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Resumo

SANCHEZ, M.A. Desenvolvimento de procedimentos analiticos em sistemas
de andlises em fluxo empregando quimiluminescéncia em guia de ondas. 2007.
67p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pés-Graduacdo em Quimica. Instituto
de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Procedimentos analiticos baseados em medidas de quimiluminescéncia
caracterizam-se por apresentar alta sensibilidade, baixos limites de detec¢do, ampla
faixa de resposta linear e instrumentagdo simples. Uma das principais dificuldades
relacionadas a este tipo de medida é maximizar a quantidade de radiacao detectada,
ja que a emissdo ocorre em todas as direcdes, o que dificulta o posicionamento
adequado da cela de medida em relagdo ao sistema de deteccao. Uma alternativa
consiste na utilizagdo de guias de ondas, que sdo dispositivos que conduzem a
radiacdo emitida, minimizando perdas durante o transporte, tal como ocorre nos
cabos de fibras opticas. O acoplamento de sistemas de andlises em fluxo com
deteccao por quimiluminescéncia é bastante conveniente, j4 que a mistura entre
amostras a reagentes precisa ser rapida e altamente reprodutivel, além de ser
realizada a uma distancia muito pequena do sistema de deteccdo, devido ao curto
tempo de vida dos intermedidrios no estado excitado. Neste trabalho, é apresentada a
avaliacdo de uma cela constituida por um guia de ondas para medidas de
quimiluminescéncia. Estas ferramentas foram aplicadas a determinacao de
hipoclorito em amostras de liquido de Dakin empregando a reagdo de oxidagdo do
luminol. Também foi desenvolvido um procedimento analitico para a determinagao
de salbutamol, explorando a inibi¢do da quimiluminescéncia da reagdo de oxidagdo
de luminol por hipoclorito, caracterizando-se como uma alternativa promissora para
a quantificagdo do farmaco. Em ambas as aplicacdes, os resultados foram
concordantes com os obtidos por procedimentos de referéncia a nivel de confianga de

95%.

Palavras-chave: quimiluminescéncia, analises por injecdo em fluxo, guia de ondas,

hipoclorito, salbutamol.



Abstract

SANCHEZ, M.A. Development of flow-based analytical procedures
employing chemiluminescence in liquid-core waveguides. 2007. 67p. Masters
Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Analytical procedures based on chemiluminescence are characterized by high
sensitivity, low detection limits, wide linear response ranges and simple
instrumentation. One of the main troubles is to increase the amount of detected
radiation, because emission occurs in all directions, making difficulty the positioning
of the measurement cell in relation to the detection system. An alternative consists in
the use of liquid-core waveguides, devices that constrain the emitted radiation,
minimizing losses during the transport, in a similar way to optical fibers. Coupling
flow analysis to chemiluminescence is attractive, because sample and reagents
mixing needs to be fast, highly reproducible and accomplished close to the detector,
in view of the short lifetime of the intermediates in the excited state. In this work, a
cell constituted by a liquid-core waveguide was evaluated for chemiluminescence
measurements. These tools were applied to the determination of hypochlorite in
Dakin solution samples based on the oxidation of luminol. An analytical procedure
for salbutamol determination, based on the inhibition of chemiluminescence of
luminol oxidation by hypochlorite, was developed, characterizing as a promising
alternative for the quantification of this pharmaceutical substance. In both
applications, results were in agreement to those obtained by reference procedures at

the 95% confidence level.

Keywords: chemiluminescence, flow-injection analysis, liquid-core waveguide,

hypochlorite, salbutamol.
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1. Introducao

Desde as mais antigas civilizacdes, cientistas e pesquisadores descreviam
fendmenos de emissdo de radiacdo na forma de luz que, por muito tempo, foram
associados a mitos ou fantasmas. Em 1669, o médico H. Brandt, a partir da destilacdo
de urina, produziu fésforo através de sua oxidagdo pelo O do ar, gerando
quimiluminescéncial.

O primeiro composto organico sintético luminescente descrito foi a lofina,
2,4,5-trifenilimidazol, obtida em 1887 por Radiziszewski. A partir deste experimento,
em 1888, Wiedemann conseguiu distinguir a quimiluminescéncia da incandescéncia,
definindo-a como a “emissdo de luz que ocorre junto a processos quimicos”1.

Desde entdo, as reacdes quimiluminescentes tém sido objeto de estudos para o
esclarecimento dos mecanismos envolvidos na emissdao de radiacao e do efeito de
outras espécies na quimiluminescéncia. Além das substancias citadas, compostos
como luminol, lucigenina, isoluminol, etanodioato de bis(24,6-triclorofenila),
pirogalol e luciferina também participam como substratos de reagdes

quimiluminescentes e suas estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Estruturas quimicas de substratos de reacbes quimiluminescentes: (a) lofina, (b) luminol, (c)
lucigenina, (d) isoluminol, (e) etanodioato de bis(2,4,6-triclorofenila), (f) pirogalol e (g) luciferina

1.1. Quimiluminescéncia

Luminescéncia é um termo empregado para descrever a emissao de radiacao
quando uma molécula ou atomo no estado excitado decai para o estado
fundamental?. Os varios tipos de luminescéncia existentes sao classificados de acordo

com a fonte de energia que causa a excitagdo e suas caracteristicas sdo apresentadas

na TABELA 1, adaptada da Ref. 3.
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TABELA 1 - Tipos de luminescéncia’

Processo Caracteristicas
Luminescéncia de curto tempo de vida, produzida por um
Fluorescéncia estado eletronicamente excitado formado por absorcdo de
radiacao UV, visivel ou infravermelho préximo.
Luminescéncia de longo tempo de vida, produzida por um
Fosforescéncia estado eletronicamente excitado triplete formado por absorcao
de radiagdo UV, visivel ou infravermelho préximo.
TR . Luminescéncia na qual o estado eletronicamente excitado
Quimiluminescéncia ~ o
resulta de uma reagdo quimica.
. . . Tipo de quimiluminescéncia na qual radiagdo visivel é
Bioluminescéncia

produzida em organismos vivos.

Eletroquimiluminescéncia

Tipo de quimiluminescéncia no qual um ou mais reagentes sao
gerados in situ por um processo eletroquimico.

Eletroluminescéncia Luminescéncia produzida por descargas elétricas.
. L Luminescéncia resultante de sélidos submetidos a
Termoluminescéncia .
aquecimento moderado.
Candoluminescéncia Luminescéncia produzida por sélidos incandescentes.
. . . Luminescéncia resultante de atomos metalicos excitados por
Piroluminescéncia
chama.
. o Luminescéncia produzida por bombardeamento com
Anodoluminescéncia .
particulas o.
. A Luminescéncia produzida por bombardeamento com
Catodoluminescéncia 3
particulas .
. . o Luminescéncia produzida por irradiagdo com raios-X ou raios-
Radioluminescéncia v
. . A Luminescéncia resultante de rearranjos estruturais em um
Triboluminescéncia )
sélido.
. . Luminescéncia gerada por sonicacdo de uma substancia
Sonoluminescéncia

dissolvida.

Na quimiluminescéncia ndo ha emprego de fonte de radiagao, pois a energia

necessdria para a excitacdo provém de uma reacdo quimica, sendo a radiacdo emitida

geralmente observada nas regides do visivel ou infravermelho préximo?. O processo

pode ser simplificadamente representado pela eq. (1), na qual A e B representam os

reagentes, AB* o intermedidrio no estado excitado, AB o produto da reacdo quimica,

ho a radiacdo emitida e C um catalisador?.

A+B ——>AB* —AB+ /o 1)
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A quimiluminescéncia pode ser empregada para a determinacdo de A, B e C,
bem como inibidores e ativadores. Algumas espécies podem ser determinadas
indiretamente, como é o caso de substratos de reacdes enzimédticas que geram
peréxido de hidrogénio?.

Para que uma reacdo quimica produza quimiluminescéncia, ela deve obedecer
a trés condi¢des principais:

- liberar energia suficiente para produzir um estado eletronicamente excitado.
Na regido do UV a energia do féton varia de 44 a 71 kcal/mol. Varia¢des de energia
desta magnitude ocorrem em reacdes de oxidagdo, particularmente as que envolvem
oxigénio, peréxido e outros oxidantes fortes.

- o0 sentido da reacao deve favorecer o estado eletronicamente excitado.

- a espécie no estado excitado deve ser luminescente ou deve ser capaz de
transferir sua energia para uma outra molécula, que produza luminescéncia.
Entretanto, a maioria das espécies no estado excitado perde energia por processos
ndo-radiativos.

Dos quatro parametros que caracterizam a emissao por quimiluminescéncia:
intensidade de emissao, faixa de comprimentos de onda, taxa de producdo e taxa de
decaimento, o primeiro é o mais util para fins analiticos. A intensidade da radiagao
emitida depende da reacdo quimica empregada e da eficiéncia com que os estados
excitados sdo gerados, como representado na eq. (2)3, onde Ic. é a intensidade de
quimiluminescéncia (nimero de fétons emitidos por segundo); dP/dt representa a
velocidade da reacdo quimica (ntimero de moléculas que reagem por unidade de

tempo, em segundos); ¢ cL é o rendimento quantico de quimiluminescéncia (niimero
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de fétons emitidos por molécula que sofre reagdo); ¢ex € o rendimento quéntico de
excitacdo (namero de estados excitados formados por molécula que reage) e g rm é o

rendimento quéntico de emissdo (namero de fétons emitidos por estado excitado).

Icr = @ crL(dP/dt) = ¢ ex @ em(dP/dt) (2)

As reagdes quimiluminescentes comumente utilizadas para fins analiticos
possuem rendimentos quanticos em torno de 0,5. Porém, os baixos niveis de emissao
de sinal de fundo tornam igualmente dteis os sistemas com rendimentos
consideravelmente mais baixos3. Os maximos de emissdo e o rendimento quantico
podem ser fortemente afetados pela polaridade do solvente e temperatura do
sistema. Em determinadas condig¢des, a radiacao emitida pelo estado excitado pode
ser extinta3. Como exemplo, pode-se citar que o comprimento de onda de emissao
maxima do intermediario formado na reacdo de oxidacdao do luminol varia de 431
nm em meio aquoso a 500 nm em acetonitrilal.

As vantagens analiticas da quimiluminescéncia incluem alta sensibilidade,
baixos limites de deteccdo, ampla faixa de resposta linear e instrumentagao
relativamente simples3. Os baixos limites de deteccdo resultam de uma série de
fatores, sendo que o principal se deve ao fato de ndo necessitar de fonte de radiagao,
reduzindo a supressdao por espalhamentos Raman e Rayleigh, e também ruidos de
fundo provenientes da fonte de radiagado. Isto permite o uso de fotomultiplicadoras
com alta voltagem e implica em uma melhora significativa da razdo sinal/ruido

quando comparada a detecc¢do fluorimétrica convencional. Assim, limites de deteccao
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da ordem de femtomol (ocasionalmente da ordem de attomol) sdao alcangados®. A
auséncia de fonte de radiagdo também evita problemas relacionados a excitagdo nao-
seletiva, atenuagdo da radiacdo por filtros ou monocromadores e instabilidade da
fonte de radiacdo3®. Entretanto a precisdo e a sensibilidade das medidas estdo
fortemente relacionadas ao tipo de detector e ao sistema reacional empregados.
Efeitos de matriz sdo freqiientemente relatados, pois as condigdes do meio reacional
tém um efeito significativo na producao de quimiluminescéncia. O tempo de reacdo e
a duragao da emissao podem variar de periodos muito curtos (menores que 1 s) até
muito longos (cerca de 1 dia)™.

Processos quimiluminescentes podem ser classificados em diretos, nos quais o
analito é o substrato da reacao, e indiretos, nos quais o analito desempenha um papel
diferente na reacdo quimiluminescente (e.g. catalisador ou inibidor)3.

As reacgoes quimiluminescentes podem ocorrer tanto em fase gasosa, como nas
fases solida e liquida. Medidas de quimiluminecéncia em solucdo tém sido
empregadas para a determinacdo de ions metédlicos, &nions inorganicos,
biomoléculas, substancias carcinogénicas e farmacos em diferentes matrizes, com

predominancia de amostras ambientais e clinicas*.

1.1.1. A reagdo quimiluminescente do luminol e suas aplicacdes analiticas

O primeiro trabalho sobre a reagdo do luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-
ftalazina diona) foi realizado em 1928 por Albrecht. O luminol era oxidado por H2O»,
em meio alcalino, na presenca de um catalisador, gerando uma quimiluminescéncia
azul com comprimento de onda em torno de 425 nm!. As propriedades

termodindmicas e cinéticas desta reacdo continuam sendo estudadas até os dias de
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hoje. Existem diversas propostas mecanisticas para a reagdo de oxidacao do luminol,
e algumas etapas ja estdo completamente estabelecidas. Porém, alguns aspectos
envolvendo a formacdo de estados eletronicamente excitados ainda nao estdo
totalmente elucidados!.

Um dos possiveis mecanismos, apresentado na Figura 2, foi proposto por
Albertin et al.l.

Nesta proposta, a etapa de emissao de quimiluminescéncia esta relacionada a
formacdo do estado eletronicamente excitado do 3-aminoftalato (5), que é
dependente das condicbes reacionais, como pH, concentracdo dos reagentes e
composicao do sistema tampao. O produto final da reagdo (6) pode se formar
diretamente sem quimiluminescéncia (Figura 2b) ou pela relaxacdo da espécie 5 com
quimiluminescéncia (Figura 2a). Ha importantes etapas intermediarias, como a
formacao da diazoquinona (2) a partir do luminol e a formagao do dnion de H>Oz (3),
que estabelecem rela¢des entre as espécies envolvidas na formagado do intermediario

endo-perdxido (4), cuja decomposicao pode ou ndo produzir quimiluminescéncial.
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Figura 2 - Proposta mecanistica de Albertin et al.! para a reagdo quimiluminescente do luminol em meio
alcalino na presenca de um ion de metal de transicdo (M"*), empregando H,O, como oxidante

Na década de 80, foram verificados e confirmados alguns intermedidrios,

como a diazoquinona (2), e a producao da quimiluminescéncia pelo 3-aminoftalato
excitado (5), a partir da reacdo com o radical ClO>~. Além disso, estudos com radicais
N3~ e COs~ indicaram novos possiveis intermediarios na formacao e decomposicao

do endo-peréxido (4), como o radical do luminol (7) e o a-hidroxihidroperéxido (8),

cujas estruturas sao apresentadas na Figura 3.
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Figura 3 - Estruturas quimicas de alguns intermedidrios da reagdo quimiluminescente do luminol: 2 -
diazoquinona, 4 — endo-peroxido, 6 - didnion do dcido ftdlico, 7 - radical do luminol e 8 — hidro-peroxido

Dentre as aplicagdes analiticas, destacam-se as determinacdes cinéticas de
metais de transicdo, determinagdes de inibidores (compostos organicos e metais de
transicdo) e a determinacdo de H>O; produzido em reagdes enzimaticas, incluindo o
uso em biossensores. Explorando-se esta alternativa, podem ser analisados substratos
de enzimas oxidases, como aminoacidos, metanol, acticares e DNA. Mais de 30 ions
metdlicos inibem ou catalisam a reacdo do luminol, destacando-se Co(Il), Co(III),
Cr(III), Cr(IV), Fe(II), Cu(ll), Zn(II) e Cd(ID)™.

A Figura 4 apresenta a reagdo de oxidacdo do luminol por H>O», na presenca
de hexacianoferrato(Ill), e por ClO#. Convém ressaltar que o produto formado é o

mesmo em ambas as reagées.
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Figura 4 - Reacgio quimiluminescente do luminol em meio alcalino empregando (a) CIO- e (b) H2O, como
oxidantes

Dentre as desvantagens da utilizacdo do Iluminol como reagente
quimiluminescente tem-se a sua alta susceptibilidade a diferentes varidveis
experimentais. Por exemplo, a maioria dos autores sugere a preparacdo da solucao de
luminol com trés dias de antecedéncia para sua “estabilizacdo”, sem que nenhuma
explicagdo plausivel seja fornecida. Segundo Xiao et al.4, isto pode ocorrer devido a
absorcao de CO; pela solugdo. Os autores demonstraram que o CO» absorvido em
meio aquoso é responsavel por diversas observagdes, cujos mecanismos ainda nao
foram totalmente esclarecidos, como por exemplo, ganhos significativos de
intensidade de radiacdo emitida quando as solugdes sdo preparadas em tampao
carbonato ao invés de tampdo borato. De acordo com os autores, o CO> absorvido

intensifica a emissdao de radiacdo, pois reage com perdxidos em meio alcalino,

formando o radical peroxicarbonato (CO4~). Este radical, por ser menos reativo que o

radical hidroxila, reage seletivamente com o luminol, produzindo radicais de luminol

que formardo intermedidrios excitados, os quais emitirdo radiacdo ao retornar ao
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estado fundamental. Por outro lado, o radical hidroxila ataca mais de um carbono do
anel aromaético do luminol, produzindo varias espécies que ndo necessariamente

formarao intermedidrios excitados.

1.2. Andlises por injecdo em fluxo

A anédlise por injecdo em fluxo foi proposta em 1975 e introduzida no Brasil
em 1976 por pesquisadores do CENA /USP. Ela pode ser definida como “um processo
de automatizagio de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solugdo aquosa (e
eventualmente os reagentes) é introduzida em um fluxo continuo e nio-segmentado de um
fluido transportador”>. A zona de amostra sofre dispersdo durante o transporte, sendo
entdo misturada com as solugdes transportadora e reagente. A zona de amostra
resultante é conduzida em direcdo ao sistema de deteccdo, gerando um sinal
transiente, que é registrado em um sistema de aquisicdo de dados e usualmente
quantificado em relagdo a altura méaxima. Durante o transporte, a amostra pode
sofrer tratamentos em linha através de colunas contendo reagentes sélidos para
separagdo e pré-concentracdo, ou conversdo a outra espécie mais adequada para a
quantifica¢ao®.

Um sistema de andlises em fluxo tipico consiste de quatro partes principais®:

- sistema de propulsdao de fluidos, que pode ocorrer a vazdo constante,
empregando geralmente uma bomba peristaltica, ou a pressdo constante, podendo
ser empregados dispositivos de agao gravitacional. Porém, neste caso, o moédulo de
analise é usualmente limitado a configuracdo em linha tnica e a vazdo depende da

viscosidade das solugdes e dimensodes do percurso analitico.
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- sistema de injecdo, que é o dispositivo fundamental do sistema, pois além de
introduzir amostras e reagentes, também pode ser empregado para selecionar
diferentes vazdes, introduzir componentes e redirecionar o fluxo, aumentando a
versatilidade do processo. Existem véarios tipos de injetores, mas os mais comuns sdo
a véalvula de seis vias e o injetor proporcional, ou injetor comutador (desenvolvido
por pesquisadores do CENA/USP). Este tltimo consiste em trés partes de acrilico,
sendo duas fixas e uma parte central moével, que pode ser deslocada em relacdo as
laterais, um passo para frente ou para trds. Por meio deste movimento, o injetor
coleta uma aliquota da amostra e a insere no percurso analitico, podendo ser
empregado também para insercdo de reagentes e outras solucdes que porventura
sejam necessarias.

- percurso analitico, considerado todo o espago pelo qual o fluido
transportador conduz a zona de amostra desde o injetor até o sistema de deteccéo. E
onde ocorrem as reagdes quimicas necessidrias a deteccdo do analito. Seu
dimensionamento deve levar em consideracdo a cinética da reagdo quimica
empregada, e conseqiientemente o tempo de residéncia da zona de amostra, definido
também em fungdo das vazdes do transportador e dos reagentes.

- sistema de deteccdo, podendo ser empregados praticamente todos os
detectores usuais em quimica analitica.

Os sistemas de andlises por injecdo em fluxo apresentam caracteristicas
peculiares como condicdes de andlise altamente reprodutiveis, j& que o tempo de
transito entre o injetor e o sistema de deteccdo é exatamente o mesmo para amostras

e solugdes de referéncia. Em vista disso, as medidas podem ser feitas sem que as
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reagdes quimicas se completem®. Outras caracteristicas incluem o baixo consumo de
reagentes e amostras® quando comparados aos procedimentos em batelada (aliquotas
da ordem de microlitros) e elevada freqtiéncia de amostragem’. A manipulagao das
solugdes ¢é realizada através de bombas, injetores e tubulagdes apropriadas,
minimizando o envolvimento do analista, melhorando a precisdo e reduzindo

contaminagdes, visto que a reagdo ocorre em sistema fechado®.

1.3. Guias de ondas

Em analises que envolvem emissdo de radiagdo é necessdrio maximizar a
deteccdo da radiacao emitida e minimizar sinais de fundo e ruido®. Esta é uma das
maiores dificuldades na aplicagdio de metodologias que envolvem este tipo de
deteccao, ja que a radiacdo é emitida em todas as dire¢des, sendo necessario adequar
a geometria da cela e seu posicionamento em relacdo ao sistema de deteccdo. Os
equipamentos usualmente empregados para medidas de quimiluminescéncia
utilizam celas em espiral posicionadas em frente a janela de uma fotomultiplicadora,
fazendo com que apenas uma fracdo da radiacado seja detectada’.

Um dispositivo capaz de maximizar a quantidade de radiacdo que alcanga o
detector, dispensando 6ptica complexa, envolve a utilizacdo de guias de ondas. Um
guia de ondas funciona de maneira andloga a uma fibra optica, tendo um ntcleo e
um revestimento, cujo indice de refracdo é menor que o do ntcleo8. Desta forma, a
radiacdo se propaga pelo ntcleo com reflexao total interna, como mostra a Figura 5,
sendo conduzida ao sistema de detecgdo com o minimo de perdas. A extensdo da

refracdo é dada pela Lei de Snell®0, apresentada na eq. (3):
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ni sen 6 = ny sen 6, 3)

onde n1 é o indice de refracdo do nucleo, n2 é o indice de refracdo do tubo, 6i é o

angulo de incidéncia da radiagdo e O: é o angulo de refragao.

\}(

1
Figura 5 — Representagio esquematica do funcionamento de um guia de ondas

Um guia de ondas com geometria tubular apresenta-se como uma cela de
fluxo ideal por exercer simultaneamente a fungdo de componente 6ptico e condutor
de fluidos®.

A agua tem IR = 1,33 e até aproximadamente 1980 ndo existia nenhum
material disponivel que possuisse um indice de refracdo inferior a este valor. O
emprego de vidro ou tubos poliméricos para construcdo de guias de ondas implicava
na utilizacdo de fluidos ndo-aquosos ou de solugdes aquosas concentradas em um
soluto inerte, de forma a aumentar o indice de refracdo do nucleo. Alternativamente,
foram empregados tubos de vidro recobertos com materiais capazes de refletir a
radiacdo, como prata, por exemplo8. Uma alternativa foi apresentada quando a
DuPont introduziu no mercado uma série de fluoropolimeros amorfos com indices
de refracdo adequados para este tipo de aplicacdo. A familia do Teflon® AF (2,2-

bistrifluorometil-4,5-difluoro-1,3-dioxol) possui uma faixa de indices de refracdo
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entre 1,29 e 1,31. A primeira implementagdo do Teflon® AF em guias de ondas foi
como recobrimento da superficie de capilares de vidro. Além de possuir indice de
refracdo mais baixo que o da dgua, o Teflon® AF tem outras propriedades desejaveis
como flexibilidade, permitindo a construgao de espirais e tornando os equipamentos
mais compactos, transparéncia para radiagdes com comprimentos de onda entre 200
e 2000 nm, estrutura porosa, tornando-o permeavel a gases e natureza hidrofébica,
que torna a permeacgdo seletiva. Sua geometria tubular facilita o acoplamento a

sistemas de analises em fluxo8.

1.4. Acoplamento de sistemas de andlises em fluxo e quimiluminescéncia

O acoplamento de sistemas de andlises em fluxo e quimiluminescéncia
proporciona diversas vantagens, pois esta ultima implica necessariamente em
derivatizacdo quimica e freqiientemente em separacdo prévia do analito, processos
que podem ser convenientemente implementados em sistemas em fluxo. A mistura
entre amostras e reagentes em sistemas em fluxo é rapida e altamente reprodutivel',
podendo ser realizada a uma distancia muito pequena do sistema de deteccao. Este é
um atrativo interessante, j4 que os intermedidrios no estado excitado tém tempo de
vida curto!l. Tal acoplamento pode ser empregado para a determinagdo de diversos
analitos em diferentes matrizes, devido a elevada sensibilidade e seletividade
alcancadas com certas reagdes'?. De acordo com um levantamento bibliografico
realizado na base de dados Web of Science, apresentado na Figura 6, houve um
crescimento substancial no nimero de artigos publicados que empregam o
acoplamento de andlises em fluxo e quimiluminescéncia, o que confirma o interesse

da comunidade cientifica em pesquisas neste campo.
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Figura 6 - Levantamento bibliogrifico realizado em abril de 2007 na base de dados Web of Science a respeito de

artigos publicados sobre quimiluminescéncia em andlises em fluxo. Palavras-chave: (FI or FIA or FLOW
INJECTION or FLOW INJECTION ANALYSIS) and (CHEMILUMINESCENCE or CL)



17

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho é a avaliagdo critica de uma cela constituida por um
guia de ondas de Teflon® AF-2400 para medidas de quimiluminescéncia em fluxo e o
desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinacdo de hipoclorito e

de salbutamol por quimiluminescéncia.
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3. Parte Experimental

3.1. Equipamentos e acessorios

Os sistemas de andlises em fluxo foram construidos com um injetor
proporcional, tubos de polietileno de 0,7 mm de diametro interno e confluéncias de
acrilico. Uma bomba peristaltica (Ismatec, modelo IPC-8) e tubos de Tygon de
diferentes diametros foram empregados para a propulsdao dos fluidos. A cela de
medida consistiu de um capilar de silica fundida de 100 cm de comprimento, 0,6 mm
de didmetro interno e volume de 250 pL, recoberto com Teflon® AF-2400 (Ocean
Optics). Para o transporte da radiagdo emitida até o sistema de deteccdo foram
empregadas fibras 6pticas de 2 m de comprimento (Ocean Optics) com nucleos de
600 pm. O sistema de deteccdo empregado para medida dos sinais analiticos
consistiu de um arranjo linear de 2048 fotodetectores do tipo CCD (Ocean Optics,
USB 2000), conectado ao microcomputador (AMD Athlon™) através de uma das
portas USB. Para a aquisicdo de dados, foi empregado o programa fornecido pelo
fabricante do equipamento, que permitia a alteracdo do tempo de integracdo, o
tratamento dos dados por meio de médias de espectros e médias moveis, o
armazenamento dos dados em arquivos e a apresentacdo grafica dos espectros de
emissdo e do sinal analitico em funcdo do tempo, para comprimentos de onda pré-

definidos.
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3.2. Reagentes e solugoes

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada e reagentes de grau
analitico, exceto as solugdes de hipoclorito, preparadas a partir de uma solucdo
comercial (Super Céandida). Solugdes de referéncia de 0,3 - 11,2 pmol/L de H>O»
foram preparadas por diluicdo de uma solugado estoque 0,1 mol/L, padronizada por
titulagdo com permanganato de potassio. Solu¢des 5 mmol/L e 1,5x10* mol/L de
hexacianoferrato(Ill) de potassio foram preparadas por diluicdo de uma solucdo
estoque 0,05 mol/L. A concentracdo da solucdo comercial de hipoclorito foi
determinada em 21,3 g/L (0,290 mol/L) de cloro ativo, por titulacdo iodométrica.
Solugdes de hipoclorito foram preparadas por diluicdo da solugdo estoque, nas
concentracdes de 9,6 mg/L de CIO- (1,3x104 mol/L) para a otimizacdo do
procedimento analitico para a determinacdo de hipoclorito; 0,2 - 3,8 mg/L de CIO-
(2,7x10% - 5,1x10-> mol/L) para a construcao da curva de calibracao e 5,5 mg/L de
CIO- (7,4x105 mol/L) para o desenvolvimento do procedimento analitico para a
determinacdo de salbutamol. Solugdes de luminol 4,5 mmol/L foram preparadas em
tampao carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L, com pH ajustado para 10,5.

As solugdes de surfactantes foram preparadas por dissolugdo em 4gua, em
concentragdes cinco vezes maiores do que a concentracdo micelar critica (CMC):
Triton X-114 0,56 g/L, Triton X-100 0,78 g/L, CTAB 0,36 g/L e Tween 60 0,4 g/L.

As solucoes de referéncia de salbutamol 1x10¢ - 1x104 mol/L foram
preparadas por diluicdo de uma solugao estoque 1x10-3 mol/L, obtida por dissolugao

de um padrao em agua.
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3.3. Diagramas de fluxos e procedimentos

Em todos os procedimentos, a resposta dos detectores na auséncia de radiacdo
(dark current) era medida imediatamente antes do inicio das medidas. Em todas as
medidas de quimiluminescéncia, estes valores foram subtraidos dos sinais gerados
por cada um dos fotodetectores. Os sinais transientes produzidos foram
quantificados com relagdo a altura maxima. Os comprimentos de onda de medida
foram estabelecidos com base nos espectros de emissao para cada uma das reacoes

empregadas.

3.3.1. Avaliagdo critica do guia de ondas para medidas de quimiluminescéncia em

fluxo

O diagrama de fluxos apresentado na Figura 7, adaptado da Ref. 9, foi
empregado para avaliagdo critica do guia de ondas para medidas de
quimiluminescéncia através da reacdo de oxidagdo do luminol por H>2O2 em meio

alcalino, catalisada por hexacianoferrato(III).
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Figura 7 - Diagrama de fluxos para avaliagdo critica do guia de ondas para medidas de quimiluminescéncia. I =
injetor proporcional; A = amostra; L = al¢a de amostragem (100 uL); C = transportador (H;0), 4,6 mL/min; Ry
= 4,5 mmol/L luminol em tampdo carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L pH 10,5, 1,6 mL/min; R, = 0,05 mol/L
Ks[Fe(CN)s], 1,6 mL/min; B = reator helicoidal (20 cm); LCW = guia de ondas de Teflon® AF-2400 (100 cm);
W = descarte; D = sistema de detecgdo; USB = conexdo do sistema de detec¢io ao microcomputador (M)
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Na posicdo do injetor ilustrada na Figura 7, a amostra de H>O> é inserida no
fluido transportador (C), recebe por confluéncia a solucao de luminol (R:), passa por
um reator helicoidal (B) e, por fim, recebe a solugao do catalisador (Rz), sendo entdao

transportada a cela de fluxo. As medidas foram realizadas em triplicata em 503 nm.

3.3.2. Procedimento analitico para a determinacdo de hipoclorito por
quimiluminescéncia

O diagrama de fluxos apresentado na Figura 8 foi empregado para
determinacdo de ClO- por quimiluminescéncia. Para a otimizagado, foi empregada

uma solucdo 9,6 mg/L de CIO-.

I
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Figura 8 - Diagrama de fluxos para determinagdo de CIO- por quimiluminescéncia. I = injetor proporcional; A =
amostra; L = al¢a de amostragem (250 uL); C = transportador (H>0), 2,3 mL/min; R = 4,5 mmol/L luminol em
tampdo carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L pH 10,5, 0,7 mL/min; LCW = guia de ondas de Teflon® AF-2400 (100
cm); W = descarte; D = sistema de detecgdo; USB = conexdo do sistema de detecgido ao microcomputador (M)

Na posicdo do injetor mostrada na Figura 8, a amostra de ClO- é inserida no
fluido transportador (C), recebendo por confluéncia a solu¢gdo de luminol (R), cujo

fluxo é intermitente, a fim de reduzir seu consumo. A zona de amostra é
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transportada a cela de fluxo. As medidas foram realizadas em quintuplicata em 439,5
nm. O injetor é movido de volta a posicdo de amostragem apods alcancar o sinal
maximo (ca. 10 s apdés a insercdo de amostra). Os parametros hidrodinamicos
otimizados foram vazdo do luminol, volume de amostra, vazio total e distincia entre
o ponto x e a entrada da cela de medida (Figura 8). Também foi avaliado o efeito da
parada de fluxo sobre o sinal de quimiluminescéncia. Dentre os parametros
instrumentais, foram avaliados o tempo de integracdo e o tipo de fibra 6ptica
(bifurcada e nao-bifurcada), incluindo a avaliacdo de fibras de diferentes didmetros.
Ja os parametros quimicos compreenderam a composigdo da solucado transportadora,
efeito do emprego de surfactantes, pH da solucdo tampao carbonato/bicarbonato na

solucdo de luminol, concentracdo e tempo de preparagdo prévia e condicdes de

armazenamento da solucao de luminol.

3.3.3. Procedimento analitico para a determinacdo de salbutamol por
quimiluminescéncia

Para a determinacdo de salbutamol foi empregado o diagrama de fluxos
apresentado na Figura 9.

Na posicdo do injetor ilustrada na Figura 9, a amostra de salbutamol (A) e a
solugdo de ClO- sdo inseridas nos fluidos transportadores (C), encontrando-se no
ponto de confluéncia indicado por x. As solugdes passam por um reator helicoidal (B)
e recebem, na confluéncia y, a solugao de luminol (R), cujo fluxo é intermitente, a fim
de reduzir seu consumo (o injetor é movido de volta a posicdo de amostragem ca. 10
s ap6s a inser¢do da amostra). A zona de amostra é entdo conduzida a cela de fluxo.

As medidas foram realizadas em quintuplicata em 441 nm. O deslocamento de 1,5
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nm no comprimento de onda de maxima emissdo em relagdo ao observado nas
medidas de hipoclorito deve-se a alteragdo da calibracao do sistema de deteccao

(relacdo entre o niimero do fotodetector e o comprimento de onda).

Figura 9 - Diagrama de fluxos para a determinacio de salbutamol por quimiluminescéncia. I = injetor
proporcional; A = amostra; CIO- = solugio de 5,5 mg/L de hipoclorito; L = algas de amostragem (300 uL); C =
transportadores (H>0), 2,3 mL/min; R = 2,5 mmol/L luminol em tampdo carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L pH
10,8, 0,7 mL/min; B = reator helicoidal (30 cm); LCW = guia de ondas de Teflon® AF-2400 (100 cm); W =
descarte; D = sistema de detecgio; USB = conexdo do sistema de detecgio ao microcomputador (M)

Os sinais analiticos foram quantificados de acordo com a diferenca entre as
intensidades maximas de quimiluminescéncia obtidas na auséncia (alga de amostra
preenchida com agua) e presenca de salbutamol. Foram otimizados os pardmetros

comprimento do reator (B) e comprimento das alcas de amostragem (L).

3.4. Andlise das amostras
Amostras de liquido de Dakin e salbutamol foram adquiridas em drogarias

locais.
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As amostras de liquido de Dakin foram analisadas pelo procedimento
proposto e por titulacdo iodométrical>. A composicdo das amostras é descrita a
seguir:

Amostras 1 e 2 - solugdo de hipoclorito de sédio 0,400 a 0,480 g de cloro ativo
por 100 mL. Demais constituintes ndo informados.

Amostra 3 - 119 mL de solugdo de hipoclorito de sédio a 4%, 11 g de acido
bérico, agua deionizada q.s.p. 1000 mL.

Amostras 4 e 5 - hipoclorito de sédio 4,76% e veiculo g.s.p. 1 mL.

As amostras de salbutamol foram analisadas por quimiluminescéncia, pelo
procedimento proposto por Dol & Knochen!* e por eletroforese capilar’>. Dentre as
amostras de salbutamol, trés estavam sob a forma de xarope (1 a 3) e uma sob a
forma de comprimidos (4), cujas composigdes sao descritas a seguir:

Amostra 1 - sulfato de salbutamol 2,4 mg (equivalente a 2,0 mg de
salbutamol) e veiculo q.s.p. 5 mL (acido citrico, 4gua purificada, aroma de laranja,
benzoato de sédio, citrato de sédio, cloreto de s6dio, hidroxipropilmetilcelulose e
sacarina sodica).

Amostra 2 - salbutamol 2,0 mg (na forma de sulfato) e veiculo gq.s.p. 5 mL
(acido citrico, 4gua purificada, aroma de morango, ciclamato de sédio, corante
vermelho Ponceaux 4R, metilparabeno, propilparabeno e sacarina sédica).

Amostra 3 - sulfato de salbutamol 2,4 mg (equivalente a 2,0 mg de
salbutamol) e veiculo q.s.p. 5 mL (4cido citrico, dgua purificada, &lcool etilico,
ciclamato de sédio, corante vermelho Ponceaux, esséncia de framboesa, hidréxido de

sodio, hidroxietilcelulose, metilparabeno, propilparabeno e sacarina sédica).
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Amostra 4 - sulfato de salbutamol 2,4 mg (equivalente a 2,0 mg de
salbutamol) e excipientes g.s.p. 1 comprimido (amido de milho, estearato de

magnésio e lactose).
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4. Resultados e Discussio

4.1. Avaliacdo critica do guia de ondas construido com Teflon® AF-2400 para
medidas de quimiluminescéncia em fluxo

Procedimentos que envolvem deteccdo por quimiluminescéncia apresentam
como dificuldade o posicionamento da cela de medida em relacdo ao sistema de
deteccdo, ja que a radiagdo é emitida em todas as dire¢des. Usualmente, uma fracdo
significativa da radiacdo emitida ndo é detectada, havendo entdo reducdo de
sensibilidade®. Neste contexto, foi proposto o emprego de um guia de ondas
construido com Teflon® AF-2400 como cela de medida, a fim de maximizar a
quantidade de radiagao detectada®.

Dasgupta et al.” 8 16 demonstraram que a utilizacdo de guias de ondas para
medidas de quimiluminescéncia proporciona um aumento de sensibilidade, quando
comparada a procedimentos que envolvem outras geometrias de celas de fluxo. O
limite de detecgao obtido para determinagdes de hipoclorito por quimiluminescéncia
em fluxo empregando um guia de ondas de Teflon® AF-2400 foi de 15 nmol/L,
enquanto para lumindmetros convencionais foi de 4 a 161 nmol/L. Em todos os
casos, uma fotomultiplicadora foi empregada como detector.

Com o propésito de avaliar a viabilidade da utilizacdo deste dispositivo,
alguns experimentos foram realizados empregando como sistemas-modelo as
reacdes de oxidagdo do luminol por peréxido de hidrogénio ou hipoclorito. Os
resultados foram comparados com os obtidos em artigos que empregaram estratégias

distintas para a quantificagdo das espécies.
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Inicialmente, foram obtidos espectros de emissao do luminol quando oxidado
por ClIO- 9,6 mg/L (1,3x10* mol/L) e por HxO2 54,7 pmol/L, na presenca de
hexacianoferrato(Ill) em duas concentracdes 5 mmol/L e 50 mmol/L, além de um
espectro de absorcdo do hexacianoferrato(Ill) 1,5x10# mol/L, apresentados na Figura
10.

De acordo com as equagdes quimicas mostradas na Figura 4, o mesmo
produto é formado em ambas as reagdes, e sabe-se que o mesmo intermediario no
estado excitado é responsével pela emissao de radiacao* Porém, nota-se na Figura 10
que ha um deslocamento no maximo de emissdo de quimiluminescéncia quando
H>O» é empregado como oxidante em comparagdo com ClO-. Observa-se também a
atenuacao na intensidade de quimiluminescéncia. Através do espectro na Figura 10 d
pode-se observar que ha uma intensa absorcdo de radiagdo pelo hexacianoferrato(III)
no comprimento de onda de maxima emissao do luminol (439,5 nm), o que explica a
atenuacdo da radiagdo emitida e o deslocamento do maximo de emissao para uma
regiao em que o catalisador ndo absorve pronunciadamente. A atenuacgao da radiacdo
emitida torna-se mais significativa devido a geometria da cela de medida, pois a
radiacdo deve percorrer um caminho maior até atingir o detector, aumentando a
probabilidade de interacdo com espécies absorventes. Este efeito torna-se mais critico
quando a concentracdo do catalisador é aumentada (Figura 10 b e 10 c), sendo
também verificado o deslocamento do méaximo de emissdo. Cabe ressaltar que a
concentracdo da solucdo de hexacianoferrato(Ill) empregada para a obtencdo do
espectro de absorcao foi ca. 33 vezes inferior a menor concentracdo empregada nos

estudos de quimiluminescéncia.
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Figura 10 - Espectros de emissdo do luminol quando oxidado por CIO- (a) e por H:O, na presenca de
hexacianoferrato(IlI) 50 mmol/L (b) ou 5 mmol/L (c). Espectro de absorcio do hexacianoferrato(Ill) 1,5x10-+4
mol/L (d)

O emprego de solucdes de catalisador mais diluidas, a fim de minimizar o

efeito de absorcdo da radiacdo emitida, poderia comprometer a sensibilidade do
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procedimento. Estes resultados ilustram uma limitacdo da cela com guia de ondas
para medidas de quimiluminescéncia, quando espécies absorventes estao presentes
no meio.

Como a oxidagdo do luminol por ClO- é rapida, ndo é necessario empregar
hexacianoferrato(Ill) como catalisador e estes efeitos ndo sdo observados. Entretanto,
efeitos de perda de linearidade por auto-absorcdo (emprego de solucdes de luminol
mais concentradas) também devem ser mais criticos para a cela com guia de ondas.

Foi avaliado o efeito do tipo de fibra 6ptica empregado para conducdo da
radiacdo emitida ao sistema de deteccdo, comparando-se uma fibra bifurcada com
ndcleo de 600 pm conectada as saidas A e B simultaneamente, e uma fibra nao-
bifurcada com ntcleo de 1000 pm, ora conectada a saida A e ora a saida B, como

mostra a Figura 11.

entrada
de solucado

Figura 11 - Localizagdo das saidas A e B no guia de ondas

De acordo com a Figura 12, verifica-se que a maior intensidade de radiacado foi
detectada com a utilizacdo da fibra 6ptica bifurcada, j4 que a radiacdo emitida é

coletada nas duas extremidades do guia de ondas. Verifica-se também que a
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intensidade de radiagdo é praticamente a mesma, independentemente se a fibra
Optica ndo-bifurcada é conectada a saida A ou B. O sinal medido com a fibra
bifurcada é maior que a soma dos sinais medidos com a fibra ndo-bifurcada,
provavelmente devido as diferencas na qualidade 6ptica das fibras e ao alinhamento

destas com o guia de ondas.

Intensidade de emissao

|
650 700

|
600

| | |
350 400 450 500 550

Comprimento de onda/nm

Figura 12 - Efeito das fibras dpticas bifurcada (a) e ndo-bifurcada, conectadas a saida A (b) e a saida B (c),
Fiqura 11, na obtengio de espectros de emissdo do luminol quando oxidado por H;O; 54,7 pmol/L na presenca de
hexacianoferrato(I1I) 5x10-2 mol/L

Foi obtida uma curva de calibragdio para a determinagdo de HxO,, que
apresentou uma relagdo linear entre a intensidade de emissdo (I) e a concentracdo de
H>Oz (c), entre 0,3 - 11,2 pmol/L, representada pela equagdo I = -22,7 + 156 c (12 =

0,996), apresentada na Figura 13.
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Figura 13 - Sinais transientes e curva de calibragio para determinacdo de H>O; por quimiluminescéncia. Os
niimeros no topo dos sinais transientes indicam concentragoes em pmol/L. Vazoes e concentragoes dos reagentes

como descrito na legenda da Figura 7. Tempo de integracio - 2 s, fibra optica de 600 pm conectada a saida B
(Figura 11), distdncia da confluéncia a entrada da cela de fluxo - 2 cm

O limite de deteccdo foi estimado, de acordo com recomendacdes da IUPAC,
em 0,11 pmol/L, empregando a eq. (4)!°, onde LD é o limite de deteccao, k = 3 (para
nivel de confianca de 99,7%) e a é o coeficiente angular da curva de calibracdo. As
variagdes na linha base para um conjunto de 30 medidas foram empregadas para

estimativa do desvio padrao do branco (Su.).

LD =k . Sbeo (4)
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Os resultados para determinagdes de H>O» foram comparados com os obtidos
em artigos da literatura (TABELA 2). Na Ref. 17 a enzima peroxidase foi empregada
como catalisador, enquanto os resultados relatados nas demais referéncias® ? foram

obtidos com o mesmo sistema quimico empregado neste experimento.

TABELA 2 - Comparagio das caracteristicas analiticas de procedimentos para determinagio de H»O: por
quimiluminescéncia

Parametro Sistema proposto Ref. 2 Ref. 9 Ref. 17
Limite de deteccao 110 1000 300 1000
(nmol/L)
Freqiiéncia de
amostragem 96 70 150 65
(determinagdes/h)
Faixa linear 0,3-11,2 25-315  25-500  10-1000
(pmol/L)
Sistema de CCD» 1PDe 2 PDs 1PDe
deteccao
Catalisador [Fe(CN)e]3* [Fe(CN)e]>* [Fe(CN)e]3*  peroxidase

a. dispositivo de acoplamento de carga; b. fotodiodo

As condicOes experimentais empregadas foram as mesmas adotadas na Ref. 9
para que a comparagao das caracteristicas analiticas fosse possivel e as diferengas
obtidas nos resultados pudessem ser atribuidas somente ao guia de ondas e o sistema
de deteccdo. O sistema proposto apresenta um limite de deteccao aproximadamente
7,3 vezes mais baixo quando comparado ao reportado na Ref. 9, que emprega
deteccdo com dois fotodiodos com area sensivel de 50 mm?, e 9,1 vezes mais baixo
que o relatado nas demais referéncias. Apesar das diferengas de sensibilidade dos
diferentes detectores e da atenuacdo da radiacdo emitida no sistema 6ptico e nas
tibras opticas empregados nas medidas com o arranjo de sensores, os menores
limites de deteccdo sdo um indicativo da maior eficiéncia da cela de medida para

direcionar a radiacdo emitida ao sistema de deteccéo.
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Avaliando-se a freqiiéncia de amostragem, o sistema proposto apresenta um
valor 1,5 vezes mais elevado que na Ref. 17, 1,4 vezes mais elevado que na Ref. 2 e 1,6
vezes mais baixo do que na Ref. 9. O aumento da freqiiéncia de amostragem é
conseqiiéncia da geometria tubular da cela empregada neste trabalho, que reduz o
tempo de limpeza. A cela de fluxo empregada na Ref. 9 apresenta volume interno ca.
3 vezes menor (250 pL para a cela proposta, 78 pL para a cela utilizada na Ref. 9). A
diferenca encontrada na freqiiéncia de amostragem deve-se também ao maior
volume da al¢ca de amostragem (250 pL e 100 pL para o procedimento proposto e
para a Ref. 9, respectivamente).

O intervalo de resposta linear é comparavel aos reportados na literatura.
Entretanto, com o sistema empregado neste trabalho, o intervalo de resposta pode ser
ampliado alterando-se o tempo de integracdo. Por exemplo, resposta linear foi
observada entre 5,5 e 273,4 pmol/L, quando as medidas foram efetuadas com tempo

de integragdo de 300 ms.

4.2. Procedimento analitico para a determinacdo de hipoclorito por
quimiluminescéncia

Parametros quimicos, instrumentais e hidrodindmicos foram otimizados para
a determinacdo de ClO-. O efeito do tempo de integracdo na magnitude do sinal
analitico foi avaliado, variando-se de 50 - 2000 ms. Este parametro representa o
tempo no qual o sistema de deteccdo acumula carga devido a exposicdo a radiagdo
emitida. Para medidas de quimiluminescéncia, quanto mais elevado o tempo de
integracdo, maior a sensibilidade das medidas'. Porém, tempos de integracdo muito

elevados ndo sao adequados, pois podem acarretar em perda de informagdo dos
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sinais transientes obtidos, visto que a radiagdo emitida tem tempo de vida curto. Os
resultados obtidos encontram-se na Figura 14. A relacdo entre a intensidade de
emissao () e o tempo de integracao (t, ms) é descrita pela equacdo I = -5,09 + 0,828 t

(12 = 0,999).
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Figura 14 - Efeito do tempo de integragio na intensidade de emissio. [CIO-] = 9,6 mg/L; vazdo do transportador
(H20) 2,3 mL/min; vazio do luminol (4,5 mmol/L, pH 10,5) 0,7 mL/min

Um parametro que pode ser empregado para verificar se houve perda de
informacdo é o namero de pontos que determinam o perfil do sinal transiente
produzido, como mostra a Figura 15. Cada uma das medidas requer 20 s para ser
realizada. Com um tempo de integracao de 500 ms, tem-se entdo 40 pontos que

Z

determinam o perfil do sinal transiente, para 1000 ms este valor é reduzido a 20
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pontos, e finalmente, para 2000 ms sdao apenas 10 pontos. Diante disso, pode haver
uma perda de informagdo quando se emprega 2000 ms, portanto o tempo de

integracao adotado para medidas posteriores foi 1000 ms.
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Figura 15 - Sinais transientes para tempos de integragio de 500, 1000 e 2000 ms

Foram avaliadas fibras 6pticas bifurcadas e nao-bifurcadas, com ntcleos de
diferentes didmetros para o transporte da radiacdo emitida ao sistema de detecgao. A
fibra 6ptica bifurcada possui um ntcleo de 600 pm. Dentre as fibras 6pticas nao-
bifurcadas, duas possuem ntcleo de 600 pm (identificadas pelos ntimeros 1 e 2) e
uma possui ndcleo de 1000 pm. Estas fibras foram conectadas ora a saida A, ora a

saida B, como mostra a Figura 11. Os resultados sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Efeito do tipo de fibra dptica empregada para o transporte da radiagio emitida ao sistema de
detecgdo. Tempo de integragdo 1 s; demais condigoes experimentais apresentadas na legenda da Figura 14

Maior intensidade de emissdo foi obtida com a utilizagdo da fibra 6ptica de
600 pm identificada pelo ntmero 1, conectada a saida B, que se encontra mais
préoxima a entrada de solugdo na cela de fluxo. Esperava-se que a fibra bifurcada
proporcionasse melhores resultados, como observado para a determinacdo de H>O»
(item 4.1.), ja que, neste caso, a radiacdo emitida é coletada nas duas extremidades da
cela de fluxo. Foram realizados experimentos a fim de verificar a qualidade das
fibras, constatando-se que uma das extremidades da fibra bifurcada ndo mais estava
transportando radiacdo e que a fibra 6ptica com nuacleo de 1000 pm possui qualidade

inferior a de 600 pm, o que justifica os resultados obtidos. Diferentemente do
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observado nos experimentos com H>O», maior sensibilidade foi observada quando a
fibra 6ptica foi conectada a saida B, proxima a entrada das solugdes na cela de fluxo.
Isto provavelmente se deve a maior velocidade da reagdo de oxidacdo do luminol
quando hipoclorito é empregado como oxidante.

Dentre os parametros hidrodinamicos, o primeiro a ser otimizado foi a vazdo

do luminol, avaliada na faixa de 0,3 a 2,4 mL/min (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da vazdo do luminol na intensidade de emissio. Fibra optica de 600um conectada a saida B
(Figura 11; tempo de integragio - 1 s; demais condigoes experimentais apresentadas na legenda da Figura 14)

Os resultados obtidos devem ser interpretados com base na diluigdo da
amostra e quantidade de reagente disponivel na zona de amostra. A partir da
confluéncia somam-se as vazdes dos fluidos transportador e reagente, sendo a zona

de amostra distribuida em um espago maior que o ocupado em um sistema em linha



Resultados e Discussdo 38

Unica, o que corresponde a uma dilui¢do. Por outro lado, a dispersao diminui, pois a
zona de amostra ocupa uma maior fragdo do percurso analitico, o que é equivalente
ao emprego de uma alca de amostragem mais longa, compensando parcialmente o
efeito da diluicdo. Em experimentos com solugdes coloridas®, foi observada
atenuacao de 20 a 30% do valor da leitura obtida com sistema em linha tnica, para
vazao do fluxo confluente correspondente a 50% da vazdo do transportador. A vazao
da solucao de luminol também afeta a quantidade de reagente disponivel na zona de
amostra. Observa-se que a curva na Figura 17 apresenta um maximo na vazdo de
luminol de 0,7 mL/min, que corresponde a 30% da vazdo do transportador. Em
vazOes menores, a quantidade de luminol na zona de amostra é insuficiente,
enquanto para vazdes maiores a intensidade de emissdo diminui em conseqiiéncia da
diluicao e possivelmente do processo de auto-absorcdo, ou seja, o excesso de luminol
faz com que a radiagdo emitida no processo de quimiluminescéncia seja absorvida
por moléculas do substrato?0.

A vazao total afeta o tempo de residéncia da amostra e, conseqiientemente, a
magnitude dos sinais analiticos. A influéncia exercida por este parametro depende
do sistema quimico empregado. No caso de reagdes quimiluminescentes rapidas,
cujos produtos possuem tempo de vida curto (e.g. reacdo de oxidagdo do luminol por
hipoclorito) ndo convém empregar vazdes muito baixas, que implicariam na emissdo
de fracdo significativa da radiagdo previamente a entrada da cela de medida®. Esta
observagdo justifica os resultados apresentados na Figura 18, obtidos variando-se a

rotacdo nominal da bomba peristaltica.
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Apos este estudo a vazdo adotada foi de 4,5 mL/min, pois com 6,0 mL/min a
sensibilidade é somente 4,5% mais elevada, porém o consumo de luminol aumentaria
em 25%. Nestas condicOes, as vazdes do transportador e do luminol sdo 3,45

mL/min, e 1,05 mL/min, respectivamente.
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Figura 18 - Efeito da vazio total na intensidade de emissio. Razdo entre vazio do transportador e do luminol
mantida em 3,3. Tempo de integragio — 1 s. Demais condiges experimentais apresentadas na legenda da Figura
17

A distancia da confluéncia a entrada da cela de fluxo (distancia entre os
pontos x e LCW na Figura 8) é um parametro extremamente importante. Como
mencionado anteriormente, a radiacdo produzida tem tempo de vida curto e quando
se emprega uma distdncia muito elevada, a radiacdo poderd se extinguir antes

mesmo de atingir a cela de medida. Para distdncias muito curtas, e vazdo total
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elevada, o méximo de emissao pode ocorrer apds a passagem pela cela de medida e
as condicdes de mistura podem ser inadequadas. Com base nisto, esta distancia foi

otimizada, variando-se de 1 a 10 cm, e os resultados sdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19 - Influéncia da distdncia entre a confluéncia e a entrada da cela de fluxo na intensidade de emissio.
Vazio do transportador (H,O) 3,45 mL/min e do luminol 1,05 mL/min. Tempo de integracio - 1 s. Demais
condigoes experimentais apresentadas na legenda da Figura 17

Conclui-se que a distancia ideal é de 2 cm, que corresponde a um curto tempo
de residéncia antes da entrada da cela de medida (ca. 130 ms), em fung¢ao dos
aspectos discutidos anteriormente. A geometria tubular da cela de medida,
entretanto, contribui para a mistura entre amostra e reagente, de forma que a

precisdo nao é criticamente afetada para os reatores menores.
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Foram realizadas medidas com volumes de amostra entre 100 e 750 pL (Figura
20), variando-se o comprimento da alca de amostragem. Sabe-se que aumentando o
volume de amostra, a magnitude do sinal também deve aumentar devido a
minimizacdo da dispersao na porcdo central da zona de amostra, tendendo a um
limite maximo, que corresponde a situacdo em que a dispersdo da amostra é
desprezivel (amostra em volume infinito). O volume de amostra selecionado foi 250
pL, que ja vinha sendo empregado nos estudos anteriores e que € igual ao volume da
cela de medida. Com um volume de 500 pL, o aumento na intensidade de emissao é
de apenas 13%, o que ndo justifica 0 maior consumo de amostra e a diminui¢do da

freqtiéncia de amostragem.

i M,
1800 -
o 1600 -
RS ]
£
= 1400 -
S
T .
S
2 1200
Y
E 4
1000 -
800 T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800
Volume/uL

Figura 20 - Efeito do volume de amostra na intensidade de emissdo. Distancia da confluéncia a entrada da cela
de fluxo — 2 cm; demais condicOes experimentais apresentadas na Figura 19
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Foi também avaliado o efeito da concentracdo da soluc¢do de luminol
preparada em tampao carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L, pH 10,5, na faixa de 1,0 a

9,0 mmol/L, como mostra a Figura 21.
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Figura 21 - Efeito da concentragio da solucio de luminol na intensidade de emissio. Volume de amostra 250
ML, demais condicoes experimentais apresentadas na legenda da Figura 19

A concentragdo o6tima foi 2,5 mmol/L. Enquanto a sensibilidade para
concentragdes abaixo deste valor foi afetada pela escassez de luminol, para
concentragdes acima de 6,0 mmol/L, a intensidade de emissdao diminuiu devido ao
fendbmeno de auto-absorcdo, ja discutido anteriormente. Isto estd de acordo com o
observado quando a vazdo de luminol foi aumentada (Figura 17). Considerando as
dilui¢des no ponto de confluéncia, o fendmeno de auto-absor¢do passa a ocorrer

quando a concentra¢do de luminol na zona de amostra esta em torno de 1,4 mmol/L.
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Foi avaliado o efeito do pH do tampdo carbonato/bicarbonato no qual foi
preparada a solucdao de luminol. Sabe-se que os ions OH- participam da formacao do
intermediario diazoquinona e do anion de H>O», que sdo etapas determinantes para a
emissdo de quimiluminescéncia e, portanto, o pH do meio reacional deve ser
alcalino!. Em vista disto, foram considerados valores entre 9,0 e 11,5 (Figura 22),
concluindo-se que o pH que resulta em maior intensidade de emissao é 10,8,

concordando com os valores da literatura? 3 9.
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Figura 22 - Efeito do pH da solugio tampio na intensidade de emissio. Concentragio de luminol 2,5 mmol/L;
demais condigoes experimentais apresentadas na Figura 21

Em sistemas de andlises em fluxo envolvendo reagdes lentas, é possivel a
utilizacdo do recurso da parada de fluxo, para aumento do tempo de residéncia sem

alteracao significativa da dispersdao da amostra. Em sistemas envolvendo deteccao
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por quimiluminescéncia, é possivel com este recurso monitorar a emissdo de
radiacdo a partir da porgdo central da zona de amostra. Foi medida a intensidade de
emissao de radiagao, desligando-se a bomba peristaltica no instante em que a zona

de amostra encontrava-se totalmente no interior da cela de fluxo.
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Figura 23 - Sinais transientes demonstrando o efeito de parada de fluxo na intensidade de emissio: (a) sem
parada de fluxo, (b) com parada de fluxo, apds atingir o sinal mdximo. Solugdo de 2,5 mmol/L luminol com pH
10,8; demais condicdes experimentais apresentadas na legenda da Figura 21

Comparando-se os resultados obtidos com e sem parada de fluxo (Figura 23),
conclui-se que ndo houve variagdo significativa de sensibilidade. Esta observagao
estd de acordo com o esperado considerando que a reagdo ocorre rapidamente, que o
intermediario no estado excitado possui tempo de vida curto e que o volume da zona

de amostra é aproximadamente igual ao volume da cela de fluxo.
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Foi avaliado o efeito do emprego de tampao carbonato/bicarbonato 0,2 mol/L
pH 10,8 como solucdo transportadora em relacio a utilizacdo de &gua. As
intensidades de emissao foram 2457 + 53 e 2188 + 52 empregando a solucao tampao e
agua, respectivamente, o que corresponde a um aumento de apenas 12% na
intensidade do sinal de quimiluminescéncia. Portanto, optou-se pela utilizacdo de
agua como fluido transportador, a fim de reduzir a quantidade de residuos gerados e
custos, além de simplificar a implementac¢dao do procedimento.

Os surfactantes tém propriedades de solubilizar e concentrar espécies, alterar
propriedades eletroquimicas e mecanismos de emissdo de radiagdo'®. Em algumas
situacOes, na presenca de surfactantes, é possivel reduzir perdas de energia por
processos ndo-radiativos, aumentando entdo a intensidade de quimiluminescéncia.
Em vista disto, foi avaliado o efeito da utilizagdo de quatro surfactantes, adicionados
ao fluido transportador (Figura 24). Os surfactantes avaliados foram CTAB
(cationico), Triton X-114, Triton X-100 e Tween 60 (ndo-ionicos).

Observa-se que o emprego de dgua como fluido transportador proporciona
maior intensidade de emissdo. Supde-se que as moléculas de luminol devam ter
interagido com as moléculas de surfactante, permanecendo na regido central
(hidrofébica) das micelas, dificultando a reacdo com hipoclorito e reduzindo a

intensidade de quimiluminescéncia.
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Figura 24 - Efeito da adicdo de surfactantes ao meio reacional na intensidade de emissdo. Condigoes
experimentais apresentadas na legenda da Figura 21

A maioria dos artigos que emprega luminol como reagente sugere a
preparacao da solucdo com alguns dias de antecedéncia para sua “estabilizacdo”.
Como mencionado no item 1.1.2.1., usualmente hd uma maior intensidade de
emissdo para solugdes preparadas alguns dias antes do uso* Em vista disto, foram
realizados experimentos para avaliar o efeito do tempo de preparo e da forma de
armazenamento da solugdo, se sob refrigeracao ou temperatura ambiente. Observa-se
na Figura 25 que melhores resultados foram obtidos quando a solugao foi preparada

3 dias antes da utilizacdo e armazenada a temperatura ambiente.
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Figura 25 - Efeito do tempo de preparo e das condigoes de armazenamento da solugdo de luminol 2,5 mmol/L na
intensidade de emissdo. (a) temperatura ambiente, (b) sob refrigeracio. Condigoes experimentais apresentadas na
legenda da Figura 21

A TABELA 3 apresenta uma sintese dos parametros otimizados no

desenvolvimento do procedimento analitico.
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TABELA 3 - Condicoes otimizadas para determinacio de ClO- por quimiluminescéncia

Parametro Faixa estudada Valor 6timo
Tempo de integragao (ms) 50 a 2000 1000
Tipo de fibra 6ptica Blffi;if:azzao- Nao-bifurcada
Vazdo do luminol (mL/min) 03a24 0,7
Vazao total do sistema (mL/min) 1,5a6,0 4,5
Distancia da confluéncia a entrada da
1a10 2
cela (cm)
Volume de amostra (pL) 100 a 750 250
Concentracao do luminol (mmol/L) 1,0a9,0 2,5
pH da solugdo de luminol 90a10,8 10,8
Parada de fluxo Com e sem parada Sem parada
Composicao da solucdo transportadora zgi?zzrl;i tla(r)fé Agua
Tempo de preparo da solucgao de Recém preparado - 3 dias

luminol

até 7 dias

Ap6s a otimizacdo dos parametros analiticos construiu-se uma curva de

calibracdo para a determinagao de ClO-, com medidas de intensidade de emissao em

439,5 nm. Relacdo linear entre a intensidade de emissdo (I) e a concentragdo de ClIO-

(c) foi observada na faixa de 0,2 - 3,8 mg/L (2,7 - 51 pmol/L), representada pela

equagao I =-258 + 911 c (r2 = 0,997), Figura 26.
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Figura 26 - Sinais transientes e curva de calibragdo para determinagio de ClO- por quimiluminescéncia. Os
niimeros no topo dos sinais transientes indicam concentragoes em mg/L. Experimento realizado com condigoes
experimentais otimizadas (TABELA 3)

Para a avaliacdo da repetibilidade foram realizadas 20 medidas com solugdes
de referéncia em concentragdes de 0,4 e 1,9 mg/L ClO, sendo os sinais transientes
apresentados na Figura 27. Os valores dos coeficientes de variagdo foram 3,3% e 1,6%
para as solugdes de referéncia de 04 e 1,9 mg/L, respectivamente. O limite de
deteccao foi estimado em 48 pg/L (0,64 pmol/L), com 99,7% de confianca,

empregando eq. (4). O consumo de luminol para cada determinacao foi de 50 pg.
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Figura 27 - Sinais transientes para avaliagdo da repetibilidade do procedimento desenvolvido. Os niimeros no
topo dos sinais transientes indicam concentragoes de hipoclorito em mg/L. Experimento realizado com condigdes
experimentais otimizadas (TABELA 3)

Os resultados obtidos para determinagdes de ClO,, assim como no caso das
determinacdes de H»O,, foram comparados com os obtidos em procedimentos
descritos na literatura (TABELA 4). O primeiro emprega o mesmo sistema quimico e
um guia de ondas construido com Teflon® AF-2400 de 40 cm de comprimento e 0,79
mm de didmetro interno’®. O segundo emprega bis(2,4,6-(triclorofenil)oxalato) como
reagente e 9,10-difenilantraceno como fluoréforo!®. O terceiro emprega um sistema
em fase sélida, com uranina imobilizada em uma resina de troca anidnica?’. Sistemas

de anédlises em fluxo foram empregados em todos os procedimentos.
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TABELA 4 - Comparagio das caracteristicas analiticas de procedimentos para determinagdo de CIO- por
quimiluminescéncia

Parametro Sistema proposto Ref. 16 Ref.19  Ref. 20
Limite de deteccao 48 140 103 154
(pg/L)
Freqtiéncia de
amostragem 164 90 - 96
(determinacdes/h)
Faixa linear 2,7 -51,0 58103-23101 2-30  2-1000
(pmol/L)
Tipo de detector CCD= PDe PMT- PMT-

a. dispositivo de acoplamento de carga; b. fotodiodo; c. fotomultiplicadora

Comparando-se os valores de limite de deteccdo, observa-se que o
procedimento desenvolvido apresenta um valor aproximadamente 3 vezes menor do
que o reportado na Ref. 16; 2,1 vezes menor do que na Ref. 19 e 3,2 vezes menor do
que na Ref. 20. J4 no caso da freqiiéncia de amostragem, observa-se um valor 1,7
vezes maior do que na Ref. 20 e 1,8 vezes maior do que na Ref. 16. A Ref. 19 ndo

apresenta dados sobre freqtiéncia de amostragem.

4.2.1. Andlise das amostras

O procedimento proposto foi aplicado a amostras de liquido de Dakin, que
sdo solucdes de hipoclorito de sédio amplamente empregadas em procedimentos
odontolégicos, bem como em outras dreas da satide?. A utilizacdo deste tipo de
solugdo teve inicio em 1792 com a 4gua de Javelle, que consistia de uma solucdo de
hipoclorito de sédio e potassio. Em 1820 surgiu o licor de Labaraque, uma solucao de
hipoclorito de s6dio a 5% de cloro ativo. Dakin?® salientou que para se fazer a escolha
de um anti-séptico para tratamento de feridas infectadas devem ser considerados
diversos fatores em adicdo a atividade germicida, tais como propriedades irritantes

das substancias, toxicidade, solubilidade, capacidade de penetracdo e absor¢ao dos
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tecidos, e ainda as reagdes quimicas com proteinas ou outros constituintes dos
tecidos vivos?4.

Dakin propos a utilizagdo de uma solucdo de hipoclorito de sodio de 0,5 a
0,6% de cloro ativo, com acido bérico para reduzir o pH, deixando a solucdo com o
pH préximo ao neutro, proporcionando uma maior eficiéncia como desinfetante e
menor quantidade de OH- livre, diminuindo assim o efeito irritante do hipoclorito de
s6dio?®.

O hipoclorito de sédio apresenta um amplo espectro de atividade e baixo
custo, justificando a sua vasta utilizacdo. Seu poder desinfetante esta relacionado a
concentragdo de cloro ativo presente, que varia de acordo com o tempo de
preparagdo, devido a instabilidade do principio ativo. Portanto é necessario
quantificar o cloro presente em solucao?.

Foram analisadas 5 amostras, sendo as amostras 2 e 5 abertas um ano antes

das analises. Os resultados obtidos por quimiluminescéncia, bem como por titulacao

iodométrica encontram-se na TABELA 5.

TABELA 5 - Resultados obtidos para as andlises de ClO- em amostras de liquido de Dakin por
quimiluminescéncia e por titulacdo iodométrica

Amostra Quimiluminescéncia (%) Titulacdo iodométrica (%)
1 0,140 + 0,005 0,179 £ 0,004
2 0,138 £ 0,004 0,279 £ 0,001
3 0,622 + 0,023 0,629 £ 0,013
4 0,835+ 0,019 0,720 + 0,001
5 0,711 £ 0,030 0,560 £0,010

Foi realizado um teste t (Student)?” para avaliar os resultados obtidos por

ambos os procedimentos, concluindo-se que, com 95% de confianca, ndo existem
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diferencas significativas entre os resultados obtidos pelo procedimento proposto e

titulacao iodométrica.

4.3. Procedimento analitico para a determinacdo de salbutamol por
quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia da reagdo entre luminol e hipoclorito é inibida na
presenca de amonia, aminas e espécies contendo grupos tiol, pois estas substancias
reagem com o hipoclorito, indisponibilizando-o para a oxidacao do luminol? 721

O sulfato de salbutamol, sulfato de 2-(tert-butilamino)-1-(4-hidroxi-3-
hidroximetilfenil)etanol, também conhecido como sulfato de albuterol, é um
broncodilatador que exerce acdao estimulante seletiva sobre os adrenorreceptores (32
da musculatura brénquica. E amplamente empregado no tratamento de asma
bronquica, suprimindo a tosse espasmoédica sem causar efeitos colaterais
cardiovasculares, podendo também ser empregado como descongestionante nasal e
para o bloqueio de parto prematuro?2. Este farmaco é comercializado sob diversas
formas incluindo comprimidos, xaropes, aerosséis, solugdes para inalagdo e
injecdes!® 23. O salbutamol, cuja férmula estrutural é apresentada na Figura 28, é uma
amina secundéria, que deve reagir com hipoclorito formando uma cloramina,
suprimindo a quimiluminescéncia?*. Esta reacao é favorecida em meio alcalino como

o empregado na reagao entre luminol e hipoclorito.
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Figura 28 — Estrutura molecular do sulfato de salbutamol

Em vista disto, avaliou-se o efeito da inibicdo da quimiluminescéncia da
reacdo do luminol com hipoclorito, na presenca de salbutamol. Para isto, foi
realizado um estudo variando-se a concentracdo de hipoclorito entre 0,7 e 2,7 mg/L.
Este estudo foi realizado em duas concentragdes de salbutamol 1x10-5 e 1x10-¢ mol/L,
bem como na auséncia de salbutamol, empregando o diagrama de fluxos com zonas
coalescentes apresentado na Figura 9. Os resultados obtidos, apresentados na Figura
29, confirmam a supressio da quimiluminescéncia pelo salbutamol, pois
aumentando-se sua concentragdo a intensidade de quimiluminescéncia é reduzida.

Como o procedimento é baseado na medida do excesso de hipoclorito apds a
reacdo com salbutamol, a maioria das condi¢gdes experimentais otimizadas para a

determinacdo de hipoclorito foi mantida.
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Figura 29 - Inibicdo da emissio de radiagdo na presenga de salbutamol. Experimento realizado com condigoes
experimentais otimizadas para a determinacdo de CIO- (TABELA 3)

Para a determinacdo de salbutamol, foram otimizados o comprimento do
reator (B, Figura 9) e o comprimento das alcas de amostragem (L, Figura 9). O efeito
da variagdo do comprimento do reator sobre o sinal analitico (diferenca entre as
intensidades de emissdo na auséncia e presenca de salbutamol) é mostrado na Figura

30.
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Figura 30 - Efeito do comprimento do reator no sinal analitico para salbutamoll. Experimento realizado com
condigdes experimentais otimizadas para a determinagdo de CIO- (TABELA 3). [CIO] = 5,5 mg/L; [salbutamol]
= 1x10" mol/L

Observa-se que o comprimento ideal é de 40 cm, pois proporcionou maior
diferenca na intensidade de quimiluminescéncia com menor desvio entre as medidas.
O volume de ambas as algas de amostragem (L, Figura 9) foi simultaneamente
variado, visando promover a completa sobreposicdo entre as zonas de amostra de
salbutamol e hipoclorito. Os resultados sdo apresentados na Figura 31. Melhor

sensibilidade foi obtida para algas de amostragem de 300 pL.
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Figura 31 - Efeito do volume das alcas de amostragem no sinal analitico para salbutamol. Reator de 40 cm,
demais condigoes experimentais apresentadas na Figura 30

Avaliou-se a resposta para a quantificacdo de salbutamol no intervalo de
concentracdes entre 1x10°¢ e 3,5x10®° mol/L. Os resultados sdo apresentados na

Figura 32.
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Figura 32 - Avaliacido da resposta para determinagdo de salbutamol por quimiluminescéncia. Volume de
amostra 300 uL; [CIO] = 5,5 mg/L; comprimento do reator = 5 cm

Conclui-se que existem duas faixas de resposta linear compreendidas entre
2,5x10¢ e 1x10° mol/L, e entre 1,5x10° e 3x10® mol/L, porém a primeira faixa de
resposta linear proporciona maior sensibilidade, bem como um melhor coeficiente de
correlagdo quando empregado o modelo de regressao linear para ajuste dos pontos.
A curva de calibragao (Figura 33) é representada pela equacao I = 421 + 1,17x108 c (r2

= 0,998), onde I é a intensidade de emissdo e c¢ é a concentracao de salbutamol em

mol/L.
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Figura 33 - Curva de calibragdo para determinagdo de salbutamol por quimiluminescéncia. Comprimento do
reator 5 cm; volume de amostra 300 uL; [CIO-] = 5,5 mg/L (1x10+* mol/L); demais condigoes experimentais
empregadas foram otimizadas para a determinagio de CIO- (TABELA 3)

4.3.1. Andlise das amostras

Para a determinacdo de salbutamol, as amostras foram diluidas considerando
o valor rotulado (6,9x10# mol/L), de modo que a concentracdo de salbutamol fosse

6,0x10-° mol/L. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 34.
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Figura 34 - Sinais transientes para a determinagdo de salbutamol por quimiluminescéncia. Os nuimeros 1 - 4
indicam as amostras e os demais indicam concentracoes de salbutamol em mol/L. CondicOes experimentais
apresentadas na legenda da Figura 33

Observa-se que a intensidade de emissdao das amostras 2 e 3 foi inferior ao
esperado. Acredita-se que estes resultados se devem ao fato de as amostras conterem
corante em sua composicdo. Baseando-se nisto, foram obtidos espectros de absorcao

das amostras, apresentados na Figura 35.
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Figura 35 - Espectros de absor¢io das amostras 2 e 3 diluidas para a determinacio de salbutamol, empregando
cela de medida com caminho dptico de 100 cm

Conclui-se que hé intensa absor¢do de radiacdo por ambas as solugdes no
comprimento de onda de medida (441 nm).

Realizou-se a analise das amostras 2 e 3 com uma dilui¢do maior (1:230) para
que o efeito de absorcdo da radiagdo emitida, pelo corante contido nas mesmas, fosse
menos pronunciado. As amostras também foram analisadas pelo procedimento
espectrofotométrico em fluxo, proposto por Dol & Knochen!4, empregando os
reagentes 4-aminoantipirina e hexacianoferrato(Ill) de potéssio, e pelo procedimento
proposto por Felix et al.15, empregando eletroforese capilar. Os resultados obtidos

pelos 3 procedimentos e os valores rotulados sdo apresentados na TABELA 6.
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TABELA 6 - Valores rotulados e resultados das andlises das amostras de salbutamol por diferentes
procedimentos

Amostra ro\t,;‘llzflo Pr;iiilézf:to Espectrofotometrial4 Elz:atlr')(;ilf::ﬁ;se
1 0,4 0,41 +0,01 0,49 £0,01 0,48 +0,02
2 04 0,29 + 0,01 0,48 +0,01 0,47 +0,04
3 04 0,46 £ 0,01 0,49 £ 0,01 0,56 + 0,04
4 19,1 21,48 + 0,32 10,25 £ 0,23 —

concentragdes em mg/mL (amostras 1 - 3) ou mg/ g (amostra 4)

Os resultados foram comparados por meio de teste t (Student)?”. Considerando
as amostras 1 - 3, com 95% de confianca, ndo ha diferenca significativa entre os
valores obtidos pelo procedimento proposto e: (i) os valores rotulados, (ii) os obtidos
pelo procedimento espectrofotométrico'* e (iii) os obtidos por eletroforese capilar’.
Também ndo hé diferencas significativas entre os valores obtidos por eletroforese
capilar’> e os valores rotulados. Entretanto, foram verificadas diferencas
significativas a nivel de confianga de 95% entre os valores rotulados e os obtidos pelo
procedimento empregando 4-aminoantipirina'4. Para a amostra 4 (comprimido), o
resultado obtido pelo procedimento proposto é mais préximo do valor rotulado que
o obtido pelo procedimento espectrofotométrico. Porém, existem diferencas

significativas a nivel de confianca de 95%.
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5. Conclusoes

O presente trabalho apresenta uma comparagao critica de uma cela de fluxo
constituida por um guia de ondas de Teflon® AF-2400 para medidas de
quimiluminescéncia. Celas de fluxo similares tém sido bastante empregadas para
aumento de sensibilidade em espectrofotometria, porém o emprego para medidas de
quimiluminescéncia é ainda incipiente. Nos trabalhos apresentados na literatura, o
desempenho analitico é avaliado somente em funcdo dos limites de deteccao
alcancados para sistemas-modelo.

Baseando-se nos resultados obtidos, pode-se concluir que o guia de ondas
mostrou-se uma ferramenta bastante adequada para medidas de quimiluminescéncia
em fluxo, pois proporcionou a melhoria dos limites de deteccdo em comparagdo a
procedimentos utilizando detectores com sensibilidade similar. A geometria tubular
da cela favorece o acoplamento a sistemas de analises em fluxo, desempenhando o
papel de condutor de fluidos (contribuindo para mistura e reacao) e cela de medida.
Com o arranjo instrumental empregado, a faixa de resposta pode ser alterada
modificando-se o tempo de integracdo. Outras caracteristicas favoraveis incluem
elevacdo da freqiiéncia de amostragem, reducdo do consumo de reagentes e da
geracdo de efluentes. Porém, existe uma limitacdo da utilizagdo do guia de ondas
para medidas de quimiluminescéncia quando espécies absorventes estdo presentes
no meio, aspecto que se torna mais pronunciado devido a geometria da cela de
medida. Desta forma, a concentracao do substrato deve ser cuidadosamente avaliada,

visando evitar perdas de linearidade por processos de auto-absorcao.
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Os procedimentos analiticos desenvolvidos apresentam caracteristicas
analiticas favoraveis, tais como elevada freqiiéncia de amostragem, precisdo
satisfatoria e baixo consumo de reagentes e amostras. Resultados obtidos na
determinacdo de hipoclorito em amostras de liquido de Dakin e de salbutamol em
amostras de medicamentos foram concordantes com os obtidos em procedimentos de
referéncia. A elevada sensibilidade dos procedimentos permite que sejam exploradas

diluicdes a fim de minimizar efeitos de matriz.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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