Quim. Nova, Vol. 25, No. 6, 1003-1011, 2002
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Divulgacao

CHEMILUMINESCENCE AS AN ANALYTICAL TOOL: FROM THE MECHANISM TO APPLICATIONS OF THE REACTION
OF LUMINOL IN KINETIC BASED METHODS. Relevant aspects of proposed mechanisms of the chemiluminescent reaction
of luminol are presented and commented to emphasize its perspectives for kinetic analysis. A careful search for analytical

applications of this reaction is discussed in order to point out new trends of the studies. Kinetic analysis using the luminol reaction
is proposed to be a very attractive due to the good performance of the reaction in analytical applications and the positive
characteristics of kinetic analysis, such as low cost and sensibility. It is pointed out that kinetic analysis using the chemiluminescent

reaction of luminol should be encouraged.
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QUIMILUMINESCENCIA
Breve histérico

Desde a antiguidade, fendmenos de emissdo de luz, como a
quimiluminescéncia, eram descritos, mas, por muito tempo foram
associados a mitos ou fantasmas. Em 1669, o médico H. Brandt, a
partir da destilac@o exaustiva de uréia, produziu fésforo que, devido
a sua oxidac@o pelo O, do ar, produzia quimiluminescéncia'. O pri-
meiro composto organico sintético luminescente descrito foi a lofina,
2.4,5-trifenilimidazol, obtida em 1887 por Radiziszewski’. A partir
destes resultados, em 1888, Wiedemann conseguiu distinguir a
quimiluminescéncia da incandescéncia, definindo-a como “a emis-
sdo de luz que ocorre junto a processos quimicos™. Desde esta épo-
ca, as reacdes quimiluminescentes tém sido objeto de estudos para
elucidacdo dos mecanismos envolvidos e da atuagdo de outras espé-
cies que afetam a quimiluminescéncia. Além destes compostos
exemplificados, outras substancias como luminol, lucigenina,
isoluminol, etanodioato de bis(2,4,6-triclorofenila), pirogalol e a
luciferina também participam como substratos de reacdes
quimiluminescentes e suas férmulas sdo apresentadas na Figura 1*3.

QUIMILUMINESCENCIA E QUIMICA ANALITICA

A precisdo e a sensibilidade das andlises estao fortemente relacio-
nadas com a técnica de medida e o sistema reacional empregados.
Ha grandes esfor¢os em otimizar sistemas convencionais e encontrar
novos sistemas, visando atender as novas e crescentes necessidades
do mercado. Neste contexto, a quimiluminescéncia destaca-se por
apresentar caracteristicas de grande aplicabilidade analitica.

Quimiluminescéncia € a producdo de radiagido luminosa eletro-
magnética (inclusive ultravioleta ou infravermelho) por uma reacéo
quimica. Quando esta radiagdo ¢ emitida a partir de um sistema qui-
mico presente num organismo ou dele derivado, acaba sendo conhe-
cida como bioluminescéncia®.

O processo quimico da quimiluminescéncia envolve a absorg¢ao,
pelos reagentes, de energia suficiente para geracdo de um complexo
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Figura 1. Exemplos de compostos que participam como substratos de reagoes
quimiluminescentes: 1 lofina, 2 luminol, 3 lucigenina, 4 isoluminol, 5
etanodioato de bis(2,4,6-triclorofenila), 6 pirogalol e 7 luciferina

ativado, o qual se transforma em um produto eletronicamente exci-
tado®. Se esta espécie excitada for emissiva, produz a radiag¢do dire-
tamente, caso contrrio, pode ocorrer a transferéncia de energia do
estado excitado formado para uma molécula aceptora apropriada,
resultando na emissdo indireta da radiacéo®. Pesquisas sobre reacoes
quimiluminescente sdo desenvolvidas em todas as dreas tradicionais
da Quimica e, em geral, envolvem estudos sobre mecanismos, iden-
tificagdo de reagentes, produtos e intermedidrios, além de medidas
da eficiéncia quéntica e desenvolvimento de aplicagéo analitica’.
As condigdes da reacdo tém um efeito significativo na
quimiluminescéncia. O tempo de reacdo e a duracdo da radiacdo
emitida variam de periodos muito pequenos (menores que 1 s) até
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muito longos (cerca de 1 dia). A mudanga de parAmetros experimen-
tais como forma de mistura dos reagentes, temperatura, concentra-
¢des de espécies reacionais ou interferentes, pH, podem modificar
totalmente a emisséo, podendo até mesmo extingui-la’.

A intensidade da emissdo depende da velocidade de reacdo, da
eficiéncia na geragdo de moléculas em um estado excitado (expresso
pelo rendimento quantico) e do fluoréforo, que pode ser considera-
do como a substincia que produz a emissdo'?.

A cor e a intensidade de emissdo também sdo influenciadas pela
polaridade do solvente, pela temperatura do sistema e por outros
processos fisicos secundérios de supressdo da emissao da molécula
no estado excitado’. Como exemplo, pode-se citar que o compri-
mento de onda de emissdo maxima da reacdo quimiluminescente do
luminol (A_de emissdo) varia entre 431 e 500 nm, de acordo com o

‘max

solvente utilizado, conforme ilustra a Tabela 1°.

Tabela 1. 2. de emissdo da oxidagdo do luminol em diferentes
solventes

solvente A, de emissdo (nm)
Agua 431
Dimetilsulf6xido 502
Dimetilformamida 499
Acetonitrila 500
Tetra-hidrofurano 496

Como a intensidade de emissdo € dependente da velocidade da
reagdo, monitord-la pode fornecer dados para quantificar qualquer
espécie cuja concentracdo afete esta velocidade’.

As principais caracteristicas das reagdes quimiluminescentes
adequadas para aplicacéo analitica sdo os excelentes limites de
deteccdo que podem ser alcancados e a simplicidade da
instrumentac@o necessdria para registrar o sinal analitico®. Com rea-
¢oes bioluminescentes, pode-se trabalhar em condi¢des de
especificidade quando envolvem catélise enzimadtica.

A elevada sensibilidade de métodos analiticos com reagdes
quimiluminescentes, que serdo identificados neste texto com técni-
cas de quimiluminescéncia, esta ligada a vérios fatores, como a au-
séncia da necessidade de uma fonte de radia¢do, o que diminui ou
elimina os espalhamentos Raman e Rayleigh, e o ruido associado
com este tipo de componente, aumentando a razdo sinal/ruido da
medida. Limites de deteccdo na ordem de fentomol (10> mol) nio
sdo incomuns nas técnicas de quimiluminescéncia e em alguns siste-
mas enzimadticos ja foram detectadas cerca de 120 moléculas de
analito’.

As reagdes quimiluminescentes podem ocorrer tanto em fase ga-
sosa como também nas fases solidas e liquidas. As principais reagdes
em fase gasosa ja estudadas sdo aquelas que ocorrem entre o 0zonio e
6xidos de nitrogénio e sdo utilizadas para a determinacéo de 0zonio na
atmosfera®. Em cromatografia gasosa, varios sistemas envolvendo re-
acoes quimiluminescentes ja foram citados para a deteccio de com-
postos contendo N e S. Porém, segundo Worsfold', a fase liquida
apresenta as maiores perspectivas para aplicag¢do analitica da
quimiluminescéncia, tanto em meio aquoso como niAo-aquoso.

Em solugio, a quimiluminescéncia pode ser empregada em vari-
as aplicacGes analiticas para determinago de fons metalicos, anions
inorganicos, biomoléculas, substancias carcinogénicas e drogas em
diferentes matrizes ambientais e clinicas>!?. Dentre os diferentes ti-
pos de espécies analisadas por esta técnica, o controle de compostos
orginicos no meio ambiente, como pesticidas' e compostos de S
derivados do petrdleo'?, sdo exemplos de destaque pela grande sen-
sibilidade e simplicidade.
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Uma reagdo quimiluminescente de grande importancia envolve
a oxidacdo da luciferina, um dos compostos responsdveis pela luz
do vagalume, em presenca de ATP e ¢ utilizada para a determinacgio
de biomassa e da presenga de vida em corpos estrelares, além de
servir como forma de detec¢do em vérios imunoensaios'®. Outra re-
acdo, das mais aplicadas em métodos analiticos, é a famosa oxida-
¢do do luminol em meio alcalino®.

A REACAO QUIMILUMINESCENTE DO LUMINOL

Data de 1928, o trabalho pioneiro sobre a reacdo do luminol,
publicado por Albrecht'. A oxidagdo do luminol por H,O, em meio
alcalino foi a primeira reaciio quimiluminescente descrita e suas pro-
priedades termodindmicas e cinéticas continuam sendo intensamen-
te estudadas até os dias de hoje. Varias propostas mecanisticas para
areacdo ja foram apresentadas e algumas etapas jd estdo quase com-
pletamente estabelecidas*>!*. Restam, ainda, aspectos ndo totalmen-
te elucidados, envolvendo a formacdo de estados eletronicamente
excitados que, como na maioria das reagdes quimiluminescentes,
ainda ndo estdo bem esclarecidos e continuam sendo objeto de pes-
quisas e polémicas recentes*'>. As idéias apresentadas na seqiiéncia
ndo tém a pretensdo de esgotar o tema nem cobrir todas as obras ja
publicadas sobre o assunto mas servem para ilustrar alguns aspectos
da reagdo.

Virios pesquisadores ja citaram alguns caminhos possiveis para
areagdo do luminol com alguns agentes oxidantes, como O, e H,0,.
Também foram determinados alguns possiveis intermedidrios. Além
disso, estudos realizados com outras rea¢des quimiluminescentes (por
exemplo, com dioxetanos) tém mostrado novos caminhos e idéias
sobre 0 mecanismo de quimiluminescéncia’. Uma interessante pro-
posta mecanistica foi apresentada por Albertin e colaboradores®, sendo
apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Proposta mecanistica de Albertin e colaboradores* para a rea¢do
quimiluminescente do luminol em meio alcalino e na presenga de um ion de
metal de transi¢do (M"*), utilizando o H,0, como agente oxidante

Nesta proposta, a etapa para a emissdo da luminescéncia estd
ligada ao aparecimento da forma eletronicamente excitada do 3-
amino-ftalato 11. O aparecimento desta espécie esta ligada as condi-
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¢des do meio reacional, como pH, concentracdo dos reagentes e com-
posicdo do tampao. O produto final da reaciio 12 pode ser formado
diretamente sem luminescéncia ou pela “relaxacdo” da espécie ele-
tronicamente excitada 11 com luminescéncia. Ha importantes etapas
intermedidrias, como a formacao da diazoquinona 8 a partir do
luminol e a formag@o do anion de H,0, 9, que estabelecem relagdes
entre as espécies envolvidas na formagdo do intermedidrio endo-
perdxido 10, cuja decomposicdo produz ou ndo a quimiluminescéncia.

Com toda a complexidade da reacdo, é pertinente destacar algu-
mas descobertas significativas sobre os intermedidrios e as etapas da
reagdo quimiluminescente do luminol.

Detalhes mecanisticos da reacdo do luminol

Na década de 80, Merényi e colaboradores'>* avancaram na
descoberta de algumas etapas do mecanismo da reacdo, utilizando a
técnica de radidlise e modelos computacionais. Foram verificados e
confirmados alguns intermedidrios, como a diazoquinona 8 e a pro-
ducdo da luminescéncia pelo 3-aminoftalato excitado 11, a partir da
reagdo com o radical ClO," formado pela radidlise do diéxido de
cloro'®. Além disso, estudos com radicais N e CO," " indicaram
novos possiveis intermedidrios na formacio e decomposic@o do endo-
peréxido 10, como o radical de luminol 13 e o a-hidroxi-
hidroperéxido 14, Figura 3.

Ho OOH

Figura 3. Estruturas de alguns intermedidrios da reag¢do quimiluminescente
do luminol: 8 diazoquinona, 10 endo-peroxido, 12 dianion do dcido ftdlico,

13 radical do luminol e 14 hidro-perdxido'?

Parimetros como constantes de velocidade, dependéncia do pH
reacional e efeitos da participacdo de outras espécies (citions meté-
licos e anions como carbonato e brometo) no aumento da lumines-
céncia, também foram discutidos em propostas mecanisticas'®?, Além
disso, modelagem computacional foi empregada para investigacio
da existéncia e da decomposi¢do do intermediario endo-perdéxido do
luminol 10?'.

A emissdo de radiagdo pela reacdo de oxidagdo de luminol estd
ligada a formacao do produto eletronicamente excitado 11, que é
formado a partir da decomposi¢do do endo-peréxido 10. Segundo a
proposta de Michl®, a decomposi¢do do endo-peréxido 10 ocorre
quando a ligacdo ¢ entre os dois 4tomos de oxigénio se rompe, po-
dendo ou ndo formar o produto excitado. No caso do produto excita-
do, possivelmente, ndo hé tempo suficiente para os elétrons se distri-
buirem entre os novos orbitais, deixando o novo orbital LUMO ain-
da ocupado, como mostrado na Figura 4. Por este raciocinio, pode-
se supor que os caminhos de formacdo de produto excitado e ndo
excitado possuem, em algum momento, energias semelhantes. Po-
deria haver um “cruzamento” entre esses caminhos, levando a for-
magdo do produto excitado, conforme o diagrama da Figura 5.
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Figura 4. Diagrama esquemdtico dos orbitais moleculares do sistema endo-
peroxido 10 / 3-amino-ftalato 12
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Figura 5. Diagrama esquemdtico dos estados do endo-perdxido 10 / 3-
aminoftalato 12, relacionando a energia do sistema com o rompimento da
ligagdo dos dtomos de oxigénio no intermedidrio eletronicamente excitado
11

Porém, o intermedidrio endo-peréxido ainda ndo foi detectado.
Isto pode ser justificado por uma suposta elevadissima velocidade
de decomposig¢do, que inviabilizaria sua detecgao.

Todos estes estudos possibilitaram descobertas de alguns deta-
lhes mecanisticos que, eventualmente, poderdo conduzir a elucidacio
completa da reacdo. Nas dltimas décadas, Merényi e colaboradores'
alcangaram grandes avangos na resolucdo deste problema mecanistico,
sendo as conclusdes resumidos e reinterpretadas em trabalho publi-
cado no Journal of Bioluminescence and Chemiluminescence". Se-
gundo estes autores, o processo de oxidagdo pode ser dividido em
duas etapas: (i) os caminhos que levam ao intermedidrio principal,
identificado como o-hidroxi-hidroperéxido 14; e (ii) a decomposi-
¢do deste intermedidrio (conforme ilustrado na Figura 6). A primeira
etapa ¢ significativamente dependente da composi¢do do meio
reacional, como pH, as concentracdes dos reagentes, a natureza dos
agentes oxidantes, a composi¢do do tampao e a presenca de qual-
quer outra espécie que interfira nestas interagdes. Por outro lado, a
decomposi¢do do o-hidroxi-hidroperéxido 14 parece depender ape-
nas do pH do meio'. A Figura 6 apresenta um esquema condensado
da proposta mecanistica da rea¢do de oxidagdo de luminol®, onde as
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Figura 6. Esquema simplificado do mecanismo de oxidag¢do do luminol. A
representa espécies aceptoras de 1 elétron e B representa nucledfilos. Os
valores das constantes cinéticas e de equilibrio das diversas etapas estdo
apresentados na Tabela 2

setas alargadas foram usadas para destacar os caminhos que levam a
formac@o do intermedidrio o-hidroxi-hidroperéxido 14, responsa-
vel direto pela producio da quimiluminescéncia. E de grande
pertinéncia aos interessados na aplicacio desta reagdo, alcangar con-
di¢cdes que suprimam as reacdes laterais que ndo levam a
quimiluminescéncia’>. A Tabela 2 traz as constantes cinéticas e de
equilibrio envolvidas.

Pela proposta da Figura 6, inicialmente, o monoanion do luminol
15 ¢ oxidado por uma espécie aceptora de um elétron, A, formando
o radical do luminol 13 que estabelece um equilibrio com sua espé-
cie desprotonada 16. O aceptor A pode ser qualquer espécie que
possa “receber” um elétron, como os radicais do luminol 13 e 16, os
radicais OH', O," e O,, e cdtions de metais de transi¢do e vérios de
seus complexos, como ftalocianinas e proteinas. A velocidade de
formac@o do radical de luminol 13 depende da composicdo de A,
variando para cada sistema particular. Como esta etapa determina a
velocidade da reagdo, sua cinética pode ser determinada pelo
decaimento da quimiluminescéncia'®. O papel do radical de luminol

Tabela 2. Valores das constantes cinéticas e de equilibrio da Figura
6

Ferreira e Rossi

Constante Valor Unidade Referéncia
i 7,1x10° L mol' s 18,19

2%k, (A=13) 1,8x10° L mol' s 22
2k, (A=16) 5,0x10° L mol” s* 22
k, (A=0,) 5,5x10? L mol"! s 18
k, 2,3x108 L mol"! s 18
k, 5,0x107 L mol"! s 19
k, 2,5x10° 5! 19
k, 1,5x10° 5! 19
.. (B=OH") 4,0x10° L mol s 19
k“m (B=H),0) 0,45 L mol"! s 19
k . (B=HO) 1,1x10? L mol s 19
k. (B= 15) 1,3x10* L mol s 19
Ka 2x10°8 mol L 19
K 4x10°1 mol L 19
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13 depende da concentragdo do radical superperéxido, O,”, gerado
lentamente pela reagdo entre 13 € O,. Assim, no inicio da reagdo, o
meio estaria na auséncia de O, e os caminhos levariam a formagdo
de diazoquinona 8, o que resultaria na formagao destas duas espé-
cies no meio reacional®. A preferéncia pelo caminho que formaré o
a-hidroxi-hidroperéxido 14 seré regida pela (i) concentragdo de O,
no meio, cuja presenga favorece a formagdo do superperdéxido; ou
(i) pela concentragdo de H,0, no meio, que aumenta a velocidade
da reagdo entre HO, e a diazoquinona 8. Além disso, a radiagdo
emitida pelo caminho do superperéxido tem um 6timo em pH 9,2,
decorrente da reacao diferenciada entre este radical e os radicais 13
e 16. Por outro lado, a radiacdo emitida pelo caminho da diazoquinona
8 € regida pela concentragdo de H,0, em relagdo a outros nucledfilos
presentes. Assim, se a concentra¢do de H,O, for suficientemente alta
para competir com superperdxido, a diazoquinona 8 é convertida
quantitativamente no o-hidroxi-hidroperéxido 14 independente do
pH do meio®.

A maioria das aplica¢des desta reacdio para a andlise de cétions
de metais de transicao (Ni(Il), Th, T1, As, Al(IIT), Sn(1I), Pb(1D), Bi(III),
Cr(III), Fe(II), Fe(III), Os(III), Co(II), Cu(I), Zn(I), PA(I), Ag(D),
Au(IID), Hg(I), Ce(IV), U(VI), Sb (III), Zr (IV), V(II), Mn(II), e
Cd(ID))’ traz a idéia de que estes fons apresentam agéo catalitica nes-
ta reacdo, pelo efeito significativo que pequenas concentragdes des-
tes cations promovem na velocidade da reacdo, o que caracteriza a
elevada sensibilidade, tipica de métodos cinéticos cataliticos'>**%.
Contudo, dentre os pesquisadores do mecanismo da reacdo ainda ha
controvérsias sobre real papel destes citions no mecanismo da rea-
¢do.

Xiao e colaboradores® propuseram que estes cédtions metdlicos
poderiam tanto interagir com o luminol e seus intermedidrios quanto
com o H,O,, cuja decomposi¢do produziria o radical OH'". Assim,
estes autores apresentam 3 propostas para o efeito destes cations: (i)
a ativagdo da etapa de produgdo de radicais do H,0,?*%; (ii) a forma-
¢do do a-hidroxi-hidroperéxido 14 ; e/ou (iii) a decomposi¢do do a-
hidroxi-hidroperéxido 14*. Embora suas propostas estejam funda-
mentadas em resultados empiricos, a complexidade do mecanismo
desta reag@o torna recomenddvel mais detalhamento experimental, o
que pode ser encontrado nos trabalhos de Merényi e colaborado-
res'>?2, focados na elucida¢@o mecanistica e nio numa aplicac¢do ana-
litica, como no caso do grupo de Xiao.

Na proposta (i) de Xiao e colaboradores, os citions dos metais e
seus complexos atuariam na decomposigdo catalitica do H,O,, pro-
duzindo o radical OH' que ¢ muito reativo com o luminol e seus
intermedidrios. Contudo, cerca de 50 % destas reagdes com OH" pro-
duzem compostos que néo levam a produgio da espécie 14", que
seria o principal atuante na quimiluminescéncia. Porém, isto ndo
considera que a decomposi¢io do H,O, forma outros radicais, como
o superperdxido, O, ™, cujareagdo com o radical luminol desprotonado
16 leva diretamente a formacgdo de 14 e, conseqiientemente, a
quimiluminescéncia.

Na proposta (ii), a atuag¢@o dos cétions levaria a formacéo de 14
0 que, pela proposta de Merényi e colaboradores, é coerente, pois
alguns céations podem funcionar como um receptor de 1 elétron do
monoanion do luminol 15 e do radical de luminol 13, formando a
diazoquinona 8 cuja reagdo com HO, forma 14 e leva a quimilu-
minescéncia.

A proposta (iii), sugere que a decomposi¢io de 14 seria catalisada
pelos cations metélicos, que ndo concorda com a proposta mecanistica
elaborada por Merényi e colaboradores’, que limita esta etapa do
mecanismo exclusivamente ao efeito do pH do meio®*. Neste con-
texto, a suposta a¢do “catalitica” dos cations possivelmente seria um
equivoco, ja que os mesmos atuam tanto na produgio de radicais do
H,0, quanto na produgdo dos intermedidrios 13 e 8.
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Como uma pequena variacdo de concentragio dos citions meta-
licos produz variacGes significativas na luminescéncia produzida,
pode-se supor que este efeito tenha sido relacionado com a acdo
catalitica dos cétions nos trabalhos de aplicagao analitica da reago,
como pode ser notado na classificagéo de Motolla'®. Contudo, a con-
firmagdo desta agéo catalitica ainda carece de estudos mais elabora-
dos como, por exemplo, estudos cinéticos simultaneos das atuacdes
das espécies presentes neste sistema reacional.

E fato que a presenca de fons CO,* e Br " na reagio proporciona
o aumento da luminescéncia observada, pois estas espécies partici-
pam do mecanismo da reac@o. A interacéio entre os radicais OH" e o
luminol pode gerar outros produtos, além do radical do luminol 13.
Os radicais OH* podem reagir com luminol em posi¢des do anel aro-
maético e ndo produzir o o-hidroxi-hidroperéxido 14 nem a quimilu-
minescéncia. Na presenga dos fons CO,* e Br, os radicais OH' séo
convertidos a radicais CO,™ ou Br’, que reagem seletivamente com o
luminol, produzindo o radical do luminol 13 e favorecendo a produ-
¢éo de luminescéncia*. Efeitos andlogos foram observados em estu-
dos de aplicagdo da quimiluminescéncia do luminol para determina-
¢do de 4cido ascérbico, que € um modificador da velocidade da rea-
cA0%2,

Parece ser consensual que, dependendo do sistema utilizado para
o monitoramento (forma de adi¢@o e mistura de reagentes e sistema
de deteccdo) e da procedéncia e tempo de utilizagdo dos reagentes,
os resultados quantitativos e, as vezes qualitativos, podem variar®.
Geralmente, esta variagido de resultados estd ligada a velocidade de
resposta do sistema de detec¢do e a forma de preparacdo e mistura
dos reagentes, ja que existem vdrios fatores cinéticos que modificam
as concentragdes das espécies responsaveis pela intensidade e dura-
¢do da quimiluminescéncia.

A despeito de alguma indefini¢do sobre detalhes do mecanismo,
a reagdo quimiluminescente do luminol apresenta grande
potencialidade para aplicagdes analiticas. Isto pode ser verificado
pelo grande nimero de trabalhos publicados nos tltimos anos, con-
forme apresentado na seqiiéncia.

Aplicacdes analiticas da quimiluminescéncia do luminol

As aplicacdes da reagdo quimiluminescente do luminol em Qui-
mica Analitica podem ser divididas de acordo com a participacio do
analito na rea¢do. Em aplicacdes diretas, o analito € uma espécie que
participa da reacdo do luminol como reagente, “catalisador” ou
modificador. J4 em aplicagdes indiretas, o analito envolve a geracio
ou o consumo de espécies que participam da reagdo de luminol, sen-
do esta utilizada como a forma de deteccdo de outras reagdes ou
técnicas, como em alguns métodos de separagdo e em imunoensaios.

Dentre as aplica¢des indiretas, destaca-se a utiliza¢do da reacio
na determinag&o de H,O, produzido pela oxidagdo da espécie de in-
teresse por enzimas e os biossensores. Nestes casos, além de elevada
sensibilidade, obtém-se seletividade, empregando-se, geralmente,
enzima imobilizada em fase s6lida. Com estas técnicas foram j4 ana-
lisados substratos de enzimas oxidases, como amino-4cidos?®,
metanol®, agticares e DNA*.

Nas aplicagdes diretas, as determinagdes cinéticas (metais de tran-
sicdo) e as determinagdes de inibidores (compostos organicos e me-
tais de transi¢do) destacam-se em aplica¢des bastante precisas e com
baixos limites de detecg@o.

Os metais de transi¢do apresentam efeitos cataliticos na reacio
de oxida¢@o do luminol, porém, em alguns casos, a mistura de al-
guns cations inibe a reacdo. Este comportamento ja foi descrito em
vérios trabalhos®’. Mais de 30 fons metélicos inibem ou catalisam
esta reacdo, sendo que o limite de detecgdo para alguns deles chega
a 10" mol L. Compostos organicos que, em geral, atuam como
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inibidores da luminescéncia da reacdo, tém sido analisados em estu-
dos que caracterizam as propostas de aplicacdo mais promissoras. A
Tabela 3 traz informagdes sobre alguns sistemas ji estudados®72.

Além disso, a andlise de misturas de metais ou de compostos
organicos por esta rea¢io, com obtencdo de dados multidimensionais,
é considerada uma ferramenta analitica versdtil, precisa e sensivel,
que merece ser mais estudada.

Estatisticamente, pode-se verificar o crescimento atual do nu-
mero de aplicacdes analiticas do luminol, como apresentado na Fi-
gura 7. As informagdes apresentadas na seqiiéncia foram obtidas num
levantamento bibliografico no banco de dados eletronico WEB OF
SCIENCE™, com as seguintes palavras chaves: “luminol and
(determination or analysis)”.

80
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Figura 7. Publicagdes sobre a reagdo quimiluminescente do luminol como
aplicagdo analitica desde 1945

As primeiras publicagdes de métodos analiticos com a reagdo do
luminol aparecem a partir de 1965, tendo como principais contribu-
intes no seu desenvolvimento o Japao, os EUA, a China e a Espanha,
com maior nimero de trabalhos nesta linha de pesquisa.

A detec¢do de intensidade de quimiluminescéncia vem sendo
aplicada em vadrias técnicas analiticas consagradas. Avaliando-se as
publicacdes destacadas pela pesquisa bibliografica realizada, verifi-
cou-se que as técnicas que mais utilizam a quimiluminescéncia do
luminol sdo os métodos de andlise por inje¢do em fluxo, inclusive
com reagente imobilizado, os métodos de separacdo (cromatografia
liquida de alta eficiéncia, cromatografia liquida, cromatografia ga-
sosa e eletroforese) e os métodos de imunoensaios. Dentre todos os
trabalhos encontrados, deve ser salientado que apenas 6% envolvem
métodos cinéticos. Outras técnicas que podem ser destacadas sdo o
monitoramento estitico de quimiluminescéncia, biossensores e
eletroquimiluminescéncia, como € apresentado na Figura 8.

Vale destacar o tipo de matriz e analito mais comumente analisa-
dos com métodos que envolvem reagdes quimiluminescentes. A
maioria dos trabalhos publicados aplica-se a amostras de fluidos bio-
l16gicos, como tecidos humanos e de animais, além de excre¢des (uri-
na) e sangue (plasma e soro sanguineo), com énfase em analitos or-
ganicos como glicose™®, colesterol e cortisona®.

Neste contexto, verifica-se que a técnica de detec¢@o de intensi-
dade da quimiluminescéncia da reagdo do luminol apresenta
aplicabilidade reconhecida para anélise de diversos compostos orga-
nicos, em vdrios tipos de amostras, principalmente de origem biol6-
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Tabela 3. Algumas aplicag¢des analiticas com a reagdo quimiluminescente do luminol

Ferreira e Rossi

Quim. Nova

Analitos
Tipo Espécie Limite de deteccdo * Amostra Referéncia

Co (I) 1pg sintética 34
I Co (I) 10 mol L! padrdes de cobre 35
N Co (II) 10" mol L! farinha de arroz 36
(0] Co (II), Cu (II) 10 mol L FeCl,.6H,0 37
R Cr (IIT), Cr AV) 10 mol L*! agua fresca 38
G Cr (III), H,0,, fons 106g L sintética 39
A Fe (II), Co (1), Cu (I) 10% mol L sintética 40
N Zn (I), Cd (II) 107 mol L™ sintética 41
I Br 4 pg sintética 42
C ClO 7,5ng mL! dguas 43
(0] H,0, fmol sintética 44
S H.,0, 10® mol L! sintética 45
NH, 2x10*mol L dgua de rio 72
PO* 0,5 nmol DNA 47
Acido 3,4-hidroxibenzéico 2,7x107mol L' sintética 48
Acido ascérbico 1x10'2 mol L sucos de frutas 49
Acido ldctico 0,5 nmol L sintética 50
Acido tanico 9%10* mol L"! bilis e “hop pellet” 51
Acido tartdrico 1,5x10°mol L! remédios 52
Acido trico 1,7 pmol sintética 53
Acidos carboxilicos 10® mol L! sintética 37
(0] Acidos fendlicos 0,01 pmol L sintética 54
R Acidos inorganicos e haloacéticos HNO, 10*mol L solugdes 55
G Alcanolaminas 1 nmol sintética 56
A Captropil 0,037 pumol L medicamentos 57
N Catecolaminas 6x10"°mol L medicamentos 58
I Cisteina 0,6 nmol sintética 59
C Colesterol 10 mol L SOro 60
(0) Cortisona 4 pmol sintética 59
S Creatinina 0,3 mmol L soro 61
D-Glicose 10*mol L™ sangue 62
Glicerol 12mg L™ vinho 63
Glicose niveis clinicos plasma 64
Glicose, H,0, 107 mol L"! soro 65
Glicose, L-fenilalanina ~10%mol L! soro 66
Hidroperéxido de fosfatila 7 nmol gema de ovo 67
Hidroperdxidos de fosfatilcolina 10 pmol plasma 68
Hidroperéxidos de fosfolipideos escala de nmol L™ plasma 69
Paracetamol 2 ugL! medicamentos 70
Periodato 1,2 x107 mol L' medicamentos 52
Prometazina 3%x10°mol L medicamentos 71
Sacarose e glicose ~10°mol L alimentos 72

* Conforme defini¢do nos artigos originais correspondentes
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Figura 8. Aplicagoes analiticas da reag¢do quimiluminescente do luminol
divididas pelas técnicas utilizadas desde 1945

gica e ambiental, empregando-se a maioria das técnicas analiticas ja
consagradas.

Por outro lado, nota-se um nimero reduzido de trabalhos sobre
a utilizagdo da rea¢do quimiluminescente do luminol em métodos
cinéticos de andlise com pouca participacio brasileira, embora, por
exemplo, estejam sendo desenvolvidos trabalhos nessa linha em nosso
laborat6rio®*7>78. Considerando-se a versatilidade da reacdo do
ponto de vista analitico e as caracteristicas positivas dos métodos
cinéticos de analise, vislumbra-se uma linha de estudo com elevada
perspectiva de bons resultados, que merece ser desenvolvida e pode
inspirar pesquisadores interessados.

Cabe aqui uma avalia¢@o do ritmo de desenvolvimento dos mé-
todos cinéticos de andlise e os trabalhos recentemente publicados
para fundamentar tal premissa.

METODOS CINETICOS DE ANALISE
Conceito

Diversas técnicas e métodos analiticos sdo baseados em medidas
de mudangas fisicas, quimicas e fisico-quimicas de um sistema en-
volvendo uma reagio quimica, que se inicia com uma dada velocida-
de e tende ao equilibrio.

Num sistema reacional, pode-se distinguir duas regides: a dina-
mica ou regifo cinética, na qual ocorre a variagdo na velocidade de
reagdo, e a estdtica ou regido de equilibrio, na qual os processos
envolvidos atingem o equilibrio. Ambas as regides apresentam gran-
de potencial para aplicagdo analitica. Os métodos cldssicos de andli-
se, de equilibrio ou termodinamicos, como gravimetria, volumetria
e amaioria dos métodos instrumentais, sdo aplicados as reagdes quan-
do estas se completam ou atingem o equilibrio. Nos métodos
cinéticos, a aquisi¢do do sinal analitico € feita em condi¢des dindmi-
cas, enquanto as concentracdes dos reagentes e produtos estdo vari-
ando, antes que a reagiio atinja o equilibrio®. Métodos analiticos que
envolvem medidas da variag¢@o da velocidade de uma reacdo quimi-
ca pela agdo de ativadores ou inibidores sdo também métodos
cinéticos.

As grandes vantagens dos métodos cinéticos de andlise, em rela-
¢do aos métodos de equilibrio, sdo a possibilidade de aplicagio ana-
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litica de um nimero muito maior de reagdes, tanto rapidas quanto
lentas, e o baixo custo. Apesar disso, inicialmente, houve certa resis-
téncia para disseminac@o dos métodos cinéticos de andlise, devido a
consolidada confian¢a nos métodos cldssicos e a relativa complexi-
dade para o tratamento dos dados experimentais. Atualmente, as téc-
nicas instrumentais sdo populares e os métodos cinéticos expandem
suas possibilidades de aplicacdo, sendo que a popularizagdo dos com-
putadores superou qualquer alusdo a eventuais dificuldades para tra-
tamento dos dados experimentais®.

Convém destacar outros aspectos favordveis dos métodos
cinéticos, como a possibilidade de minimizar interferéncias, o me-
nor tempo de andlise e a facilidade para automagdo. Além disso, as
reagdes catalisadas, incluindo as enzimaticas, apresentam limites de
deteccdo tdo baixos quanto técnicas mais sofisticadas e utilizadas
comercialmente, como cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectroscopia de absorcdo atomica.

Nio se pode negar que os métodos cinéticos de andlise apresen-
tam aspectos problemadticos. A reprodutibilidade dos resultados en-
volve a necessidade do controle das condi¢des que afetam a veloci-
dade das reagdes como temperatura, pH, for¢a i0nica, solventes e o
processo de adi¢do e mistura de reagentes'. Porém, um balango ge-
ral de suas caracteristicas apresenta um saldo bastante favoravel que
justifica estudos para desenvolver aplicacdes.

Desenvolvimento de trabalhos e tendéncias

Nas tdltimas décadas do século XX, o desenvolvimento e o apri-
moramento de novas técnicas de aquisi¢do e tratamento de dados
analiticos, conjuntamente com a necessidade crescente de métodos
de andlise mais sensiveis e seletivos, abriram caminho para novas
propostas analiticas destacando-se, dentre outras, os métodos cinéticos
de andlise. Isto pode ser verificado pelo aumento no nimero de pu-
blicacdes com este enfoque, identificadas em um levantamento bi-
bliogréfico realizado com o banco de dados WEB OF SCIENCE”,
com as seguintes palavras chave: “(kinetic or kinetics) and (analysis
or determination)”.

Desde 1945, foram encontradas catalogadas cerca de 1500 pu-
blicacdes (artigos, notas e resumos de encontros) sobre aplicacdes
analiticas da cinética de reacdes em obras de referéncia deste “site”.

Com a popularizagdo do microcomputador, surgiram vdrias ani-
lises cataliticas e ndo-cataliticas e, na década de 80, os métodos
cinéticos representaram expressiva parcela das publicacdes
cientificas em Quimica Analitica'®. O desenvolvimento das técnicas
dinamicas de analise, como os métodos de inje¢do em fluxo, de flu-
xo continuo e segmentado, decididamente influenciou o crescimen-
to das aplicacdes dos métodos cinéticos em vdrias dreas, como em
andlises clinicas, nas dltimas décadas do século XX*.

Avaliando-se a média de publicagdes anual sobre métodos
cinéticos de andlise, nota-se crescimento significativo a partir de 1945,
com o maximo em 1991, quando mais de 80 trabalhos foram publi-
cados. Desde os anos 70, cerca de 40 trabalhos sobre métodos
cinéticos de andlise sio publicados por ano.

E interessante notar a distribuigdo por pais de origem dos traba-
lhos sobre métodos cinéticos de andlise. Encontram-se publicacdes
provenientes dos mais diversos paises. Até 1980, Estados Unidos, a
entdo Unido Soviética, Espanha e Alemanha apresentaram o maior
nimero de publica¢des. No final do século XX, destacou-se a Espanha
com o maior nimero de publicagdes nessa linha, reforcando a reco-
nhecida produtividade deste pais em Quimica Analitica. A partir de
1990, outros centros comecaram a se destacar com a aplicaciio dos
métodos cinéticos, principalmente Japao, China e Ira.

A diversificagdo da origem dos trabalhos publicados pode ser
relacionada com o baixo custo das técnicas de medida da andlise
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cinética, o que pode ter estimulado a disseminacdo do tema. Pafses
como Brasil, India, Egito e muitos outros também passaram a desen-
volver pesquisas sobre métodos cinéticos, o que contribuiu para a
popularizacdo da técnica internacionalmente. Esta distribui¢do pode
refletir a acessibilidade dos métodos cinéticos de andlise devido as
facilidades de execug¢do desses métodos, o que favorece sua
popularizac@o.

Atualmente, os métodos cinéticos de andlise destacam-se como
uma opg¢do analitica extremamente sensivel e barata. Em compara-
¢do aos métodos de equilibrio, os métodos cinéticos de andlise vém
se tornando populares por sua simplicidade, precisdo, menor tempo
de andlise, diminui¢fio do nimero de interferentes e facilidade para a
automacgdo®. Além disso, quando estes métodos sdo associados as
técnicas quimiométricas para tratamentos de dados, tornam-se ainda
mais versateis, simplificando até procedimentos de andlise simulta-
nea de misturas que sdo de crescente interesse’*.

Desde 1945, o desenvolvimento das aplicagdes dos métodos
cinéticos de andlise vem crescendo, acompanhando os avancos
tecnoldgicos. Desde a tdltima década do século XX, estes métodos
podem ser considerados uma drea da Quimica Analitica reconheci-
damente amadurecida por suas aplicag¢des e seu desenvolvimento. A
partir de novas perspectivas tecnoldgicas, como a robética e técnicas
sofisticadas de tratamento de dados, Crouch®! indica tendéncias para
estudos com métodos cinéticos de andlise, que podem ser assim re-
sumidas:

e aumento do uso da automacio inteligente, ou seja, todas as

condicdes de andlise controladas por computador;
 crescimento da utilizagdo de dados multidimensionais;

* desenvolvimento de técnicas sofisticadas de tratamento de

dados;

* progresso nos métodos de compensacao de erros;

* inovagdes dos procedimentos cinéticos com multicomponentes;

* expansdo das aplicacdes da determinagdo cinética e

* aplica¢do das aproximagdes cinéticas para vérios tipos de res-

postas dependentes do tempo.

CONCLUSAO

A reacdo quimiluminescente do luminol apresenta propriedades
muito interessantes para o desenvolvimento de aplica¢des analiticas
e isso vem sendo explorado intensamente, desde 1960. Porém, ha
poucos trabalhos empregando esta reacio em métodos cinéticos de
andlise. Uma avaliacdo critica das caracteristicas desses métodos
demonstra varios aspectos positivos que estimulam estudos para dis-
seminar sua aplicagdo com novos sistemas, com a rea¢do do luminol.
H4 detalhes desafiadores, intrinsecos desta reacdo que demandam
esforgos para viabilizar sua aplicagdo favordvel em métodos cinéticos
de andlise, o que deve ser aproveitado em novos trabalhos, com boas
perspectivas de resultados satisfatorios.

Neste contexto, o desenvolvimento de métodos cinéticos de ana-
lise com reagdes quimiluminescentes parece ser promissor, princi-
palmente considerando-se o aspecto de baixo custo da técnica e a
sensibilidade da reac@o. Toda esta apresentac@o pretende servir para
encorajar estudos nesta linha, na qual a produgao cientifica nacional
ainda € incipiente.
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