu a
coleta de agua de chuva diretamente em béquer de vidro. Os resultados obtidos para
algumas amostras de agua chuva coletadas no Instituto de Quimica da USP, Sé&o
Paulo, ao longo da primeira quinzena de marco de 2003, encontram-se descritos na
tabela 8.

Dada a baixissima concentracdo de S(IV) presente nestas amostras ambientais,
estudos para comparacéo de resultados com metodologia sem a utilizacdo de técnicas
especiais de conservacdo de amostra (como, por exemplo, criogenia) ndo foram
efetuados. Procedimentos de adicdo de recuperacdo nestes niveis de concentracéo
também nado sdo recomendados, pois a autoxidacao de S(IV) altera significativamente a

concentracdo de analito num espaco curto de tempo.

Tabela 8: Valores de S(IV) encontrados em amostras de agua de chuva coletadas no
Instituto de Quimica — USP (n = 3).

Data e horario da coleta | S(IV)/ mol L™
18/03/2003 11:50 hs 2,2x107
20/03/2003 08:20 hs. 1,5x10”
20/03/2003 10:10 hs. 1,4x1077
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V.3.10. Algumas consideracdes sobre o mecanismo da reacao

A observacdo de que a simples mistura de solucbes de Ni(ll)/tetraglicina
envelhecida e luminol € acompanhada de intensa emisséo de radiacdo sem periodo de
inducéo (figura 6) comprova que as espeécies geradas no processo de autoxidacao de
Ni'G,, na auséncia de S(IV), estéo envolvidas no mecanismo da oxidacdo de luminol.
Analogamente, a mistura de solucbes recém-preparadas de Ni(ll)/tetraglicina e luminol
nao é acompanhada de emissao de radiacdo devido a auséncia de Ni(lll)/tetraglicina e
demais intermediarios de reacdo ao longo do periodo de indugéo.

Um mecanismo condizente com aquele descrito no esquema | pode representar
0O processo preponderante na emissdao de radiacdo no  sistema
Ni(Il)/tetraglicina/sulfito/luminol, mesmo na auséncia de peroxido de hidrogénio
inicialmente adicionado. O complexo de Ni"'G, estaria atuando como um dos oxidantes
descritos como a espécie A no esquema |. Peroxido, superéxido, hidroperéxido ligante
Ni"LOOH e o radical Ni"LO.’, sugeridos como intermediarios da reacéo de autoxidagéo
(capitulo 1l, equacbes 1-9), seriam as espécies envolvidas na geracdo do a-hidroxi-
hidroperoxido (esquema ).

Verificou-se, todavia, que a intensidade da radiacdo gerada € maior quando S(1V)
é adicionado ao meio (figura 3). Conforme os estudos abordados no capitulo I, a acéo
ativadora de S(IV) deve-se a geracdo de radicais fortemente oxidantes SOgze, SOs™* e
O, (capitulo I, equacbes 5-17) e a rapida formacéo de Ni"'G, em niveis necessarios

para que 0 mecanismo autocatalitico seja desencadeado. Na presenca de S(IV), estes
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radicais poderiam estar atuando juntamente com Ni(lll)/tetraglicina na oxidacdo do
monoanion do luminol (esquema |) de maneira mais efetiva. Novamente, peroxido,
superéxido, Ni"LOOH e o radical Ni'LO," estariam envolvidos na geracdo do a-hidroxi-

hidroperéxido (esquema ).
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V.4. Conclusdes

A realizacdo dos testes descriminados permitiu a formulacdo das seguintes
conclusdes:
« a mistura de solucées de luminol e Ni'G, em tampdo borato (pH = 9,2) é
acompanhada de emissédo de radiacéo de baixissima intensidade. A posterior adicdo de
S(IV) a esta mistura aumenta a intensidade de emissdo. Este aumento é funcdo da
concentracdo da solucdo de S(IV) adicionada, possibilitando a deteccdo de sulfito na
faixa de 5,0x10® mol L™ a 5,0x10° mol L™, com limite de deteccdo estimado de
2,8x10® mol L™.
» a fim de se evitar a influéncia de alguns concomitantes na reacdo quimiluminescente,
um sistema em fluxo empregando unidade de difusdo gasosa foi utilizado para
separacdo do analito da matriz das amostras diluidas. O método proposto (diluicdo ou
dissolucdo das amostras; separacdo do analito da matriz através de sistema em fluxo
com célula de difusdo gasosa; deteccdo "off line" empregando-se a reacao
quimiluminescente em modo estatico) permitiu a determinacdo de S(IV) livre em
amostras de vinho branco e tinto, suco concentrado e agucar refinado.
* 0s resultados proporcionados pelo sistema de detec¢cédo quimiluminescente proposto e
por metodologia espectrofotométrica, utilizando complexo de Cu(ll)/tetraglicina, validam
os resultados obtidos para amostras de sucos concentrados e vinhos.
* ensaios de adi¢do de recuperacgdo foram realizados com amostras de acucar refinado.
indices de recuperacéo entre 104% e 98% foram obtidos, consolidando a validade do

procedimento proposto para determinacao de sulfito em amostras de agucar refinado.
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* a elevada sensibilidade do sistema de deteccdo quimiluminescente sugerido
possibilitou a deteccdo de S(IV) em amostras de agua de chuva, nas quais o analito

encontra-se presente em baixissimas concentraces (10" mol L™).
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Reagentes e solucdes

Agua deionizada foi usada no preparo de todas solucbes, bem como reagentes

com grau analitico Merck ou Sigma.

a) Solucao de S(1V)

Uma solucao estoque de S(IV) 0,001 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 0,10 g
do sal metabissulfito de soédio (Na;S;0s) em 1,0 L de agua previamente fervida e
resfriada. Sua padronizacao exigiu a preparacao das seguintes solugdes:
 H,SO, 1,0 mol L™ adicionou-se 14 mL de H,SO4 98% a cerca de 150 mL de 4gua em
baldo volumétrico, completando-se o volume do mesmo a 250,0 mL
« KIO5 0,1000 mol L™: obtida a partir da dissolugéo quantitativa de 10,700 g de iodato de
potassio, seco a 110°C por duas horas, em agua previamente fervida e resfriada em
baldo volumétrico de 500,0 mL, completando-se o volume do mesmo com agua.
* solucdo de amido 0,5%: dissolveu-se 0,5 g de amido solivel em 100 mL de agua
fervente.
* Na,S,05 0,1 mol L™: dissolveu-se 25 g do sal Na,S,03.5H,0 e 0,1 g de Na,CO3 em 1L
de agua previamente fervida e resfriada, observando-se periodo de repouso de um dia
para posterior padronizacdo da mesma. Para tal, foram pipetados 50,00 mL de solucéao
de K103 0,1000 mol L™ (concentracdo perfeitamente conhecida) para um erlenmeyer de
250 mL imerso em gelo. Dissolveu-se na solucéo 3 g de Kl solido, seguido da adicao de
10,0 mL de H,SO,4 1,0 mol L. A solucdo resultante foi titulada com Na»S,03 0,1 mol L™

até que uma coloracdo amarela-palida fosse atingida. Neste ponto, adicionou-se a
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mesma cerca de 2 mL de solucdo de amido 0,5%, prosseguindo-se com a titulacédo até
desaparecimento da cor azul.

Para padronizacdo da solucdo de S(IV) 0,001 mol L*, uma aliquota de
25,00 mL de KIO; 0,1000 mol L™ foi transferida para um erlenmeyer de 500 mL
juntamente com 10 mL de H,SO, 1,0 mol L™ e 25,00 mL de solucdo de S(IV). A solugéo
resultante foi deixada em repouso por 10 minutos em banho de gelo, seguindo-se a
adicdo de 2,0 g de KI solido. O iodo gerado, que é equivalente ao iodato né&o
consumido, foi titulado com Na,S,03 0,1 mol L™ padréo até que a solucéo se tornasse
amarela-palida. Neste ponto, adicionou-se a mesma 2 mL de solucdo de amido 0,5% e

prosseguiu-se com a titulacéo até desaparecimento da cor azul resultante.

b) Tampé&o borato
A solucdo-tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH = 9,2) foi preparada dissolvendo-se
9,5 g do sal Na,B,07.10H,O em cerca de 400 mL de agua deionizada em balédo

volumétrico de 1000 mL, seguindo-se diluicdo a 1,0 L em baldo volumétrico.

c) Solucéo de nitrato de niquel(ll) 0,200 mol L™:
Preparada a partir da dissolu¢do de 11,7 g de p6 de niquel eletrolitico (99,99%
de pureza) com acido nitrico bidestilado, seguindo-se diluicdo a 1,0 L em baldo

volumétrico. A padronizacéo foi realizada com EDTAY.

1. Flaschka, H.A., EDTA Titrations, Pergamon Press, London, 1959
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d) Solucao de nitrato de cobre(ll) 0,200 mol L™:
Preparada a partir da dissolucdo de 12,7 g de p6 de cobre eletrolitico (99,99% de
pureza) com acido nitrico bidestilado, seguindo-se diluicdo a 1,0 L em balédo

volumétrico. A padronizacéo foi realizada com EDTA®Y,

e) Solucao de nitrato de cobre(ll) 0,200 mol L™ e nitrato de niquel(Il) 2,00x10™ mol L*
Preparada a partir da dissolucdo de 12,7 g de cobre eletrolitico com cerca de
100 mL de &cido nitrico bidestilado, seguindo-se a adi¢cdo de 10,0 mL de solucdo de

nitrato de niquel(Il) 0,2 mol L™ e diluicdo a 1,0 L em baldo volumétrico.

f) Solugdo do complexo de Ni(ll)/tetraglicina para estudos espectrofotométricos

A solucdo contendo o complexo Ni(ll)/tetraglicina, Ni"Gs, foi preparada
dissolvendo-se 0,0217 g de tetraglicina em 20,0 mL de tamp&o borato 0,02 mol L™
(pH = 9,2) e adicionando-se, a seguir, 0,40 mL de Ni(ll) 0,200 mol L™ . Uma soluc&o com
concentracdo final de 4,00x10° mol L™ de Ni"G4; 0,02 mol L de tamp&o borato
(pH = 9,2) e 0,4x10° mol L™ (10% excesso) de tetraglicina foi obtida. Para alguns
testes, a concentracdo de peptideo foi alterada. Esta solucéo foi preparada momentos

antes de sua utilizacao.

g) Solucao do complexo de Ni(ll)/tetraglicina para estudos por quimiluminescéncia
A solucdo contendo o complexo Ni(ll)/tetraglicina, Ni"Gs, foi preparada

dissolvendo-se 0,0099 g de tetraglicina em 20,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L' e

1. Flaschka, H.A., EDTA Titrations, Pergamon Press, London, 1959
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adicionando-se, a seguir, 0,10 mL de Ni(ll) 0,200 mol L™. Foi obtida uma solugéo com
concentracdo final de 1,0x10° mol L* de Ni'G,; 0,1 mol L' de tamp&o borato
(pH = 9,2) e 1,0x10° mol L* (100% excesso) de tetraglicina. Solucdes de menor
concentracdo foram preparadas por diluicdo direta da solugdo estoque com tampéo
borato 0,1 mol L™. Todas as solucbes foram preparadas momentos antes de sua

utilizacao.

h) Solugcdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina com tracos de Ni(ll) para estudos
espectrofotométricos (solucédo A)

A solucdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina com tracos de Ni(ll) foi preparada
dissolvendo-se 0,0109 g de tetraglicina em 20,0 mL de tamp&o borato 0,05 mol L™
(pH = 9,2) e adicionando-se, a seguir, 0,20 mL de solucdo contendo mistura de Cu(ll)
0,200 mol L™ e Ni(ll) 2,00x10° mol L™. A solucdo resultante apresenta concentracio
final de 2,00x10™ mol L™ de Cu"G,; 2,00x10° mol L™ de Ni'G,; 0,05 mol L™ de tampao
borato (pH = 9,2) e 0,20x10° mol L™ (10% excesso) de tetraglicina. Esta solucdo foi

preparada momentos antes de sua utilizacao.

1) Solugdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina com tragos de Ni(ll) para estudos por
quimiluminescéncia

A solucdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina com tracos de Ni(ll) foi preparada
dissolvendo-se 0,0109 g de tetraglicina em 40,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L™
(pH = 9,2) e adicionando-se, a seguir, 0,20 mL de solucdo contendo mistura de Cu(ll)
0,200 mol L™ e Ni(ll) 2,00x10° mol L™. A solucdo resultante apresenta concentracio

final de 1,00x10° mol L™ de Cu"G4; 1,00x10° mol L™ de Ni"G4; 0,1 mol L™ de tampao
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borato (pH = 9,2) e 0,10x10° mol L™ (10% excesso) de tetraglicina. Esta solucdo foi

preparada momentos antes de sua utilizacao.

j) Solucdo do complexo de Cu(ll)/tetraglicina para estudos por quimiluminescéncia

A solucdo contendo o complexo Cu(ll)/tetraglicina, Cu'G,, foi preparada
dissolvendo-se 0,0109 g de tetraglicina em 40,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L™ e
adicionando-se, a seguir, 0,20 mL de Cu(ll) 0,2 mol L™. Foi obtida uma solugdo com
concentracdo final de 1,00x10° mol L* de Cu'Gs; 0,1 mol L* de tampado borato
(pH = 9,2) e 0,10x10™ mol L™ (10% excesso) de tetraglicina. Solucdes de menor
concentracdo foram preparadas por diluicdo direta da solugdo estoque com tampéo
borato 0,1 mol L™. Todas as solucbes foram preparadas momentos antes de sua

utilizacao.

) Solucdes estoque de perclorato de cobalto(ll) 0,965 mol L™* e perclorato de
manganés(ll) 1,837 mol L™
Preparadas a partir da reacdo direta de carbonato de cobalto (CoCO3) ou

carbonato de manganés (MnCOg3) com acido perclérico. A padronizacao foi realizada

com EDTA".
m) Solucdes estoque de Fe(ll), Fe(lll) e Cr(ll) 0,20 mol L™

Preparadas, respectivamente, a partir da dissolucdo de massa estequiométrica

dos sais cloreto de ferro (lll) (FeCls), sulfato de ferro(ll) hepta-hidratado (FeSO,4- 7H,0)

1. Flaschka, H.A., EDTA Titrations, Pergamon Press, London, 1959
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e nitrato de cromo(lll) nona-hidratado (Cr(NO3).-9H,0) em 1,0 L de agua deionizada,
com adicdo de 10 mL acido nitrico bidestilado. A padronizacdo foi realizada com

EDTAWY,

n) Solucdes de fosfato e carbonato de sédio 0,20 mol L™
Preparadas a partir dos correspondentes sais de sddio, dissolvendo-se a massa

estequiométrica do mesmo em 250,0 mL de agua

0) Solucao de tris(hidroximetiljaminometano (TRIS) 0,20 mol L™
Obtida dissolvendo-se 2,4 g de tris(hidroximetil)aminometano sélido em 100,0 mL

de agua.

p) Solucao de trietanolamina (TEA) e monoetanolamina (MEA) 0,20 mol L™
As solucbes-estoque de MEA e TEA, ambas liquidas a temperatura ambiente,
foram preparadas diluindo-se aliquotas estequiométricas do reagente concentrado em

100,0 mL de agua.

q) Tampéo &cido acético/acetato 0,1 mol L™

O tampdo &cido acético/acetato 0,1 mol L™ (pH = 4,7) foi obtido mediante
diluicdo de 37 mL de solucdo de &cido acético glacial 100% em 300 mL de 4gua em
baldo volumétrico de 500,0 mL. A seguir, 4,1 g de acetato de sodio foram dissolvidos na

solucéo e o volume do baldo completado com agua.

1. Flaschka, H.A., EDTA Titrations, Pergamon Press, London, 1959
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r) Solucdes de tensoativos

As solugdes de tensoativos foram preparadas a partir de dissolugcdo de massas
convenientes de tensoativos sem nenhum tratamento prévio.
« BRIJ 76 3x10° mol L' (1000xCMC): preparada dissolvendo-se 0,36 g de
BRIJ 76 em 100 mL de agua deionizada em baldo volumétrico.
« BRIJ 35 1x10° mol L* (100xCMC): preparada dissolvendo-se 0,71 g de
BRIJ 35 em 100 mL de agua deionizada em baldo volumétrico
« Tween 20 6x10° mol L™ (100xCMC): preparada dissolvendo-se 0,74 g de Tween 20
em 100 mL de 4gua deionizada em balédo volumétrico.
« Tween 80 1,2x10% mol L™* (1000xCMC): preparada dissolvendo-se 0,21 g de
Tween 80 em 100 mL de agua deionizada em baldo volumétrico.
« Triton X-100 2,3x10 mol L™ (100xCMC): preparada dissolvendo-se 0,78 g de Triton
X-100 em 100 mL de agua deionizada em baldo volumétrico.
« Dodecilssulfato de sédio 0,40 mol L™ (50xCMC) : preparada dissolvendo-se 2,92 g de

dodecilssulfato de sddio em 25 mL de agua deionizada em baldo volumétrico.

s) Solucdo de formaldeido 0,01 mol L™
A solucdo de formaldeido 0,01 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 1,1 mL de

solucao de formaldeido 37% a 1,0 L com &gua deionizada em baléo volumétrico.
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t) solucéo de a-ciclodextrina 1,0x10° mol L™
A solucéo de a-ciclodextrina 1,0x10° mol L™ foi obtida a partir da solubilizagéo

de 0,032 g de a-ciclodextrina com 25,0 mL de agua deionizada em baldo volumétrico.

u) solucéo de [Ru"(bipy)s]** 2,0x10 mol L™
Preparada por dissolucéo de 0,15 g de [Ru(bipy)s]Cl,.6H,O em 100,0 mL de agua

deionizada em balao volumétrico.

v) solucéo estoque de luminol 1,0x10° mol L™

Preparada por dissolucdo de 0,2 g de NaOH e 0,018 g de luminol (pureza 97%)
com 100,0 mL de agua deionizada em baldo volumétrico. Solu¢des de luminol de menor
concentracdo foram preparadas por diluicdo direta da solucdo estoque com agua

deionizada.
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Perspectivas de trabalhos futuros

Algumas propostas futuras para continuidade do trabalho apresentado nesta tese
abrangem:
« verificacdo da reatividade dos complexos de Cu(ll) e Ni(ll)/tetraglicina em relacdo a
biomoléculas, na presenca de S(IV), em condicdes fisiologicas.
» estudos espectrofotométricos ou por quimiluminescéncia envolvendo a reacado de
autoxidacdo de S(IV) catalisada por complexos de Cu(ll) ou Ni(ll) com ligantes
peptidicos de cadeia mais longa, capazes de estabilizar o ion metalico no estado de
oxidacao 3+.
* investigacao detalhada dos mecanismos responsaveis pelo efeito de intensificacdo do
sinal quimiluminescente do sistema [Ru"(bipy)s]**/Ni"G4/S(IV) propiciado por alguns
tensoativos.
» estudos por guimiluminescéncia da reacdo de autoxidacdo de S(IV) catalisada por
complexos de Cu(ll) ou Ni(ll)/tetraglicina na presenca de outros substratos, como
rodamina-6G ou fluoresceina.
» desenvolvimento de método de analise por injecdo em fluxo para determinacdo de
S(IV) livre e total empregando-se o sistema luminol/Ni"G4/S(IV), englobando as etapas

de separacao do analito da matriz e deteccao quimiluminescente (FIA-QL).
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