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RESUMO

Na primeira etapa deste trabalho desenvolveu-se um meétedo para a
determinagdo de ions Cr(lll), na presenga de EDTA, através de um sistema de
injecdo eh fluxo com detecgdo da emisséo resultante da reagao quimiluminescente
do luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) e peréxido de hi&rogénio, em

meio tamponado por HCO5/CO5~.

Na curva analitica para Cr(lll) correspondeu o intervalo de (0,32-3,2)x10”
mol.L™”, o erro relativo foi de 3,0% e o limite de detecgao 1,3x10° mol.L". O método

foi aplicado para a determinag¢ao de Cr(lll) em amostra de ago inox IPT22AISI1440A.

Na segunda etapa deste trabalho foram realizados estudos detalhados para
melhor compreender a influéncia de fons metalicos, como Cr(l!l), Pb(ll) e Zn(ll), na
intensidade de emissdo resultante da reagdo quimiluminescente de TCPO
(oxalato de bis-(2,4,6-triclorofenil)) ou 2-NPO (oxalato de bis-(2-nitrofenil)) e
peréxido de hidrogénio, na presen¢ga de imidazol (IMl) e 3-aminofluoranteno em

meio de acetonitrila / agua.

A reacdo é fortemente dependente do pH. Em meio tamponado HIMI'/IMI
(1,0x102 mol.L™), pH 8 e 9, a presenga de ions Cr(lll) e Pb(ll) (1,0-10,0)x10°mol.L",
aumentou a intensidade de emissdo. Quando foi utilizado 2-NPO, a reagéo foi mais
eficiente. Entretanto, em meio ndo tamponado e contendo baixa concentragdo de
IMI, a intensidade de emissdo foi parcialmente suprimida na presenga de ions

metalicos (0,5-2,4)x10° mol.L™.



ABSTRACT

In the first step of this work a flow injection analysis method was developed
for the determination of Cr(lll), in the presence of EDTA, with chemiluminescence
detection resulting from the reaction of luminol

(5-amino-2,3-dihidrophthalazine-1,4-dione) and hydrogen peroxide, in a buffer

medium HCO3 / CO3>.

The calibration curve for the for Cr(lll) was in the range of (0.32-3.2)x107
mol.L™, the relative deviation was 3.0% and the detection limit was 1.3x10® mol.L™.
The method was applied to the determination of Cr(lil) in a stainless steel sample

IPT22A1S1440A.

In the second step of this work, detailed studies were carried out to better
understand the influence of some metal ions, such as Cr(lll), Pb(ll) and Zn(il) on the
chemiluminescence intensity resulting from the reaction of TCPO
(bis-(2,4,6-trichlorophenil)oxalate) or 2-NPO (bis-(2-nitrophenil)oxalate) and
hydrogen peroxide in the presence of imidazole (IMI) and 3-aminofluoranthene in

acetonitrile / water medium.

The reaction is strongly pH dependent. In a buffer HIMI*/IMI (1.0x10?mol.L™),
pH 8 and 9, the Cr(lll) and Pb(ll) ions (1.0-10.0)x10°° mol.L"' increased the
chemiluminescence intensity. When 2-NPO was used, the reaction was more
effective. However, in no buffering medium and containing low IMI concentration,
the chemiluminescence intensity was partially suppressed in the presence of metal

ions (0.5-2.4)x107° mol.L™.
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CAPITULO | - INTRODUGCAO

1.1 - APRESENTAGAO

O presente trabalho iniciou a implementagio de uma nova técnica dentro da
linha de pesquisa de estudos cinéticos para elucidagio de mecanismos de rea¢des
combinados com o desenvolvimento de métodos analiticos alternativos.

Assim, optou-se inicialmente por estudar a aplicagdo da reagio
quimiluminescente de oxidagdo do luminol por peréxido de hidrogénio, em meio
aquoso, ativada por fons metdlicos. A aplicagdo analitica deste sistema ja se
encontra bem documentada na literatura, desde 1962 por Babko et al.!, existindo
publicagdes recentes com o objetivo de otimizagdo das condigdes experimentais e
ampliagdo dos campos de aplicagdo. Do estudo dessa literatura iniciamos os
nossos experimentos conforme descrito no capitulo Il, 0 que permitiu adquirir certa
experiéncia nos estudos desse tipo de reagio.

No capitulo |l estdo descritas investigagdes da reagao quimiluminescente de
oxidagao de ésteres-oxalatos por peréxido de hidrogénio, catalisada por imidazol,
cujas aplicagdes analiticas ainda sao restritas.

Recentemente, foi apresentado como tese de doutoramento neste Instituto
de Quimica, os estudos realizados por Cassius V. Stevani, sob orienta¢gio do Prof.
Dr. Wilhelm J. Baader’. Estes estudos tiveram como objetivo a elucidagido do
mecanismo dessa reagio e em muito auxiliou os nossos estudos. Ao leitor que
queira aprofundar mais conhecimentos sobre o assunto, recomendamos a leitura

dessa tese.
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A apresentagdo desta dissertagio consta de uma introduglo geral
(capitulo I). Os capitulos Il e Ill apresentam inicialmente uma introdugao ao sistema

quimico estudado seguida dos nossos estudos.

1.2 - QUIMILUMINESCENCIA
|.2.1 - Definigao

Uma reagio quimiluminescente pode ser formulada como o inverso de uma
reagéo fotoquimica. Em uma reagéo fotoquimica ocorre absorgao de fétons por uma
substincia, esta vai para o estado eletronicamente excitado e através de uma
rea¢so quimica, forma-se o produto no estado fundamental?,

Em uma reag¢do quimiluminescente, ocorre uma reagao quimica, que leva a
produ¢do de uma substancia no estado eletronicamente excitado, que pelo
decaimento para o estado fundamentallemite radiagdo eletromagnética (UV, visivel
ou V)2 Para que a emissdo ocorra na regido do visivel, a energia minima

necessaria é de 180 kJ.mol.L"'.®
.2.2 - Classificacdo dos fendmenos luminescentes

A quimiluminescéncia é um dos fendmenos Iluminescentes.
Convencionalmente, a fonte de energia responsavel por iniciar o processo de
emisséo de radiagio tem sido utilizada como um prefixo ao termo luminescéncia.

Entretanto, em alguns casos a fonte de energia responsavel pela geracao do
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estado eletronicamente excitado tem sido identificada incorretamente. Por exemplo,
fenbmenos classificados como sono- ou termoluminescéncia podem ser, na

realidade, casos especiais de quimiluminescéncia (tabela 1.1)3.

1.2.3. - Requisitos para uma reagdo ser quimiluminescente

Para a reagdao quimica ser quimiluminescente, trés critérios devem ser
obedecidos:
1) a reagdo quimica deve ser exotérmica para gerar energia suficiente para a

producéo de espécies no estado eletronicamente excitado;

2) deve existir um caminho de reag¢do favoravel e eficiente para a formagéo de

espécies no estado excitado e;

3) deve existir um caminho para que as espécies quimicas excitadas formadas ou
percam sua energia como féton ou sejam capazes de transferir a energia
eficientemente para um fluoréforo, através de processos que apresentem

rendimento quéntico luminescente relativamente grande*,

Em competigdo com o caminho quimiluminescente ocorrem varios processos
nao quimiluminescentes. Esses processos estdo representados no esquema I.1
 através das equagdes 1.1 a 1.3%.

.2.4. - Rendimento quédntico quimiluminescente

A intensidade da quimiluminescéncia (l) gerada por um sistema € uma



Tabela 1.1 - Classificagdo dos fenémenos luminescentes®

Nome

Caracteristicas

Luminescéncia

Emissdo de radiagdo UV, visivel, IV de uma molécula
ou um atomo, resultante da transicido de um estado
eletronicamente excitado a um estado de energia
menor (geraimente o estado fundamental)

Fotoluminescéncia

Luminescéncia na qual o modo de excitagdo é a
absorgado de radiagio UV, visivel ou IV

Fluorescéncia

Fotoluminescéncia de curta durag¢do, a partir de um

estado eletronicamente excitado singlete.

Fosforescéncia

Fotoluminescéncia de longa durag¢do, a partir de um

estado eletronicamente excitado triplete.

Quimiluminescéncia

Luminescéncia na qual a molécula no estado
eletronicamente excitado é produzida por uma rea¢ao

quimica

Bioluminescéncia

Quimiluminescéncia na qual a radiagdo é emitida por

organismos vivos ou sistemas derivados

Eletroquimiluminescéncia

Quimiluminescéncia em solugdo, na qual o estado
eletronicamente excitado é produzido por reagdes de

transfer@ncia de elétrons de alta energia

Quimiluminescéncia

gerada no eletrodo

Quimiluminescéncia produzida na superficie do
eletrodo

Eletroluminescéncia

Luminescéncia a partir de descargas elétricas

Termoluminescéncia

Luminescéncia de sélidos em aquecimento moderado

Sonoluminescéncia

Luminescéncia a partir da exposigdo a ondas de ultra-

som.

Candoluminescéncia

Luminescéncia a partir de sélidos incandescentes

| Piroluminescéncia

Luminescéncia a partir de metais em chamas




(caminho nao quimiluminescente)

D+N (1.1)

v

A+B__ | 1c]__|

@a | kiC] Pro)
* D — D + hv (2

(caminho quimiluminescente_)*_

E

(etapade (Drg l
transferéncia de energia) (DL(E)

E+D — E+hv (3)

Esquema .1 - Etapas do processo de produgado de quimiluminescéncia®, onde:
e A e B sdo0 os reagentes,
¢ ox referem-se a oxidantes adicionados,

e C representa o intermediario de reagao,

eD'¢a espécie no estado excitado, formada a partir da reagdo quimiluminescente,

que pode ser a espécie que emite radiagdo ou transfere sua energia para outra
molécula E, que subsequentemente emite radiacdo ao retornar ao estado

fundamentali,

. (DL(D) e (DL(E) se referem aos rendimentos quanticos luminescentes das

espécies que emitem radiagdo.



fungdo do tempo, dependente do rendimento quantico quimiluminescente, @,

(nimero de fétons emitidos por moléculas de A ou B) e do nimero de moléculas
que reagem por unidade de tempo, como mostrado pela equagéio 1.4, onde k,[C]

refere-se a taxa de decomposigio do intermediario *.

I = kC] D (1.4)

O rendimento quéntico quimiluminescente, @ é igual ao produto das

eficiéncias dos processos quimicos e fisicos envolvidos. (DR refere-se ao

rendimento quéantico quimico (ou a fragdo de molécuias reagentes que percorrem o

caminho quimiluminescente “correto” resuitando na produgdo do intermediario

necessario), Mg representa a eficiéncia na produgdo de espécies no estado

excitado (isto é, a probabilidade de que a decomposi¢do do intermediario leve a
formagéo de uma molécula no estado eletronicamente excitado (1.5). Em sistemas

envolvendo uma etapa de transferéncia de energia, é adicionado um termo extra
®TE na equagido 1.5, que se refere a eficiéncia da etapa de transferéncia de

energia*.

D = OPRrOeDL(PrE) (1.5)

1.2.5. - Classificagdao das reagdes quimiluminescentes

Uma reagdo quimiluminescente pode ser classificada como direta ou

indireta, dependendo da espécie quimica responsavel pela emissdo de radiagéo
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(esquema 1.2). No modo direto, a reagdo gera a espécie quimica no estado
excitado, que é responsavel pela emissdo de radiagio. No modo indireto (a), a
espécie quimica no estado 'excitado, cujo decaimento de energia levaria a emissao
de radiagdo como no caso direto, transfere a energia a fluoréforos também
chamados de ativadores, que entdo emitem radiagdo. Ou ainda, no modo indireto
(b), a espécie quimica no estado excitado, extremamente reativa, transfere a
energia a fluoréforos, levando-os ao estado eletronicamente excitado e estes, ao
retornarem ao estado fundamental, emitem radiagdo. No modo indireto (a) e (b) o

espectro de emissdo ndao ¢é determinado pelo reagente quimiluminescente

consumido, mas pelo fluorédforo 3,

Produto + Luz

Dire/

*

Produto
/ Indireto (a) \ Fluoréforo

*®
Substrato + oxidante Produto + Fluoréforo

Indireto (b\Fluoréforo
| v

Produto + Fluoréforo* — Luz

Esquema 1.2 - Classificagao das reagdes quimiluminescentes



1.2.6 - Aplicacdes de reagdes quimiluminescentes em quimica analitica

Reagdes quimiluminescentes ocorrem na fase sélida, liquida ou gasosa. Ha
varios artigos de revis&o®'® enfocando o potencial das reagdes quimiluminescentes,
particularmente na quimica analitica, para determinagéo de ions metalicos, anions
inorganicos e produtos cancerigenos em uma variedade de matrizes ambientais e
clinicas.

Dentre as vantagens da detec¢do quimiluminescente, incluem a alta
sensibilidade e uma faixa linear de concentragdo do analito ampla, através de uma
instrumentagao relativamente simples. A alta sensibilidade dos procedimentos é
obtida principalmente pela auséncia da necessidade de uma fonte de radiagao,
eliminando o espalhamento Raman, Rayleigh e ruidos relacionados com a fonte,
permitindo a fotomultiplicadora ser operada em potencial relativamente alto
comparado ao aplicado na fluorescéncia convencional®,

A emissdo quimiluminescente pode ser caracterizada por parametros como
comprimento de onda, intensidade e taxa de aumento ou de decaimento da
emissdo. O comprimento de onda de emissao e o rendimento quantico sao afetados
pela natureza do fluoréforo, polaridade do solvente, temperatura € por processos
fisicos secundarios os quais podem suprimir o estado excitado. A intensidade de
emissdo é dependente da velocidade da reagdo quimiluminescente, da eficiéncia
em gerar moléculas no estado excitado e em reagdes quimiluminescentes indiretas,
da natureza e concentragao do fluoréforo®.

Do ponto de vista analitico, a intensidade de emissao quimiluminescente é o

parametro mais significativo e pode ser usada para quantificar a espécie que

BIBLIOTECA
INSTITUTO DE QUIMICA
Universidade de Sao Paule
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determina a velocidade de reagfio. A intensidade pode ser medida como uma
resposta transiente ou por integragao com relagéo ao tempo de emissao 2.

A versatilidade analitica da detecgao quimiluminescente depende ainda do
ajuste das condigbes de reagso, de maneira que somente um dos componentes da
reagdo atue como reagente limitante, enquanto outros reagentes estejam presentes
em excesso’.

A baixa seletividade € uma das principais limitagdes analiticas da detecgao
quimiluminescente. A utilizagao de sistemas de analise com solu¢gdes em fluxo tem
a vantagem de acomodar um tratamento quimico on line para fornecer um certo
grau de seletividade a analise. A combinagao da detecgdo quimiluminescente com
a seletividade da cromatografia liquida vem aumentando as potencialidades das
reagdes quimiluminescentes. Na pratica, a sensibilidade da detecgio
quimiluminescente e a seletividade da cromatografia liquida devem ser
balanceadas contra a incompatibilidade da melhor fase mével para separagdo e

das melhores condigdes para a reag:aoa.

1.2.7 - Reagdes quimiluminescentes mais estudadas para finalidades analiticas

Muitas reagdes quimiluminescentes na fase liquida envolvem a oxidagao de
substancias aromaticas, cujas estruturas estdo representadas na figura |.1.
A seguir estdo descritas as principais caracteristicas das condigbes de

reagao para alguns dos substratos quimiluminescentes.
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Figura .1 - Substratos quimiluminescentes mais comumente estudados

Luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) foi descoberto por W.
Lommel e a primeira publicagéo foi feita por Albrecht, em 1928. O mecanismo da
oxidagao do luminol, na presenga de peréxido de hidrogénio e fons metalicos de
transicdo e em solugao alcalina (pH 10-11), ndo esta totalmente elucidado. Sabe-se
que com a oxidagao do luminol, forma-se 3-aminoftalato no estado excitado, que
entao emite radiagao. A quantidade de energia liberada na oxidagéao & de cerca de
90 kcal.mol™, (baseada no balango das energia de ligagao) muito maior que a
quantidade de energia necesséria para emissao de radiagdo em 425 nm (67

kcal.mol™".



12

A reagdo de oxidagiio da lucigenina (dinitrato de 10,10'-dimetil-9,9'-
biacridinium) por peréxido de hidrogénio ocorre em meio basico, formando N-metil
acridona no estado excitado. A emissao de radiagdo é ativada por varios fons
metalicos, incluindo Bi(lll), que n&ao apresenta a¢ao ativadora para a reagiio do
luminol. O produto excitado, N-metil acridona, & insolivel em agua, dificultando
uma trabalho quantitativo. A adi¢io de surfactantes evita a precipitagsio®.

A quimiluminescéncia de perbxi-oxalatos envolve a oxidagdo de varios
ésteres oxalatos por perdoxido de hidrogénio, na presenga de fluordforos. Os
ésteres oxalatos mais conhecidos sdo TCPO (oxalato de bis-(2,4,6-triclorofenil)),
DNPO (oxalato de bis-(2,4-dinitrofenil)) e 2-NPO (oxalato de bis-(2-nitrofenil)). A
intensidade de emissdo é dependente do éster, da acidez do meio e da adigido de
acidos ou bases fracas, enquanto o comprimento de onda & caracteristico do
fluoréforo. Devido a insolubilidade do TCPO e DNPO em agua e a susceptibilidade
a hidrélise, principalmente do segundo reagente, solventes organicos como acetato
de etila ou acetonitrila tém sido utilizados para obter maior solubilidade e
estabilidade, aumentando as possibilidades de aplicagdo analitica. Aigumas
tentativas para aumentar a estabilidade do sistema incluem o uso de micelas no
meio de reagao ou utilizagio de reatores sélidos contendo TCPO, onde o reagente
é lentamente dissolvido em um sistema em fluxo. A reagdo quimiluminescente de
peréxi-oxalatos com detecgsio em post-column tem sido utilizada para detecgio de
compostos fluorescentes ou que se tornam fluorescentes apés derivatizagéo,
devido a sua compatibilidade com elui¢do por gradiente e operagdes de fase

normal ou reversa’.
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CAPITULO Il - REACAO DE OXIDAGAO DO LUMINOL POR
PEROXIDO DE HIDROGENIO

1.1 - INTRODUGAO

A reagao de oxidagéo de luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) (1)
por oxigénio ou per6xido de hidrogénio, em meio basico, com geragdo de
quimiluminescéncia, pode ser representada pela equag¢ao geral I1.1. O luminol &
convertido em um anion duplamente carregado e subsequentemente é oxidado ao
estado singlete excitado, que emite radiagdo ao decompor-se formando o fon

aminoftalato (2)*°.

N=H . 2NaoH +0, —» o Na Ny + 2H,0+ hv (I1.1)
+ a + + .
N—H 2 o Na 2 2

O maximo de quimiluminescéncia do luminol ocorre em 425 e 480 nm, em

NH, O

(1)

meio aquoso e aprético (DMF, DMSO), respectivamente. Estes maximos sao

atribuidos as diferentes espécies (3) e (4), respectivamente.
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H\ H -_,/H \ H
- Z -
O_ O o)
o) o~ o=
O H o) 0]
@ H—0" (4)
meio aquoso meio aprético

A presenga de uma base é essencial, pois a reagdo de oxidagio do luminol

inicia com a formagdo de um &nion. O luminol monoénion (5§) é a espécie

predominante em solugdo aquosa alcalina, enquanto o luminol didnion (6) é

formado em solugdo aprética, se for utilizado t-butéxido como base. Em uma

mistura de 4gua/DMSO s3o observadas as formas anidnicas (5) e (6)".

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

NH, O NH,
N—H | -
Se=E¢ ¢RTTR
N—H N—-H
o]
(5
NH

0
H-l-
o
Ht DpK:=13  (IL3)
0

o
)
NH, O )
l ~ |+
N—-H N
O
(6)
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Em sistemas apréticos como DMSO e DMF, é observado um alto rendimento
quantico. A eficiéncia de excitagdo nédo é influenciada, em extensdo consideravel,
pela temperatura, polaridade do solvente ou presenga de supressores. A reagao
quimiluminescente ocorre tendo o oxigénio molecular como oxidante. Nao é
necessario um ativador para formar o luminol dianion (6), somente uma base forte®.

Em sistemas préticos, somente o oxigénio nao é suficiente para a oxidagao
do luminol, sendo necessario a presenga de ativadores tais como [ons mtéli@s de
transicao complexados ou ndo, além do peréxido de hidrogénio. A hipétese mais
razoavel é que, em solugdo aquosa, é necessario a formagao do luminol anion
radical (7), que entao reage rapidamente com um oxidante (equagao I1.4)",

Outros oxidantes como hipoclorito de sédio, ferricianeto de potassio ou

persulfato de potassio apresentam rendimentos quanticos menores comparados

com H,0,-hemina®.

NH, O NH, O NH, o‘T
E;H*'OH'—’ E-‘—’ \E.*“zo (11.4)
(5) © — ° (7) © _
meio aquoso

O esquema Il.1 representa a sinopse de um provavel mecanismo para a

reacdo quimiluminescente, em solventes préticos ™.
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Interpretagdo de experimentos cinéticos mostraram um produto de oxidagdo
de dois elétrons, diazoquinona desidroluminol (8), como intermediario. Nao ha

certeza se a diazoquinona é o intermediario em condi¢des variadas de reagao.

Dependendo da espécie que reage com o dnion radical (7), O2 ou 02_., forma-se o

peréxido (9) que pode ser um radical ou um anion. O peréxido (9) também pode ser
formado a partir da diazoquinona (8). O peréxido (9) sofre ciclizagso, formando o
endoperdxido (10), muito reativo®.

Embora o completo conhecimento dos mecanismos das reagdes e dos
fatores essenciais para as etapas de produgao de radiag3o sejam necessarios para
a otimizagdo de métodos analiticos, tem sido possivel na maioria dos casos, utilizar
a detecgao quimiluminescente empiricamente, como uma ferramenta na quimica
analitica™.

Desde que foi primeiramente publicada por Albrecht em 1928, a reagdo
quimiluminescente do luminol tem sido a mais utilizada para determinagdo de
espécies organicas e inorganicas. Em meio aquoso contendo excesso de luminol e
per6éxido de hidrogénio, ao menos 20 fons metalicos, tais como Co(ll), Cr(lll),
Fe(lll), Fe(ll) e Mn(ll), ativam ou inibem a reag¢ado, apresentando limites de detecgao
na faixa de 10" a 10® mol.L™". Estes baixos limites de detecgio tornam o sistema
interessante para determinagéo de ions metalicos em amostras do meio ambiente e
também na anélise de materiais biolégicos?'.

" Medicbes de intensidade da radiagdo emitida podem ser utilizadas para
quantificar a concentragao do fon metalico que determina a velocidade da reagdo.
A duragio da emissdo quimiluminescente é funcdo da natureza e da concentragdo

do ion metalico'®,
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NH, O e O
N
N Il
| N
N—H
o ® ©
: -e’
NH, O NH, O NH, O~
1 — ! — Il
N—H N-H N
0 o
(1) (5)
loz“ )
NH, O NH, O
N
o\
I Ou
—O —O- o-
(9) (10)

Esquema Il.1 - Esquema dos possiveis intermediarios envolvidos no mecanismo da

rea¢ao quimiluminescente do luminol, em meio aquoso™.

T. G. Burdo e W. R. Seitz? realizaram estudos comparando luminol e
hidrazida do antraceno, para determinar a importancia do complexo Co(ll)-luminol
na luminescéncia. A intensidade da emissdo quimiluminescente foi
aproximadamente a mesma para o ambos, apesar da hidrazida do antraceno ser
incapaz de formar complexo bidentado estavel com ion metalico, por ndo
apresentar grupo amino em sua estrutura. Assim, descartou-se a hip6tese de que o

complexo Co(ll)-luminol seja um intermediario importante. Os resultados indicaram
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que um intermediario essencial para a quimiluminescéncia é o complexo [Co(")-

HO,_]+ (equacéo II.5). Este intermediario reage com o luminol, em meio aquoso

basico, para produzir o radical na etapa determinante da velocidade (equagéo 11.6).
Entéo, o luminol anion radical reage com peréxido de hidrogénio, emitindo radiagso

quimiluminescente (equagao I1.7).

2+ ]
cot + HOy =— [co-Hoy" (11.5)

| + - -
[Co( )- HO2] +Luminol ——» Co("') -30H" + Luminol" (11.6)

Luminol - +HO2 —» Luz (11.7)

Os equilibrios 1I-8 a 1I-11 estdo apresentados de maneira simplificada para
ilustrar qualitativamente que mudangas nas concentragtes dos varios reagentes
afetam a intensidade de emisséo quimiluminescentezz, conforme sera abordado no
estudo da verificagdo da influéncia da acidez e concentrag@o de peréxido de

hidrogénio, discutido nos itens [1.4.2.4 e 11.4.2.7.

2
coM-Hoo" + HY = 0" + Ho02 (11.8)
(1) + - . (1) + -
(Co' ' -HO]" + OH == [Co'”-OH] + HO2 (11.9)
] 12
HoO2 === H® +HO2  K.=10 (1.10)
[Co(")-H02]+ +H02' —_— Coz+ + O2 + 20H" (I.11)
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O aumento da velocidade de reagao na presenca de lons metalicos tem sido
denominado de efeito catalitico. Mas esta designagio é questionavel, pois os ciclos
cataliticos dificilmente sdo identificados e na maioria dos casos, as espécies que
afetam a velocidade de reagdo sido consumidas. Assim, os ions metalicos devem
ser considerados como ativadores?" %,

A instrumentagdo para realizar medigdes de intensidade de radiagio
quimiluminescente consiste na forma mais simples, de uma célula de amostra, um
equipamento para adigdo de reagentes e outro para detecgio da radiagiio emitida.
Geralmente, o comprimento de onda ndo é discriminado. Dependendo da
configuragédo do sistema e do método de adigao de reagente, os sistemas podem
ser classificados como estatico, de fiuxo continuo ou cromatografico. Alguns
sistemas em fluxo sdo operados no modo de parada subita (stopped flow). Em
muitos casos, é introduzida uma coluna cromatografica em sistemas em fluxo. A
escolha do método para mistura dos reagentes depende, em parte, da velocidade
de reac¢do pois o sinal de emissao é transitério e rapido. Para o método de analise
com solugdes em fiuxo, o maximo de emissao depende da velocidade da mistura da
amostra e reagentes®.

A conjugagio da quimiluminescéncia e analise por injecdo em fiuxo (FIA) é
extremamente atrativa obtendo-se elevada sensibilidade, rapidez, mistura
reprodutivel de reagentes e detecgio quase imediata do sinal**®,

Utilizam-se jungbes em “T" ou em “Y” para obter mistura rapida e reprodutivel
da amostra e dos reagentes em sistemas em fluxo. Ambos s&do misturados
imediatamente antes de passarem pela bobina de mistura posicionada em frente a

fotomultiplicadora. A bobina ou a célula, & escolhida de maneira a obter maxima

emissao de radiagdo da solugio. Parametros como vazdo dos reagentes,
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comprimento e didmetro dos tubos, ordem de adigio dos reagentes afetam a forma
e altura do pico, dispersao e tempo de residéncia médio®%.

O principal problema para aplicagdo analitica na determinagido de fons
metalicos de transicdo é a seletividade, pois muitos fons metalicos ativam a reag¢ao
quimiluminescente. Assim, tem sido necessario realizar tratamentos na amostra,
envolvendo separagdes ou eliminagao de espécies interferentes. Os métodos de
separagdo propostos envolvem uso de colunas de troca ibnica, separagdo
cromatografica, otimizagdo da concentragdo dos reagentes para reduzir
interferentes ou o uso de agentes complexantes mascarantes®.

A tabela 1.1 apresenta alguns exemplos de determinag¢io de fons metalicos
baseada na rea¢do quimiluminescente de oxidagdo do luminol por perdxido de
hidrogénio.

fon Co(ll) & o que tem sido determinado com maior sensibilidade, seguido de
Cu(ll), Cr(ill) e Fe(ll).

>. A analise para fons Fe(ll) exemplifica um tipo de seletividade. Se oxigénio
esta presente, Fe(ll) € o unico fon metalico que ativa a luminescéncia do luminol na
auséncia de peréxido de hidrogénio. Outros oxidantes s3o eliminados e todo Fe(lll)
convertido a Fe(ll) por tratamento com sulfito. O método foi utilizado para analise
de aguas naturais, sem tratamento prévio de amostras®,

A especificidade da reagao para fons Cr(lll) pode ser obtida na presenca de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), pois a formagio do complexo Cr(lil)-EDTA
é cineticamente lenta, enquanto outros fons metalicos tornam-se inativos quando
complexados com EDTA. fons Cr(VI) ndo ativam a reagao” 2.

JL. Bowling et al?® observaram uma diminuigdo de 10% na

quimiluminescéncia, quando solugtes de Cr(lll) e de EDTA foram misturadas 15
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minutos antes da adicdo a solugdo de luminol e per6xido de hidrogénio,
evidenciando que Cr(lll) ja se encontrava parciaimente complexado em solugao.

A taxa de complexagéo de Cr(lll)-EDTA é acelerada pela adicido de fons
bicarbonato, sal de manganés, aquecimento da solu¢gio por 30 minutos ou
exposigdo da mistura ao ultra-som™.

A tabela 1.2 apresenta alguns trabalhos com o objetivo de desenvolvimento
de método analitico para determinagao de Cr(lll), Cr(VI) e cromo total.

Geralmente, ions Cr(VI) sdo reduzidos a Cr(lll), empregando sulfito em meio
de acido nitrico. Dessa maneira, € possivel a especiagao de Cr(lll) e Cr(VI).

Os estudos de interferentes realizados por Seitz et al.” na determinagio de
Cr(lll), empregando-se EDTA para mascarar demais fons metdlicos, estao
representados na tabela I1.3.

Co(ll) interfere mesmo em concentragdes de 10"mol.L™ e Sn(IV) reduz a
luminescéncia, provavelmente por oxidac¢ao de Cr(lll) a Cr(VI).

Escobar et al.?®

observaram que na determina¢ao de 1ppb de Cr(lll), Fe(lll)
pode ser mascarado ajustando o pH da solu¢do da amostra em 3,7 pois ocorre a
formagao de um complexo estavel [Fe(OH),]" eliminando o efeito interferente.

Nao foi observado efeito de interferéncia na intensidade de luminescéncia
quando os anions CI, S0, NO;, PO,*> foram adicionados nas concentragbes
indicadas na tabela 11.3%",

Bause et al.*® testaram o efeito interferente de alguns anions (0,56 mol.L™)
na quimiluminescéncia ativada por ions Cr(lll). Como fons brometo aumentaram em

oito vezes a luminescéncia, sugeriram a adigdo desse haleto na determinacdo de

fons Cr(lll) para aumentar a sensibilidade da analise.
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Tabela I1.3 - Efeito interferente de cations ou anions na determinagio de Cr(ill).
Condigdes experimentais : [luminol]: 10° mol.L™, [H02): 102 mol.L™", [Cr(ID)}: 1x107
mol.L", tampo [KOH-H:BO,): 10" mol.L", [EDTA]: 2x10° mol.L"' na amostra e

branco, [EDTA]: 10 mol.L™ no luminol e tampao, pH ~10,2%".

Cation ou anion Concentragdo do Intensidade
interferente interferente (mol.L™) relativa
nenhum - 100
Co(ll) 107 125
Co(ll) 5x10” 219
Fe(lll) 5x10° 124
Fe(ll) 107 159
Fe(ll) 2x10~ 143
Fe(ll) 4x10° 186
sSn(IV) 2x107 92
Sn(IV) 6x10° 65

Mg(ll), Ca(ll), Zn(li),
Ba(ll), Sr(ll), V(V), Pb(ll), 10 100
Mn(i1), Al(lIT), Ni(ll), Ag(l),

Cu(H), Hg(l), Cd(ll)

cr 0,1

S0.5, NOs 0,01 100

PO 10°
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Il.2 - OBJETIVOS DO PRESENTE ESTUDO

Nesta fase do trabalho foi montado o sistema de injegio em fluxo, com
algumas modificagdes ao descrito por Escobar et al.”, com a finalidade de fazer um
estudo dos fatores que influenciam a determinagio de fons Cr(lll), a partir da

reagédo de oxidagao de luminol por peréxido de hidrogénio, em meio tamponado por

HCO37CO3%"

1.3 - PARTE EXPERIMENTAL

A mistura dos reagentes para determinagio de Cr(lll) através da rea¢3o de
oxidag&o do luminol foi feita através de um sistema de inje¢do em fluxo, conforme o
esquema I1.2.

Usou-se uma bomba peristaitica Gilson Minipuls 3, contendo 4 canais
dispostos horizontaimente, para conduzir os reagentes através de tubos de
polietileno (0,8 mm de diametro interno), a celula espectrofluorimétrica Hellma cujo
volume interno é de 0,3mL. O fluxo diferenciado para o carregador foi obtido
através de tubos isoversilicos (3mm de didmetro interno). Aos canais de luminol,
perdxido de hidrogénio e amostra foram conectados tubos de tygon (1 mm).

Utilizando agua deionizada como fluxo carregador, a amostra foi injetada no
fluxo resultante da mistura dos reagentes luminol e peréxido de hidrogénio. A
mistura do luminol e peréxido de hidrogénio foi feita através de jungdes em *T"
confeccionadas em acrilico. A amostra foi introduzida no fluxo da agua, através de

um injetor manual confeccionado também em acrilico.
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Bomba Espectrofluorimetro
peristiltica Hitachi F-4500
Vilvula de P
Amostra/H:PO, | F, inj?ﬂ otodetector Interface com
H,0 F, microcomputador

Luminol/tampdo | F,

—o—

s

H,0./EDTA/tampdo | F,

L--- -_-J

[

Esquema 1.2 - Diagrama esquematico para determinagao de ions Cr(ill) através do |
monitoramento da quimiluminescéncia produzida pela reagido de oxidagdo do
luminol por peréxido de hidrogénio, por injecdo em fluxo. F; = 2,3 mL.min' e

F2= 13,4 mL.min™.

A intensidade de emissao quimiluminescente foi continuamente monitorada
em 425 nm, através de espetrofluorimetro Hitachi F-4500 acoplado a computador.

Todas as analises foram feitas com a fotomultiplicadora ajustada em 950V,
sem discriminag¢ido de comprimento de onda de excitacdo, abertura de fenda de
excitagéo ajustada em 1 nm (minimo) e a de emissdo em 20 nm (maximo), lAmpada
de excitacdo apagada e o shutter da lampada fechado.

A linha base foi aquela resultante da mistura da solugdo de luminol com
peréxido de hidrogénio. O sinal analitico foi obtido pela diferenca entre a

intensidade com a amostra e a linha de base. A altura de pico, Ipico, foi relacionada

com a conc;,entragéo dos diversos reagentes. O ruido na linha base corresponde a
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:26% da altura de pico obtida para solugio contendo acido fosférico 3x10* mol.L™
em agua deionizada.

Medidas de pH foram obtidas com potenciémetro Metrohm 654 equipado
.com eletrodo de vidro combinado Metrohm. Para calibragio diaria do eletrodo de

‘'vidro, utilizou-se pH=7 (tampao fosfato) e pH=9 (tampao borato).

1.3.1) REAGENTES

Cr(NO3)3.9H;0 (Merck), H,O, 30% (Merck), H,PO, (Merck), EDTA (Merck) e
luminol (Aldrich) utilizados na preparagdo das solugdes sio de pureza analitica e
‘foram usados sem purificagdo prévia.

Todas as solugSes foram preparadas com agua deionizada pelo sistema

Nanopure - Ultrapure Water System da Barnstead.

I1.3.1.1) Solugdes estoque para sistema em fluxo

Solugao de Cr(lll) 1x10° molL™ 4,0x10%g de Cr(NO3);.9H,0 foram
dissolvidos em &gua e diluidos a 100,0 mL em um baldo volumétrico.

Solugio de H;PO, 0,5 mol.L™: 2,86mL de acido fosférico concentrado foram
diluidos com agua a 100,0 mL em baldo volumétrico.

Solugdo de EDTA 0,1mol.L™": 3,72 g de EDTA foram dissolvidos em 20,0mL
de solugao KOH 1mol.L™" e diluidos a 100,0 mL em um bal&do volumétrico. Solug&o
de EDTA 10°mol.L™" foi preparada a partir desta solugao por diluigdo com agua.

Solugso de tuminol 1x10?mol.L™": 17,72x10%g de luminol foram dissolvidos
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em 3,5mL de solugdo de KOH 1mol.L", diluidos a 100,0 mL em um balao

volumétrico e mantido em frasco plastico ao abrigo da luz.

1.3.1.2) Solugoes de trabalho

Solugdes padrdes de Cr(lll) 10°-10"mol.L™ em H3PO, 3x10*mol.L™*: foram
diariamente preparadas por diluicio da solugao estoque.

Solugsio de luminol 1x10° mol.L''; 10,0mL da solugio estoque 102 mol.L™
foram diluidos a 100,0 mL em um bal3o volumétrico, com solugiio tampao HCO,/
CO0;* 0,2 mol.L™! (pH 10,50).

Solugao de perdxido de hidrogénio 5,0x10?mol.L"* em EDTA 1x10° mol.L™:
0,48 mL de H,0, 30% e 1,0 mL de solugdo 1x1 02 mol.L™ de EDTA foram diluidos
em um bal%o volumétrico de 100,0 mL com solugio tampao HCO4 /CO,* 0,2 mol.L™

(pH 10,50).

I1.3.1.3) Padronizagio da solugdo estoque de H.0; *’

0,25 mL da solugio estoque de H,O, 30% foram diluidos com a&agua
.deionizada em um baldo volumétrico de 50,0 mL. 5,0 mL desta solugdo foram
.adicionados em um erlenmeyer de 125,0 mL contendo 40,0 mL de agua e 5,0 mL
de H,SO, 20% (v/v). A titulagao foi feita com solugdo padrdo de KMnO, 2,05x1 02
imol.L.”! (padronizada com Na,C;0,), até viragem para cor de rosa.

A reacao de padronizag3o pode ser descrita pela equagao 11.12

2MnOs + 5H,0, + 6H" ——> 2Mn* + 50, + 8H0 (1.12)




11.3.1.4) Padronizagio da solugdo de Cr(lll)**

Em um erlenmeyer de 250,0 mL foram adicionados 99,76mL de uma solugso
de Cr(lll) 1x10° mol.L™, 2,0 mL de H,0, 30%, 100,0 mL de agua e solugio KOH 1
mol.L™! até tornar o meio basico.

A solugao foi mantida sob aquecimento para oxidagsio a CrO,* e eliminagso
do perdoxido de hidrogénio em excesso. Adigdo de H.SO, 10%(viv) resultou em
solucdo levemente alaranjada devido conversdo a Cr,0;%. O volume final da
solucgdo foi acertado com agua a 50,0 mL em um balao volumétrico.

Em um erlenmeyer de 125,0 mL, a uma aliquota de 9,99 mL foram
adicionados cristais de Kl e 50,0 mL de agua. A solugao resultante' foi titulada com
S,05% - 5,3x10° mol.L”' (padronizada com KIO; utlizando método iodométrico).
Préoximo a viragem, foram adicionados 2,0 mL de solug#o indicadora de amido e a
titulagsio prosseguiu até a mudanga para incolor. O volume médio foi de 12,3 mL de
S,0,%e a concentragdo obtida para a solugsio de Cr(lll) foi de 1,08x10°mol.L™.

As rea¢des de padronizagdo da solugdo de Cr(lll) podem ser descritas pelas
equagdes I.13 a 1.17.

«Oxidagdo de Cr(lll) a Cr.0;”

[Cr(OH).] + % H,0, + 20H ——> CrO + 4H;0 (1.13)
2Cr0% + 2H" —= Cr,O/7+ H0 (11.14)

ePadronizagio de Cr,0;% com S,05%
Cr,0;> + 6 + 14H* —> 2Cr" + 3, + 7H,0 (11.15)

6 S,0.2 + 3|, —> 3S,0¢ + 61 (11.16)

Cr,0% + 65,02 + 14H ——> 2Cr + 35,0 + 7TH,0 (I.17)
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1.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
I.4.1 - MODO ESTATICO

A uma célula de quartzo contendo luminol e peréxido de hidrogénio sob
agitagdo magnética, a adigdo de ions Cr(lll) através de um capilar de tygon
acoplado a uma seringa (1,0 mL) produziu aumento na intensidade de
luminescéncia que alcangou 0 maximo e entdo decaiu dentro de aproximadamente

4 segundos. A solugdo final esta representada na legenda da figura Il.1.

) |

| relativa/ 10 °
N

Adigdo de

ions Cr(lIl)
0 -MMJ\ L . 1
0 2 4

Tempo(s)

Figura II.1 - Variag#o da intensidade relativa de emissao quimiluminescente com o
tempo. Adigao de [Cr(ll)}~5x10"mol.L”! em solugao de [HsPO,]: 3x10™ mol.L™, em
célula contendo solugdes de [HO: 1,4x10" mol.L” e [luminol): 1x10° mol.L™,

ambos preparados em solugsio tampso HCO3 /CO;™ 0,2 mol.L! (pH 10,90).
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I.4.2 - MEDIGOES EM SISTEMA COM SOLUGOES EM FLUXO.

Um aspecto importante a considerar na medi¢ao da intensidade relativa de
radiacido é que a espécie emissora deve estar em frente ao detector, enquanto a
reacdo quimiluminescente estiver ocorrendo. A introdu¢do da amostra por injecao
em fluxo permite efetuar medigoes logo ap6s a mistura de reagentes. A vazio dos
reagentes deve ser relativamente alta e o comprimento do misturador, reduzido.

Para os estudos em sistema por inje¢cdo em fluxo (esquema 11.2), a melhor
vazao para a Agua e demais reagentes foi de 13,4 e 2,3 mL.min™", respectivamente.

Os varios parametros estudados para otimizar o sinal analitico estao

apresentados a seguir.

1.4.2.1) Influéncia do comprimento do misturador

Verifica-se na figura I11.2 que a diminuicdo do comprimento do misturador
(esquema 11.2), posicionado anteriormente a célula de fluxo, produz aumento da
intensidade de luminescéncia. Utilizou-se o menor comprimento para o misturador,
uma vez que o tempo de duragio da quimiluminescéncia para concentragdo de

Cr(lil)~5x107 mol.L™? é de aproximadamente 4 segundos (figura Il.1).

11.4.2.2) Influéncia do volume de injecdo da amostra

A influéncia do volume de injegio da amostra esta representada na figura

I.3. O aumento do volume de amostra na al¢a de amostragem produziu aumento do
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sinal de emissao quimiluminescente. Passou-se a utilizar alca de amostragem cujo

volume de injecéo foi de 0,4 mL.

8
n
6 |-
- L
Q
3 4t
Q
Q.
[
2 -
[ J
0 L 1 1 | 1 | ) | 1
0 30 60 90 120

Comprimento (cm)

Figura Il.2 - Variagdo da altura de pico com o comprimento do misturador.
Condigbes experimentais: ® [Cr(lil)] 1x107 mol.L™' e m [Cr(ill)] 2,5x107 mol.L" em
[HaPO,): 3x10“*mol.L™", [H.02]): 0,14 mol.L™ e [luminol): 1x10° mol.L™ preparados em

solugso tampao HCO, / CO5* 0,2 mol.L™ (pH 10,80).
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| pico / 103

0 1 | L I 1 1 L
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Volume de inje¢dao / mL

Figura 1.3 - Influéncia do volume de injegdo da amostra na altura de pico.
Condigdes experimentais: e [Cr(Ill)] 1x107 mol.L™" e = [Cr(ll])] 2,5x107 mol.L™ em
[HsPO.): 3x10™ mol.L", [H.0.}: 0,14mol.L™! em [EDTA]: 1x10° mol.L" e [luminol):
1x10° mol.L"! preparados em solugdo tampao HCO5 / COs* 0,2 mol.L™ (pH 10,90),

m=5cm.
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1.4.2.3) Influéncia da concentragio de luminol

Observa-se na figura Il.4 que para concentracdes de luminol maiores que
8x10™ mol.L™, a altura de pico se mantém aproximadamente constante. Portanto, foi
escolhida a concentragéo de luminol 1x10° mol.L" para estudos posteriores.

Para concentragdes menores, observa-se uma correlagio linear entre
concentra'g:ao do luminol e a altura de pico; para concentragbes maiores, &
observada auto-supressao, onde parte da luz emitida & absorvida'®.

Além disso, como o luminol pode agir como um ligante bidentado, altas

concentragbes deste reagente levariam a complexacdo com o fon metalico

(in

envolvido, reduzindo a formag&o do complexo [Co -HO;]+(equa<;éo I.5)2.

I1.4.2.4) Influéncia da concentracdo de peréxido de hidrogénio

Na figura II.5 observa-se que a intensidade de emiss&o atingiu um maximo
quando foi empregado peréxido de hidrog&nio em concentragio 5x10%mol.L™".

A ocorréncia de um maximo de quimiluminescéncia em uma faixa de
concentragaio de perdxido de hidrogénio foi justificada por T. G. Burdo et al.® nos
estudos realizados considerando o fon Co(ll) como ativador. Em baixas
concentragbes de perdxido de hidrogénio, a intensidade de emissao & proporcional

a sua concentra¢io, havendo formacgao de concentragdes crescentes do complexo

[Co(")-H02]+, que é o intermediario para a ocorréncia da quimiluminescéncia

(equagdo 11.5). Quando a concentragdo de peréxido de hidrogénio é
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0 3 6 9 12 15

[luminol] / 10 mol.L

Figura .4 - Dependéncia da altura de pico com a concentragdo de luminol.
Condigdes experimentais: [Cr(lll)]: 2,5x10"mol.L! em [H;PO,): 3x10* mol.L7, [H0.]:

0,14 mol.L™" em solugao tampao HCO5/CO;* 0,2 mol.L™! (pH 10,90), m = 40 cm
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suficientemente alta de modo que todo Co(ll) estd na forma de [Co(")-Hozf, a

intensidade de emissdo atinge um valor maximo. Com o aumento ainda maior da

concentragao de peréxido de hidrogénio, o complexo [Co(")-HOZ]+ reage com outra

molécula de HO2  decompondo em H20 e O2 (equagio 11.11) com consequente

destruicdo desse complexo intermedidrio e diminuigdo da intensidade de
quimiluminescéncia.

Babko e Lukovskaya ' observaram a possibilidade de inibigdo da emissdo de
luz pelo estabilizador contido no peréxido de hidrogénio. O fornecedor do per6xido

de hidrogénio utilizado n&o discrimina o estabilizador usado.

.4.2.5) Influéncia da concentragio de EDTA na solugio de peréxido de

hidrogénio

O efeito da concentragido de EDTA pode ser verificado na figura 11.6. A
adicao de EDTA a solugo de peréxido de hidrogénio tem como finalidade inativar o
efeito de outros ions metalicos na analise especifica de fons Cr(llf). Nao ocorre
variagdo significativa de intensidade de quimiluminescéncia na faixa estudada.
Adicio de EDTA 1x10° mol.L™! A solugsio de peréxido de hidrogénio produz um
méaximo de emiss3o quimiluminescente.

Como EDTA é utilizado como mascarante para os demais ions metalicos
presentes nas solugBes e impurezas dos reagentes, a quantidade adicionada deve

ser suficiente para complexa-los.
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[H,0,]/10" mol.L"

Figura 1.5 - Variagio da altura de pico com a concentragdo de perdxido de
hidrogénio. Condigbes experimentais: [Cr(lll)] 1x107 mol.L” em [HsPO,: 3x10™
mol.L™", fluminol]: 1x10° mol.L™" em solugdo tampdo HCO5 / CO* 0,2 mol.L™ (pH

10,90), m = 40 cm.
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Figura 1.6 - Efeito da adicdo de EDTA "a solugdo de H,O. na aitura de pico.
Condigées: [Cr(I)]: 1x107mol.L! em [HiPO,J: 3x10* mol.L™", [H;0): 0,14 mol.L" e
[luminol]: 1x10° mol.L™ em solugao tampao HCOs / COs* 0,2 mol.L™ (pH 10,90),

m=5cm.



1.4.2.8) Efeito da concentragio de icido fosforico adicionado 4 amostra

O efeito da concentragéio de acido fosférico na intensidade de emiss3o pode
ser observado na figura I1.7. Adigio de 4cido fosférico em concentragdes maiores
que 2x10™* mol.L' nado resultaram em variagfio significativa da intensidade de
emissdo na faixa estudada. Utilizou-se 3x10™*mol.L™ em estudos posteriores.

Quando EDTA é adicionado & solugio de peréxido de hidrogénio e também

a solugdo da amostra, observa-se o mesmo perfil da figura Il.7 com um aumento de

sensibilidade.
11.4.2.7) Influéncia do pH das solugdes de luminol e peréxido de hidrogénio

Um fator de extrema importdncia na obtencdo de maior intensidade de
emissdo & a acidez do meio, pois a reagdo entre luminol-H.O. na preseng¢a de
Cr(Ill) ocorre em meio fortemente basico. Em meio carbonato ha um aumento na
intensidade de emissao®'. Para estudos do efeito da acidez do meio, foram
utilizadas solugdes tampao HCO5/CO.* (0,2 mol.L™') em diversas propor¢des para a
preparagao das solugdes de luminol e per6xido de hidrogénio.

Conforme figura 1.8, ocorre um aumento de intensidade de emissdo a partir
de 10,2 e em pH 10,5 obtém-se um méximo. A ocorréncia de um maximo de
intensidade de quimiluminescéncia em um determinado pH foi justificado por T. G.

Burdo et al.Z nos estudos realizados considerando o fon Co(ll) como ativador, pois

. ip - i +
a acidez do meio afeta a concentragéio do complexo intermediario [Co( )-H02] .
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-

| pico / 103
N
I

[H3PO4] / 10 mol.L™

Figura I.7 - Efeito da concentragio de H;PO, adicionado a solugdo da amostra, na
altura de pico. CondigBes: [Cr(lIl)]: 1x107mol.L”, [H.0;]: 0,14 mol.L™ em [EDTA]:
1x10™° mol.L, [luminol]: 1x10°mol.L™", ambos em solugio tampdo HCO5/COs* 0,2

mol.L™ (pH 10,90), m= 5 cm.
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Figura .8 - Efeito do pH na altura de pico. Condigdes: [Cr(llI)]: 1x10"mol.L"! em
[H3PO.}: 3x10™* mol.L™, [H;02]: 0,12 mol.L' em [EDTA]: 1x10° mol.L™ e [luminol]:

1x10™ mol.L™" em solugio tampao HCO3/CO;* 0,2 mol.L™", m = 5cm.
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Conforme a equacgio 11.8, com o aumento da concentraglio de H' ocorre

dissociagdo do complexo e a quimiluminescéncia diminui. Em meio de pH alto, ions

OH reagem com o complexo [Co(")-HOZ]+ formando Co(OH);, uma espécie que

ndo emite radiacio (equac¢do I1.9). Combinando ambos efeitos, & esperado um
maximo de intensidade de emissdo em um determinado pH.

Resumindo, as condigdes experimentais 6timas s3o: [luminol]: 1x10° mol.L™
e [Hx0,]: 5x10°mol.L' contendo [EDTA]: 1x10° mol.L! preparados em soiugsio
tamp&o HCO;/CO5* 0,2 mol.L™ (pH 10,50), amostra de Cr(lll) em [HsPO,): 3x10*

mol.L™, volume de injegio da amostra: 0,40 mL e comprimento do misturador: Scm.
I1.4.2.8 - Influéncia de ions Fe(ll) e Fe(lll) na auséncia e na presenca de EDTA

lons Fe(ll) e Fe(lll) apresentam acg3o ativadora na reagdo de oxidag&io de
luminol por peréxido de hidrogénio (tabela 11.2).

Seitz et al.Z observaram que na presenga de Cr(lll) 1x107 mol.L™!, ions Fe(ll)
2x10° mol.L™' aumentam em 43% enquanto fons Fe(lll) em concentragsio 5x10°
mol.L™ aumentam em 24% a intensidade de emissio, mesmo quando EDTA é
adicionado as solu¢des de perdxido de hidrogénio e amostra (tabela I1.1).

Nossos estudos revelaram que adicionando EDTA somente na solugdio de
peréxido de hidrogénio, em concentragio 100 vezes superior a dos ions Fe(il) ou
Fe(lll), a interferéncia desses fons é parcialmente suprimida devido o tempo de
reagao (figura I1.1) e de mistura (figura I1.2) serem relativamente pequenos. Quando
EDTA & adicionado a solugio da amostra, a interferéncia desses lons é totalmente

suprimida.
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1.4.2.9 - APLICAGAO ANALITICA - DETERMINAGAO DE CROMO EM AGO INOX

CERTIFICADO

Uma aplicagao dentro das melhores condigdes experimentais do presente
trabalho foi a determinagdo de Cr(lll) em ago inox IPT no.22AISI440A cuja
composi¢éo esta descrita na tabela 11.4. Apds o ferro, cromo é o elemento mais

abundante, representando 16,21% do peso.

Tabela Il.4 - Composigdo do ago inox IPT n° 22A1S1440A

Composigdo | Concentragao (%) em peso
Fe 81,67
Cr 16,21
Mn 0,804

C 0,628
Si 0,449
Ni 0,143
Cu 0,050

P 0,029

S 0,009

N 0,008

1.4.2.9.1 - Tratamento da amostra de ago inox certificado

203,4x10° g do ago inox foram adicionados a 15,0 mL de HCI concentrado e

5,0 mL de H,0, 30%. A amostra foi submetida a aquecimento até quase a secura
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resultando em dissolug&o incompleta. O residuo ficou retido na filtragem da solugéo
em papel Whatman 42. Foi feita a lavagem do precipitado com 4gua deionizada.

O filtrado foi transferido e diluido com &gua deionizada em balao volumétrico

a 100,0 mL (solugdo AA).

1.4.2.9.2 - Determinagéao da concentragio de cromo por absorgao atdmica

Utilizou-se o aparelho de absorgio atdmica Thermo Jarrel Ash AAS-Can 4
acoplado a microcomputador. As condigbes do equipamento para a analise foram:
comprimento de onda: 357,9 nm, abertura de fenda: 0,5 nm, corrente da lampada: 6
mA, corrente de fundo: 2,5 mA.

A curva analitica foi obtida fazendo-se diluig3o adequada de solugao padrao
de K;CroO; 1000,0 ppm (previamente seco em estufa) a 1,0, 3,0, 4,0 e 5,0 ppm.

1,0 mL da solugdo AA foram diluidos a 100,0 mL (solugido AD) e a
concentrag3o de cromo total nesta solugio (média de 10 leituras) foi de 2,51 ppm

(4,82x10° mol.L™).

1.4.2.9.3 - Determinagéo da concentragdo de Cr(lll) por quimiluminescéncia

Foram utilizadas as solugbes de trabalho descritas no item 11.3.1.2 (p. 33)

O “branco” foi obtido pela diluigao de 1,5x10% mL de HyPO, 0,5 mol.L”! em
um balao de 25,0 mL, resultando em solugo de H;PO, 3x10™ mol.L"'. A intensidade
de emiss3io produzida pelo “branco” foi subtralda da intensidade das solugGes

padr6es e amostra. O “branco” representou 21% do sinal obtido para a menor

concentragio padrao de Crlll) 0,5x107 mot.L™.



50

A solugdo para analise da amostra foi preparada pela diluigdo de 0,1 mL da
solu¢do AA com agua deionizada em baldo de 50,0 mL. Em seguida, 0,22 mL desta
solugdo, 1,5 x10?mL de H3PO, 0,5 mol.L™" e 0,25 mL de EDTA 1x10° mo!.L™ foram
diluidos com agua deionizada em um baldo de 25,0 mL. A adigdo de EDTA foi feita
imediatamente antes a analise, para mascarar a interferéncia de outros ions

metalicos, principalmente ions Fe(lll).

1.4.2.9.4 - Obtengio da curva analitica para Cr{lll)

Para obtengdo das solugdes padrdes de Cr(lll), foram adicionados (0,32-3,2)
mL de uma solugio de Cr(lll) 5x10® mol.L"! (preparada pela diluigdo de 0,46 mL da
solucso de Cr(lll) 1,08x10 mol.L" em baldo de 100,0mL) e 1,5x10” mL de HPO,
0,5mol.L"" foram diluidos com &gua deionizada em baldes de 25,0mL. As
concentragdes finais das solugdes padroes de Cr(lll) foram de (0,32-3,2)x107
mol.L™.

Um exemplo esta representado na figura 11.9.

Para a faixa de concentragdo de fons Cr(lll) estudada a equagao de reta é

descrita por:
| pico = 73,2 + 1681,8 [Cr(lll)], onde r? = 0,9994

O desvio relativo para 8 determinagdes realizadas com amostra contendo
1,1510” mol.L" foi de 3,0% e o limite de detecgo de 1,3x10° mol.L™ (considerando

como 3 vezes o desvio padrio)
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11.4.2.9.5 - Analise de amostra de a¢o inox

O tratamento da amostra de ago com 4cido cloridrico/peréxido de hidrogénio
nao resultou em dissolugéo total da amostra. Comparagéio entre o teor de cromo
total obtido por absorgdo atémica e o valor certificado diferiram em 25%, indicando
que ocorreram perdas no procedimento de abertura de amostra.

A solugdao resultante apresentou coloragcdo esverdeada, evidenciando
predominancia de fons Cr(lll). J.L. Bowling et al.?® e R. Escobar et al.*® utilizaram
esse tratamento para redugdo off line de ions Cr(VI) a Cr(lll). Para estudos
comparativos foi considerado que todo cromo da amostra se encontrava no estado
de oxidagao menor.

Na tabela 1.5 estdo indicados os resuitados obtidos para a determinagao da

concentragao de Cr total por absorgdo atomica e Cr(lil) por QL.

Tabela 1.5 - Comparagdo das concentragdes (% cromo) na amostra de ago inox,

obtidas por absorgdo atdmica (AA) e por quimiluminescéncia (QL):

Método AA QL

%Cr 12,3 12,6

A concentragdo (%) de cromo obtida por absorgdo atdbmica e por
quimiluminescéncia foram concordantes.

O método apresentado pode ser estendido para determinagdo de
concentragdes menores que 10° mol.L™ de ions Cr(lll) em amostras biolégicas e
Aguas naturais, empregando-se o mesmo equipamento, com uma maior abertura da

fenda de emissao.
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CAPITULO Ill - REAGAO DE OXIDAGAO DE TCPO OU 2-NPO POR

PEROXIDO DE HIDROGENIO

ll.1 - INTRODUGAO

Em geral, as reagdes quimiluminescentes convertem energia quimica em luz
de maneira ineficiente. Entretanto, o sistema peréxi-oxalato apresenta rendimentos
quanticos da ordem de 30%®, sendo utilizado na fabricagdo de Cialume, base para
bastdes de sinalizagio e de fontes de iluminagio em exames médicos™.

A quimiluminescéncia de peroxi-oxalatos ocorre quando ésteres fendlicos do
acido oxalico reagem com perdxido de hidrogénio, na presencga de catalisador e de
hidrocarbonetos aromaticos altamente fluorescentes de baixo potencial de
oxidag3o, chamados de ativadores ou fluoréforos®™.

Rauhut et al.®' propuseram a existéncia de um intermediario de alta energia,
1,2-dioxetanodiona, como a espécie capaz de produzir o estado excitado na
molécula fluorescente. Segundo McCapra, em um processo denominado por CIEEL
(luminescéncia quimicamente iniciada por transferéncia de elétron) ocorre a
formagdo de um complexo entre o intermediario meta-estavel e o ativador, para
transferéncia de elétron®. No entanto, o intermediério 1,2-dioxetanodiona ainda
nao foi isolado e identificado™.

As reagbes com ésteres-feniloxalatos cujos substituintes sao eletronegativos

apresentam as maiores eficiéncias quimiluminescentes, com rendimentos quanticos

acima de 23%%.
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As estruturas dos ésteres-oxalatos mais estudados, TCPO, 2-NPO e DNPO

estao representadas no esquema Iil.1.

O O

Ar—0—C—C—O—Ar

TCPO Cl 2-NPO DNPO
oxalato de bis-(2,4,6-triciorofenil) oxalato de bis-(2-nitrofenil) oxalato de bis-(2,4-nitrofenil)

Esquema ll.1 - Estruturas dos ésteres-oxalatos mais utilizados na

quimiluminescéncia dos peréxi-oxalatos.

A natureza nucleofilica da hidrélise de ésteres faz com que a reacio seja
catalisada por bases oxigenadas ou nitrogenadas, como imidazol®®, piridina® e
trietilenodiamina®™. Alvarez et al.*® sugeriram que a natureza e a concentragio de
catalisadores afetam a formagao de diferentes intermediarios na reag¢ao.

No esquema lil.2 esta representado um mecanismo simplificado proposto por
Stevani et al.® para a reagso quimiluminescente de oxidagdo de TCPO catalisada
por imidazol, utilizando DPA (9,10-difenilantraceno) como ativador. Através de uma
reacio de substituicido entre TCPO (1) e imidazol (2) ocorre a formagdo de
1,1’-oxalildi-imidazol (3) (equagio Ill.1). Ataque nucleofilico do peréxido de
hidrogénio & carbonila do 1,1’-oxalildi-imidazol d& origem ao peracido (4) (equagéo
I.2). Com a ciclizagdo do peracido ocorre a formagdo do intermediario
1,2-dioxetanodiona (5) (equagZo 111.3). Interagdo deste intermediario reativo com o

ativador, leva a emissao de luz e a formagao de CO; (equag&o 111.4).
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OAr o K, M o
+n;;l;/|l-H — +2ArOH (1)
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Esquema IIl.2 - Mecanismo simplificado proposto por C.V.Stevani et al.*® para a
reagcdo quimiluminescente de oxidacdo de TCPO por peréxido de hidrogénio,
catalisada por imidazol e na presenga de DPA como ativador, em meio de acetato

de etila anidro. 8IBLIOTECA

INSTITUTO DE QUIMICA



57

A quimiluminescéncia observada em sistemas peréxi-oxalatos corresponde a
emissdo de radiacdo devido a transferéncia de carga do intermediario de alta
energia, 1,2-dioxetanodiona, para o fluoréforo, levando-o ao estado
eletronicamente excitado. Os melhores fluoréforos s3o aqueles com baixo potencial
de oxidacdo e energia de excitagdo acima de 430 kJ.mol'. Como nem todos
fluoréforos sao eficientemente excitados, o sistema per6xi-oxalato tem sido utilizado
na determinagdo de hidrocarbonetos  arométicos®®,  particularmente
hidrocarbonetos amino-poliaromaticos™’' e também como método de andlise de
peréxido de hidrogénio em aguas de chuva™™,

O maior problema para o uso de reacdes quimiluminescentes em quimica
analitica é a perda de seletividade e o fato de que a intensidade de emissao
depende de uma variedade de fatores experimentais como: pH, conteido de agua,
natureza dos solventes orgénicos, anions de sais presentes, temperatura, natureza
e concentragéo do éster-oxalato, peréxido de hidrogénio, fluoréforo e catalisador”.

Compostos facilmente oxidaveis comeo sulfito, nitrito, anilinas e compostos
organo-sulfiricos suprimem a quimiluminescéncia de peréxi-oxalatos™ ™.

Estudos de Honda et al.*' revelaram que fons haletos (cloreto, brometo e
iodeto) também podem ser quantificados com base no seu efeito de supressdo da
intensidade de quimiluminescéncia; nitrato e fosfato ndo apresentaram o efeito. Os
autores concluiram que a constante de supressido causada por haletos é
independente da natureza e da concentragdo do fluoréforo e peroxido de
hidrogénio, mas dependente da natureza do oxalato.

A importancia deste fato est4 em avaliar o papel de possiveis interferentes
em procedimentos analiticos que usam a reagio quimiluminescente. Além do que,

sob condigSes de concentragio de peréxido de hidrogénio relativamente alta e
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fluoréforo imobilizado, o potencial analitico dessas reacbes pode ser estendido a
analise de supressores.

Steijger et al.® apresentaram um estudo da influéncia de varios fons
metalicos na reagdo quimiluminescente de oxidagio de 2-NPO por peréxido de
hidrogénio, catalisada por imidazol e na presenga de 3-aminofluoranteno (3-AFA)
como fluoréforo. Verificaram que na presenga de alguns ions metalicos em

concentragio 1,5x10° mol.L™" ocorria um aumento do tempo para alcancar a

intensidade maxima (Inay), tmax, € da area sob a curva de intensidade relativa de
emissdo quimiluminescente vs tempo, definida como lnax X Wi, onde Wip

correspornide a largura a meia altura de Iph.. Um exemplo estd representado na

Yigura 1ll.1a, b. N&o foi observado o efeito para concentragdes de Cr(lll) inferiores a
1,5x10° mol.L" e para concentragdes superiores a 1,5x10° mol.L"!, a emissao de
radiagao foi totalmente suprimida.

No mecanismo da reagdo quimiluminescente de peroxi-oxalatos (figura
Ill.2a), propuseram o ataque do lon metalico ao atomo de oxigénio do éster,
negativamente carregado (esquema lll.2b) para explicar a mudanga da cinética da
reacdo. O aumento na intensidade de emissdo seria resultado da interagdo do fon
metalico com o éster-imidazol, que estabilizaria 0 complexo, resultando em uma
reacdo mais eficiente®.

A figura 111.2 resume os resultados obtidos por Steijger et al.® referente ao
efeito do fon metalico na area da curva de intensidade relativa vs tempo. Nessa
figura é possivel comparar o aumento da area devido a presenga de diferentes ions

metalicos (1,5x10° mol.L™") na reagdo de oxidagio de 2-NPO, na preseng¢a de
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imidazol e 3-AFA. Os lons metdlicos que causaram os maiores aumentos de area

foram Cu(ll), Cr(lll) e Pb(il) enquanto 0 menor aumento foi devido a ions Co(ll).

(a) (b)

| relativa
| relativa

I | l I I I I I
0 50 100 150 0 50 100 150 200 250

tempo /s tempo / s

Figura Ill.1 - Influéncia de fons Cr(lll) na rea¢do quimiluminescente de oxidagdo de
2-NPO. Condigdes experimentais: [2-NPOJ: 1,5x10* mol.L™, [H.0.]: 2,9x10° mol.L",
[imidazol]: 2,9x10* mol.L", [3-AFA]: 7,4x10° mol.L”", ACN/H,O0 (vi): 90/10,

a) auséncia de fons metalicos e b) [Cr(ll)]=1,5x10"°mol.L""®?

Os mesmos autores propuseram um método para estudo do aumento de
intensidade de emissao devido fons Cu(ll) utilizando um sistema com inje¢io em
fluxo. Utilizando as concentragbes 6timas dos reagentes e dos parametros do
sistema em fluxo obtidas através de analise fatorial, fons Cu(ll) 4x10°mol.L™

aumentaram em 70% a intensidade de emissao quimiluminesoente‘”.
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Esquema IIl.2- Mecanismo proposto para a reagdo quimiluminescente de perdxi-

oxalatos na a) auséncia e b) presenca do ion metalico®.
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resultando em valores de area sob a curva de intensidade relativa vs tempo, A,

maiores que com DNPO.

Tabela lIl.1 - Efeito de varios ésteres-oxalatos. Condiges experimentais: [Ester-

oxalato]: 1,5x10* mol.L", [H,0): 2,9x10° molL", [3-AFA]: 7,4x10® mol.L",

ACN/H;0 (v/v): 80/10, a) [imidazol): 7,5x10°° mol.L™!, b) 2,9x10° mol.L'®?

Ester- [Fe(llN] lmax tmax Wi Area
oxalato® | 10°mol.L" |  (mm) (s) (s) (mm.s)
2-NPO - 79 <2 21 1659
2-NPO 15 71 40 114 8094
TCPO - 77 20 138 106626
TCPO 15 71 38 114 8094
TcPoP - 160 6 16 2560
TcPoP 15 200 5 15 3000
TCPOP 150 370 6 15 5550
TCPOP 1500 152 20 62 9424
DNPO - 224 <2 12 2688
DNPO 15 226 <2 12 2712
DNPO 150 146 <2 13 1898

Embora Steijger et al.® tenham justificado a mudanca de cinética da reagao
devido a estabilizagdo do complexo éster-imidazol pelo fon metalico, conforme
representado no esquema ili.2b, Sato e Tanaka® sugeriram que a formagédo do
complexo entre o fon metalico (Al(lil), Zn(il), Cd(ll) ou In(lll)) e o fluordforo

(8-hidroxiquinolina) foi o responsével pelo aumento da intensidade de
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quimiluminescéncia. O limite de detecgao para os ons metalicos situou-se na faixa

de 20-700 ppb.

.2 - OBJETIVOS DO PRESENTE ESTUDO

Em fungao dos trabalhos realizados por Steijger et al.¥, cujos resultados
foram resumidos nas figuras lil.2, tabela ill.1 e esquema [li.2 do item anterior,
optou-se por realizar estudos mais detalhados e quantitativos para explorar a
possibilidade do uso da medi¢ao da intensidade de quimiluminescéncia gerada na
reagio de oxidagso de ésteres-oxalatos por peréxido de hidrogénio na presenga de
imidazol e 3-AFA.

Os trabalhos apresentados por estes autores foram qualitativos, assim,
nessa fase do presente trabalho foram feitos estudos da influéncia de ions Cr(lll),
Pb(ll) e Zn(ll) na oxidagso de TCPO ou 2-NPO. Em meio acetonitrila (ACN) / agua,
foram verificadas as influéncias do teor de &gua, concentragdo de imidazol e de

3-AFA, acidez do meio e natureza do tampao.

.3 - PARTE EXPERIMENTAL

Il.3.1. - Preparagdo de oxalato de bis-{2-nitrofenil) (2-NPO)

2-NPO foi preparado conforme procedimento descrito por M.M.Rauhut et al.®

e A. G. Mohan e N. J. Turro®.
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Em um bal&o de trés bocas foram adicionados a 310,0 mL de tolueno seco,
17,0 g de o-nitrofenol (recristalizado em etanol).

Apb6s retirada da agua residual por destilagio azeotropica, foram
adicionados 12,0 g de trietilamina previamente destilada e 8,5 g de cloreto de
oxalila, muito lentamente. Durante 3 horas, o bal3o contendo a mistura reacional foi

mantido em banho de gelo para controle da temperatura a 10°C, sob constante
agitacao e atmosfera de argoénio.

O solvente foi retirado através de rotoevaporag¢io a 40°C.

Para dissolugdo do excesso de trietilamina foram adicionados 60,0 mL de
cloroférmio seco. Ap6s agitagdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo, o produto
2-NPO, levemente amarelado, foi recristalizado em diclorometano seco e

caracterizado por espectrometria de massa e infra-vermelho.

3.1.2 - Solugdes estoque

Solugso de TCPO (Flucka) ou 2-NPO (4,5x10* mol.L"): 2,0 mg de TCPO
(ou1,5 mg de 2-NPO) foram dissolvidos em de 10,0 mL. de acetonitrila.

Solugso de imidazol (4,5x10° mol.L™") (Aldrich): 3,3 mg de imidazol foram
dissolvidos em 10,0 mL de acetonitrila.

Solugo de 3-AFA (5x10™ mol.L™") (Aldrich): Preparagéo da solugdo estoque
foi feita pela dissolugsio de 2,7 mg em baldo de 25,0 mL. (o manuseio do reagente
deve ser feito com cuidado, pois & toxico)

Solugdo de H.0; (4,5x102 mol.L") (Merck) foram diluidos 43x10° mol.L" de

peréxido de hidrogénio com acetonitrila, em baldo de 10,0 mL.
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Os reagentes foram utilizados sem purificagso prévia. As solugdes de TCPO,
2-NPO, imidazol, 3-AFA e H;O, foram preparadas em acetonitrila (ACN) (grau
HPLC EM Science), sendo conservadas sob refrigeragio a 5°C. A solugsio de
imidazol foi mantida ao abrigo da luz.

As solugdes tampdes de tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 0,1 mol.L™" e
Na;HPO,/ NaH,P0O, 0,1 mol.L"! foram preparadas com 4gua deionizada.

As solugdes estoque dos fons metdlicos em concentragio 1,1x10° mol.L™
foram preparadas pela dissolugfo dos respectivos sais: Zn{NO,), (pH=3), Pb(NO;).

(pH=2), em solugdao de HNO; nas concentragdes indicadas.

11.3.3 - Solugoes de trabalho

As medigbes de intensidade de emissdo vs tempo foram realizadas
empregando-se as seguintes solugdes de trabalho:

Em uma célula de quartzo, sob agitagdo magnética e termostatizagao
(25+0,1)°C, foram inicialmente adicionados ACN/agua, de maneira a manter a
proporgao (v/v) de 60%. Em seguida, 0,05 mL de imidazol (4,5x 107 mol.L?), 0,05
mL de peréxido de hidrogénio (4,5x10° mol.L""), 0,45 mL de 3-AFA (5x10° mol.L") e
dgua ou solugdo do fon metalico. A célula de reag3o foi fechada com um cepto de
teflon. O inicio da reaglo ocorreu com a injegéio de 0,05 mL de TCPO (4,5x10™
mol.L'") através de uma seringa Hamilton de capacidade 0,10 mL conectada ao
tubo isoversilico de 0,5 mm de didmetro interno e este ao cepto de tefion. O volume

total de solugao foi de 2,25 mL.
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As concentragdes resultantes das solugdes foram [TCPO}J: 1x10% mol.L™,
[H202):1x10°° mol.L™, [imidazol]: 1x10™ mol.L", [3-AFA]J: 1x10* mol.L"", concentracio
do fon metalico variando de (0-1,0)x10™* mol.L™ e teor ACN/4gua (% vAv): 60/40

Nos experirﬁentos para verificar a influéncia das concentra¢des de imidazol
ou 3-AFA, as concentragdes finais estdo indicadas nas legendas das figuras.

Experimentos em meio de acidez controlada foram realizados empregando-
se os tamp&es: HTRIS'/TRIS e H,PO,HPO.? e as concentragbes nas solugdes
finais estdo indicadas nas figuras lli.8 e 9.

Quando o meio foi tamponado com o catalisador IMI, as solugbes tampoes
foram preparadas diretamente na célula de quartzo pela adi¢do de IMI e HNO; ou
NaOH. A concentragio de IMI livre foi mantida constante em 1x10Zmol.L™". A
concentracido de HIMI® foi controlada pela adigio de solugdio de HNO,, sendo

portanto a concentragao de imidazol total diferente para cada tampao.

lil.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A desvantagem da detecgio quimiluminescente envolvendo TCPO ¢ a baixa
solubilidade e estabilidade do reagente em sistemas aquosos, devido a hidrélise de
ésteres (equacao III.5). A baixa solubilidade, 3x10° mol.L” em ACN restringe a
geracdo do possivel intermediario 1,2-dioxetanodiona (5) (esquema 11.2) em

concentragdes apreciaveis” .

O 0

: 111.5)
+ HAO — + R'OH (
RJLOR' 2 - R/lLOH
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I.4.1- ESTUDOS EM MEIO NAO-TAMPONADO

i.4.1.1 - Influéncia do teor de agua

Em meio nao tamponado e na auséncia de ions metalicos, o teor de 4gua na
composi¢ao da solugdo resultante apresentou uma forte influéncia na intensidade

de emissao quimiluminescente.
a) a altura maxima do pico (Imax) e ¢ tempo total de emissdo (t) se mostraram

fortemente dependentes do teor ACN/H,0 (%viv) (figura 11l.2);
b) cabe salientar que a area sob a curva intensidade relativa de emisséo vs tempo

€ muito maior para meio contendo mais do que 90% (viv ACN) (figura I11.2)

c) entre (60-80)% ACN nio houve variagao apreciavel de Imax. Para teor de ACN
menor que 60% e maiores que 80% ha um brusco aumento de Imax.

d) tmax € t aumentaram significativamente para teor de ACN maior que 90%. Abaixo

desse valor, t diminui mais gradativamente.

Estudos em meio nao-tamponado foram feitos em 60% de ACN. A utilizagao
de um teor maior agua é impraticavel devido a baixa solubilidade e estabilidade de
TCPO em agua.

Na auséncia de uma base, R. Weinberger‘lll concluiu que a distribuicdo de
carga na ACN é localizada (momento de dipolo = 3,92 D), fazendo com que a
molécula de TCPO seja fortemente solvatada e resista ao ataque do peréxido.

Como resultado, t & maior para meio com alto teor de solvente organico.
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A influéncia da composicéo final do solvente sobre t e tmay oferece algumas

possibilidades para otimizag3o do sistema analitico®,

ll.4.1.2 - Efeito da concentraciao de imidazol

Na figura [li.3 esta representado o efeito da variacio da drea sob a curva
Irelativa vs tempo (Ao) com a concentracio de imidazol, mostrando que na auséncia
de fons metalicos ocorre um aumento acentuado da intensidade de emissdo para

concentragao de imidazol maior que 1x10™* mol.L™.
11.4.1.3 - Efeito da presenca de Cr{ill)

Na figura Ill.4 esta representado o perfil da intensidade relativa de emissao

vs tempo com a adigio de fons Cr(lll).

Na presenga de ions Cr(lll), ocorreu diminuicdo de Imax © A, ndo sendo

observado um alargamento da 4rea sob a curva para as condigbes descritas
([imidazol] 1x10™* mol.L™"), ao contrario do que foi descrito por Steijger et al.®, (vide

figura lI1.1).

Il.4.1.4 - Efeito da concentragio de 3-aminofluoranteno

A adiczo de fons Cr(lll) (0-2,4)x10° mol.L" em concentragdes variadas do

fluoréforo 3-AFA (10°-10mol.L"), na presenca de imidazol em concentragao 1x10™
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mol.L™ n3o acarretou mudanga no perfil dos graficos de % vs concentragio de

Cr(lil) (figura 111.5). A e Ag representam, respectivamente, a 4rea sob a curva de

intensidade de emissdo vs tempo, na presenga e na auséncia do fon metalico.
Estes estudos em concentragdo varidvel de 3-AFA visava verificar se o fon

Cr(lll) apresentava interagdo com o fluoréforo, no efeito de supressdo da

intensidade de emissao, conforme reportado na figura 1li.4. A analise da figura 111.5

revela que para concentragdes crescentes de Cr(lll) de 0-2,4x10° mol.L", a relagdo

% independe da concentragdo do fluoréforo. Como esta relagdo aumenta com a

concentragdo de 3-AFA, aparentemente o ion metalico Cr(lll) ndo interage com este

fluoréforo nessa acidez.
i.4.2 - ESTUDOS EM MEIO TAMPONADO

Como a reagao quimiluminescente de peréxi-oxalatos & catalisada por bases,
a intensidade e o tempo total de emissdo s#o influenciados pela acidez do meio.
Abaixo de um pH é6timo, o ataque do peréxido de hidrogénio para a formagao do
peracido & impedida pela estabilidade relativa do éster-oxalato. Como resultado, o
tempo total de emissao torna-se relativamente longo e inversamente proporcional a
intensidade. Acima do pH &timo, o tempo total de emissao e a intensidade de
emissi0 caem abruptamente. As explicagdes para estes efeitos sao:
a) hidrélise do éster-oxalato a uma velocidade maior que o ataque do peréxido e,
b) rapida formagao da espécie excitada, e decomposigio em processos colisionais

com as moléculas do solvente®.
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a) com o aumento do pH, Imax aumenta, sendo esse efeito mais pronunciado na

presencga de tampao H,PO, HPO,* 4x10? mol.L" (figura Ill.7a);
b) em tampao HPO,/HPO,* 4x10% mol.L", a 4rea também aumenta com o pH, ao
contrario do que ocorre em meio contendo H,PO, /HPO,Z 4x10?% mol.L™ e imidazol

1x10* mol.L™ ou somente HTRIS'/TRIS 4x10?mol.L" (figura I11.7b);
c) o tempo total de emissdo (t) & maior em meio tamponado com H'TRIS/ TRIS
4x102 mol.L™ (figura l11.6a);

d) para um mesmo pH e tampao, Imax na presenca de imidazol em concentragao

1x10™ mol.L™ & maior;
e) em meio tamponado com HTRIS'/TRIS ou H,PO,/HPOZ 4x102 mol.L™ nos
valores de pH indicados nas figuras lil.6 a e b, a presenc¢a de Cr(lil) 1x1 0% mol.L™

nao afeta a intensidade de emissao.
11.4.2.2. - Meio tamponado com imidazol

imidazol pode ser utilizado para tamponar o meio, pois apresenta o equilibrio

acido-base representado pela equagzo (I11.6)

HIMmI® Ml + H®  pK.=7,04 (emACN60%)®  (lI.6)

O controle da acidez do meio empregando o tampao HIMI*/IMI foi realizado
para evitar o uso de outros tampSes cuja natureza influencia na intensidade de
emissao, bem como na possibilidade de formar complexos com o fon metalico. Foi
verificado que em meio tamponado com HTRIS'/TRIS ou H,PO,/HPOZ4x10?

mol.L™", a adigsio de Cr(lll) 1x10¥mol.L”" nao influencia a intensidade de emiss&o.
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Figura HL.7 - Representagao da variagao de a) Imax @ b) &rea conforme figura lil.6
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O tampao HIMI'/IMI foi preparado para estudos na faixa de pH 6 a 9,
empregando HNO; ou NaOH para realizar o ajuste do pH. Honda et al.®' verificaram
que, ao contrario dos haletos, fons nitrato ndo apresentaram efeito supressor na
intensidade de emissao.

No presente trabalho a concentragdo da espécie nao protonada IM! foi
mantida constante em 1x10? mol.L"* em toda a faixa de pH. Essa concentragso

relativamente elevada de IMI garante uma boa capacidade tamponante. Além do

mais, havendo a possibilidade de formagio de complexos entre M™ e imidazol, a

variagao relativa de IMI livre pela adicdo de fons metalicos seria pequena (equacgao
.7).

Da maneira como foi preparado o tampao, a concentragio de imidazol total &
diferente para cada tamp&o, mas IMI foi mantida constante em 1x1 0%mol.L". Assim,
a concentragio livre do catalisador nio foi alterada.

Quando o imidazol estad totalmente protonado, HIMI*, a intensidade de

emissiao é relativamente muito baixa.

. IMI
Mantendo o pH constante, proximo ao pK,, ou seja, a relagao TV =1,

observa-se na figura lI1.8 que aumentando a concentragdo de IMI livre ocorre uma
diminui¢io do tempo total de emissao (t) e um aumento de Imax. Sendo que a area
sob a curva de intensidade relativa de emiss3o vs tempo é bem maior quando a
concentragio de IM livre & de 1x10° mol.L™.

Na figura Il1.9a observa-se a variagao de intensidade relativa de emissao

com a variagao de pH utilizando TCPO, e na figura H1.9b 2-NPO. A utilizagéo de

2-NPO aumenta a sensibilidade, pois a intensidade de emissao, Imax € Ag sdo
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Figura lIL.9 - Influéncia da acidez do meio (tamp&o HIMI*/IMI) na &rea sob a curva
de intensidade relativa de emissao vs tempo, para os ésteres-oxalatos a) [TCPO]:
1x10° mol.L, b) [2-NPO}: 1x10° mol.L"". Condigdes experimentais: %ACN/H.O(v/):

85%, [H,05]: 1x10° mol.L", [IMI]: 1x102mol.L, [3-AFA]: 1x10°mol.L"
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111.4.2.3. - Meio tamponado com imidazol ¢ na presenca de ions metilicos

As figuras I11.10a e lI1.10b, onde a concentragsio de IMI é de 1x10™* e 1x103
mol.L”! (pH 6) respectivamente, mostram que a area sob a curva de intensidade
relativa de emiss&o diminui com o aumento da concentragdo de Cr(lll) no meio. A
diminuigao é mais pronunciada para a concentragdo de IMI menor (figura 10a).

Quando o teor de ACN/H.0 utilizado foi de 60/40 e na presen¢a de 3-AFA
1x10°® moi.L!, em concentragdes de fons Cr(lll) maiores que 1x10™ mol.L™, houve
lenta formagao de um precipitado esverdeado, provaveimente Cr(OH),.

Na figura Ill.11 observa-se que em meio tamponado HIMI*/IMI, onde a
concentragdao de IMI é de 1x10° mol.L™, a adigsio de fons Cr(lll) aumenta a 4rea
sob a curva de intensidade de emissao vs tempo.

Em meio onde o imidazol apresenta maior capacidade tamponante, ou seja,
préximo ao valor de pK,, a adi¢do de ions Cr(lil} ndo produz variagdo na area. Ao
contrario, na faixa de pH 8-9, onde a capacidade tamponante é menor, a presenga
de Cr(Ill) acarreta aumento da area, sem alterar o tempo total de emissio t (figura
I11.11). O aumento A/A, é maior quando o éster-oxalato adicionado é 2-NPO.

Como observado na figura |11.8, o perfil da curva de intensidade de emissao
vs tempo (Imex € Ag) € 0 tempo total de emisséo t séo fortemente alterados pela
variagao da concentragdo de M livre.

A influéncia da presenga de outros ions metélicos pode ser observada nas

figuras 11l.12a e 11.12b.

Da anélise das figuras I11.9a, 111.9b, ll.12a e 1il.12b conclui-se que:
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Figura Il.10 - Efeito da concentragio de fons Cr(lll) na 4rea sob a curva de
intensidade relativa de emissao vs tempo, quando a) [IMI): 1x10* mol.L" e [3-AFA]:
1x10% molL", b) IMI]: 1x10° molL' e [3-AFA]: 1x10® molL". Condigbes

experimentais: % ACN/H,O(v/v): 60%, [TCPO]: 1x10° mol.L™!, [H202}: 1x10°mol.L™.
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a) quando se utiliza 2-NPO, a variagdo da area Ay com o pH é maior (figura I11.9b):
b) a acidez do meio é muito importante. Em pH 8-7, os ions metalicos praticamente

nado alteram a area (figuras ll.12a, Ill.12b);

A
c) com a utiliza¢gdo de TCPO, em pH 8 e 9 observa-se aumento de v com a

concentragdo de fons Cr(lil}, onde Cr(lll} > Zn(ll) (pH 6) (figura 1ll.12a). Para os
demais fons metalicos, nio foi observado aumento. No entanto, com a utilizagio de
2-NPO a influéncia de Pb(ll) é marcante quando comparada aos demais ions

metalicos (figura Il.12b).

lI.5 - Conclusdes gerais

Dos experimentos realizados no presente trabalho, podem ser considerados

fundamentais os seguintes fatores:

a) influéncia do teor de 4gua. Quanto menor o teor de agua, maior é a area sob a
curva intensidade relativa vs tempo, embora Imax seja maior para ACN/H;0 (viv)
50% (figura 111.2). No entanto, em meio tamponado HIMI/IMI (1x102 mol.L*, pH 6),

variando o teor de ACN/H;O(v/v) de 60-90% néo foi observada qualquer variagao

na 4rea, evidenciando que a acidez do meio é o fator mais importante a ser
considerado;
b) em meio n3o tamponado a 4rea aumenta com a concentragio de imidazol

utilizado como catalisador (figura I1.3),
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c) em meio ndo tamponado e baixas concentragdes de imidazol, a adigao de Cr(lll)

(0,48-2,4)x10™® mol.L™* diminui Imax € a 4rea (figura II1.5);

d) aumentando a concentragéo do fluoréforo (3-AFA), ha um aumento da area. No
entanto, ha evidéncias de que o fon metdlico Cr(lll) nio interage com o fluoréforo
(figura 111.6). Para maiores esclarecimentos, deverio ser realizados experimentos

em pH 8-9 para avaliar o efeito do pH e assim considerar a possibilidade de

formagdo de um complexo entre o M e fluoréforo, conforme enfatizado no caso do
uso de 8-hidroxiquinolina® (pagina 64);

e) a natureza do tamp&o é um fator importante, sendo que em meio tamponado por
H,PO, HPO,Z 4x10?mol.L™ a 4rea aumenta como pH (7-8) (figura 1i1.7b) enquanto

que com tampao HIMI*/IMI ha uma acentuada diminuigo (figura [I1.9);

f) o aumento da concentragio de IMI livre do tampao HIMI*/IMI, mantendo o pH

constante, altera drasticamente o perfil da intensidade de emissé&o (figura 11.8);

g) o aumento de area na presenga de Cr(lll) somente foi observado em pH 8 e 9,

para IMI livre 1x102 mol.L™". Empregando-se 2-NPO, especiaimente para ion Pb(ll)

a relagao % & bem maior (figura I11.12b).

Os nossos resultados nio concordam com aqueles descritos por
Steijger et al.® apresentados nas figuras IIl.1 e lll.2. Estes autores ndo conduziram
os experimentos em meio de acidez controlada, nao mantendo a concentragdo de
IMI livre constante.

Uma das consideragbes que pode ser abordada é a formagao de complexos

do ion metalico com o imidazol ou com fons hidroxila, de acordo com 08 equilibrios

.7 e HI.8: B‘BL'OTECP‘
G TTUTO DE QUIMIGA
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M™ + xIMl —=—= MM (.7)

M™ + xH,0 == MOH),™™ +xn1* (I11.8)

Com a formagdo de complexo entre o fon metalico e o imidazol, ocorre
diminuig@o da concentragao do catalisador livre (IMl), deslocando equilibrio Acido-
base descrito na equagao 1.6, aumentando a concentracdo de ions H, ou seja,
diminuicdo de pH. Ocorre o mesmo efeito com a hidrélise de cations (equacgao II.8).
Como verificado na figuralll.9 ae b, dependendo do pH, uma pequena variagio de
pH acarreta em uma variagdo significativa na 4rea sob a curva de intensidade
relativa de emisséo vs tempo.

Dos fons metalicos estudados, encontram-se na literatura as constates de

equilibrio dos complexos de imidazol com Cu(ll) e Zn(ll) (tabela 111.2)*!

Tabela ll.2 - Alguns valores de constantes de equilibrio para Cu(il) e Zn(ll) com

imidazol®'.
M log K4 log K> log Ka log K4
cu(ll) ry 8,0 11,0 13,0
Zn(l) 2.7 5,0 75 9.0

Nos nossos experimentos, nos casos de Cr(lll) e Pb(ll) (pH 8 e 9), a medigdo
da variagio de pH do meio com a adigio do fon metdlico ndo é suficiente para

explicar o aumento da area A/A;.
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O unico trabalho encontrado na literatura, referente a oxidagio de TCPO por
peréxido de hidrogénio em meio tamponado (tampao borato e fosfato, pH 9) e na
auséncia de IMI foi realizado por U. Quab e D. Klockow™ para a determinagio de
Fe(ll) e peréxido de hidrogénio. Nesse caso, o aumento do sinal devido a presenca
de Fe(ll), na auséncia de peréxido de hidrogénio foi atribuida & formagao de
radicais per6xido conforme as reagbes abaixo;

2+ 3+

Fe’* +0; === Fe’’ + 05" (11.9)
2+ - 3+ -

Fe* +05. +2H0 — Fe" +H02 +20H (1.10)

Fe2* +Hy0p —» Fe>* + OH. + OH" (1.11)
2+ 3+ -

Fe>* + OH. —» Fe°' + OH (1.12)

Todas essas consideragdes s3o importantes quando do uso da reagdo
quimiluminescente de oxida¢ao de ésteres-oxalatos, na presenga de um fiuoréforo,
em métodos analiticos para a determinagio de perdxido de hidrogénio,
hidrocarbonetos poliarométicos e fons metalicos. Cuidados especiais devem ser
tomados quanto & acidez do meio, composi¢ao do solvente e presenga de lons

metalicos, principalmente Cr(lll), Pb(ll) e Zn(ll).



PERSPECTIVAS FUTURAS

88



89

IV - PERSPECTIVAS FUTURAS

Em relagio a reag@o com o luminol, devem ser efetuados estudos com

amostras naturais e biol6gicas contendo baixas concentragbes de fons metalicos.

Varios aspectos relacionados ao sistema perdxi-oxalato merecem ser

abordados:

a) Adigao de surfactantes, proporcionando aumento de sensibilidade e estabilidade
dos ésteres-oxalatos, visando conduzir os estudos em meio contendo maior teor de

agua;
b) Estudos comparativos em varias concentragdes de tampao HIMI*/IMI;

¢) Influéncia de ions Cu(ll) na intensidade de emiss3o, em concentragées de 1x107

mol.L™;

d) Verificagao da possivel interagso de diferentes fluoréforos com o ion metélico,

efetuando estudos em meios de diferente acidez e concentragao do fluoréforo;

e) Acompanhamento espectrofotométrico (em paralelo) da liberagdo do 2,4,6-
triclorofenol ou 2-nitrofenol visando verificar a participagdo do fon metalico na

reacao, na auséncia do fluoréforo;

f) Avaliagao das constantes de equilibrio ou de formagdo através de medicdes da

variagio de pH (ou potencial) do tampao HIMI'/IMI, com a adi¢&o de fon metélico;
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