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RESUMO

O intenso uso de metais pesados, em muitos casos de elevada toxicidade,
nas diferentes atividades industriais, faz com que a implementacdo de novos
meétodos para analise de metais seja importante. No presente trabalho estuda-se
um método para determinacdo de Zn** e Cd** na presenga de surfactantes
catiénicos (CTABr), anidnicos (SDS), ndo-iénicos (TRITON X-100) e zwitteridnicos
(Lauril e Palmitil sulfobetaina) por espectrofluorimetria. O método proposto
emprega a utilizacdo da sonda fluorescente 8-hidroxiquinolina (8-HQ).

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia em meio micelar mostrou-se
eficiente e de facil aplicabilidade. A utilizagcdo de surfactantes para formacgao do
meio micelar € muito importante porque permite a solubilizacdo do complexo
formado entre 8-HQ com Zn* e Cd?*, o qual precipitaria imediatamente na
auséncia de surfactante.

Nas condi¢gbes experimentais de analise das amostras ([8-HQ] = 2,0 x 10
mol L™ e [Me?*] na faixa de 0 até 6,0 x 10®° mol L™), os resultados indicam que o
surfactante CTABr é o que atua de forma mais favoravel na solubilizagdo do
complexo formado entre metal e 8-HQ, tanto no caso do zinco quanto do cadmio,
e nenhuma precipitagdo dos complexos péde ser observada mesmo depois de 24
horas. Os resultados dos testes de viscosidade mostram que adicdo de Zn** afeta
significativamente a viscosidade macroscopica das solu¢gdes de CTABr, um fato
que pode estar relacionado com a estabilidade do complexo em solugéo.

Foi possivel utilizar o fendmeno de realce da fluorescéncia da 8-HQ, na
presenca de meio micelar para quantificacdo de Zn** e Cd*" e utilizando como
exemplo o CTABr péde-se calcular que o limite de deteccdo é de 2,39 nanomoles
de Zn?** e no caso do Cd®** 2,74 nanomoles. Em ambos os casos, em sistemas
cromatograficos onde as amostras s&o injetadas na ordem de microlitros e
analisadas em volumes muito pequenos, e/ou pré-tratadas em coluna de pré-

concentragado, o método pode atingir picomoles de metais.

X1V



ABSTRACT

The intensive use of heavy metals in several industries activities combined
?? their toxicity have enhanced the necessity of development of new and quick
methods of analysis. In the present work, it is reported a spectrofluorimetric
method for the determination of Zn** and Cd?* in the presence of cationic (CTABT),
anionic (SDS), non-ionic (TRITON X-100) and zwitterionic (Lauryl and sulfobetaine
Palmityl) surfactants. The method is based in the use of 8-hidroxiquinoline (8-HQ)
as a fluorescent probe. The 8-HQ fluorescence is enhanced the presence of
metallic ions such as Zn?* and Cd?* making possible the analysis of these metals
in solutions of known composition.

It was verified that the fluorescence spectroscopy technique in micellar
environments exhibits efficiency and easy applicability. The use of surfactants for
the formation of aqueous micelles is very important because it allows the ready
solubilization of the complex formed between 8-HQ and Zn?* or Cd2+, which
precipitates immediately in aqueous solutions.

Under the experimental conditions of sample analysis ([ 8-HQ ] = 2.0 x 10
mol L™ and [ Me**] in the range of 0 to 6.0 x 10 mol L), the results indicated that
CTABr acts more favorably in the solubilization of the complexes formed between
metal and 8-HQ, not only in the case of zinc but also in the case of cadmium. No
complex precipitation is observed within the first 24 hours after mixing. The results
of the viscosity tests show that additon of Zn?* significantly affects the
macrocospic viscosity of the CTABr solutions, wich can be related with the
complex stability in solution.

Using CTABr, it was possible to calculate the DL, which was of 2.39
nanomols for Zn?>* and, in the case of Cd?*, 2.74 nanomols. In both cases, in
chromatographic systems where the samples are injected in microliters and
analyzed in very small volumes, and/or pre-treated in pre-concentration column,

the method can measure picomols of metal.
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I INTRODUGAO

A proposicao de métodos analiticos simples, para a deteccdo de elementos
metalicos em um meio aquoso laboratorial com uma matriz conhecida, é o
primeiro passo para que 0S mMesmos possam a vir a ser otimizados com uma
ampla aplicagdo. Portanto, sempre que os elementos de interesse estiverem
presentes em meios complexos como, por exemplo, aguas naturais ou fluidos
humanos, uma metodologia espectroscopica, como por exemplo, a fluorescéncia,
pode ser acoplada a outras técnicas analiticas onde os elementos de interesse
possam ser isolados, para evitar efeitos de interferéncia da matriz.

Uma necessidade analitica importante € desenvolver metodologias de alta
sensibilidade e baixo custo, ja que o intenso uso dos metais pesados no setor
industrial, aliados as suas toxicidades, faz com que o monitoramento destes
metais em efluentes aquosos seja imprescindivel. Sabendo-se que os ions Cd** e
Zn** como muitos outros metais pesados e de transicdo atuam de forma eficiente
suprimindo ou realgando a fluorescéncia de moléculas organicas via aumento do
acoplamento spin-6rbita, ou mecanismos de transferéncia de energia e/ou de
elétrons (Escabi-Perez et al.,, 1977) o presente trabalho pretende estabelecer a
possibilidade de analisar alguns metais, em solu¢gdes de composi¢cao conhecida,
utiizando a metodologia de fluorescéncia em solugbes micelares. A seguir
apresentam-se: (i) uma breve analise de riscos ambientais e toxicidade associada

a metais; e (ii) uma revisao bibliografica referente a técnica de fluorescéncia.

I.1. Riscos Ambientais e Toxicidade dos elementos quimicos

Um grande avango tecnoldgico conjuntamente com atividades industriais tem
caracterizado o século XX, onde milhares de novos compostos tém sido
elaborados para diversos fins. Num ambito geral, a contaminagdo ambiental tem
sido tema de muitas discussdées. Embora a comunidade cientifica tenha
desenvolvido pesquisas e comprovado que metais sdo fontes importantes de

contaminagao de ambientes aquaticos, continua de maneira crescente, o descarte



aos recursos hidricos, de residuos provenientes de zonas urbanas. Tal fato é
sinbnimo de um crescimento desordenado, e ao que tudo indica parece ser
ignorado pelo préprio homem e pela comunidade em geral (Benato et al., 1999).

O crescimento demografico e as atividades econémicas desenvolvidas vém
progressivamente aumentando a diversidade e quantidade de substancias téxicas
de origem antropogénica liberadas ao meio ambiente. Destacam-se esgotos
domésticos e industriais, despejados na rede pluvial sem tratamento prévio,
depodsitos de lixos, queimadas sem controle, assim como a emissao para a
atmosfera de gases nocivos e materiais particulados. Em particular, a difusdo
rapida dos metais contaminantes exige uma especial atengdo a determinacao
desses para mantermos o controle sobre a contaminagéo (Locatelli et al., 2000 e
2001).

Os metais pesados apresentam-se como poluentes bastante devastadores.
Sao introduzidos na agua a partir de residuos de atividades industriais
provenientes de diversas industrias que envolvem produtos e atividades tais como:
papel, petroquimica, cloro e potassio, fertilizantes, siderurgias, metais nao-
ferrosos, veiculos automotores e avides, vidro, ceramica, cimento, téxtil, curtumes,
termoelétricas e outras. (Arana et al., 1997)

Outra fonte de metais esta nos minérios, que sao levados pela corrente dos
rios até o oceano, contribuindo para a elevacao dos niveis destes no ambiente.
Em alguns ecossistemas de agua doce a poluigdo se caracteriza unicamente por
precipitacbes atmosféricas e é naturalmente redistribuida para todo o sistema
aquatico. A distribuicdo de metais entre agua, biota e sedimento nos sistemas
aquaticos revelam o estado de contaminagdo do sistema. (Nimis et al., 2002)

Nao é dificil reconhecer a importancia dos metais na atividade humana e no
processo de evolugdo e crescimento das civilizagbes nos diferentes periodos
historicos. Um grande numero de objetos de uso diario séo elaborados a partir de
metais, tais como, ferro, chumbo, zinco, niquel e outros. Estes fazem parte da
historia da humanidade ha milhares de anos, e apesar dos esfor¢cos nas ultimas

décadas na producado de materiais sintéticos que possam substitui-los, tais como



os plasticos, os metais continuam imprescindiveis para a manufatura de produtos
em geral (Castro et al., 2000).

Elevados niveis de ions metalicos no ambiente aquatico, tendem a se
concentrar em todas as matrizes (matéria suspensa, sedimento e biota),
resultando em uma presenca definitiva na cadeia alimentar, envolvendo os seres
humanos, como consequéncia do consumo dos produtos marinhos. (Locatelli et
al., 2001)

Quando o interesse é avaliar o potencial toxico de uma determinada
substancia perigosa para a saude humana ou para 0 meio ambiente, uma das
primeiras informagdes necessarias € avaliar como e quando estas substancias
estariam bio-disponiveis. Entende-se que o suposto risco de um determinado
metal dependera de dois fatores: perigo intrinseco, que esta relacionado com a
forma com que se encontra presente no meio natural e as possibilidades de
transformagdes das mesmas, que poderdo sofrer com as mudancgas naturais,

somado ao grau (no tempo) de exposi¢ao do mesmo (Anastas et al., 1998).

RISCO = PERIGO INTRINSECO X EXPOSICAO

Portanto, para poder compreender o perigo da presenca de um
determinado elemento metalico no meio natural, antes de tudo, deve-se obter uma
visdo geral do meio (ou compartimento ambiental em estudo) em que ele esta
sendo avaliado (Fiedler et al., 2004).

A bio-disponibilidade de micro-nutrientes e micro-elementos toxicos, como por
exemplo o caso dos elementos metalicos, para os organismos vivos que vivem no
meio hidrico, dependera da interagdo desses elementos com: i) as particulas de
oxidos e oxi-hidréxidos; ii) as argilas minerais em tamanho coloidal (didmetro
inserido em uma faixa de 1 nm a 0,45 um) e iii) o material organico, sendo que
todas estas interagbes estardo em constante movimento de acordo com as
caracteristicas intrinsecas do meio fisico-quimico em que encontram.

Muitos elementos metalicos sdo essenciais as fungdes bioquimicas e

fisiologicas. Estes elementos participam em fungdes necessarias para a vida e sao



compartimentalizados dentro das células vivas. Essa compartimentalizagao pode
ser em nivel sub-celular ou macromolecular, podendo os organismos vivos
selecionar, transportar e compartimentalizar aqueles elementos que atuam
decisivamente nos processos de oxidacao, reducdo, catalise e estruturacao,
enquanto se protegem das interagdes biologicamente tdxicas (Santos et al., 1992).

Os metais considerados essenciais ao homem, embora possam também
ser considerados toxicos quando presentes em grandes quantidades sé&o
regulados por processos metabdlicos que os mantém em niveis adequados de
equilibrio nos animais e no homem. Como exemplo, o ferro presente na
hemoglobina do sangue é responsavel pelo transporte de oxigénio. Ressaltando,
um determinado elemento pode ser essencial, terapéutico, téxico e/ou
carcinogénico dependendo da sua concentragdo e da sua forma quimica (Castro
et al., 2000 e Santos et al., 1992).

O mecanismo de toxicidade dos metais envolve frequentemente a
competicdo destes metais por sitios ativos normalmente ocupados por outros
metais, que por sua vez fazem parte de moléculas de fungdo essencial, como
exemplo as enzimas (Larini et al., 1987 e Klaassen et al., 1987). Muitos desses
metais sdo cumulativos, pelo fato dos organismos vivos ndo elimina-los com
facilidade depois de absorvidos, provocando assim, uma serie de complicacdes
(Claudino et al., 2003).

Especificamente em relagdo ao zinco (Zn?*), cabe informar que é o segundo
ion conhecido como metal pesado, depois do ferro, mais abundante no corpo
humano. Esta classificado como um microelemento essencial, ja que em sistemas
biolégicos contribui tanto para a estrutura como para a fungdo das proteinas.
(Hanaoka et. al., 2004).

Algumas das principais fontes de zinco sao: metalurgia, reciclagem de
chumbo, inseticidas, pigmentos, anti-sépticos, medicamentos, producao de ferro e
aco. Os impactos causados a saude pela contaminagao por zinco se manifestam
por sensagdes como paladar adocicado e secura na garganta, tosse, fraqueza, dor
generalizada, arrepios, febre, nausea, vomitos, diarréia e pneumonia. No entanto,

a maior parte dos efeitos téxicos do zinco relaciona-se a sua combinagdo com



outros metais pesados e contaminacdo durante os processos de extracdo e
concentracao de zinco (Tsalev e Zaprianov, 1983).

Metais considerados nao essenciais ao homem, como por exemplo,
cadmio, ndo séo regulados por esses processos podendo ser armazenados em
quantidades crescentes em alguns tecidos, causando intoxicagdo (Tsalev e
Zaprianov, 1983).

O cadmio é um dos elementos nao radioativos mais toxicos, exibe uma
latente toxicidade, e aparece no meio ambiente como um resultado de varios
processos industriais. A disponibilidade de Cd** no meio ambiente depende de
uma variedade de fatores que incluem pH, natureza e concentragcao de ligantes e
ions complexantes, tipo de sorbatos presentes, envelhecimento do substrato,
tempo de residéncia do ion metélico na superficie e temperatura (Fiedler et al.,
2004 e Tessier et al., 2004).

l.2. Método analitico baseado na fluorescéncia

O método fluorimétrico estd estreitamente relacionado com a
espectrofotometria de absorgdo molecular. Depois das moléculas terem absorvido
energia radiante e de terem sido excitadas para um estado eletrénico de mais alta
energia, tendem a perder o excesso de energia para regressarem ao estado
eletrébnico fundamental. A fluorescéncia consiste na emissdo imediata de luz
(tempo da ordem de 10 - 107"° segundos) por uma molécula que tenha absorvido
radiacdo. A liberacdo mais lenta da energia absorvida € conhecida como
fosforescéncia. Também, existe uma distincdo tedrica entre os dois fendmenos: a
fluorescéncia resulta de uma transicdo singlete-singlete, ao passo que é uma
transicao triplete-singlete que determina a fosforescéncia (Willard et al., 1974).

Os estados eletrdnicos da maior parte das moléculas organicas podem ser
agrupados em dois tipos principais: (i) o estado singlete onde todos os elétrons da
molécula tém os spins emparelhados, e (ii) o estado triplete, onde ha um par de

elétrons ndo emparelhados. Os diferentes processos fotofisicos da absorgéo e



emissdo de luz estdo ilustrados no diagrama de niveis de energia sugerido por
Jablonski (Figura 1). Nas abscissas, representa-se a distancia internuclear dos
dois atomos e, nas ordenadas a energia potencial. Para uma molécula mais
complexa, a energia potencial é representada por uma superficie em um espago
polidimensional, sendo que uma representacao bidimensional corresponde a uma
seccao transversal da superficie.

Na Figura 1 estdo representados: o estado fundamental, o primeiro e
segundo niveis de energia por Sy, S1 e Sy, respectivamente. A absorgcéo de
energia radiante apropriada, por uma molécula, transporta esta ultima, de
determinado nivel vibracional do estado fundamental, para um dos niveis

vibracionais de um dos estados eletronicos excitados, geralmente o primeiro
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Figura 1. Diagrama de Jablonski onde estdo representados os niveis energéticos de uma

molécula diatbmica (de acordo com Willard, et al. 1974 e Lakowicz, 1983).

Para cada um desses niveis podem existir diversos numeros de niveis de energia
vibracional, descritos por 0, 1, 2, etc. Cada absorgdo ocorre em um espago de
tempo na ordem de 107" segundos. Em conseqiiéncia da absorc&o, certo nimero
dos niveis vibracionais do estado excitado sdo imediatamente ocupados. Porém,

as moléculas em um estado vibracional superior, do estado excitado singlete,



regressam rapidamente ao mais baixo nivel vibracional do estado excitado,
transferindo o excesso de energia para outras moléculas, através de colisées, ou
dividem esse excesso de energia por outros possiveis modos de vibragdo ou
rotacdo, dentro da molécula excitada. Assim, a fluorescéncia sera o resultado da
transicdo radioativa esponténea que ocorre quando as moléculas regressam ao
estado eletrénico fundamental. O processo radioativo (S1 — Sp) tem curta
duragao, normalmente na faixa de 10° até 107'° segundos. A absorcédo de energia
radiante excita a molécula para niveis de energia superior geralmente os niveis Sy
e S,, porém os elétrons em um nivel de energia superior S, regressam
rapidamente ao mais baixo nivel do estado eletrénico excitado S4. Este processo é
chamado conversao interna e ocorre em tempos menores que 107 segundos. A
conversao interna € completada antes da emissao (Willard, et al. 1974 e Lakowicz,
1983).

O tempo de vida de uma espécie excitada é curto devido a existéncia de
varias formas da molécula ou atomo perder o excesso de energia. Dois dos mais
importantes desses mecanismos sao a relaxacdo ndo-radioativa e a relaxacao
radiativa (fluorescéncia). Dentro da relaxagdo sem radiagdo podem-se distinguir os
cruzamentos inter-sistemas e a conversao interna. Se a curva da energia
potencial do estado singlete intercepta aquela do estado triplete, alguns elétrons
no estado singlete excitado podem passar para o estado triplete inferior através de
cruzamento inter-sistemas. Embora as transi¢gdes singlete-triplete constituam
processos formalmente proibidos existe uma probabilidade pequena de que
ocorra, uma vez que a energia do mais baixo nivel vibracional do estado triplete &
inferior a que corresponde ao estado singlete. O regresso deste nivel ao estado
eletrénico fundamental constitui a emissao da fosforescéncia, transicdo com baixa
probabilidade de ocorrer visto ser necessaria uma nova inversao de spins. O
acoplamento spin-orbita, que é a perturbagdo magnética que altera os spins &,
provavelmente responsavel pela origem das transicbes de fosforescéncia, de
retorno ao estado fundamental singlete. Para moléculas com um tempo de vida
mais longo, é importante lembrar que pode ocorrer certo grau de desativagao das

moléculas no estado excitado, como consequéncia de colisbes com outras



moléculas no estado excitado, ou com moléculas do solvente, antes que a energia
seja reemitida sob a forma de fluorescéncia, este efeito torna-se sobretudo
importante no processo de fosforescéncia, devido a longa duragédo da transigcéo
S,—»T, e T, »§, (Willard, et al. 1974 e Lakowicz, 1983). Por esta razéo, a

fosforescéncia € muito dificil de ser observada em moléculas dissolvidas e so6
pode observar-se com certa intensidade, quando a substancia fosforescente é
congelada a baixa temperatura, de modo que se impeca ou se restrinja fortemente
a desativacéao por coliséo.

Contudo, tanto na fluorescéncia, como na fosforescéncia, o féton de energia
mais baixa é emitido em uma direcdo arbitraria e em comprimentos de onda
superiores ao de excitagdo. Como a elevagcao de uma molécula até ao estado
excitado depende da energia total necessaria, a luz emitida por fotoluminescéncia
tem o mesmo comprimento de onda, independente do comprimento de onda da
energia absorvida. Em ambos os casos, fluorescéncia e fosforescéncia fornecem
dois tipos de espectros aplicaveis a analise qualitativa: o espectro de excitacdo e o
de emissdo. Porém, pelo fato da maior facilidade em estudar a luz de
fluorescéncia nas mais diversas condigdes experimentais, quando comparado a
fosforescéncia, justifica-se a mais generalizada aplicagdo da primeira (Willard, et
al. 1974).

1.2.1. Principais caracteristicas do processo de emissao na Fluorescéncia.

A fluorescéncia corresponde a um processo de emissao de luz e, de fato,
exceto para atomos que se encontram na fase de vapor, invariavelmente se
observa um deslocamento para comprimentos de onda mais altos (isto é, uma
perda de energia) com uma relativa emissdo da absorgdo. Este fenémeno
observado por Stokes em 1852 foi utilizado na Universidade de Cambridge para a
construcao do primeiro espectrofluorimetro (Lakowicz, 1983).

Sabendo-se que as perdas de energia entre excitacdo e emissdo sao
observadas universalmente para moléculas fluorescentes em solugédo e como na

absorcdo, a baixa resolugao instrumental molda as varias linhas na forma de um



espectro, as bandas serao provenientes do decaimento de estados excitados da
molécula para estados eletronicos fundamentais. Dentro da fluorescéncia temos a
emissado de dois tipos de radiagdo: as linhas de ressonancia, que aparecem em
multiplos do comprimento de onda de excitacdo e as conhecidas como
decaimento de Stokes (Stokes’ shift), que resultam em bandas mais largas, com
deslocamento para comprimentos maiores, ou de baixa energia (Lakowicz, 1983).

Quando uma molécula fluorescente recebe uma quantidade de energia
favoravel para promover uma excitagdo eletrbnica (um quantum de energia), a
excitacdo ocorre e em 10" segundos ou menos, a molécula sofre relaxagao
vibracional até o zero vibracional do estado excitado. Neste ponto futuras
relaxacbes podem ocorrer através de rotas radiativas ou ndo. Se uma rota
radiativa for seguida, a relaxagdo ocorre para qualquer um dos estados
vibracionais do nivel eletrénico inferior. Todas estas linhas sdo de baixa energia,
ou comprimentos de onda maiores que as linhas de excitagdo (Lakowicz, 1983).

Em analises fluorimétricas séo utilizados métodos diretos e indiretos de
determinacao de fluorescéncia, o método direto caracteriza-se pela determinacao
da fluorescéncia nativa do analito. Ja no caso do método indireto quando o analito
nao é uma espécie fluorescente, o mesmo é entdo convertido a fluoréforo por
complexagcdo com um composto organico (Rohatgi-Mukherjee, 1992.)

No caso do presente estudo, os fons Cd** e Zn?* favorecem o realce da

fluorescéncia pela formacgao de fluoréforos, conforme descrito na sequéncia.

1.3. Formagao de Fluoréforos

A grande maioria das analises de luminescéncia inorganica é seguida pela
complexacdo do ion metalico com uma molécula organica que pode ser
fluorescente ou nao fluorescente. A adicdo do ion metalico a molécula contendo
um sistema de anéis conjugados favorece no desenvolvimento de fluorescéncia
pela formagao de fluoréforos (Dye et al., 1963).

Sdo chamadas de fluoréforos as substancias que apresentam uma

significativa  fluorescéncia, sendo que geralmente possuem elétrons



deslocalizados formalmente presentes em sistemas de duplas ligagoes
conjugadas (Lakowicz, 1983).

A formacgao de fluréforos quelatos pela complexacdo de um ion metalico e
um ligante organico mostra ser um método especifico e sensivel para muitos ions
metalicos. A caracteristica basica necessaria ao ligante é a habilidade para se
ligar covalentemente com o ion metalico através de pelo menos dois grupos
funcionais. O ion metalico atua como acido de Lewis (aceptor de par de elétrons)
ja o ligante atua como uma base de Lewis (doador de par de elétrons) (Dye et al.,
1963).

Nesse trabalho, a molécula organica fluorescente utilizada é a 8-

hidroxiquinolina (8-HQ), cuja estrutura esta apresentada na Figura 02.
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Figura 2. Estrutura da sonda 8-hidroxiquinolina (8-HQ).

A 8-hidroxiquinolina (8-HQ) e muitos de seus derivados tem sido
extensivamente utilizados como reagentes quelantes em quimica analitica,
ocupando o segundo lugar depois do EDTA e seus analogos (Devol et al., 1998).

Os dois maiores campos de aplicagdo da 8-hidroxiquinolina e seus
derivados sdo a extragao de ions metalicos e a determinagéao fluorimétrica (Devol
et al., 1998). Ainda na determinagao fluorimétrica pode ser ressaltado a
importancia de trabalhos desenvolvidos em diversos campos da quimica utilizando
0 meio micelar, onde ha uma série de vantagens relacionadas a natureza do meio

micelar.
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l.4. Fluorimetria em meio Micelar

Recentes trabalhos tém mostrado os beneficios e a importancia do meio
micelar em quimica analitica, ja que através dos processos de solubilizagdo e
compartimentalizacdo de reagentes, possibilita supressdo e/ou realce de
fluorescéncia, bem como aumento ou inibicdo de reagdes quimicas (Bunton et al.,
1991, Hinze et al., 1979, 2005). O meio micelar permite solubilizar os complexos
formados entre a sonda 8-hidroxiquinolina e os metais Zn** e Cd**, que se
apresentam pouco soluveis em meio aquoso. Por esta capacidade de solubilizar
elou ligar uma variedade de compostos, proporcionada pelo meio micelar na
metodologia aplicada, apresenta-se na sequéncia uma breve revisdo das mais
importantes caracteristicas deste meio em quimica analitica. O enfoque néo
pretende ser geral, descrevendo somente as propriedades relevantes em termos

de quimica analitica.

.4.1. Surfactantes

Surfactantes, também chamados detergentes sdo moléculas anfifilicas onde
um grupo polar unido a uma longa cauda ndo polar, definem regides
diferenciadas, isto &, hidrofilicas e hidrofobicas. (Hinze et al., 1979, 2005).

Os surfactantes sao importantes em Quimica Analitica devido
principalmente a sua capacidade de modificar propriedades com conseqlente
melhoria em sensibilidade e/ou seletividade. (Weest et al., 1992).

Nas ultimas décadas, o uso de surfactantes teve um aumento significativo
em praticamente todos os campos da quimica analitica, devido ao crescente
emprego desses compostos nos mais variados produtos de forma natural ou
sintética (Maniasso et al., 2000). Os surfactantes sdo empregados para modificar
0 meio reacional permitindo solubilizar espécies ou promover um novo meio capaz

de aumentar a velocidade da reacao, a posicao de equilibrio das reagdes quimicas
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e em alguns casos a estereoquimica destas, dependendo da natureza da reagéo,
do tipo de reativo e do tipo e forma da micela (Maniasso et al., 2000).

Um surfactante tipico possui uma estrutura R-X, onde R € uma cadeia de
hidrocarboneto variando de 8 — 18 atomos (normalmente linear) e X € um grupo
cabeca, polar (ou id6nico). Dependendo de X, seu grupo polar, os surfactantes
podem ser classificados como né&o-ibnicos, catibnicos, anidnicos e zwitteridbnicos
(Pelizzatti et al., 1985). Num surfactante catidénico R.X"Y", R representa uma ou
mais cadeias hidrofébicas, X € um elemento capaz de formar uma estrutura
catibnica e Y € um contra ion. Em principio, X = N, P, S, As, Te, Sb, Bi, sendo que
Y sao geralmente halogénios (Saunders et al., 1966 e Attwood et al., 1970).

Dentre os surfactantes anibnicos estdo os sais de acidos carboxilicos
(graxos) monoproticos ou polipréticos com metais alcalinos ou alcalinos terrosos,
bem como sais de acidos como sulfurico, sulfénico e/ou fosforico contendo um
substituinte de hidrocarboneto saturado ou insaturado (Geer et al., 1971).

Os surfactantes nao-ibnicos podem ser derivados de polioxietileno,
polioxipropileno, de alquil fenois, ésteres de acidos graxos, polialcois, ésteres de
carboidratos e outros compostos polares (Fendler et al., 1972).

A Tabela 1 mostra os principais surfactantes empregados visando melhoria

de desempenho em métodos analiticos.

Tabela 1. Surfactantes de uso comum em Quimica Analitica.

TIPO AGENTE TENSOATIVO FORMULA
Catidnico Brometo de Cetiltrimetil amoénio + -
CHj3(CHz)15N (CH3)3Br
(CTABY)
Anidnico Docecil sulfato de sodio (SDS)

CHs(CH,)11SO4 Na"

Nao Ionico Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol
(Triton X-100) (CH3)3C(CH2)C(C HS)ZQ(OC H,CH,)o30H

Surfactantes que apresentam na mesma molécula grupos hidrofilicos

positivos e negativamente carregados sao chamados de surfactantes
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zwitteridnicos ou bipolares (Tabela 2). Nestes, a carga positiva € geralmente um
grupo amobnio, e a fonte de carga negativa pode variar, sendo que grupos
carboxilatos ou sulfonatos s&o os mais comuns. Surfactantes zwitteribnicos séo
frequentemente referidos como anfotéricos, porém o termo ndo é idéntico. Um
surfactante anfotérico € aquele que a partir de um surfactante zwitteribnico, passa
a ter comportamento catiénico ou aniébnico em baixo ou alto valor de pH. E
chamado zwitteribnico se, em valores de pH muito baixos ele permanecer
carregado, devido a seus baixos valores de pKa, como ocorre com as

sulfobetainas (Graciani et al., 2001 e Weers et al., 1991).

Tabela 2. Estrutura de alguns surfactantes zwitteriénicos.

Betaina ou carboxibetaina

P N N NP N N NG g N |+—CH COO"
NTE

Amidobetaina

\/\/\/\/\/\/\/\ |_ -
CONI/-|\/>N+ CH,COO

Amino 6xido /\/\/\/\/\/\/\/\/\N/_’ e}
|
HaC 'F O
3N CH, (CHo)n Y/
Sulfobetaina (CHZ)m/ \.,_ N\/ \/S\/
R o o

Pode-se citar como exemplo de surfactantes anfotéricos os amino oxidos,
ou N-6xidos de aminas terciarias, algumas vezes classificados como
zwitteribnicas, ou nao idGnicas e, em outras como catidnicas. Eles tém uma
separacdo de carga formal entre os atomos de oxigénio e nitrogénio, geralmente
comportando-se como nao eletrdlitos. Em baixo valor de pH ou na presenca de

surfactante anibnico eles podem liberar um préton para formar um acido
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conjugado catidnico. Pode-se citar como exemplos o N-6xido de 1,1-
dimetilmiristilamino (n-C14H29NMe,O conhecido como DMMAOQO) e o N-Oxido de
1,1-dipropilmiristilamino (n-C14H29NPr.O ou DPMAO) (Brinchi et al., 1999).

A existéncia de cargas opostas em surfactantes zwitteribnicos gera nos
mesmos grandes momentos dipolares com hidrofilicidade intermediaria entre
surfactantes ibnicos e nao ibnicos. Muitas sulfobetainas exibem ponto de Krafft,
um fendmeno usualmente associado com surfactantes ionicos. Os surfactantes
zwitteribnicos sao soluveis em solugdes aquosas sob ampla variagdo de pH,
concentracao, forca ibnica e salinidade. Sua insensibilidade a eletrdlitos é tipica de
surfactantes nao idnicos polietoxilados; porém os surfactantes zwitteribnicos nao
sofrem separagdo de fase (cloud point) quando aquecidos. Diferente dos
surfactantes catiénicos, betainas e sulfobetainas sdo misciveis com surfactantes
anibnicos sob ampla variagdo de composigdes (Kamenka et al., 1995 e
Florenzano 1997).

Em solugdes diluidas todo detergente existe na forma de mondémeros os
quais atuam como eletrolitos fortes, porém quando sua concentragdao excede a um
certo valor minimo, chamado de concentragdo micelar critica (CMC) e acima da
temperatura de Kraft, as moléculas de surfactante associam-se dinamicamente
para dar a forma a agregados aproximadamente esféricos denominadas micelas
(Hinze et al., 1979 e Neves et al. 1987).

1.4.2. Formagao das micelas

As micelas sdo agregados moleculares, possuindo regides estruturais
hidrofilicas e hidrofébicas, que dinamicamente se associam espontaneamente em
solugdo aquosa a partir de certa concentracao critica (CMC), formando agregados
moleculares de dimensbes coloidais, chamados micelas. Abaixo da CMC, o
tensoativo esta predominantemente na forma de monémeros, sendo que acima da
CMC, existe um equilibrio dindmico entre monémeros e micelas (Figura 03). A

combinacgao destas formas distintas confere ao agregado formado caracteristicas
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unicas na dissolugdo aquosa (Weest et al, 1992, Porter et al, 1978 e Hinze et al,
1979). Em concentragdes acima da CMC, as micelas possuem um diametro entre
3-6 nm e aproximadamente 30-200 mondmeros. A CMC depende da estrutura do
tensoativo (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condi¢cées experimentais
em termos de forga ibnica, contra-ions, temperatura, etc (Hinze et al., 1979, 2005).
O processo de formacdo dos agregados ocorre num intervalo pequeno de
concentracio, e pode ser detectado pela variagcdo brusca em propriedades fisico-
quimicas da solugédo (tensdo superficial, pressdo osmoética e condutividade) em
funcao da concentragao do surfactante (Elworthy et al., 1968).

Assim, as micelas exibem propriedades que permitem a solubilizagdo e
compartimentalizacdo de reagentes. As principais vantagens potenciais das
micelas aplicadas a fluorimetria que devem ser destacadas s&o: i) maior
sensibilidade; ii) diminuicdo de interferéncias; iii) as micelas sédo oticamente
transparentes, estaveis, fotoquimicamente inativas, baratas e nao téxicas. Assim
pela escolha adequada do surfactante, pode-se suprimir ou realgar a fluorescéncia
(Fendler et al., 1982, Hinze et al., 1979, 2005).

T &
~o T &%b

Abaixo da CMC Acima da CMC
(mondémeros) (mondémeros e micelas)

Figura 3. Formacéao do agregado micelar (Fendler & Fendler, 1975; Maniasso, 2001).

Cada micela é composta por certo numero de moléculas de surfactante,

denominado como numero de agregacéo, que determina o tamanho e a geometria
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do sistema micelar (Mukerjee et al.,1971). O termo “micela normal” é utilizado para

se referir a agregados de surfactantes em meio aquoso (Figura 4).

Fase aquosa

Contra-ions

—

Capa de Gouy-Chapman

Capa de Stern

Nucleo

Figura 4. Representacdo bidimensional das regibes que formam uma micela idnica
normal com estrutura esférica, de acordo com o modelo de Stigter (Fendler & Fendler,
1975, Maniasso, 2001).

Na estrutura da micela normal o grupo cabega hidrofilico esta direcionado
para o contato com a solugdo aquosa formando uma superficie polar, enquanto
que a cadeia de hidrocarboneto (cauda) estd em sentido inverso ao da agua,
formando um nucleo central ndo polar (Rosen et al., 1978).

A formagéo do agregado micelar pode também ocorrer em varios solventes
nao-polares; neste caso, os agregados dos surfactantes sdo denominados
“micelas reversas” ou “micelas invertidas”. Nos sistemas de micelas reversas, as
cabecas polares dos anfifilicos estdo concentradas no interior do agregado e por
essa razdo formam um nucleo central hidrofilico (Maniasso, 2000).

As moléculas fluorescentes tém sido muito empregadas, como por exemplo

para sondar processos dindmicos de micelizagcao e estimar os micro-ambientes da
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micela. Os resultados encontrados demonstram que o micro-ambiente em que se
encontra uma molécula solubilizada em meio micelar pode ser muito diferente que
em agua sem presenca de surfactante. Em muitos exemplos, a intensidade da
fluorescéncia é drasticamente aumentada quando se encontra
compartimentalizada por um conjunto de micelas (Turro et al., 1980; Fendler et al.,
1982; Bunton et al., 1991).

Il OBJETIVOS

O objetivo geral do grupo de trabalho € desenvolver metodologia analitica
para determinar elementos metalicos e ndo-metalicos de interesse ambiental, bem
como caracterizar de forma cinética e termodinamica os processos quimicos de
equilibrio de adsorcdo de metais e nao-metais normalmente detectados em
amostras de diferentes fases geoquimicas dos sedimentos. (Nome et al., 2001,
Fritzen et al., 2005, Westrup et al., 2005).

Il.1. Objetivos especificos

Os objetivos principais deste trabalho sao:

e Desenvolver metodologia analitica para estudos relacionados
principalmente com os ions metalicos Zn** e Cd?*, estabelecendo
uma metodologia de analise de solu¢gdes de composi¢gdo conhecida,
utilizando a espectroscopia de fluorescéncia.

e Estudar o efeito de diferentes surfactantes na determinacdo e

solubilizacdo dos ions metalicos Zn** e Cd**.

M. PARTE EXPERIMENTAL
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lll.1. Equipamentos e aparatos analiticos

Para realizacdo das medidas de fluorescéncia foi utilizado um
espectrofluorimetro modelo SLM Aminco® SPF- 500 C, conectado a um
espectrometro USB2000 ligado a um PC com o programa Ocean Optics
OOIBase32. As cubetas usadas sdao de quartzo de 1,0 cm. As medidas
espectrofotométricas foram realizadas usando um espectrofotometro UV/Vis
Shimadzu® modelo UV-210-A.

Um pHmetro Metrohm modelo 713 foi utilizado para as determinacdes de pH
das solugbdes-tampao. Um sistema desionizador Milli-Q NANOpure, modelo D
4744 (Millipore®) com condutividade maxima de 10 uQ cm™ foi utilizado para
obtencdo da agua necessaria para a preparagao das solugdes, reagentes e para
lavagem final de todas as vidrarias utilizadas.

Uma capela de fluxo laminar, marca Trox®, foi utilizada para preparar todas as
solugcdes-padrao e reagentes utilizados neste trabalho. O ambiente controlado foi
classificado como classe 100 (100 particulas por pé cubico). Esta classificagao foi
realizada pelo Nucleo de Manutengcao da UFSC, credenciado pelo IMETRO, com
aparelhno de contagem de particulas tipo: MEI-ONE 277-B calibrado pela
Instrutécnica, S.P. Foram utilizadas micropipetas Gilson® com capacidade de 1,0,
0,25 e 0,1 mL.

lll.2. Limpeza da vidraria

O método utilizado para limpeza das vidrarias € conhecido como lavagem
de arraste e consiste primeiramente na lavagem da vidraria com forte corrente de
agua, deixando a agua da torneira transbordar ao encher os recipientes. Tal
procedimento é repetido no minimo cinco vezes. Em seguida, a vidraria é imersa
em acido nitrico 40% por 24 horas e apos este tempo, € novamente enxaguada
com agua destilada e desionizada até retirar todo o acido (no minimo quatro vezes

deixando transbordar).
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lll.3. Solugdes e reagente utilizados

Os reagentes utilizados foram: 8-hidroxiquinolina (Fluka), tris hidroximetil
amino metano p.a. (Vetec), etanol (F. MAIA), acido cloridrico p.a. (Carlo Erba),
hidroxido de sédio p.a. (Vetec), cadmio em po6 (Vetec), padrédo de zinco (Fluka),
acido nitrico (Suprapur-Merck). Os surfactantes utilizados foram: dodecil sulfato de
sédio (SDS, Sigma), brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilaménio (CTABr, VETEC),
polioxietileno p-tercotil fenol (TRITON X-100, VETEC), N-dodecil-N,N-di-metil-3-
amonio-1-propanosulfonato (Lauril sulfobetaina, SIGMA), N-hexadecil-N,N-dimetil-

3-amdnio-1-propanosulfonato (palmitil sulfobetaina, SIGMA).

Solugdo estoque de Zn?*: a solugdo padrio de Zn** 1,53 x 102 molL™, foi
preparada a partir do padrao Fluka (442868/1) em 1000 mL de agua, contendo 2%
v/v de HNO3; concentrado (Suprapur-Merck).

Solugdo estoque de Cd**: a solucdo padrdo de Cd(Il) 8,90 x 10™ molL™ foi
preparada pela dissolugao de 1,0 g do metal puro (VETEC) em 1000 mL de agua
contendo 2% v/v de HNOj3 (Suprapur-Merck) concentrado.

Solugao estoque de 8-hidroxiquinolina: a solugdo de 0,01 molL™”" de 8-
hidroxiquinolina foi preparada dissolvendo 0,0145g do padrao (Fluka) em 100 mL
de etanol (MAIA).

Solugées com surfactantes: foram pesadas as massas correspondentes de
cada surfactante na concentracdo de 0,1 molL™": 0.2884g de SDS (SIGMA),
0,3644g de CTABr (VETEC), 0,6468g de TRITON X100 (VETEC), 0,3355g de
lauril sulfobetaina (SIGMA) e 0,3917g de palmitil sulfobetaina (SIGMA). As
solugdes contendo os surfactantes foram preparadas em 100 mL de tampé&o Tris
2,0 x 102 mol L' (VETEC).
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Solugdo estoque de tampao Tris 2,0 x 102 mol L™: foi dissolvido 0,6057g de tris
hidroximetil amino metano em um béquer de 100 mL com agua desionizada até
total dissolucdo, na sequéncia foi transferido para um baldo de 250 mL onde foi

completado o volume com agua desionizada.

l11.4. Procedimentos Analiticos

lll.4.2. Determinagao da constante de Equilibrio

Para a determinacéo da constante de equilibrio do complexo formado entre
o ligante 8-HQ e o ion Zn**, foram preparadas solucdes de 8-HQ na faixa de
concentracdo de 0 a 4,5 x 10 molL™”" e Zn?** na concentragdo de 5,0 x 10° mol.L™
em tampao Tris 0,01 mol.L™' com 5% de SDS 0,1 molL™, em baldes de 10mL.

Conforme as seguintes etapas.

Etapa 01: Foram transferidas aliquotas de 5 mL de tamp&o Tris 2,0 x 10 mol.L"

em pH 8,0 (utilizando uma pipeta volumétrica) para os baldes de 10 mL.

Etapa 02: aliquotas de 0 a 450 pL (utilizando micropipeta) de 8-HQ 0,01 mol.L™"

foram adicionadas.
Etapa 03: 50pL de Zn?* 0,01 mol L™ foi adicionado aos balées de 10 mL
Etapa 04: Foi completado o volume dos balbées com agua desionizada, na

sequéncia foi transferida uma aliquota de aproximadamente 3 mL da solugéo para

uma cubeta.
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Etapa 05: No espectrofotbmetro Shimadzu 210-A foi feita varredura nos
comprimentos de onda de 320 a 600 nm.
A Tabela 03 apresenta a sistematica que foi seguida para a realizagdo do

experimento.

Tabela 3. Valores experimentais para determinagcdo da constante de equilibrio do

complexo formado entre 8-HQ e Zn?* em tamp&o Tris e meio micelar de CTABT.

Baldes de 10 mL 8-HQ 0,01 mol L Zn®* 0,01 mol L™ Tampao Tris/SDS
01 0 50 pL 5mL
02 25 50 ul 5mL
03 50 50 ul 5mL
04 75 50 pL 5mL
05 100 50 ul 5mL
06 125 50 ul 5mL
07 150 50 pL 5mL
08 175 50 pL 5mL
09 200 50 ul 5mL
10 250 50 pL 5mL
11 300 50 pL 5mL
12 350 50 ul 5mL
13 450 50 pL 5mL
14 550 50 pL 5mL

11.4.1. Determinagao do pH 6timo com diferentes surfactantes

O estudo do pH foi realizado com os surfactantes lauril sulfobetaina, palmitil
sulfobetaina, SDS, TRITON X-100 e CTABr. O experimento foi realizado conforme
ilustrado no esquema representado na Figura 5, sendo que as solugdes foram
preparadas em dois baldes volumétricos de 10 mL, ao baldo 01 (branco) ndo foi

adicionado o metal, ao baldao 02 o metal foi adicionado.
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Foi ajustado o pH do Tampé&o Tris
Balao 01 y _ Balao 02
(branco) <€4— 0,01molL"/surfactante e transferido
5mL para cada balao.
Foi adicionado 400uL de 8-HQ 0,01
8-HQ <« 8-HQ
mol.L™"
Foi adicionado 50uL de Zn?** 0,01 mol.L Zn*"

Leitura

espectrofotometro

Figura 5. Esquema com a metodologia adotada para o estudo do pH 6timo dos

complexos formados entre 8-HQ e Zn*" em diferentes meios micelares.

Para determinar o pH 6timo dos surfactantes: lauril sulfobetaina, palmitil

sulfobetaina, Triton X100, SDS e CTABr, foi utilizado o tampao Tris nos seguintes

valores de pH: 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 e para pH = 12 o pH é controlado pela base

adicionada (pH = 12) e pelo acido adicionado para os demais valores de pH.

lll.4.4. Determinacgao do realce da fluorescéncia
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Para a determinacdo do realce da fluorescéncia da 8-HQ foram
selecionados os metais Zn?** e Cd**, os quais apresentaram boa eficiéncia no
realce da fluorescéncia, o que permite sua quantificagéo.

A curva de calibragdo de Zn?* e Cd®" foi preparada a partir de solucdes
estoques de Zn?* 0,01 mol L' e Cd** 0,01 mol L™'. Foram preparadas solugdes na
faixa de concentracdo de 0 a 5,0 x 10° mol.L™" de Zn** e Cd**.

Observacgao: Para facilitar a descricdo do procedimento experimental os
metais Zn®* e Cd?* estdo representados por M**, pois o procedimento utilizado
para construcdo da curva de calibracdo tanto de Zn** quanto de Cd** foi
semelhante.

As curvas de calibragao foram realizadas com os surfactantes CTABr, SDS,
TRITON X-100, lauril sulfobetaina e palmitil sulfobetaina, porém, na descricdo do
experimento estdo chamados de forma geral de surfactantes.

Na Tabela 05 esta a representagcdo sistematica do procedimento
experimental seguido para a determinagcdo do realce da fluorescéncia e na

sequéncia, as etapas utilizadas.

Tabela 4. Procedimento necessario para a construgdo das curvas de calibracdo do M?** a
temperatura ambiente, em diferentes meios micelares, com pH 8,5 para o surfactante
TRITON-X100 e pH 8,0 para os demais surfactantes.

Baldes (10 mL) 8-hidroxiquinolina | M* (10 Tampao
(10%mol.L™" Zmol.L™" Tris/surfactante*
01 200uL 0 05 mL
02 200uL 10uL 05 mL
03 200uL 20puL 05 mL
04 200uL 30pL 05 mL
05 200uL 40uL 05 mL
06 200uL 50uL 05 mL

*A concentragao utilizada de tampao Tris foi de 2,0 x 10” molL™ e os surfactantes
0,1 molL™".
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Etapa 01: A cada balao volumétrico de 10 mL foi transferida uma aliquota de 5 mL
de surfactante 0,01 mol.L”" solubilizado em tampdo Tris 2,0 x 102 molL™

(utilizando uma pipeta volumétrica).

Etapa 02: Na sequéncia foi adicionado 200uL (utilizando micro-pipeta) de 8-HQ

0,01 mol L™ a todos os balées de 10 mL.

Etapa 03: Ainda aos baldes de 10 mL, foi adicionado M?** variando a concentracéo

de 0a5,0x 10° molL™, conforme mostrado na Tabela 05.

Etapa 04: Na etapa final, apés completado o volume dos balbes de 10 mL com
agua desionizada, aliquotas de aproximadamente 3 mL foram transferidas para
cubeta, no espectrofluorimetro foram realizadas as leituras das intensidades de
fluorescéncia.

As tabelas 05 e 06 mostram os valores de comprimento de onda de
excitacdo e emissao para Zn** e Cd** com 8-HQ em diversos meios micelares. Os
valores de Aexcitagso foram utilizados nas medidas de fluorescéncia, ja os valores

Aemissao Maximos foram utilizados para construir as curvas de calibragao.

Tabela 05. Valores de comprimento de ondas de excitagdo e emissdo de Zn?*

com 8-HQ nos diferentes meios micelares.

Tabela 06. Valores de comprimento de ondas de excitacdo e emissdo de Cd** com 8-HQ

7‘«excitacéo (nm) xemisséo (nm)
Lauril sulfobetaina 386 553
Palmitil sulfobetaina 391 550
SDS 372 548
TRITON X-100 370 550
CTABr 391 554

em diferentes meios micelares.

kexcitagéo (nm) kemisséo (nm)
Lauril sulfobetaina 383 553
Palmitil sulfobetaina 387 550
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SDS 375 555
TRITON X-100 380 555
CTABr 387 554

11.4.5. Medidas cinética de precipitagao

O acompanhamento da cinética de precipitagdo com os surfactantes, lauril,
palmitil, TRITON X-100, SDS e CTABr, e sem surfactante, foi realizado utilizando

a técnica de espectrofotometria, no espectrofotdbmetro Shimadzu 210.

Em um baldo de 10 mL foi adicionado tamp&o Tris com o surfactante

desejado na concentracéo de 5,0 x 102 mol L™ no pH étimo para cada surfactante.

Na seqiiéncia foi adicionado 8-HQ 0,01 mol L™. A cinética foi iniciada pela adicdo

de M?** 5,0 x 10°mol L.

O experimento foi realizado conforme a sequéncia demonstrada na Figura

05.

Tampéo

Solugao tampao Tris 0,01 mol. L /surfactante

5,0x 10 ?mol L ', com valor de pH ajustado




Tris/surfactane

anteriomente.

200uL de 8-hidroxiquinolina 0,01 mol.L™’

50uL de M?* 0,01 mol.L™" e foi completado o
volume do baldo de 10 mL com agua

desionizada.

Foram feitas as leituras e ~ 380 nm a cada dois

minutos, até os primeiros vinte minutos, e

Medidas cinéticas , _ _ o
depois dos vinte minutos iniciais, a cada dez

minutos até completar uma hora.

Figura 6. Esquema com a metodologia utilizada para os estudos da cinética de
precipitacdo do M?** com 8-HQ a temperatura ambiente, em diferentes meios micelares,

com pH 8,5 para o surfactante TRITON-X100 e pH 8,0 para os demais surfactantes.

111.4.6. Medidas cinéticas de aumento da intensidade de fluorescéncia.

O acompanhamento cinético da reagao foi realizado utilizando a técnica de

espectrofluorimetria. A forma como foi procedido o experimento € semelhante a
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demonstrada na Figura 05, porém, a técnica utilizada para o acompanhamento
cinético no caso do presente experimento foi a espectrofluorimetria.

Foram utlizados os surfactantes, lauril, palmitil, TRITON X-100, SDS e
CTABr. Este experimento foi realizado apenas com o fon metalico Zn?*, pois o
efeito do aumento da intensidade com o tempo n&o foi observado para o ion Cd**.

Em um baldo de 10 mL foi adicionado tampao Tris com o surfactante
desejado na concentragao de 5,0 x 10 e no pH especifico para cada surfactante.
Na seqiiéncia, foi adicionado o ligante 8-HQ na concentragdo 2,0 x 10 mol.L™". A
reacdo foi iniciada com a adicdo de uma determinada concentragdo de Zn**, que
pdde variar de acordo com o surfactante utilizado, foi observado o aumento
gradativo da fluorescéncia com o tempo.

A concentracdo de Zn®** que foi adicionada variou para cada surfactante
sendo adicionado de Zn?** na concentracdo de: 5,0 x 10° mol.L™" para palmitil,
lauril, TRITON X-100 e CTABr, € 6,0 x 10®° mol.L™" para SDS.

Ao final foi completado o volume do baldo de 10 mL com agua desionizada
e uma aliquota de 3 mL foi transferida para uma cubeta. A cubeta foi colocada no
espectrofluorimetro onde foram feitas as leituras, em comprimento de onda de
excitacdo de aproximadamente 380 nm, 0 Aex pode variar para cada surfactante
utilizado, conforme os valores mostrados anteriormente na tabela 05, a cada
duzentos segundos, até atingir o maximo de intensidade da fluorescéncia

observada.

lll.5. Determinagao da viscosidade das solugoes

No viscosimetro de Ostwald, foram colocados 10 mL das solugdes n° 01,
02, 03, 04 e 05, conforme a Tabela 5. Com o auxilio de uma péra de succao, o
liquido foi puxado até o bulbo superior. O tempo necessario para que o liquido
escorresse entre as marcas do viscosimetro foi cronometrado em triplicata. O
mesmo foi feito para a medida da viscosidade da agua desionizada, sendo que o

viscosimetro foi devidamente ambientado com cada solucdo antes das medidas.
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Tabela 5. Valores de concentragao e tempo de escoamento das solucdes de 8-HQ e Zn,

com os surfactantes CTABr e SDS em tampao Tris a pH 8,0.

Baldo 10 mL [Surfactante] [TRIS] [8-HQ] [Zn] Tempo de
0,1 molL" molL"! molL"’ molL”' | escoamento
médio(min)
01 CTABr 0,1 0 1,4x 107 9°02>°08
02 CTABr 0,1 1,26x107 | 1,4x10° 3367739
03 CTABr 0,1 1,33x10° | 7,0x10* 1°39°°86
04 CTABr 0,1 1,4x 107 0 1°04°°83
05 SDS 0,1 0 1,4x 107 0’56’43

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram otimizados métodos para quantificar Zn** e Cd**, e os
resultados obtidos para cada elemento serdo apresentados separadamente.
Inicialmente, mostram-se os resultados referentes a determinagao da constante de
equilibrio do fon Zn** com o ligante 8-HQ em meio micelar e os estudos realizados
em diferentes valores de pH com diferentes surfactantes. Em seguida, a
determinagcdo de ambos metais através da técnica de espectrofluorimetria em
meio micelar, e posteriormente, os resultados correspondentes as cinéticas de

precipitacdo e aumento da intensidade de fluorescéncia.

IV.1. Constante de equilibrio para complexacgao de Zn*

A Figura 7 mostra as absorvancias do complexo formado entre 8-HQ e

Zn** para a reacdo estudada na presenca de diferentes concentracdes de 8-HQ,
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mantendo constante a concentragdo total de Zn** na presenca do surfactante
CTABT.

Absorvamcia (3

o o
o 3
1 1

0,05

0,00 {m
T

T T T T T T T T T T
0,0 1,0x10*  2,0x10*  3,0x10*  4,0x10*  50x10*  6,0x10"

[8-HQ] mol L™

Figura 7. Variacdo da absorvancia do complexo formado entre 8-HQ e Zn?** 5,0 x 10°
molL" em funcdo da concentracao de 8-HQ em meio micelar de CTABr 0,05 molL™, e
tamponado com Tris 2,0 x 10 molL™"a pH 8,0.

O aumento de absorvancia em funcdo da concentragcdo de 8-HQ
observado na Figura 7 & consistente com a reagao de formagdo do complexo

mostrado na Equagao 1, onde n indica a estequiometria da reagao.

N N

Zn + n O — Zn Q (1)

Utilizando os valores do intervalo da curva da Figura 7 onde ha variagao da
absorvancia com o aumento da concentracdo de 8-HQ, foi possivel estudar o
equilibrio representado na Equagdo 2, onde os parédmetros n e K¢q sdo
relacionados com as concentragdes de equilibrio das diferentes espécies quimicas
envolvidas na reacgao.
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A partir da Equagao 2 é possivel derivar a Equagao 3, substituindo
concentragcdes por absorvancias, de acordo com a relagdo de Lambert-Beer. A
Equacgao 3 tem o formato de uma equagao linear, onde os coeficientes angular e
linear representam respectivamente a estequiometria da reagédo (n) e a constante
de equilibrio (log Keq). A linearizagao da curva da Figura 7 esta representada na

Figura 8, para o surfactante CTABr.

A A

El\.'l\.'\f.'l'l.

- Aint)

'max

'min.
'

log (A, - A, )(A

T T T T T T T T
4,6 -4,4 -4,2 -4,0 -3,8 -3,6

log [8-HQ]

livre

Figura 8. Variagdo do logaritimo da razdo das concentragdes de Zn** complexado e Zn**

livre em fungao do logaritimo da concentracao de 8-HQ na forma livre.

A tabela 6 mostra os resultados calculados a partir dos dados da Figura 8,
utilizando a equacgdo 3. A estequiometria da reacdo de complexacédo do ion Zn?*
com 8-HQ apresenta aparentemente uma propor¢ao de 1:2 e o Log da constante

de equilibrio nas reagdes realizadas em meio aquoso, € de aproximadamente 8,5.
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Como os dados foram obtidos na presenca de surfactante para a solubilizagao do
complexo, as constantes de estabilidade sao aparentes, ja que a concentragdo na

fase micelar nao é conhecida exatamente.

Tabela 6. Parametros calculados para a complexagao de ion Zn?* na concentragdo de 5,0

x 10° molL™" com a concentracdo de 8-HQ variavel, em meio micelar de CTABr a pH 8,0.

Paréametro | Valores em
CTABr
log Kegq 8,5
n 2

IV.2. Otimizagao do pH na presenc¢a dos diferentes surfactantes

A reagdo de complexagdo dos fons Zn®* com a 8-HQ em meio micelar
mostrou sensibilidade ao pH do meio, portanto, foi analisado o efeito do pH na
reacdo de complexacdo, visando estabelecer as melhores condicbes
experimentais, conforme mostrado nas Figura 9 e 10.

Foi considerado como melhor pH, aquele que apresentou o maior valor da
absorvancia em fung¢ao do pH no comprimento de onda de aproximadamente 380
nm, que corresponde ao Amax de formacdo do complexo. O efeito do pH do meio
pode ser complexo ja que favorece a desprotonagdo da 8-HQ, o valor de pH o
qual ocorre a desprotonacao pode variar dependendo do meio micelar utilizado e
ainda, em valores de pH elevados ha precipitacdo de 6xidos/hidroxidos metalicos.
Entretanto, os resultados mostram que o pH 6timo para os surfactantes CTABT,
SDS, Lauril sulfobetaina e palmitil sulfobetaina € aproximadamente igual a 8,0. Ja

para surfactante Triton X-100 o melhor valor de pH encontrado foi de 8,5.
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Figura 9. Variagdo da absorvancia, em A = 380 nm, do complexo formado entre 8-HQ (2,0

x 10* mol.L") e Zn** (5,0 x 10° mol.L™") em funcdo do pH do meio na presenca dos
surfactantes (0,1 mol.L™ 5%), aniénico (SDS), catiénico (CTABr) e nao idnico (TRITON X-

100).

A seguir na Figura 10, esta a representacdo grafica de absorvancia em

fungao do pH para o complexo formado entre 8-HQ e Zn?* em meio micelar, com

os surfactantes zwiterionicos, Lauril e Palmitil sulfobetaina, pode-se perceber que

o pH otimo para a complexacdo em meio micelar com os surfactantes

zwiteridnicos € também pH = 8,0.

32



0,30 —m— Lauril Sulfobetaina

/ \ —eo— Palmitil Sulfobetaina
0,25 °

] TN

© | |
g \.
«w 0,15
c
o
3
< 0,104
0,05 + n
0,00 - °
T I T I T I T I T I
7 8 9 10 11 12
pH
Figura 10. Variagdao da absorvancia, em A = 380 nm, do complexo formado entre 8-

HQ (2,0 x 10* mol.L™) e Zn** (5,0 x 10™° mol.L™") em fungdo do pH do meio na presenga de

surfactantes zwiterionicos (5,0 x 102 mol.L™).

IV.3. Espectros de excitagao e emissao

A Figura 11 mostra os espectros de excitacdo e emissdo do complexo
formado entre 8-HQ e Zn?* na presenca de diferentes surfactantes. Os valores dos
comprimentos de onda de excitacdo que podem ser visualizados no espectro de
excitacao Figura 11 (a) e Tabela 05, dependem do tipo de surfactante utilizado e,
um maior valor de intensidade e comprimento de onda sdo observados para
CTABr e para a palmitil sulfobetaina. Os valores de Amax foram utilizados para
estabelecer em qual comprimento de onda a molécula deveria ser excitada no
fluorimetro. Apds passar do nivel energético fundamental para um nivel de maior

energia, quando a molécula retorna ao estado fundamental, esta emite luz,
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caracterizando o processo chamado de fluorescéncia, que pode ser visualizado no
espectro de emissao, Figura 11 (b). O comprimento de onda obtido no espectro
de emissao de fluorescéncia € semelhante para todos os surfactantes (valores
apresentados nas tabelas 05 e 06 da parte experimental). Pode-se perceber
intensidades de fluorescéncia significativamente maiores para CTABr e palmitil

sulfobetaina.
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Figura 11. Espectros de excitagdo e emissdo da 8-HQ 2,0 x 10* mol L" e Zn 5,0 x 10°
mol L™" em tampao Tris 0,01 mol L' com os surfactantes, (m)TRITON X100 5,0 x 10 mol
L™ (e) CTABr 5,0 x 102 mol L™ (A )lauril sulfobetaina 5,0 x 102 mol L' (V) palmitil
sulfobetaina 5,0 x 102 mol L™ e (+) SDS 5,0 x 102 mol L™.

A seguir na Figura 12 (a) e (b), estdo os espectros de excitagado e emissao,
respectivamente, do complexo formado entre 8-HQ e Cd** nos diferentes meios
micelares utilizados.

Os espectros de excitagcdo e emissao obtidos para o complexo formado
entre 8-HQ e Zn**, bem como os espectros de excitagdo e emissdo de Cd** e 8-

HQ, foram utilizados para determinar os comprimentos de onda adequados para a
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excitacdo e para a leitura da intensidade da emissdo da fluorescéncia.

Estes

conhecimentos foram utilizados para as determinagdes analiticas de Cd** e Zn**.
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Figura 12. Espectros de excitagdo e emisséo da 8-HQ 2,0 x 10* mol L™ e Cd 5,0 x 10°
mol L' em tampao Tris 0,01 mol L™ com os surfactantes, (m)TRITON X100 5,0 x 10 mol
L™ (e) CTABr 5,0 x 102 mol L™ (A )lauril sulfobetaina 5,0 x 102 mol L™ (V) palmitil

sulfobetaina 5,0 x 102 mol L e (+) SDS 5,0 x 10° mol L™,

Como pode ser observado, no caso do cadmio, o valor de Anmax de excitagao

depende do tipo de surfactante, sendo os valores maiores de intensidade e de

Amax Obtidos para as sulfobetainas e CTABr e menores para SDS e Triton X-100.

Em todos os casos, os complexos formados entre Cd** e 8-HQ mostram um

espectro de fluorescéncia com um maximo de emissao em torno de 550 nm. O

maior aumento na emissdo, € observado na presenca das sulfobetainas,

especialmente a palmitil.

No caso de todos os detergentes estudados, os resultados mostram uma

dependéncia linear em relagdo a concentracdo de metal e que permite uma

quantificacdo adequada.

35




V.4. Determinacdo das espécies metalicas 2Zn* e Cd** por

espectrofluorimetria em diferentes meios micelares.

O realce da fluorescéncia da 8-HQ pelos ions metdlicos Zn** e Cd* em
diferentes meios micelares podem ser observados nas Figuras 13, 14, 15, 16, 17,
18,19, 20, 21 e 22.

Neste estudo, foi testada separadamente a habilidade do surfactante
aniénico (SDS), do catidnico (CTABr), do nao-ibnico (TRITON-X100) e dos
zwitterionicos (Lauril e Palmitil sulfobetaina) em relacdo ao aumento da
sensibilidade e estabilidade das solucdes na determinagdo de Cd** e Zn*, em
meio aquoso. Experimentos preliminares, verificando a estabilidade das solugdes
em relagdo a precipitacdo, mostrou que os efeitos favoraveis mais significativos
ocorrem quando o surfactante CTABr é utilizado.

Uma fungdo importante do meio micelar, percebida neste estudo, é a
possibilidade de se trabalhar em pH moderadamente basico na presenca de 8-HQ,
Sem que haja precipitacdo de hidroxido de zinco e hidroxido de cadmio. Os
resultados da dependéncia de pH mostram que ¢é preferivel estudar a
complexacdo em meio moderadamente basico (pH 8,0 — 8,5), pois as melhores
condigdes para o ligante 8-HQ s&o em meio basico em que o ligante esta na forma

quinolinato Q.

V.4.1. Determinagcao de zinco e cadmio via realce de fluorescéncia de 8-HQ

em meio micelar.

Na sequéncia apresentam-se o0s espectros mostrando o realce da
fluorescéncia e as curvas de calibracdo para os experimentos de 8-HQ com Zn**
(Figuras 13 até 17), seguido dos resultados com 8-HQ e Cd** (Figuras 18 até 22)

na presenca dos diferentes surfactantes utilizados.
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Figura 13. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Zn** e
8-HQ 2,0 x 10™* mol.L""em tamp&o Tris 0,01 mol.L”" pH = 8,0, Lauril sulfobetaina 5,0 x 107

mol L™. (b) Curva de calibragdo Zn (0 a 5,0) x 10°mol L™, comprimento de onda 553 nm.
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Figura 14. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Zn** e
8-HQ 2,0 x 10™* mol L™" em tamp#&o Tris 0,1mol.L”" pH = 8,0, palmitil sulfobetaina 5,0 x 107

mol L™". (b) Curva de calibragdo Zn (0 a 5,0) x 10°mol L', comprimento de onda 550 nm.
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Figura 15. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Zn*" e
8-HQ 2,0 x 10 mol L' em tamp&o Tris 0,01M pH = 8,0, SDS 5,0 x 10%mol L™". (b) Curva

de calibragdo Zn (0 a 7,0) x 10° mol L™, comprimento de onda 555 nm.
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Figura 16. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Zn** e
8-HQ 2,0 x 10™ mol L™" em tampao Tris 0,01M pH = 8,5, Triton X-100 5,0 x 10%mol L™. (b)

Curva de calibracdo Zn (0 a 5,0) x 10°mol L™, comprimento de onda 555 nm.
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Figura 17. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Zn** e
8-HQ 2,0 x 10 mol L' em tampao Tris 0,01M pH = 8,0, CTABr 5,0 x 10% mol L. (b)

Curva de calibragdo Zn (0 a 5,0) x 10°mol L', comprimento de onda 554 nm.
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Figura 18. (a) Espectros de emiss&o da fluorescéncia do complexo formado entre Cd** e
8-HQ 2,0 x 10* mol L™'em tampao Tris 0,01M pH = 8,0, Lauril sulfobetaina 5,0 x 102 mol L’

' (b) Curva de calibracéo Cd (0 a 5,0) x 10°mol L™, comprimento de onda 553 nm.
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Figura 19. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Cd** e
8-HQ 2,0 x 10 mol L"'em tampao Tris 0,01M pH = 8,0, palmitil sulfobetaina 5,0 x 102 mol

L™. (b) Curva de calibragéo Cd (0 a 5,0) x 10° mol L™, comprimento de onda 554 nm.
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Figura 20. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Cd** e
8-HQ 2,0 x 10 mol L™'em tamp&o Tris 0,01M pH = 8,0, SDS 5,0 x 102 mol L™. (b) Curva

de calibragdo Cd (0 a 6,0) x 10° mol L™, comprimento de onda 554 nm.
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Figura 21. (a) Espectros de emissdo da fluorescéncia do complexo formado entre Cd** e
8-HQ 2,0 x 10™* mol L"'em tampao Tris 0,01M pH = 8,0, TRITON X-100 5,0 x 102 mol L™.

(b) Curva de calibragéo Cd (0 a 5,0) x 10°mol L™, comprimento de onda 550 nm.
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Figura 22. (a) Espectros de emissao da fluorescéncia do complexo formado entre Cd** e
8-HQ 2,0 x 10 mol L™'em tamp&o Tris 0,01M pH = 8,0, CTABr 5,0 x 102mol L™". (b) Curva

de calibragdo Cd (0 a 5,0) x 10° mol L™, comprimento de onda 551 nm.
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Os resultados mostram que é possivel analisar metais, em solugbes de
composi¢ao conhecida, utilizando a espectroscopia de fluorescéncia em solugdes
micelares. H4 uma série de vantagens relacionadas a natureza do meio micelar
que, através dos processos de solubilizagao preferencial e compartimentalizagao
de reagentes, possibilita o0 aumento da fluorescéncia, bem como a catalise ou

inibicdo de reacgdes quimicas (Escabi-Perez et al, 1977, Bunton et al., 1991).

V.5. Determinacgao dos limites de detecg¢ao (LD) e quantificagado (LQ) para os

ions metalicos Zn** e Cd?*.

Os dados de intensidade de fluorescéncia em fungcdo da concentracdo de
metal mostrados nas figuras 13(b) até 22(b) para os diferentes surfactantes foram
analisados estatisticamente utilizando um programa de ajuste linear dos dados
disponivel no programa Origin 5.0 para poder comparar os efeitos observados
experimentalmente.

Em linhas gerais, os coeficientes de correlagédo linear foram satisfatérios,
com um menor valor de R=0,978 para o caso de Cd?* na presenca da lauril
sulfobetaina. Nos casos onde os coeficientes lineares sdo menos satisfatorios,
aparece claramente no grafico que ha uma tendéncia ao desvio da linearidade em
elevadas concentracdes de metal.

Tratando o conjunto de dados experimentais dos diferentes surfactantes
com uma metodologia de regresséo polinomial de segunda ordem, obtém-se uma
excelente correlacdo em todos os casos. Entretanto, ndo é possivel comparar os
diferentes surfactantes entre si, ja que os pesos atribuidos pelo programa
estatistico aos termos de primeira e segunda ordem sao diferenciados e atribuidos
automaticamente pelo programa. Assim, opta-se por utilizar os dados da
correlacao linear para fins de comparacao, sendo os mesmos incluidos na Tabela
7. E importante salientar que apds a analise comparativa, os melhores sistemas

certamente deveriam utilizar uma regressao polinomial de segunda ordem para
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fins analiticos, o que resultaria numa extrapolacdo ou interpolagdo de maior

confiabilidade.

Tabela 7. Valores utilizados para calculo dos (LD) e (LQ)

Surfactante Metal A=> intercepto B=>» coeficiente angular R

CTABr Zn 150080 + 29375 1,33E10 £ 9,70 E8 0,98965
SDS Zn 127841 + 3445 3,56 E9 + 8,24 E7 0,9984
Triton X100 Zn 118923 + 5643 1,05 E10 + 1,86E8 0.99937
Lauril sulfobetaina Zn 160019 + 19334 7,03E9 + 6,38 E8 0,98391
Palmitil sulfobetaina Zn 162761 + 14867 1,14 E10 £ 4,91 E8 0,99632
CTABr Cd 79795 + 29398 1,16E10 £ 9,7 E8 0,9864
SDS Cd 138192 + 7894 3,92 E9 + 2,18E8 0,99232
Triton Cd 123571 + 14379 579 EQ + 4,74 E8 0.9868
Lauril sulfobetaina Cd 184109 + 37011 1,15E10 £ 1,22E9 0,97817
Palmitil sulfobetaina Cd 219757 + 56440 1,95 E10 + 1,86E9 0.98222

Os coeficientes angulares da Tabela 7 mostram que os diferentes
surfactantes afetam de forma diferenciada aos elementos metalicos. No caso do
Zn** os coeficientes angulares decrescem na ordem CTABr > Palmitil sulfobetaina
> Triton X-100 > Lauril sulfobetaina > SDS. A ordem no caso da formagado do
complexo entre Cd** e 8-HQ é substancialmente diferente, sendo Palmitil
sulfobetaina > CTABr =~ Lauril sulfobetaina > Triton X-100 > SDS. Nos dois casos,
o detergente anidnico SDS é aquele de menor eficiéncia no realce da
fluorescéncia observada.

Para calcular o limite de deteccdo, foram inicialmente encontrados o valor
médio do sinal do branco (F,) e o desvio padréo a ele associado (Sg). O valor
encontrado (em regides onde aparece somente a flutuagcdo da intensidade
observada devido a luz difusa) para 50 leituras independentes de desvio padrao

dos brancos foi de Sg = 10587 unidades de sinal de fluorescéncia. Usando este
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valor, é possivel definir um valor de limite de detecg¢ao (LD), que marca a fronteira
entre a existéncia e auséncia do analito (IUPAC, 1976; Miller & Miller, 1993).

O limite de detecgao (LD) de acordo a definigdo da IUPAC corresponde,
neste método, ao valor dado por LD = F, + 3,00 Sg. Esta definicdo corresponde a
um limite de confianga de 99,6 %, sendo que F, corresponde a ordenada da curva
de calibragao para uma concentragao do analito igual a zero.

Assim, o LD corresponde ao valor do desvio padrdo dos brancos
(Sg=10587) multiplicado por 03, sendo este valor dividido pelo coeficiente angular
da reta. A incerteza do LD corresponde a razao entre duas vezes o desvio do
coeficiente angular e o valor do coeficiente angular, sendo esta razao multiplicada
pelo valor encontrado para o LD.

Para o calculo do limite de quantificagcdo (LQ) foi utilizada a definicdo
estabelecida internacionalmente (IUPAC, 1976; Miller & Miller, 1993), LQ = F, + 10
Sg. Sendo que foi calculado utilizando o mesmo limite de confianga que no caso
do LD. Foi utilizado o mesmo valor de desvio padréo, Sg = 10587, multiplicado por
10, e apdés o0 mesmo procedimento adotado para encontrar o LD.

A Tabela 8 apresenta os valores dos LD e LQ encontrados para Zn(ll) e

Cd(ll) na presencga de 8-HQ e os diversos surfactantes utilizados.

Tabela 8. Limites de deteccgao e quantificagao.

Surfactante Metal | LD (mol L) LQ (mol L)
CTABr Zn 239E°+349E’ |[796E°+116E™°
SDS Zn 8,92E°+413E” 297 E®+1,37E®
Triton Zn 3,02E°+1,07E” 1,01 E®+ 3,58 E”
SB3-12Lauryl Zn 452 E®+8,20E" 1,51 E°+2,74 E®
SB3-16 Palmityl Zn 279E°+240E" 9,29 E®+8,00E”
CTABr Cd 2,74E®+458E” 9,13E®°+1,53E®
SDS Cd 8,10E°+9,01 E” 2,70 E°+3,00 E®
Triton Cd 548 E®+8,97E” 1,83 E®+ 3,00 E®
SB3-12Lauryl Cd 2,76 E®+585E" 9,21E°+1,95E®
SB3-16 Palmityl Cd 1,63E°+3,11E’ 543 E®+/-1,03E®
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Utilizando como exemplo os valores obtidos para analises na presenca de
CTABr, onde é possivel realizar analises de metais num volume final de 1 mL, é
possivel calcular que o valor de LD é equivalente a 2,39 nanomoles de Zn®*. Em
sistemas cromatograficos aonde as amostras sdo injetadas e analisadas em
volumes de alguns microlitros e/ou muitas vezes pré-tratadas em coluna de pré-
concentracdo a sensibilidade pode chegar a varias ordens de magnitude menor,

atingindo picomoles de metais.

V.6. Cinéticas de aumento da intensidade de fluorescéncia

As Figuras 19, 20, 21, 22 e 23 abaixo, mostram um significativo aumento
na intensidade da fluorescéncia da 8-HQ com Zn?*, com o tempo, nos diferentes
meios micelares, sob as condicbes especificadas anteriormente na parte

experimental.
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Figura 19. Espectros de emissao de fluorescéncia em fungado do tempo com [Zn] 5,0 x
10"° mol L e [8-HQ] 2,0 x 10™ mol L™, lauril sulfobetaina 0,05 mol L™.
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Figura 20. Espectros de emissao de fluorescéncia em fungdo do tempo com [Zn] 5,0 x

10° mol L e [8-HQ] 2,0 x 10 mol L, palmitil sulfobetaina 0,05 mol L.
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Figura 21. Espectros de emissao de fluorescéncia em fungdo do tempo com [Zn] 6,0 x

10° mol L™ e [8-HQ] 2,0 x 10 mol L™, SDS 0,05 mol L.
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Figura 22. Espectros de emissao de fluorescéncia em fungdo do tempo com [Zn] 6,0 x
10®° mol L™ e [8-HQ] 2,0 x 10 mol L™, Triton X-100 0,05 mol L.
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Figura 23. Espectros de emissao de fluorescéncia em fungcdo do tempo com [Zn] 9,0 x
10° mol L™ e [8-HQ] 2,0 x 10 mol L, CTABr 0,1 mol L™ 5%.
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Em todos os casos, 0 primeiro espectro registrado corresponde ao tempo
zero onde ocorre a mistura dos reagentes. Nesse processo de complexagao inicial
observa-se a coloragdo amarela da solugado que esta no interior do fluorimetro. A
partir do segundo espectro observa-se um deslocamento no comprimento de onda
de emissao, para um comprimento de onda de maior energia, e alteragdo da
coloracao da solugao para verde, com aumento da intensidade da fluore scéncia.

O aumento da intensidade e demais alteragdes observadas, provavelmente
estao associadas a formacado do complexo fluorescente formado entre Zn e 8-HQ,
que comecga a precipitar quando a concentragao de surfactante ndo é suficiente
para manté-lo soluvel no meio aquoso. Quando o complexo fluorescente comecga a
precipitar, observa-se o aumento gradativo da intensidade da fluorescéncia em
relagdo ao tempo e também acontece o deslocamento do comprimento de onda
maximo de emisséo para comprimentos de onda de maior energia.

A Tabela 9 mostra os valores dos comprimentos de onda inicial e final
observado para cada surfactante, bem como o aumento da intensidade da

fluorescéncia e mudanca da coloragao da solugao no fluorimetro.

Tabela 9. Dados quantitativos das alteracdes observadas no Aemissaso €M fungdo do tempo

e mudancga da coloragéo da solugao.

Aemissso | Aemissio A\ Intensidade Coloragao da
(nm) (nm) (nm) final solugao

(inicial) (final)

CTABr 550 513 37 3.776.934 | Amarela—Verde
SDS 555 511 44 3.242.200 | Amarela—Verde
TRITON X-100 555 514 41 3.870.000 | Amarela—Verde
Lauril sulfobetaina 555 513 42 2.812.500 | Amarela—Verde
Palmitil sulfobetaina 554 523 31 1.380.000 | Amarela—Verde

Na presenca de CTABr, os valores de intensidade final sdo em torno de 6 vezes
maiores que o valor da intensidade de fluorescéncia inicial, obtida para o

complexo de Zn?** e 8-HQ (1:2), o que indica que o complexo formado em tempos
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maiores pode ser analisado com maior sensibilidade, ainda que o tempo
necessario para a formagao do complexo (20-25 minutos) dificulte a possibilidade

do acoplamento com técnicas em linha, como por exemplo cromatogafia idnica.

V.7. Cinéticas de precipitacdo com Zn** nos diferentes meios micelares.

Quando a solugdo de Zn®** e misturada com 8-HQ na auséncia de
surfactantes observa-se a precipitagdo, imediatamente apds o complexo ser
ha

desaparecimento total da absorvancia do complexo. Entretanto, na presenca de

formado, Figura 24. De fato, em aproximadamente 5-10 minutos,
surfactantes este fendbmeno é afetado significativamente. Através da analise do
grafico de cinética de precipitacdo da 8-HQ e Zn?* com os diferentes surfactantes,
mostrado na Figura 24, pode-se ver que durante os primeiros 10-20 minutos
praticamente ndao houve precipitacdo do complexo, com excecdo do complexo
solubilizado com o surfactante TRITON-X100, que comega a precipitar logo apds a

solucao ter sido preparada.
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Figura 24. Representacdo grafica da cinética de precipitacdo da 8-HQ 2,0 x 10 molL™ e
Zn 5,0 x 10 molL™" em tampao Tris 0,01 molL™ com os surfactantes, (+) CTABr 5,0 x 107
molL™", (A) palmitil sulfobetaina 5,0 x 10 molL™, (m) lauril sulfobetaina 5,0 x 10 molL™"
(¢)TRITON X100 5,0 x 102 molL™ e (¥) SDS 5,0 x 102 molL™ e (+) auséncia de

surfactante.
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Apos esse tempo inicial de aproximadamente vinte minutos, pode ser
observado um lento decaimento na absorvancia, para quase todos os
surfactantes, que corresponde a lenta precipitacdo do complexo. O mesmo nao
ocorre para o complexo solubilizado em meio micelar de CTABr, que permanece
inalterado durante os sessenta minutos de acompanhamento da cinética e até 24
horas apos a solugao ter sido preparada.

Um experimento semelhante para o complexo formado entre 8-HQ e Cd?",
mostra que o mesmo também permanece perfeitamente solubilizado em meio
micelar de CTABr por um periodo de 24 horas, conforme mostram as Figura 25 e
26, que correspondem a representacao grafica dos espectros de excitagao obtidos
logo apds os reagentes terem sido misturados (Figura 25) e aos espectros de

excitacdo obtidos apds 24 horas (Figura 26).
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Figura 25. Representacdo grafica dos espectros de excitacdo da 8-HQ 2,0 x 10* mol L™ e
Zn 5,0 x 10™° mol L' em tamp&o Tris 0,01 mol L™ com os surfactantes, (m) TRITON X-100
5,0 x 102 mol L™ (e) CTABr 5,0 x 102 mol L™ (A) Lauril sulfobetaina 5,0 x 102 mol L
(V) Palmitil sulfobetaina 5,0 x 102 mol L™ e (+) SDS 5,0 x 102 mol L™.
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Figura 26. Representacao grafica dos espectros de excitacdo da 8-HQ 2,0 x 10* mol L e
Zn 5,0 x 10 mol L' em tampao Tris 0,01 mol L™ com os surfactantes, (m) TRITON X-100
5,0 x 102 mol L™ (e) CTABr 5,0 x 102 mol L™ (A) Lauril sulfobetaina 5,0 x 102 mol L
(V) Palmitil sulfobetaina 5,0 x 102 mol L™ e (+) SDS 5,0 x 102 mol L™.

O fato do meio micelar de CTABr conseguir manter o complexo solubilizado
por mais tempo, talvez seja devido a um conjunto de efeitos que incluem a
mudanga da viscosidade observada experimentalmente, conforme descrito no item
V.7, além da mudanca de polaridade da fase micelar, que normalmente favorece a

solubilizacdo de complexos organicos.

V.7. Efeito da viscosidade na estabilizagao do complexo formado entre 8- HQ

e Zn*

Os resultados dos testes de viscosidade mostram que o complexo formado
entre 8-HQ e Zn*" quando solubilizado em meio micelar de CTABr ocasiona um
aumento significativo na viscosidade relativa (n,) (Tabela 10), este aumento da
viscosidade deve ocorrer por haver uma maior interagédo entre o complexo e o

meio micelar de CTABr, fato que n&o ocorre para os outros surfactantes.
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Tabela 10. Valores de viscosidade relativa em diferentes concentracdes de Zn** e 8-HQ.

[Surfactante] 0,1 mol.L™" | [TRIS] mol.L™" | [8-HQ] mol.L™ [Zn] mol.L” nr
CTABr 0,1 0 1,4 x 102 11,20
CTABr 0,1 1,4 x 107 1,4 x 107 4,32
CTABr 0,1 1,4 x 107 7,0x10™ 2,00
CTABr 0,1 1,4 x 107 1,0x 10" 1,39
CTABr 0,1 1,4 x 107 5,0x107° 1,34
CTABr 0,1 1,4 x 107 0 1,30
CTABr 0,1 8,4x10° 0 1,19
CTABr 0,1 2,0x 10™ 0 1,15
CTABr 0,1 1,12

SDS 0,1 0 1,4 x 10 1,06

Pode-se perceber que, na auséncia de zinco, a concentragcdao de 8-HQ
mostra um efeito muito pequeno sobre a viscosidade da solugdo. De fato,
aumentando a concentracdo do ligante organico de 2,0 x 10 mol.L” para 1,4 x 10"
2 mol.L™" resulta num aumento de apenas aproximadamente 10% na viscosidade.
Um efeito muito maior é observado quando é aumentada a concentracdo de Zn**,
quer seja na presencga ou na auséncia do ligante organico, mostrando que quanto
maior a concentragdo de Zn®** no meio, maior é a viscosidade da solugdo. Este
fato talvez seja explicado pela formagado de complexos entre o ion Zn*" e o contra
ion do CTABr, o Br, que altere a viscosidade do meio. Ou seja, ha uma
modificagdo do contra-ion da micela e da espécie ibnica de zinco presente em
solugdo. O mesmo efeito de aumento de viscosidade ndo é observado na
presenca de SDS, que mostra uma viscosidade semelhante com aquela esperada
para uma solugdo de SDS sem aditivos, sendo apenas 6% maior que a
viscosidade da agua.

Como em todo fenbmeno de transferéncia de massa, o aumento da
viscosidade deve diminuir a velocidade, por esta razdo, a precipitacdo, que
representa a transferéncia de massa da solucdo para o estado sélido deve
dificultar significativamente o fenbmeno de nucleacdo e crescimento de cristais.

Assim, a viscosidade sendo maior favorece a permanéncia do complexo sem
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precipitar. E importante salientar que ainda que a viscosidade macroscépica
aumentou em torno de 11 vezes, € possivel que a viscosidade microscopica, na

fase micelar, seja muito maior ainda devido a forte interagdo entre zinco e o

contra-ion brometo.
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VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, verificou-se que a técnica de

espectroscopia de fluorescéncia em meio micelar mostra-se eficiente e de facil

aplicabilidade, e pode-se chegar a algumas conclusdes:

1.

A formacdo do meio micelar € muito importante porque permite a
solubilizagdo do complexo formado entre 8-HQ com Zn?** e Cd*, o qual
precipitaria imediatamente na auséncia de surfactante;

Nas condi¢des experimentais de analise das amostras ([8-HQ] = 2,0 x 10™
mol L™ e [Me*] na faixa de 0 até 6,0 x 10 mol L"), os resultados indicam
que o surfactante CTABr, € o que atua de forma mais favoravel na
solubilizacdo do complexo formado entre metal e 8-HQ, tanto no caso do
zinco quanto do cadmio, e nenhuma precipitacdo dos complexos pode ver
observada até 24 depois.

Os resultados dos testes de viscosidade mostram que adicdo de Zn?* afeta
significativamente a viscosidade macroscépica das solugdes de CTABr, um
fato que pode ser responsavel pela estabilidade do complexo em solugao;

E possivel utilizar o fendmeno de realce da fluorescéncia da 8-HQ, na
presenca de meio micelar para determinagdo de Zn** e Cd** e utilizando
como exemplo o CTABr pode-se calcular que o LD é equivalente a 2,39
nano moles de Zn** e de 2,74 nano moles de Cd**. Em ambos os casos,
em sistemas cromatograficos onde as amostras s&o injetadas em
microlitros e analisadas em volumes muito pequenos, e/ou pré-tratadas em

coluna de pré-concentragdo, o método pode atigir pico moles de metais.
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