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RESUMO 

 

Título: Um Luminômetro Fluxo-Batelada para Determinação de Vitamina 

B12 em Medicamentos. 

 

Autor: Renato Allan Navarro Andrade 

 

 Neste trabalho foi desenvolvido um luminômetro para análise por 

quimiluminescência, acoplado a um sistema automático de análise em 

fluxo-batelada. O desempenho do instrumento desenvolvido foi avaliado 

por meio da determinação de vitamina B12 em medicamentos. O princípio 

químico do sistema baseia-se no efeito catalítico do íon cobalto (II) sobre 

a oxidação do luminol pelo peróxido de hidrogênio em meio alcalino cujo 

produto da reação emite radiação eletromagnética na região visível (mais 

precisamente em 425 nm). O sistema de detecção do instrumento 

desenvolvido consiste de um fotodiodo de silício e de um módulo para 

amplificação dos sinais analíticos. O modelo de calibração univariado foi 

validado por meio da Análise de Variância (ANOVA) e usado 

posteriormente na quantificação de vitamina B12 em amostras reais. Os 

limites de detecção e quantificação obtidos foram 0,11 e 0,36 µg L-1 de 

vitamina B12. A frequência analítica foi estimada em 90 amostras h-1. A 

exatidão do instrumento proposto foi atestada por meio de testes de 

recuperação cujas taxas obtidas foram entre 98 e 102%. O instrumento 

proposto forneceu resultados com precisão satisfatória, como revelado 

pelo baixo valor de desvio padrão conjunto. Tais resultados obtidos 

demonstram que é possível quantificar vitamina B12 utilizando um método 

simples, econômico, robusto e que produz baixa quantidade de resíduos 

para o meio ambiente. 

 

Palavras-chave: Luminômetro Fluxo-Batelada, Quimiluminescência, 

Vitamina B12. 
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ABSTRACT 

 

Title: A Flow-Batch Luminometer for Determination of Vitamin B12 in 

Pharmaceutical Formulations. 

 

Author: Renato Allan Navarro Andrade 

 

 In this work was developed a luminometer for analysis by 

chemiluminescence, coupled to a flow-batch analysis automatic system. 

The performance of the developed instrument was evaluated by means of 

the determination of vitamin B12 in pharmaceutical formulations. The 

chemical principle is based on the catalytic effect of cobalt (II) ion over 

luminol oxidation by hydrogen peroxide in alkaline medium whose reaction 

product emits electromagnetic radiation in visible region (more precisely 

at 425 nm). The detection system of the developed instrument consisted 

of a silicon photodiode and a module for amplification of analytical signals. 

The univariate calibration model was validated by means of Analysis of 

Variance (ANOVA) and used later in the quantification of vitamin B12 in 

real samples. The limits of detection and quantification obtained were 0.11 

and 0.36 µg L-1 of vitamin B12. The analytical frequency was estimated in 

90 samples h-1. The accuracy of the proposed instrument was attested by 

means of recovery tests whose obtained recovery rates were between 98 

and 102%. The proposed instrument yielded results with satisfactory 

precision, as revealed by low value of overall standard deviation. Such 

results demonstrated that is possible to quantify vitamin B12 employing a 

simple, economic and robust method which generate low amount of waste 

to the environment. 

 

Keywords: Flow-Batch Luminometer, Chemiluminescence, Vitamin B12. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 
INTRODUÇÃO 



INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Contextualização 

Nas últimas décadas, as espectrometrias de fluorescência, 

fosforescência, quimiluminescência e bioluminescência têm sido 

rotineiramente aplicadas a problemas qualitativos e quantitativos de 

análise em química analítica. Estas técnicas de luminescência molecular 

apresentam várias características que as tornam úteis para vários tipos de 

análises, tais como baixos limites de detecção, possibilidade à detecção 

por meio de um laser ou fibra óptica, aplicabilidade a amostras complexas 

e geração de vários tipos de informações – espectros de excitação e 

emissão, tempos de decaimento, dados de polarização – úteis para a 

identificação de moléculas[1].  

Especificamente, a técnica quimiluminescente está crescendo 

rapidamente e vem se destacando por oferecer uma alta versatilidade 

para a determinação de uma grande variedade de espécies, assim como 

têm permitido a detecção baseada em suas reações evoluir para uma 

técnica altamente sensível e de baixo custo.  

No entanto, quando a técnica quimiluminescente é adotada em 

consonância com técnicas de automação, as vantagens citadas 

anteriormente podem ser estendidas, fornecendo informações analíticas 

confiáveis e rápidas, havendo uma grande aplicação em amostras clínicas, 

ambientais e industriais, em que vários analitos são determinados em 

concentrações cada vez menores.  

As técnicas mais comumente utilizadas em análises laboratoriais de 

rotina são lentas e laboriosas, pois envolvem muita manipulação analítica, 

tais como extração/dissolução da amostra, preparação frequente de 

soluções e padrões de calibração, entre outros. Além disso, são métodos 

que requerem grandes quantidades de solventes e reagentes de custo 

elevado, pessoal qualificado para a manipulação analítica e produzem 

resíduos prejudiciais ao meio ambiente. 
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Desta forma, grandes esforços em aperfeiçoar sistemas 

convencionais e desenvolver novos sistemas, visando atender à crescente 

demanda analítica, apresentam-se como uma árdua tarefa de pesquisa[2]. 

Nesse contexto, a quimiluminescência destaca-se por apresentar 

características de grande aplicabilidade na determinação e controle da 

qualidade de um grande número de analitos. 

Sendo assim, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de um 

luminômetro de baixo custo utilizando um analisador em fluxo-batelada 

com detecção baseada em fotodiodo para determinação de vitamina B12 

em medicamentos aplicando as vantagens da técnica quimiluminescente. 

 

 

1.2. Objetivo e metas 

1.2.1. Objetivo geral 

 Desenvolver um luminômetro com detecção baseada em fotodiodo 

associado a um sistema automático de análise em fluxo-batelada 

para determinação quimiluminescente de vitamina B12 em 

medicamentos. 

 

1.2.2. Metas 

 Construir um luminômetro à base de fotodiodo; 

 Montar um sistema automático de análise em fluxo-batelada 

acoplado ao luminômetro; 

 Desenvolver um programa para controle e aquisição dos dados 

analíticos; 

 Aplicar o sistema desenvolvido na determinação de vitamina B12 em 

medicamentos; 
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1.3. Quimiluminescência  

A quimiluminescência é um tipo de luminescência molecular em que 

a radiação eletromagnética emitida (geralmente na região do visível) é 

gerada a partir de uma reação química. Este fenômeno pode ser 

observado quando um dos intermediários ou produtos da reação é 

formado num estado eletronicamente excitado, que emite radiação 

eletromagnética (REM) ao retornar ao estado fundamental, ou transferir a 

sua energia para outra molécula, que uma vez excitada também emite 

REM.  

O processo pelo qual a quimiluminescência é produzida é idêntico à 

fotoluminescência (fluorescência ou fosforescência), exceto que nenhuma 

excitação por fonte de luz é necessária. No entanto ao contrário da 

fotoluminescência, a produção do estado eletronicamente excitado em 

reações quimiluminescentes depende de processos físicos e químicos, 

como mistura da solução e da cinética da reação química[3-5]. 

Para uma reação química resultar na emissão de radiação, alguns 

requisitos são essenciais[7]: 

 

1. A reação deve ser exotérmica para liberar energia suficiente 

para formar o estado eletronicamente excitado. A energia necessária 

para produzir uma espécie em seu estado excitado e emitir radiação 

eletromagnética na região do visível requer cerca de 40 a 71 kcal mol-1. 

Esta quantidade de energia é geralmente liberada por reações de 

oxidação, particularmente aquelas que envolvem oxigênio, peróxidos e 

outros oxidantes fortes. 

 

2. O meio reacional deve ser favorável para direcionar energia 

para a formação de um estado eletronicamente excitado. No caso 

da energia química ser perdida na forma de calor, ou através de formas 

de energia vibracionais ou rotacionais, não ocorrerá reação 

quimiluminescente. 
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3. O estado excitado deve ser luminescente ou transferir a sua 

energia para outra molécula luminescente. 

 

Nos processos luminescentes, a intensidade da emissão de fótons 

depende da eficiência na geração de moléculas no estado excitado, a qual 

é representada pela eficiência quântica (ou rendimento quântico), e pela 

velocidade da reação. Em se tratando de reações quimiluminescentes, a 

intensidade da emissão pode ser expressa de acordo com a Equação 1.1. 

 

        
  

  
 (1.1) 

 

onde IQL é a intensidade da emissão quimiluminescente, em números de 

fótons emitidos por segundo, QL, é o rendimento quântico da reação 

quimiluminescente em número de fótons emitidos por molécula excitada e 

– dA/dt, é a taxa de consumo do precursor A . 

 O rendimento quântico pode ser expresso como o produto de duas 

eficiências, conforme mostra a Equação 1.2. 

 

           (1.2) 

  

onde EX é a eficiência da produção de espécies eletronicamente 

excitadas, expressa pelo número de estados excitados formado por 

molécula e L é a eficiência de luminescência das espécies 

quimiluminescentes[6,7]. 

 As principais características que tornam as reações 

quimiluminescentes interessantes para aplicações analíticas são os 

excelentes limites de detecção que podem ser atingidos e a simplicidade 

instrumental necessária para o monitoramento da radiação[8,9]. 

 A elevada sensibilidade obtida nas técnicas baseadas em reações 

quimiluminescentes, está associada a vários fatores, principalmente pela 

ausência da necessidade de uma fonte de radiação, eliminando problemas 
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devido à dispersão de luz, excitação não seletiva e instabilidade e/ou ruído 

proveniente deste tipo de componente. Isso possibilita a utilização de 

maiores diferenças de potencial nas fotomultiplicadoras (detectores 

usualmente utilizados), aumentando a razão sinal/ruído, e a sensibilidade 

analítica[8,9]. Limites de detecção na ordem de fentomol (10-15 mol) são 

possíveis em técnicas quimiluminescentes.  

A reação quimiluminescente, que mostra maior potencial para 

aplicação analítica na fase líquida, é a oxidação do luminol (5-amino-2,3-

dihidroftalazina-1,4-diona) em meio alcalino.  

A emissão de luz após a oxidação do luminol é iniciada por um forte 

agente oxidante e pode se intensificar significativamente sob a ação 

catalisadora de cátions de metais da primeira série de transição. Isso 

explica a elevada sensibilidade a microquantidades (gL-1 e gL-1) dos 

constituintes da reação[8,9,11]. 

 

 

1.3.1. Reações quimiluminescentes do luminol 

A reação de oxidação do luminol é uma das reações 

quimiluminescentes clássicas mais estudadas. Data de 1928 o trabalho 

pioneiro sobre a reação do luminol publicado por Albrecht[2,10]. A oxidação 

do luminol por H2O2 em meio alcalino foi a primeira reação 

quimiluminescente descrita e suas propriedades termodinâmicas e 

cinéticas continuam sendo intensamente estudadas até os dias de hoje[2]. 

O mecanismo dessa reação é considerado um dos mais complexos, e 

mesmo sendo uma reação clássica, apenas algumas etapas foram 

estabelecidas, restando ainda aspectos a serem elucidados[2,9,13,14]. 

Apesar disso, as aplicações analíticas desta reação têm se mostrado 

bastante versáteis. Neste contexto, as determinações de metais de 

transição, e de outros modificadores de reação estão se disseminando e 

cada vez mais sendo utilizadas em conjunto com métodos enzimáticos e 

de análise em fluxo[9,12]. 
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O mecanismo das reações envolvidas em uma metodologia analítica 

é um importante fator para obtenção da exatidão dos resultados. Porém, 

em alguns casos, este é difícil de interpretar ou impossível de ser 

desvendado devido à sua complexidade. Assim, as aplicações analíticas 

destas reações dependem de estudos qualitativos e aproximações 

pertinentes (observações experimentais e teóricas) sobre o mecanismo da 

reação para encontrar parâmetros que estabeleçam alguma relação entres 

as espécies de interesse e o sinal analítico. A reação luminescente do 

luminol com o H2O2 é um destes sistemas[9]. 

 

 

1.3.2. O Mecanismo da reação quimiluminescente do luminol. 

Vários estudos sobre o mecanismo da reação quimiluminescente do 

luminol já foram pulicados[2,12-14]. Alguns parâmetros físico-químicos, 

como constantes de velocidade e dependência do pH reacional, além de 

estudos sobre a participação de outras espécies, como o íon carbonato, no 

aumento da luminescência também foram discutidos, a fim de justificar as 

propostas de mecanismo, porém ainda não há um consenso que abranja 

todos os intermediários e etapas da reação[2,11,15-17].  

ALBERTIN e colaboradores[13] elaboraram um esquema para um 

possível mecanismo da reação quimiluminescente do luminol com o H2O2 

em meio alcalino na presença de um metal de transição atuando como 

catalisador da reação. Esse esquema é apresentado na Figura 1.1. 
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FIGURA 1.1. Mecanismo proposto por ALBERTIN e colaboradores[13] para a reação 

quimiluminescente do luminol em meio alcalino e na presença do íon de um metal de 

transição (Mn+), utilizando H2O2 como agente oxidante.  

 

Na etapa (A), a ação do íon metálico de transição, que atua como 

catalisador, sobre a molécula de luminol em meio alcalino leva a formação 

da diazoquinona (1). Na etapa de reação (B) ocorre a formação do ânion 

peróxido de hidrogênio em meio alcalino (2). Duas possíveis rotas de 

reação para os intermediários (1) e (2) são apresentadas nas etapas (C) e 

(D). 

 A etapa (C) mostra a reação entre os intermediários diazoquinona 

(1) e o ânion peróxido de hidrogênio (2) para formar outro intermediário, 

o endoperóxido (3), que em seguida gera o íon 3-amino-ftalato em seu 

estado eletronicamente excitado (4), que irá gerar o íon 3-amino-ftalato 
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(5) em seu estado fundamental e luz. Na etapa (D) há reação entre os 

intermediários (1) e (2), produzindo apenas o íon 3-amino-ftalato e N2, 

sem que haja a produção da quimiluminescência. 

 Para Merényi e colaboradores[14-17] o processo de oxidação pode ser 

dividido em duas etapas (Figura 1.2): 

(i) os caminhos que levam ao intermediário principal, luminol -

hidroxi-peróxido (10). 

(ii) a decomposição desse intermediário. 
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Figura 1.2. Proposta mecanísitca de Merényi e colaboradores sobre os caminhos da 

reação quimiluminescente do luminol. A representa espécies aceptoras de elétrons e B 

representa nucleófilos. 

(i) 

(ii) 
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 No início a molécula do luminol, em meio alcalino, está na forma do 

seu monoânion. O monoânion do luminol (6) em reação com uma espécie 

aceptora de elétrons A (radicais livres do luminol, O2, cátions de metais de 

transição e vários de seus complexos) forma o radical luminol (7) que 

estabelece um equilíbrio com sua espécie desprotonada (8). A partir de 

então, Merényi e colaboradores afirmam que existem dois caminhos 

prováveis à formação do luminol -hidroxi-peróxido (10). 

(i) caminho que aumenta a reação entre HO2
- e a 3-

aminodiazoquinona (9), regida pela concentração de H2O2 no meio; 

(ii) caminho reacional entre o radical (8) e o superóxido (O2
•) 

regido pela concentração de O2 no meio. 

Uma vez formado o luminol -hidroxi-peróxido (10), este se 

decompõe ou na forma excitada do íon 3-amino-ftalato (4) que se 

desativa emitindo a radiação, ou converte na sua forma protonada (11), 

que se decompõe no íon 3-amino-ftalato no estado fundamental (5), 

produto final da reação. 

Xiao e colaboradores[18] propuseram outras possibilidades tanto 

para interação com H2O2, quanto à interação dos cátions metálicos com o 

luminol e seus intermediários. Fundamentados na aplicação analítica, Xiao 

e colaboradores, apresentaram três propostas para efeito dos cátions de 

metais de transição sobre a quimiluminescência do luminol: (i) a ativação 

de radicais do H2O2; (ii) a formação do luminol -hidroxi-peróxido (10); 

e/ou (iii) a decomposição do mesmo. Conforme a proposta (i), a 

decomposição catalítica do H2O2, provocada pela ação do cátion metálico, 

levaria à formação do radical •OH que é muito reativo com o luminol e 

seus intermediários. Na proposta (ii) a formação do principal intermediário 

(10) é iniciada após o íon metálico elétron ou do monoânion do luminol 

(6) ou do radical (7) formando a diazoquinona (9). Esta proposta coincide 

com a rota A apresentada por Merényi e colaboradores, na Figura 1.2. 

Em (iii), Xiao e colaboradores sugerem que a decomposição de (10) 

é catalisada por íons de metais de transição e assim agiria diretamente na 

excitação eletrônica desse intermediário para provocar a luminescência. 
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Essa proposta não corrobora nem com as propostas de Merényi e nem 

com as de Albertin e colaboradores. 

 

 

1.3.3. Fatores que influenciam a emissão quimiluminescente  

As determinações quimiluminescentes são fortemente influenciadas por 

diversos fatores experimentais que afetam o sinal analítico da emissão 

luminescente[19]: 

 Volume de amostra: a emissão de luz é diretamente proporcional 

ao volume da amostra quando a concentração e a razão dos 

reagentes não são alteradas; 

 Taxa de reação: a cinética das reações quimiluminescentes podem 

se apresentar de forma lenta ou rápida, dependendo do tipo de 

molécula emissora, do analito e das condições na qual estas reações 

ocorrem; 

 Concentração dos reagentes: a concentração do material 

luminescente afeta diretamente a intensidade da emissão de luz 

produzida na reação quimiluminescente; 

 Homogeneização dos componentes: a homogeneização entre os 

reagentes e a amostra deve ser extremamente reprodutível; 

 pH do meio reacional: o pH do meio reacional afeta a intensidade 

da emissão de luz em reações quimiluminescentes; 

 Luz externa: as reações quimiluminescentes devem ocorrer em 

ambiente livre da interferência de luz externa para evitar o 

deslocamento da linha de base. 

 

Se todos os fatores mencionados acima forem controlados, a 

intensidade do sinal analítico poderá ser relacionada proporcionalmente 

com a concentração do analito envolvido na reação quimiluminescente, 

sendo este um princípio básico da análise quantitativa. 
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 Apesar das grandes dificuldades para elucidar o mecanismo mais 

provável da reação do luminol e verificar os fatores que influenciam o seu 

rendimento quântico, esta reação apresenta uma grande potencialidade 

para o desenvolvimento de novos métodos analíticos. Este 

comportamento pode ser verificado pelo grande número de artigos 

científicos envolvendo esse reagente, publicados no decorrer dos últimos 

40 anos[9]. 

 

 

1.3.4. Aplicação do luminol para fins analíticos 

A exploração da quimiluminescência do luminol para fins analíticos 

foi iniciada por volta da década de 50, quando este reagente foi 

empregado como indicador em reações de titulometria volumétrica[21,22]. 

No entanto, somente a partir da década de 70, as reações 

quimiluminescentes passaram a ter aplicações em análises de rotina. 

Desde então, o número de reações que produzem quimiluminescência 

descrito na literatura tem aumentado, particularmente em aplicações em 

química analítica, biomedicina, análise de alimentos, ambiental e 

toxicológica[5,20]. 

As aplicações da reação quimiluminescente do luminol em química 

analítica podem ser divididas de acordo com a participação do analito na 

reação[2], como pode ser observado no esquema da Figura 1.3. 
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Reação Direta: 

      A     +     B                          P*             P + h

(luminol)   (oxidante)

catalisador

 

Reação Indireta: 

      A     +     B                         P*     

  (luminol)   (oxidante) Transferência 

de energia 

P + aceptor*                 aceptor + h

catalisador

 

Figura 1.3. Esquema representativo dos tipos de reações quimiluminescentes do 

luminol, onde P representa o produto da reação. Adaptada da Ref. [20]. 

 

 Na reação direta, o luminol e um oxidante, reagem para formar um 

produto na presença de um catalisador, do qual uma fração do produto irá 

formar um estado eletronicamente excitado, que ao retornar ao estado 

fundamental emitirá REM. 

 A reação indireta é baseada num processo de transferência de 

energia da espécie eletronicamente excitada para um aceptor. Neste tipo 

de reação, o estado eletronicamente excitado do produto da reação 

quimiluminescente, age como doador de energia para o aceptor, o qual 

não está diretamente envolvido neste tipo de reação. Ao receber esta 

energia, o aceptor, forma seu estado eletronicamente excitado e ao 

retornar para o seu estado fundamental emitirá REM[20]. 

 As aplicações indiretas destacam-se na determinação de 

substâncias, geradas em reações preliminares e, subsequentemente 

determinadas pela reação quimiluminescente. Um exemplo dessa 

aplicação é a determinação de H2O2 produzido pela oxidação da espécie de 

interesse por enzimas, que em seguida participarão da reação 



INTRODUÇÃO 

 

14 
 

quimiluminescente[9,19]. Com este tipo de aplicação já foram analisados 

vários tipos de substratos de enzimas na determinação de H2O2 em 

medicamentos, glicose e colesterol em alimentos[19], aminoácidos[23] e 

DNA[24]. 

 Nas aplicações diretas, em geral, o analito catalisa a reação 

quimiluminescente, podendo ser comumente empregado na determinação 

de metais de transição, ou promove a inibição da radiação 

quimiluminescente, que é utilizada para a determinação de alguns 

compostos orgânicos[9,19]. 

 São conhecidos mais de 30 cátions metálicos que inibem ou 

catalisam a luminescência, entre eles podemos citar: Al(III), Ag(I), 

Au(III), Bi(III), Ce(IV), Cd(II), Co(II), Cr(III), Cu(II), Fe(II), Fe(III), 

Hg(II), Mn(II), Ni(II), Os(III), Pb(II), Pd(II) Sb(II), Sn(II), U(VI), V(III), 

Zn(II), Zr(IV)[2,7,11]. 

As reações quimiluminescentes para fins de análise quantitativa 

destacam-se por serem técnicas seletivas, precisas e com baixos limites 

de detecção e quantificação. A quimiluminescência da reação do luminol 

apresenta aplicabilidade reconhecida para análise de diversos compostos 

orgânicos, em vários tipos de amostras[20,25,26]. Na Tabela 1.1 são 

apresentadas algumas aplicações envolvendo a reação quimiluminescente 

do luminol. 
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TABELA 1.1. Aplicações da quimiluminescência do luminol na determinação de 

diferentes analitos. 

Analito Amostra Sistema Químico Ref. 

2,4 diclorofenol Águas AuNPs-Luminol-NaOH [27] 

Ácido Ascórbico Medicamentos Luminol-Fe(II)-O2 [28] 

Ácido Mefenâmico Medicamentos Luminol-Periodato [29] 

Amicacina Medicamentos Luminol-H2O2-Cu(II) [30] 

Antígeno Carcinoembriônico Plasma humano Luminol-HRP-H2O2 [31] 

Captopril Medicamentos Luminol-K3[Fe(CN)6] [33] 

Cisteína Medicamentos Luminol-Cisteína-NaIO4 [33] 

Cloreto de Oximetazolina Medicamentos Luminol-KMnO4 [34] 

Cortisol Sangue humano Luminol-Ag(III) [35] 

Dopamina Medicamentos Luminol-K3[Fe(CN)6] [36] 

Estradiol Sangue humano Luminol-HRP-H2O2 [37] 

Levofloxacina 
Medicamentos, urina humana e 

sangue 
Luminol-Mioglobina [38] 

Lisozima Clara de ovo Luminol-AuNPs [39] 

Melanina Produtos a base de leite Luminol-H2O2 [40] 

N-metilcarbamato Águas e vegetais Luminol-KMnO4 [41] 

Omega-Cloroacetofenona Extratos etanólicos Luminol-H2O2 [42] 

Paracetamol Medicamentos Luminol-Paracetamol-NaOCl [43] 

Rutino Urina humana Luminol-K3[Fe(CN)6] [44] 

Sibutramina Medicamentos Luminol-Sibutramina [45] 

Terbutalina Plasma Luminol-K3[Fe(CN)6] [46] 

 

 Assim como ocorreu nas últimas décadas, espera-se que a 

descoberta de novas reações quimiluminescentes mais seletivas possa 

elevar potencialmente o número de analitos que poderão ser 

determinados por essa técnica. 

 

 

1.4. A vitamina B12  

A vitamina B12 é um complexo tetrapirrol de cobalto(II) que 

desempenha um papel importante na fisiologia humana. O íon de 
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cobalto(II) presente na vitamina B12 atua no metabolismo do ferro e da 

síntese da hemoglobina, como também é o constituinte principal em 

outros compostos biológicos[11,52]. No sentido amplo, a vitamina B12 

compõe um grupo de compostos conhecidos como cobalaminas (Figura 

1.4), a qual inclui a cianocobalamina, a hidroxocobalamina e as duas 

formas biológicas encontradas na natureza como cofatores enzimáticos, a 

metilcobalamina e 5-desoxiadenosilcobalamina[55-58]. 

A deficiência de vitamina B12 pode causar anemia perniciosa e 

neuropatia periférica, causando alterações neurológicas progressivas 

quando não há tratamento adequado. Pessoas que mantêm uma dieta 

exclusivamente vegetariana estão mais propícias a este tipo de doença, 

uma vez que as principais fontes desta vitamina são de origem animal. 

A vitamina B12 apresenta características negativas como, a 

instabilidade em sua concentração quando exposta a luz, temperatura e 

oxidação. Desta forma, são necessários métodos de análises eficientes 

para o controle de qualidade desse medicamento.  
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Figura 1.4. Estrutura molecular da cobalamina. Adaptada da Ref. [57]. 
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1.5. Determinação de vitamina B12 por quimiluminescência 

Diferentes metodologias são propostas para a determinação de 

vitamina B12, tais como aqueles que usam ensaios microbiológicos[47], 

fluorimetria[49], cromatografia[51], espectrofotometria[48], espectrometria 

de absorção atômica[50] e etc. 

Por apresentar grande sensibilidade, boa seletividade e requerer 

instrumentação simples, a quimiluminescência vem se tornando uma 

alternativa atraente para determinação da vitamina B12 em alimentos, 

medicamentos e fluidos biológicos[11,43,52,53]. 

Para esse sistema quimiluminescente o íon cobalto(II), pode ser 

extraído da vitamina B12 por hidrólise ácida, que posteriormente 

desempenha a função de catalisar a reação de oxidação do luminol pelo 

peróxido de hidrogênio. Essa reação demonstra-se extremamente sensível 

a pequenas quantidades do íon cobalto(II), o que torna pertinente a 

análise da vitamina B12 a baixos limites de detecção[11]. 

QIN e colaboradores[52] apresentaram um novo sensor 

quimiluminescente para vitamina B12 em medicamentos combinado a um 

sistema de análise por injeção em fluxo (do inglês, Flow Injection 

Analysis, FIA), tendo como sistema de detecção uma fotomultiplicadora. O 

sistema químico baseou-se no efeito catalítico do Co(II) (liberado por 

acidificação, e posteriormente imobilizado eletrostaticamente em uma 

coluna de troca iônica) na reação entre o luminol e o peróxido de 

hidrogênio, que foi gerado através de um eletrodo negativo de oxigênio 

dissolvido na célula de fluxo. O sensor respondeu linearmente a uma faixa 

de concentração de 1,0x10-3 – 10 mg L-1 e o limite de detecção foi de 

3,5x10-4 mg L-1 de vitamina B12. A frequência de analítica foi de 60 

determinações h-1 e um desvio padrão relativo menor que 3,5%. 

SONG e HOU[53] desenvolveram um sistema FIA para determinações 

quimiluminescentes de vitamina B12 .Neste trabalho, verificou-se que o 

cobalto(II), liberado a partir da vitamina B12, catalisa consideravelmente a 

reação quimiluminescente entre o luminol e o oxigênio dissolvido. A 

intensidade quimiluminescente foi proporcional à concentração de 
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vitamina B12 em uma faixa de concentração de 2,0x10-10 – 1,2x10-6 g L-1, 

com limite de detecção de 5,0x10-11 g L-1. A emissão quimiluminescente 

foi detectada por uma fotomultiplicadora alimentada a 750 V. Esse 

sistema apresentou uma alta frequência analítica, realizando 120 

determinações h-1 e um desvio padrão relativo inferior a 5,0%. O método 

desenvolvido também foi aplicado para determinação de vitamina B12 em 

produtos farmacêuticos, plasma sanguíneo, gema de ovo e tecidos de 

peixes. 

AKBAY e GÖK[54] propuseram um método para determinar vitamina 

B12 em medicamentos através de medidas quimiluminescentes utilizando 

um sistema FIA com detecção baseada em fotomultiplicadora. O sistema 

proposto também foi baseado no efeito catalítico do Co(II) presente na 

vitamina B12 na reação entre o luminol e o peróxido de hidrogênio em 

meio básico. A intensidade quimiluminescente foi proporcional à 

concentração de vitamina B12 na faixa de 8,68 – 86,9 g L-1, com um 

limite de detecção de 0,89 g L-1. Nesse procedimento, um volume total 

de amostras e reagentes de 6,5 mL por análise foi usado. 

PULGARÍN e colaboradores[56] desenvolveram um método sensível 

para determinação de vitamina B12 utilizando um sistema FIA acoplado a 

um fotodetector baseado em CCD (do inglês, Charge-Coupled Device). O 

princípio para determinação da vitamina B12 é baseado no efeito 

catalisador do cobalto(II) na reação quimiluminescente entre o luminol e o 

íon percabonato, como fonte de peróxido de hidrogênio, em meio alcalino. 

A intensidade da emissão foi proporcional à concentração da vitamina B12, 

apresentando uma curva de calibração de segunda ordem no intervalo de 

concentração de 10 – 5000 g L-1, com limite de detecção de 9,3 g L-1. A 

frequência de analítica foi de 60 determinações h-1. 
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1.6. Instrumentação básica para análises quimiluminescentes 

A intensidade do sinal analítico, que é a radiação emitida a partir de 

reações químicas ou bioquímicas, está relacionada com a concentração 

das espécies participantes na reação, onde a quantidade da radiação 

emitida é proporcional à concentração de uma determinada espécie. Por 

este motivo, a medida da radiação emitida é um indicador da quantidade 

de analito presente na amostra e os instrumentos básicos para estas 

medidas são denominados luminômetros.  

Uma das vantagens mais importantes da quimiluminescência como 

técnica analítica é a simplicidade instrumental, que em alguns casos é 

similar à utilizada por outros métodos ópticos, como espectrofotometria e 

fluorescência. Entretanto, os equipamentos são geralmente mais simples 

devido à ausência de fontes de radiação externas e de dispositivos para a 

discriminação de comprimentos de onda.  

A instrumentação básica para técnicas quimiluminescentes inclui 

como componentes principais: uma cela de reação ou reator, livre da 

interferência de luz externa; um dispositivo para introduzir e misturar os 

reagentes e a amostra; um detector de luz; e um sistema de aquisição e 

processamento de sinais[20,59]. A Figura 1.5 mostra um diagrama 

esquemático básico de um luminômetro. 

 

 

Figura 1.5. Esquema básico de configuração de um luminômetro. Adaptada da Ref. 

[20]. 
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1.6.1. Sistema de introdução de amostras e reagentes 

 Dependendo da configuração do instrumento e do método de 

introdução da amostra e dos reagentes, é possível classificar os sistemas 

em[60-62]: 

 sistema com amostragem contínua: são caracterizados pelo 

uso de um fluxo contínuo dos fluidos. Nesse tipo de sistemas as 

amostras são inseridas no percurso analítico através de um 

bombeamento contínuo, consumindo quantidades relativamente 

altas de amostra. 

 sistema com amostragem discreta: cada amostra preserva 

sua integridade em um recipiente, onde são mecanicamente 

transportadas para várias zonas do analisador de forma 

sequencial. Cada amostra é conduzida ao detector do 

instrumento, onde os sinais são registrados. Nesta forma de 

amostragem, as amostras estão sempre retornando aos seus 

recipientes.  

 

Em geral, os instrumentos utilizados na realização de determinações 

quimiluminescentes utilizam um sistema discreto para introdução das 

amostras e dos reagentes. Normalmente, um injetor automático é 

utilizado para esta função, tornando os volumes a serem introduzidos na 

cela de reação mais reprodutíveis. A mistura da amostra com os 

reagentes são alcançados pela força da injeção dos fluidos, embora uma 

barra magnética de agitação e um agitador possam ser utilizados, 

possibilitando, dessa forma, que todo o perfil da intensidade 

quimiluminescente versus o tempo de reação seja monitorado. O sinal 

analítico pode ser tomado como a intensidade máxima (altura do pico) ou 

pela integral da área total da curva quimiluminescente, como mostra a 

Figura 1.6. 
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Figura 1.6. Sinal analítico proveniente de reações quimiluminescentes. (a) É mostrada a 

curva da intensidade de quimiluminescência em função do tempo após a mistura dos 

reagentes para iniciar a reação. A diminuição do sinal analítico ocorre em consequência 

do consumo dos reagentes e mudanças na eficiência quântica quimiluminescente com o 

passar do tempo. (b) A curva de calibração é estabelecida em relação às concentrações 

crescentes ou decrescentes do analito. Adaptada da Ref. [20]. 

 

 

1.6.2. Cela de reação 

A cela de reação é o dispositivo onde ocorre praticamente toda a 

mistura entre os reagentes e amostra. Dependendo da reação 

quimiluminescente é possível utilizar diferentes tipos de celas, procurando 

sempre maximizar a intensidade do sinal analítico. 

A cela de reação é um fator crítico em técnicas quimiluminescentes 

devido à magnitude da intensidade do sinal analítico ser proporcional ao 

volume da cela[20]. Isso acontece porque a quantidade de fluoróforos, que 

são as espécies químicas responsáveis pela emissão de luz, está 

diretamente ligada ao volume da cela, ou seja, quanto maior o volume, 

maior será o número de espécies fluoróforas e, consequentemente, maior 

será a intensidade de emissão da radiação.  

A localização e a distância da cela em relação ao detector também 

são variáveis que precisam ser consideradas para garantir a 

reprodutibilidade das medidas. 
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 Normalmente é possível utilizar celas de reação de qualquer material 

que permita a passagem da luz na faixa do visível e seja compatível com a 

amostra, tais como o vidro, quartzo, acrílico e polietileno. Estes materiais 

permitem que uma maior quantidade de radiação chegue ao detector, 

resultando em uma melhor sensibilidade[20]. 

 Alguns modelos de celas de fluxo têm sido explorados em sistemas 

quimiluminescentes[63,64] como as celas fountain[65], droplet[66], 

bundle[67] e vortex[68], porém, estes tipos de celas de reação ainda não 

alcançaram uma aceitação geral, devido à sua complexidade de fabricação 

e a atual falta de evidências de vantagens significativas sobre a 

sensibilidade do sinal analítico[63]. Alternativamente, celas em forma de 

espiral[64]  tem sido comumente utilizado em determinações 

quimiluminescentes,  a fim de melhorar a mistura e aumentar o volume 

dentro da zona de detecção. No entanto, apesar de procedimentos 

bastante sensíveis serem implementados com estes dispositivos, sua 

aplicação apresenta algumas limitações como: (i) a mistura é iniciada 

antes da amostra e reagentes entrarem cela de reação; (ii) os tubos 

utilizados são geralmente translúcidos, em vez de totalmente 

transparentes e (iii) apresentar problemas com a dispersão e a reflexão da 

radiação[63]. 

 

 

1.6.3. Sistema de detecção 

Segundo CAMPBELL[73] existem três requisitos básicos para que um 

detector seja utilizado na instrumentação de medidas quimiluminescentes: 

1. resposta do detector deve estar diretamente relacionada à 

intensidade da luz emitida, tendo uma resposta linear dentro de 

uma ampla faixa de concentração; 

2. Deve ser sensível, pelo menos, na faixa espectral de 400 – 600 

nm. O ideal é que se estenda por todo espectro visível; 
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3. A velocidade de resposta do detector deve ser muito maior que a 

velocidade da reação quimiluminescente.  

 

Em instrumentos destinados a medidas quimiluminescentes, como 

os luminômetros, a luz é detectada por meio de dispositivos fotossensíveis 

através da geração de uma fotocorrente. Fotodiodos e tubos 

fotomultiplicadores (do inglês: Photomultiplier Tubes) ou simplesmente 

fotomultiplicadoras, são os dispositivos de detecção comumente utilizados 

em luminômetros comerciais. Melhorias realizadas nos fotodiodos têm os 

tornado eficazes para algumas aplicações devido a sua pequena dimensão 

e baixo consumo de energia. Esses atributos tornam a sua utilização 

atraente especialmente para desenvolvimento de luminômetros portáteis. 

No entanto, os PMTs são mais utilizados devido a sua eficiência em 

amplificar o efeito de um único fóton incidente. Esta amplificação ocorre 

muito rapidamente e é praticamente isenta de ruídos elétricos gerados 

externamente. Isso torna os PMTs adequados para detecção em baixos 

níveis de luz[74]. 

Outro modo de detecção é o uso de dispositivos de carga acoplada 

que vem sendo apresentado como uma alternativa inovadora para 

melhorar a seletividade requerida na maioria das determinações 

analíticas. Esses dispositivos permitem obter perfis espectrais completos, 

aumentando as informações a partir da reação quimiluminescente[56]. 

 

 

1.6.4. Sistema de aquisição de sinais 

 O sistema de detecção produz uma corrente (que é convertida em 

tensão na maioria das aplicações) proporcional à intensidade luminosa, 

que em seguida é amplificada e então é registrada. Muitas vezes, após a 

amplificação o sinal de leitura dos transdutores analógicos é convertido 

em sinal digital, uma vez que o domínio digital permite que o sinal possa 

ser tratado com mais precisão através de um programa de computador. 
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Esse mesmo programa pode controlar facilmente todos os parâmetros 

instrumentais, como também pode armazenar e manipular a resposta 

analítica. 

 

 

1.7. Métodos automáticos de análises químicas 

 Nas últimas décadas tem-se assistido a um crescente interesse por 

parte dos laboratórios analíticos, em desenvolver métodos automáticos de 

análise com o propósito de simplificarem os procedimentos analíticos, de 

forma a realizarem um número cada vez maior de determinações 

analíticas, mantendo os custos em valores aceitáveis. Além disso, a 

implementação de metodologias automáticas apresentam algumas outras 

vantagens, tais como[75,76]: 

 Baixa intervenção humana. Substituição do operador em 

tarefas de rotina ou perigosas, como por exemplo, aquelas que 

envolvem a manipulação de substâncias tóxicas ou explosivas, 

resultando em maior segurança e prevenção de erros subjetivos; 

 Aprimoramento do desempenho analítico, particularmente 

em relação ao aumento significativo na precisão e exatidão dos 

resultados; 

 Gestão de reagentes químicos. Minimiza o consumo de 

reagentes químicos, implicando na diminuição dos custos por 

análise, como também na redução da produção de resíduos 

gerados. 

 

As análises químicas automatizadas têm encontrado aplicações em 

diversas áreas, mas foi na área de análises clínicas onde a elevada 

demanda diária por diagnósticos rápidos, de qualidade e para várias 

espécies químicas incentivou a sua implantação e consolidação da 
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automação analítica em nível mundial. Hoje grande parte das análises 

químicas e bioquímicas de rotina e demanda em laboratórios industriais, 

governamentais, ambientais, farmacêuticos, forenses e acadêmicos são 

realizados em sistemas parcialmente ou totalmente automáticos[75,76]. 

 

 

1.7.1. Analisadores em fluxo-batelada 

 No final da década de 90, Honorato e colaboradores[77] promoveram 

o desenvolvimento dos Analisadores em Fluxo-Batelada (AFB) como uma 

nova estratégia para automação de processos de análise química. Estes 

sistemas foram caracterizados como um híbrido dos sistemas automáticos 

em batelada e em fluxo, portando, desta forma, grande parte das 

vantagens analíticas de ambos. 

 No AFB, as amostra(s) e reagente(s) são bombeados ou aspirados 

para uma câmara de mistura a partir do tempo de abertura de válvulas 

solenoides. Nesta câmara ocorre a homogeneização destas substâncias, 

que é realizada por meio de uma barra magnética de agitação e um 

agitador. Após o processamento a reação, a mistura é bombeada para o 

detector. Em alguns casos, a detecção é realizada dentro da própria 

câmara de mistura.  

Todo o processo acima descrito pode ser rapidamente realizado 

usando quantidades mínimas de amostra e reagentes, com grande 

precisão e exatidão. Nos analisadores em fluxo-batelada, todo o 

procedimento de controle é efetuado com auxílio de um microcomputador, 

que garante a reprodutibilidade e velocidade nas aplicações[11,75,78].  
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FIGURA 1.7. Esquema simplificado com os componentes principais de um sistema AFB. 

(a) câmara de mistura; (b) agitador magnético; (c) válvulas solenoides de três vias; (d) 

bomba peristáltica; (e) acionador de válvulas; (f) detector; (g) computador. Adaptada da 

Ref. [75]. 

 

 Na Figura 1.7 é apresentado um diagrama esquemático que mostra 

os componentes comumente utilizados para as várias operações unitárias 

no processo de análise em fluxo. Um sistema AFB típico consiste 

normalmente de cinco partes essenciais:  

1. Um sistema de propulsão, que impulsiona os fluidos por todo o 

percurso analítico do sistema.  

2. Um sistema de condução dos fluidos conectando fisicamente 

todos os elementos que compõem o percurso analítico. 

3. Um sistema de comutação, que utiliza válvulas solenoides de 

três vias para direcionamento dos fluidos ora para a câmara de 

mistura, ora para os respectivos recipientes de origem. 

4. Uma câmara de mistura ou reação, onde adições de alíquotas 

de amostra, reagentes, soluções de calibração, tampão, 

diluentes, indicadores, etc., são feitas através do sistema em 

fluxo. 
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5. Um sistema de detecção, permitindo o monitoramento de uma 

dada propriedade da amostra ou de seu produto, fornecendo 

informações qualitativas e/ou quantitativas sobre a matriz. 

 

 

1.7.1.1. Sistema de propulsão 

 As bombas peristálticas (Figura 1.8) são as unidades de propulsão 

de fluidos mais comumente utilizadas em sistemas FB devido a sua 

capacidade multicanal. Isso favorece o bombeamento de várias linhas de 

amostra(s) e reagente(s) de forma simultânea, mantendo a vazão 

constante e perfeitamente reprodutível. Bombas peristálticas modernas 

podem ser controladas por microcomputador e diferentes vazões podem 

ser estabelecidas durante uma mesma medida analítica. 

 

FIGURA 1.8. Bomba peristáltica comercial utilizada na propulsão dos fluidos em 

sistemas AFB. 

 

 Recentemente, ALMEIDA e colaboradores[61,79] desenvolveram um 

sistema AFB utilizando uma bomba pistão acoplada à câmara de mistura 

para propulsão dos fluidos (Figura 1.9). Nesse tipo de analisador, a 

propulsão é promovida dentro da própria câmara de mistura devido à 

ação de um pistão pneumático inserido no seu interior. O funcionamento 

desse sistema é baseado na diferença de pressão dentro da câmara de 

mistura pelo movimento do pistão. O acoplamento entre o motor de 
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passos e o pistão forma a unidade de propulsão do analisador, que 

funciona de forma similar a uma bomba seringa.  

Os volumes dos fluidos que são aspirados para a câmara de mistura 

são controlados pelo tempo de acionamento das válvulas solenoides, que 

atuam como interruptoras de fluxo, e pela rotação de um motor de 

passos, responsável pelo movimento do pistão, que é controlado por meio 

de um microcomputador. 

 

  

FIGURA 1.9. Bomba pistão acoplada à câmara de mistura desenvolvido por ALMEIDA e 

colaborades[61,79] para propulsão dos fluidos em um sistema FB. (a) motor de passos (b) 

câmara de mistura (c) visualização interna da câmara de mistura com o pistão inserido 

em seu interior. As setas indicam os sentidos de movimento do pistão. 

 

Essa relevante contribuição permite o desenvolvimento de sistemas 

FB de baixo custo, sem perdas de sensibilidade e reprodutibilidade, 

mantendo a robustez, flexibilidade e relativa portabilidade. 

 

 

1.7.1.2. Sistema de condução dos fluidos  

 Os arranjos para acondução de fluidos mais comuns de sistemas FB 

são geralmente compreendidos de tubos com diâmetro interno de 0,2 a 

2,5 mm. 

(b)   

(a) 

(c) 



INTRODUÇÃO 

 

29 
 

 Os principais tipos de tubos utilizados em sistemas FB são ditos 

tubos de bombeamento (normalmente empregados em bombas 

peristálticas) e tubos de condução. 

 Para a propulsão dos fluidos, tubos flexíveis estão disponíveis em 

diferentes materiais, dependendo do tipo de fluido a ser impelido[80]. Dois 

colares são geralmente colocados perto das extremidades de cada tubo da 

bomba, os quais servem como pontos de ligação entre os arreios da 

bomba e ajudam a identificar o diâmetro interno e, portanto, a vazão a 

partir do código de cores dos colares (Figura 1.10). 

 

 

FIGURA 1.10. Tubos de bombeamento para bombas peristálticas. Para bombas com 

velocidade de rotação fixa, o diâmetro interno desses tubos e a rotação da bomba 

determinam a ordem de grandeza da vazão. 

 

A incompatibilidade entres os tubos de bombeamento com ácidos e 

bases concentradas e solventes orgânicos geralmente força a calibração 

periódica do sistema FB ou a utilização de tubos resistentes a estes 

reagentes. A adsorção física dos analitos orgânicos em tubo de PVC 

(cloreto de polivinila, comercializado com o nome de Tygon®) é outra 

limitação prática comumente descrita[81]. Já para a condução dos fluidos, 

alguns tubos, como os de PTFE (politetrafluoretileno, comercializado com 

o nome de Teflon®) são utilizados por serem quimicamentes inertes. 

Contudo, tubos de Tygon® também são adequados para uma ampla 

variedade de reagentes. Quando o bombeamento de solventes orgânicos é 

requerido, tubos de Solvaflex® ou Viton® devem ser empregados[78]. 
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1.7.1.3. Sistema de comutação 

Visando o desenvolvimento da instrumentação analítica para 

sistemas de análise em fluxo, Reis e colaboradores[82] propuseram o uso 

de válvulas solenoides de três vias (Figura 1.11), que são dispositivos 

discretos de inserção de fluidos, e são controladas independentemente por 

meio de um microcomputador. Esse processo permite automatizar os 

procedimentos analíticos através do controle na inserção de alíquotas de 

amostras e soluções de forma intercalada ou sequencial[83-84]. 

 

  

FIGURA 1.11. Visualização externa e interna de uma válvula solenoide de três vias 

utilizadas em sistemas AFB. 

 

 Os sistemas FB por fazer uso da comutação apresentam a vantagem 

de não necessitarem de uma reconfiguração fisica do sistema, permitindo 

apenas que se altere o funcionamento do módulo de análise sem alterar a 

configuração do mesmo. 

 

 

1.7.1.4. Câmara de mistura ou reação  

 A câmara de mistura é um componente fundamental em um sistema 

FB. Neste dispositivo ocorre a maior parte dos procedimentos analíticos, 

como mistura, homogeneização, reação e condicionamento dos fluidos e 

preparo de soluções de calibração. 

 Uma câmara de mistura (Figura 1.12) consiste de uma pequena 

peça cilíndrica, geralmente feito de Teflon® ou acrílico, com volume 

interno variável, de aproximadamente 0,50 a 2,00 mL, onde se encontram 

os canais de entrada e saída dos volumes dos fluidos utilizados. 
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FIGURA 1.12. Câmara de mistura de sistemas FB. (a) cavidade; (b) entrada de fluidos; 

(c) entrada/saída de fluidos. 

 

Através do uso da câmara de mistura é possível que as amostras 

e/ou reagentes sejam processados em batelada. Assim, as medidas 

podem ser realizadas com a máxima sensibilidade, pois os equilíbrios 

físico e químico do processo analítico podem ser alcançados. 

 

 

1.7.1.5. Sistema de detecção 

Um sistema de análise em fluxo permite utilizar diferentes 

dispositivos de detecção, dependendo do tipo de análise química ou da 

quantidade de analito a ser investigada. Nesse contexto, uma 

característica marcante do analisador FB é a sua versatilidade quanto ao 

seu acoplamento a diversas formas de detecção, conforme apresentado na 

Tabela 1.2. 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 

(a) 

(c) 
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TABELA 1.2. Sistemas de detecção utilizados em diversos sistemas FB descritos na 

literatura. 

Analito Amostra Sistema de detecção Ref. 

Albumina e proteínas totais Plasma sanguíneo Fotométrica [85] 

Alumínio Tecidos de plantas Espectrofotométrica [86] 

Bromo Produtos petroquímicos Coulométrica/Biamperométrica [87] 

Cloro Alvejantes Biamperométrica [88] 

Cobre Cachaça AAS [89] 

Cu, Cr e Pb Gasolina e nafta GF AAS  [90] 

Cu2+, Mn2+ e Zn2+ Polivitaminas Espectrofotometria UV-vis [91] 

Cu2+, Sn2+ e Pb2+ Polivitaminas Turbidimétrica/Nefelométrica [92] 

Ferro 
Ligas metálicas e minérios 

de ferro 
Espectrofotométrica [93] 

Ferro Etanol hidratado AAS [94] 

Ferro Medicamentos Fotométrica [95] 

Ferro (III) Águas estuarinas Espectrofotométrica [96] 

Fósforo Tônicos fortificantes Fotométrica [97] 

Glutamanto monossódico Alimentos Nefelométrica [98] 

Levodopa e carbidopa Medicamentos Espectrofotométrica [99] 

Manganês Água mineral ET AAS [79] 

Metronidazol Medicamentos Espectrofotométrica [100] 

Sódio Álcool combustível Fotometria de chama [101] 

Taninos Chás Fotométrica e turbidimétrica [75] 

 

 

1.7.2. Características dos sistemas FB 

A combinação de características intrínsecas dos analisadores em 

fluxo (alta velocidade analítica, baixo consumo de amostra e reagentes, 

baixo custo relativo de montagem e facilidade de automatização) e dos 

analisadores em batelada (universalidade de aplicações, robustez e 

versatilidade) fornece ao AFB figuras de mérito como: altas precisão e 

velocidade analítica; baixo custo por análise; baixo consumo, manipulação 

e contaminação de reagentes e amostras; e geração de pouco resíduo 

para o meio ambiente.  



INTRODUÇÃO 

 

33 
 

De maneira geral, os sistemas FB apresentam as seguintes 

características[61]: 

 funcionam apenas sob rigoroso controle via microcomputador, 

garantindo grande precisão no controle do tempo de acionamento 

das válvulas solenoides e, consequentemente, nos volumes dos 

fluidos adicionados na câmara; 

 métodos clássicos bem estabelecidos são bem mais fáceis de 

serem automatizados usando estes sistemas do que através de 

outros sistemas de análise em fluxo; 

 oferecem muita flexibilidade à aplicação de várias metodologias, 

as quais podem ser modificadas de forma conveniente para um 

determinado tipo de amostra. Por exemplo, pode-se trabalhar em 

uma faixa muito ampla de concentração, mudando apenas os 

parâmetros operacionais em seus programas de controle; 

 são analisadores muito versáteis porque permitem a 

implementação de diferentes procedimentos analíticos, 

modificando-se apenas o programa de controle, sem alterar as 

configurações físicas do sistema; 

 devido à associação das vantagens intrínsecas dos sistemas 

discretos (batelada) e dos analisadores em fluxo, qualquer 

metodologia pode, em princípio, ser implementada usando um 

AFB, ou seja, eles apresentam um caráter universal. 

 

Os sistemas FB têm sido utilizados para realizar diferentes 

procedimentos analíticos como: titulações[93,100], pré-tratamento da 

amostra para ajustá-la ao pH[86,102] ou à salinidade adequada do meio de 

análise[96], adições de padrão[89,101], preparação de soluções padrão e 

misturas para calibração univariada[61,90] ou multivariada[92]. 
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1.8. Analisadores em fluxo-batelada e determinações 

quimiluminescentes 

Recentemente alguns trabalhos envolvendo o uso de sistemas FB 

com detecção quimiluminescente foram desenvolvidos para determinação 

de alguns analitos específicos.  

MOREIRA[11] propôs em seu trabalho a utilização de um 

planejamento experimental para otimização da reação entre o luminol e o 

peróxido de hidrogênio, visando desenvolver um sistema 

quimiluminescente em fluxo-batelada para determinação de Vitamina B12 

em medicamentos. Um espectrofluorímetro com um tubo fotomultiplicador 

foi utilizado para detecção do sinal quimiluminescente. A faixa de 

intensidade do sinal analítico foi obtida no intervalo de concentração de 

5,0 – 2560 g L-1 de vitamina B12, com limite de detecção 0,89 g L-1.  

GRÜNHUT e colaboradores[103] desenvolveram um sistema de 

análise em fluxo-batelada empregando detecção quimiluminescente para 

determinação de norapinefrina, dopamina e epinefrina em fármacos. O 

método baseou-se no efeito inibidor das catecolaminas mencionadas 

acima em um sistema químico envolvendo o luminol e hexacianoferrato 

(III) de potássio em meio alcalino. A detecção do sinal analítico foi 

realizada por uma fotomultiplicadora, registrando a emissão de fótons a 

425 nm. O sistema FB proposto apresentou ser um método de análise 

simples, de baixo custo, versátil e de alta sensibilidade analítica. O tipo de 

analisador utilizado permitiu a preparação automática de soluções padrão 

e o processo analítico pode ser realizado alterando-se apenas alguns 

parâmetros operacionais do programa do AFB. A intensidade de 

quimiluminescência foi registrada nas faixas de concentração de 4,5 – 

10,6 g L-1 de norapinefrina; 8,0 – 18,8 g L-1 de dopamina e 14,7 – 34,3 

g L-1 de epinefrina, com limites de detecção de 1,1 g L-1; 2,1 g L-1 e 

3,3 g L-1, respectivamente. 
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2. EXPERIMENTAL 

2.1. Reagentes, soluções e amostras 

A descontaminação de vidrarias, recipientes e da câmara de mistura 

foi realizada utilizando uma solução de HNO3 10% em um banho 

ultrassônico (UltraSonic Cleaner, Unique, modelo USC-1800A) durante 10 

minutos. Água sempre recém-destilada e posteriormente deionizada por 

um sistema de purificação Milli-Q Plus® (Millipore, Bedford, MA), com 

resistividade específica de 18,2 MΩ cm a 25 °C, foi utilizada em todas as 

soluções. 

 

 Solução de luminol 

Uma solução de luminol ou 5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona 

(C8H7N3O2, Sigma 97% P.A.) de concentração 1,0 x 10-3 mol L-1 foi 

preparada pela dissolução de 0,0913 g em 500 mL de solução 0,1 mol L-1 

de NaOH (Synth 97% P.A.) e mantida sob refrigeração a 8 °C. 

 

 Solução de peróxido de hidrogênio 

Foi preparada uma solução de peróxido de hidrogênio com 

concentração 1,6 x 10-2 mol L-1 a partir da diluição de 162 L de H2O2 (30 

% m/v, Merck) em 100 mL de NaOH 5,0 x 10-3 mol L-1. 

 

 Solução de hidróxido de sódio 

Uma solução estoque de 0,1 mol L-1 de hidróxido de sódio (Synth 97% 

P.A.) foi preparada através da dissolução de 4,1237 g em 1 L de água 

deionizada. A partir desta solução estoque foram preparadas soluções de 

trabalho a partir de adequadas diluições. 

 

 Solução de ácido clorídrico 

Foi preparado uma solução 0,1 mol L-1 de ácido clorídrico pela diluição 

de 8,28 mL de HCl (Merck 37% P.A.) em 1 L de água deionizada. 
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 Amostra de cobalto sintética 

Foi preparada uma solução estoque de 100 mg L-1 de cloreto de cobalto 

(II) hexahidratado (Synth 97% P.A.) a partir da dissolução de 0,4120 g de 

CoCl2.6H2O em 1 L de ácido clorídrico 0,1 mol L-1. Partindo dessa solução, 

as seguintes soluções padrão foram preparadas: 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 9,0 

g L-1. 

 

 Amostra de vitamina B12 

Uma solução estoque de 1,0 mg L-1 de vitamina B12 na forma de 

cloridrato de hidroxocobalamina (Sigma 96% P.A.) foi preparada a partir 

da dissolução de 1,0 mg de C68H89CoN13O15P.HCl em 1 L de ácido 

clorídrico 0,1 mol L-1. A partir dessa solução foram preparadas as 

seguintes soluções de trabalho a partir de adequadas diluições: 2,4; 4,8; 

7,2; 9,6 e 12,0 g L-1. 

 

 

2.2. O Luminômetro fluxo-batelada (LFB) 

Uma fotografia do LFB proposto é mostrada na Figura 2.1, onde se 

pode observar os componentes empregados na montagem e como estes 

estão fisicamente dispostos no sistema. O LFB é constituído por um 

microcomputador, uma câmara de mistura, uma bomba peristáltica, cinco 

válvulas solenoides de três vias, um acionador de válvulas, um agitador 

magnético e um sistema de aquisição, amplificação e tratamento de 

sinais. 
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FIGURA 2.1. Fotografia da disposição física dos componentes do LFB proposto. (a) 

microcomputador; (b) bomba peristáltica; (c) válvulas solenoides; (d) acionador de 

válvulas; (e) amplificador de sinal; (f) isolamento eletromagnético e de luz externa; (g) 

agitador magnético; (h) detector; (i) câmara de mistura. 

 

 

Um diagrama esquemático para melhor compreensão dos principais 

componentes do LFB é mostrado na Figura 2.2. Cada um dos 

componentes descritos e suas funções serão discutidos com mais detalhes 

nas subseções a seguir. 

 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 

(f) 

(i) 

(h) 

(g) 
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FIGURA 2.2. Diagrama esquemático do LFB proposto. (PC) microcomputador; (CBP) 

canal da bomba peristáltica; (V1-V5) válvulas solenoides; (AV) Acionador de válvulas; 

(AS) amplificador de sinal; (AM) agitador magnético; (CM) câmara de mistura; (D) 

detector. 

 

 

2.2.1. Microcomputador 

Os dispositivos que constituem o LFB proposto foram acoplados a 

um microcomputador com processador Intel® Core2Duo de 2.2 GHz e 

memória RAM de 2 Gb através de uma interface de controle. O 

interfaceamento permite controlar todo o sistema, desde os comandos 

enviados ao acionador de válvulas até o monitoramento dos sinais 

produzidos pelo detector. Para gerenciar o sistema foi desenvolvido um 

programa em LabVIEW® 5.1, que será discutido na Seção 2.2.11.3. 
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2.2.2. Câmara de mistura 

Para promover uma melhor homogeneização entre a amostra e os 

reagentes o sistema LFB utiliza uma câmara de mistura. Esta câmara é 

constituída por um cilindro de PTFE (Teflon®) contendo cinco canais de 

entrada e um canal de saída, com um volume interno de 2 mL. 

O diagrama esquemático apresentando as dimensões da câmara de 

mistura é mostrado na Figura 2.3. 

 

Corte lateral Dimensões em cm Corte tranversal 

 
 

FIGURA 2.3. Diagrama esquemático das dimensões da câmara de mistura. (1) Canal de 

entrada; (2) canal de saída. 

 

 

2.2.3. Agitador magnético 

A homogeneização da mistura é alcançada pelo movimento rotatório 

de uma barra magnética revestida de Teflon® dentro da câmara de 

mistura. O movimento da barra magnética é estimulado pelo campo 

magnético de um agitador desenvolvido no próprio laboratório. 

 

FIGURA 2.4. Agitador magnético utilizado no LFB. 
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2.2.4. Bomba peristáltica 

Uma bomba peristáltica Ismatec®, modelo IPC, equipada com 8 

canais e 12 roletes foi utilizada para propulsão dos fluidos por intermédio 

de tubos de bombeamento de Tygon® com diâmetro interno de 1,14 mm. 

Para o transporte dos reagentes, amostras e água, foram utilizados tubos 

de Teflon® com 0,8 mm de diâmetro interno. 

 

 

2.2.5. Acionador de válvulas 

Um acionador de válvulas, cujo circuito eletrônico é mostrado na 

Figura 2.5, foi desenvolvido para controlar a abertura das válvulas 

solenoides. Este dispositivo é baseado em um circuito integrado ULN 

2003, que é um arranjo de transistores do tipo Darlington capaz de 

controlar até sete canais simultaneamente e de forma independente, com 

capacidade total de corrente de 500 mA.  

Os circuitos de acionamento das válvulas são programados para, 

quando receberem uma tensão maior que 3,8 V em suas entradas, 

enviarem um pulso elétrico de 12V. Uma corrente de 150 mA é gerada 

durante o pulso, fornecendo, assim, uma potência suficiente para acionar 

as válvulas solenoides. A comunicação entre o acionador de válvulas e o 

microcomputador é realizada através da interface de controle NI USB – 

6009, da National Instruments® via porta USB do microcomputador. 

 

 

FIGURA 2.5. Diagrama esquemático do acionador de válvulas. P0 – P6 representam os 

pinos de saída para a interface de controle e GND é o aterramento do circuito. 
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2.2.6. Válvulas solenoides 

No LFB foram utilizadas cinco válvulas solenoides de três vias da 

Cole Parmer®, modelo RZ 01540–11, Figura 2.6, com a finalidade de 

comutar os fluidos no percurso analítico. Através deste dispositivo é 

possível direcionar os volumes das amostras e reagentes a serem 

introduzidos na câmara de mistura. As válvulas solenoides são controladas 

por um microcomputador, utilizando um acionador de válvulas combinado 

a uma interface de controle. 

 

FIGURA 2.6. Válvula solenoide de três vias da utilizadas no LFB proposto. 

 

 

2.2.7. Sistema de detecção de sinal 

 O detector utilizado no LFB proposto foi um fotodiodo de silício com 

área sensível de 10 mm2 (OSD 100-6, Centronic), Figura 2.7. 

 

 

FIGURA 2.7. Fotodiodo de silício utilizado no sistema de detecção do LFB proposto. 
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FIGURA 2.8. Resposta espectral típica do fotodiodo utilizado no sistema de detecção do 

LFB proposto. 

 

Na Figura 2.8 é mostrada a resposta espectral do fotodiodo que 

abrange praticamente toda a região espectral do visível, atingindo seu 

máximo em 550 nm. Esta característica propicia que este dispositivo seja 

utilizado para aplicações fotométricas e quimiluminescentes em geral. 

 

 

2.2.8. Módulo amplificador de sinal quimiluminescente (MASQ) 

 Este dispositivo é necessário para que o sinal proveniente da reação 

quimiluminescente detectado pelo fotodiodo seja amplificado, tornando 

possível alcançar níveis de concentração significativamente baixos. 

 

2.2.8.1. Eletrônica do MASQ 

 O circuito eletrônico é responsável pela amplificação e digitalização 

dos sinais oriundos do detector. Estas funções realizadas pelo controlador 

de interface programável, PIC (do inglês: Programmable Interrupt 

Controller) são necessárias para minimizar o ruído e, consequentemente, 

garantir uma melhor razão sinal/ruído.  
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Os sinais analógicos produzidos durante as medidas são enviados 

para um conversor analógico/digital (AD) existente no PIC 16F877, onde 

são convertidos em sinais digitais, os quais são posteriormente filtrados e 

processados. Os sinais depois de digitalizados são enviados pelo 

microcontrolador a um módulo LCD (do inglês: Liquid Crystal Display) com 

os valores do sinal analítico após a conversão realizada pelo programa de 

controle do PIC.  

 Para melhor compreensão do funcionamento do MASQ, um esquema 

é apresentado em quatro partes principais (Figura 2.9): módulo de pré-

amplificação, módulo de controle de ganho, microcontrolador e fonte de 

alimentação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                           

 

 

 

FIGURA 2.9. Diagrama esquemático representando as quatro partes principais do 

MASQ: (1) módulo de pré-amplificação, (2) módulo de controle de ganho, (3) 

microcontrolador e (4) fonte de alimentação. 

 

 

2.2.8.1.1. Módulo de pré-amplificação 

 Na Figura 2.10 é apresentado o circuito eletrônico do módulo de 

pré-amplificação do MASQ. Este módulo é acoplado à câmara de mistura 
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do sistema FB proposto. O sinal luminoso emitido pela reação 

quimiluminescente é captado pelo fotossensor D2 e pré-amplificado. Para 

conseguir uma elevada sensibilidade com baixo ruído e baixo offset 

utilizou-se o circuito integrado AD823.  

Todo o circuito eletrônico foi acomodado em uma caixa metálica, a 

qual promove uma blindagem eletromagnética, evitando a captação de 

interferências provenientes da rede de 60 Hz ou de outras fontes de 

interferência, como motores, lâmpadas fluorescentes, transmissores de 

rádio, TV e telefones celulares. 

 

FIGURA 2.10. Circuito eletrônico do módulo de pré-amplificação do MASQ. C = 

capacitores de poliéster; R = resistores; Q = transistor; U1 = circuitos integrados; D1 = 

diodo, D2 = fotossensor; K1 = relé; P = conectores; GND = terra. 

 

 O relé K1 pode ser acionado remotamente pelo microcontrolador, 

que incrementa o ganho neste estágio, multiplicando por cinco o valor 

oriundo do fotossensor, aumentando assim o ganho do sistema quando 

necessário. 

 O sinal amplificado é enviado para o próximo módulo através da 

linha “Signal_Opto” e recebe o sinal de comando de ganho pela linha 

“Gain_x5” do microcontrolador. 
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2.2.8.1.2. Módulo de controle de ganho 

 Neste módulo também se utilizou um circuito integrado AD823, que 

tem por função amplificar novamente o sinal recebido via linha 

“Signal_Opto” até um nível satisfatório para realizar os experimentos. O 

ganho do circuito é controlado digitalmente pelo microcontrolador através 

das linhas “Gain_A, _B e _C” do circuito integrado CD4051B, que atua 

com uma chave analógica de uma entrada e oito posições, o que configura 

o AD823 em oito faixas de ganho selecionáveis. Na Figura 2.11 é 

mostrado o circuito eletrônico do módulo de controle de ganho. 

 

FIGURA 2.11.. Circuito eletrônico do módulo de controle de ganho do MASQ. C = 

capacitor de poliéster; R = resistores; U2 e U3 = circuitos integrados; D3 = diodo; GND 

= terra. 

 Neste módulo é realizada a compensação total de todos os offsets 

existentes (zerando a linha de base do MASQ) no módulo de pré-

amplificação e no próprio módulo de controle de ganho. Esse 

procedimento é realizado de forma automática via linha 

“Zeroing_from_uProc” proveniente do microcontrolador ou de forma 
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manual pelo potenciômetro localizado no painel frontal do instrumento via 

linha de controle “Zeroing Potentiom_Aux”. 

 

 

2.2.8.1.3. Microcontrolador 

 O PIC 16F877 foi o microcontrolador utilizado no MASQ. Este 

dispositivo é responsável pelo controle do equipamento e tem as 

seguintes funções principais: 

 Realizar a conversão dos sinais de analógica para digital e das 

tensões de offset presentes na saída do amplificador; 

 Medir e memorizar as tensões de offset de cada faixa de ganho; 

 Verificar a amplitude máxima do sinal resultante de saída do módulo 

de controle de ganho; 

 Controlar o disparo do sinal luminoso de referência através do D6 – 

LED 470 nm, no módulo de pulso de luz; 

 Controlar a potência do D6 – LED 470 nm, gerando uma sequência 

de pulsos luminosos de amplitude e largura conhecidas, apropriadas 

para cada faixa de ganho; 

 Controlar o módulo LCD, responsável por mostrar as informações de 

amplitude do sinal, faixa de ganho de trabalho e o estado do 

sistema através do barramento “Display_data_1...16”; 

 Receber os comandos via teclado no painel do aparelho e fazer a 

interface com um computador externo para controle remoto do 

ganho; 

 Gerar uma tensão DC apropriada através da modulação por largura 

de pulso para cada faixa de ganho e memorizar este valor a fim de 

que possa cancelar os offsets que estejam sendo usados no 

momento; 

 Quando opera no modo automático de ganho, se verificado que o 

sinal resultante esta abaixo de um valor pré-estabelecido (30% de 

1024, que é o número total de graus de conversão pelo AD do 
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PIC16F877), o ganho é aumentado automaticamente. Caso o sinal 

ultrapasse o nível máximo (80% de 1024), o ganho é reduzido 

automaticamente. 

 

A Figura 2.12 mostra o circuito eletrônico do microcontrolador. 

 

 

 

FIGURA 2.12. Circuito eletrônico do microcontrolador do MASQ. C = capacitor de 

poliéster; R = resistores; U4 = PIC 16F877; GND = terra. 

 

 

2.2.8.1.4. Fonte de alimentação 

 Na Figura 2.13 é mostrado o circuito eletrônico da fonte de 

alimentação. O circuito integrado LM7805 fornece uma tensão contínua e 

estabilizada em +5 volts. Para fornecer uma tensão negativa estável 

utilizou-se o circuito integrado LM2904 e o transistor darlington TIP122. 

 Para maior estabilidade de todo o sistema é importante que as 

tensões positiva e negativa da fonte de alimentação sejam simétricas, 
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assim, se a fonte de +5 V aumentar ou diminuir, simultaneamente a fonte 

negativa aumenta ou diminui na mesma proporção. Este tracking é 

realizado realimentando os circuitos através dos resistores R38 e R39. 

 

 

 

FIGURA 2.13. Circuito eletrônico da fonte de alimentação do MASQ. C = capacitor de 

poliéster; R = resistores; Q = transistores; U6 e U7 = circuitos integrados; GND = 

terra. 

 

 

2.2.8.2. Operação do MASQ 

No painel de controle do MASQ são encontradas as opções de 

operação, onde são acompanhadas e controladas via tela de LCD, 

conforme pode ser visto na Figura 2.14. 
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FIGURA 2.14. Detalhes do painel externo de controle e operação do MASQ.  

 

A seguir são descritas as opções de operação do MASQ: 

1. On/off – chave liga/desliga. 

2. tela de LCD  

2a. Lum – Amplitude do sinal ou valor da linha de base. Os valores 

mostrados compreendem o intervalo de 0000 para o valor mínimo e 

1023 para o valor máximo. 

2b. Pk – Amplitude máxima ou pico máximo registrado. Caso o valor de 

1023 seja ultrapassado, o LED vermelho acenderá indicando sobrecarga 

do sinal. 

2c. Ch – Canal do ganho. O ganho indica quantas vezes o sinal foi 

aumentado. Existem oito faixas selecionáveis de ganho no intervalo de 1 a 

100, apresentadas na Tabela 2.1. Os valores do ganho ainda podem ser 

multiplicados por cinco, quando o “GAIN x 5” está acionado. O 

instrumento suporta no máximo um aumento de 500 vezes o valor do 

sinal. 
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TABELA 2.1. Valores dos canais em relação ao ganho do sinal. 

Canal Ganho Ganho x 5 

00 01 05 

01 02 10 

02 05 25 

03 10 50 

04 20 100 

05 30 150 

06 50 250 

07 100 500 

 

2d. Indica se está sendo utilizado algum dos seguintes recursos:  

 “Aug” - Indica que está sendo utilizado o ganho automático. 

 “Pot” – Indica que para zerar a linha de base será necessário o 

auxílio do potenciômetro. 

 “Aux” – Indica que o ajuste está em andamento. 

2e. G – indica quantas vezes o sinal está sendo amplificado. 

3. tecla AUTO GAIN – Programa o instrumento para ajustar o ganho de 

sinal de forma automática. 

4. tecla HIGH GAIN – Altera para uma faixa maior de ganho de sinal. 

5. tecla AUTO ZERO LOCAL – O instrumento realiza o ajuste do zero da 

linha de base apenas na faixa de ganho de sinal que está sendo utilizado. 

6. tecla AUTO ZERO ALL - O instrumento realiza o ajuste do zero da 

linha de base em todas as faixas de ganho de sinal. 

7. tecla LOW GAIN – Altera para uma faixa menor de ganho de sinal. 

8. tecla LIGHT PULSE – Esta opção permite que o instrumento envie 

três pulsos ao LED que se encontra acoplado ao detector. A resposta 

destes pulsos é observada na forma de sinal na tela de LCD do MASQ e 
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permite verificar se o detector está respondendo adequadamente. A 

utilização deste recurso é indicado por um LED azul.  

9. zero auxiliar - Ajusta o zero da linha de base manualmente, nos casos 

em que o instrumento não consegue realizar esta operação 

automaticamente. 

10. GAIN x 5 – Multiplica o ganho de sinal por 5. 

 

 

2.2.9. Metodologia de análise 

 Dentre os vários catalisadores utilizados para viabilizar a 

quimiluminescência do luminol, o íon Co(II) é o mais utilizado em 

aplicações analíticas e demonstrativas. Não apenas por permitir baixos 

níveis de detecção, mas também por apresentar uma relação linear entre 

o sinal e a concentração para intervalos de concentração de várias ordens 

de magnitude[11]. Diante dessas vantagens, este íon foi o catalisador 

empregado para avaliar o desempenho do LFB proposto. A vitamina B12 na 

forma de cloridrato de hidroxocobalamina, por ter em sua constituição o 

íon Co(II), foi eleito como analito a ser investigado. 

A metodologia analítica proposta baseou-se na relação linear da 

reação quimiluminescente do luminol, tendo como oxidante o peróxido de 

hidrogênio e o íon Co(II) presente na vitamina B12 como catalisador. 

 

 

2.2.11. Procedimento analítico 

Antes de iniciar as análises de vitamina B12 foi necessário realizar 

alguns procedimentos para ajuste dos parâmetros de funcionamento do 

sistema proposto, conforme são descritos a seguir. 
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2.2.11.1. Estudo das vazões dos canais das válvulas solenoides 

 A precisão da medida do volume que foi adicionado à câmara de 

mistura foi estimada a partir da pesagem de alíquotas de água em seus 

canais correspondentes utilizando uma balança analítica (Shimadzu, 

modelo AY220). Estas alíquotas foram obtidas por meio da aspiração de 

água e da ativação de cada válvula solenoide em diferentes tempos de 

acionamento. O volume expelido pelo canal de saída da válvula solenoide 

que é conectado à câmara de mistura era cuidadosamente coletado em 

um recipiente previamente tarado para ser pesado em seguida.  

A estimativa dos volumes foi feita baseando-se na relação entre o 

tempo de abertura da válvula e o volume desejado. 

 

 

2.2.11.2 Procedimento de fluxo 

 O sistema de fluxo desenvolvido para o LFB é constituído por: uma 

bomba peristáltica que atua na propulsão dos fluidos; um agitador 

magnético, responsável pela homogeneização da amostra e dos reagentes 

no interior da câmara de mistura; cinco válvulas solenoides de três vias 

interligadas a uma câmara de mistura por tubos de Teflon®, como mostra 

o diagrama esquemático da Figura 2.15. 
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FIGURA 2.15. Diagrama esquemático do sistema de fluxo do LFB proposto. AM – 

agitador magnético, CM – câmara de mistura, BM – barra magnética, D – detector, BP – 

bomba peristáltica, V1 – válvula da água, V2 – válvula da amostra, V3 – válvula do 

peróxido de hidrogênio, V4 – válvula do luminol, V5 – válvula de esvaziamento da câmara 

de mistura e L – descarte. 

 

 Os volumes de água, amostra, peróxido de hidrogênio e luminol que 

entram na câmara de mistura são controlados pelo tempo de acionamento 

das válvulas solenoides, as quais atuam apenas como interruptoras de 

fluxo. 

 O LFB proposto opera em uma sequência básica que consiste nas 

seguintes etapas: 

 

 Etapa inicial: todas as válvulas encontram-se desativadas. Neste 

modo a amostra e os reagentes permanecem em fluxo 

intermitente, fazendo com que estes retornem aos seus 

respectivos recipientes de origem. 

 Etapa de enchimento da câmara de mistura: as válvulas 

solenoides V1, V2, V3 e V4 são acionadas, permitindo a entrada dos 

fluidos na câmara de mistura de forma sequencial. 
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 Etapa de esvaziamento da câmara de mistura: nesta etapa 

apenas a válvula V5 é acionada, permitindo que todo conteúdo 

que se encontra na câmara de mistura seja enviado para o 

recipiente de descarte. 

 Etapa de limpeza da câmara de mistura: a válvula V1 é acionada, 

permitindo que a câmara de mistura seja preenchida com 

quantidade de água suficiente para promover a limpeza de forma 

eficiente. Em seguida, a válvula V5 é acionada realizando o 

esvaziamento da câmara de mistura. 

 

2.2.11.3. Procedimento e utilização do programa de controle do 

LFB 

O programa utilizado para o gerenciamento do sistema desenvolvido 

neste trabalho foi escrito em ambiente LabView® 5.1 da National 

Instruments®, Figura 2.16. Através desse programa é possível receber e 

enviar dados via porta USB do microcomputador quando conectado a uma 

interface de controle. 

 

FIGURA 2.16. Painel de controle do programa usado no LFB proposto. 
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 O programa para gerenciamento de controle do LFB proposto 

apresenta as seguintes funções: 

 

 controle do tempo de acionamento das válvulas solenoides – 

Os tempos definidos para cada etapa foram estabelecidos na escala 

de milissegundos de acordo com o procedimento descrito na Seção 

2.2.11.1. 

 leitura do sinal analítico – O programa permite o monitoramento 

do sinal proveniente do sistema de detecção. A faixa de leitura 

utilizada por esse programa compreende o intervalo de 0 a 5 Volts.  

 número de pontos – esta opção indica o número de sinais por 

análise a serem capturados, armazenados e plotados no gráfico 

mostrado programa. 

 controle de rotação da bomba peristáltica – a velocidade com 

que os fluidos entram na câmara de mistura é controlada 

individualmente para cada válvula solenoide, podendo ser alterada 

quando necessário. A comunicação entre a bomba peristáltica e o 

microcomputador é realizada via porta serial RS 232.  

 estudo das vazões dos canais das válvulas solenoides – Para 

determinar o tempo de abertura das válvulas solenoides foi 

realizado um estudo prévio da vazão de cada uma das válvulas 

solenoides.  

 procedimentos analíticos – O programa permite executar as 

operações necessárias para o procedimento analítico, onde é 

possível selecionar o número de replicatas, limpeza e o tempo de 

agitação. 

 

 O enchimento dos canais é uma operação que deve ser realizada no 

início de cada análise. Para executar esta operação o analista deve 

introduzir na caixa especificada para as válvulas V1, V2, V3 e V4 o tempo 

de 7 segundos e, em seguida, acionar o comando “INICIAR”. Esse tempo 

é suficiente para preenchimento de todos os canais. 
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 Para iniciar uma análise o analista deve configurar os tempos de 

abertura das válvulas solenoides, bem como o tempo de agitação e o 

número de repetições. O número de rotações da bomba peristáltica deve 

ser controlado diretamente no diagrama de blocos do programa de 

gerenciamento de controle. 

 O sinal proveniente da reação quimiluminescente é monitorado 

durante todo o tempo em que as válvulas V1, V2, V3 e V4 permanecem 

acionadas. 

 No final de cada análise, um arquivo de dados é gerado e 

armazenado em local estabelecido. 

 Uma vez configurados os parâmetros operacionais, o analista poderá 

dar início aos procedimentos para as análises de vitamina B12. 

 

 

2.2.11.4. Procedimento de utilização do MASQ 

Utilizando as operações básicas do MASQ descritas na Seção 

2.2.8.2 foram realizados os seguintes procedimentos para a execução das 

análises deste trabalho.  

Primeiramente o MASQ foi ligado na chave on/off. Em seguida, foi 

selecionado o valor referente ao ganho de sinal desejado através das 

teclas high gain ou low gain. Então, o instrumento foi ajustado para 

zerar a linha de base apenas na faixa de ganho de sinal selecionado 

através da tecla AUTO ZERO LOCAL. O LED verde foi acionado indicando 

que o instrumento estava calibrado e pronto para o uso. 

 Um estudo prévio foi realizado para determinar qual o melhor ganho 

a ser utilizado para as medidas de vitamina B12. Esse estudo foi baseado 

no ganho que apresentou o limite de detecção mais baixo e 

compreendesse a maior faixa linear para as amostras de vitamina B12. 

Logo, para este trabalho foi utilizado o ganho “03”, implicando que o sinal 

foi amplificado dez vezes. 
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2.2.12. Procedimentos para avaliação do desempenho analítico 

A determinação de vitamina B12 foi realizada por meio de curvas 

analíticas univariadas, através do qual se obteve uma relação linear entre 

a concentração de soluções padrão da vitamina B12 e a medida do sinal 

analítico. As curvas analíticas foram obtidas utilizando a média do valor 

máximo do sinal analítico de cinco replicatas, expressa em volts.  

O sistema químico empregado para avaliar o desempenho do LFB 

proposto foi otimizado por MOREIRA[11] através de um planejamento 

fatorial 24, cujos parâmetros são descritos a seguir: 

 1,0x10-3 mol L-1 de luminol em 0,1 mol L-1 de NaOH; 

 1,6x10-2 mol L-1 de peróxido de hidrogênio em 5,0x10-3 mol L-1 de 

NaOH; 

 amostra em 0,1 mol L-1 de HCl; 

 ordem de entrada na câmara: H2O/amostra/H2O2/luminol; 

 pH em 12,2. 

  

Para avaliar o desempenho analítico do sistema LFB foram 

realizados procedimentos estatísticos para a estimativa das figuras de 

mérito. 

 A sensibilidade do método foi definida pelos limites de detecção 

(LOD) e limites de quantificação (LOQ). O limite de detecção corresponde 

a menor concentração da espécie de interesse que pode ser detectada 

pela técnica instrumental utilizada, enquanto o limite de quantificação 

corresponde à concentração mais baixa que pode ser quantificada dentro 

dos limites de reprodutibilidade das medidas pelo método empregado[105].  

Para cada curva analítica, os limites de detecção e quantificação 

foram estimados conforme as Equações 2.1 e 2.2: 

    
    
 

 (2.1) 
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 (2.2) 

  

onde  é a inclinação da curva analítica estimada pela regressão linear 

através do método dos mínimos quadrados e Sb é o desvio padrão do 

branco para 20 medidas. Assim como a sensibilidade de calibração foi 

definido pelo valor da inclinação da curva analítica (). Também foi 

avaliada a frequência analítica e a quantidade de amostras e reagentes 

gastos por medida efetuada. 

 Em análises químicas, o modelo de calibração pode ser usado para 

estimar a concentração do analito de maneira satisfatória apenas se for 

capaz de descrever o comportamento dos valores experimentais. 

Portanto, o modelo predito não pode apresentar evidências de falta de 

ajuste e deve refletir uma significativa regressão estatística. Desta forma, 

a validação do modelo de calibração é geralmente realizada por meio de 

uma analise de variância (ANOVA)[104,106]. A Tabela 2.2 apresenta as 

equações para ANOVA de dados experimentais adaptados para modelos 

lineares pelo método dos mínimos quadrados (MMQ). 

 

TABELA 2.2. Equações para a ANOVA dos dados experimentais adaptados aos modelos 

lineares determinados pelos métodos dos mínimos quadrados. 

Fonte de Variação Soma Quadrática 

(SQ) 

Graus de Liberdade 

(GL) 

Média Quadrática 

(MQ) 

Regressão   
reg

  ∑ni  ( e)i   m 
2

 p - 1 
M 

reg
  

  
reg

p   1
 

Resíduo   
r
  ∑∑   i    ( e)i 

2
 n - p 

M 
r
  

  
r

n   p
 

Falta de Ajuste   
fa 

  ∑ni  ( e)i   im 
2
 m - p 

M 
fa 

  
  

fa 

m   p
 

Erro Puro       ∑∑   i     im  
2
 n - m M 

ep
  

  
ep

n  m
 

O índice i indica o nível da variável X; o índice j refere-se às medidas repetidas da variável Y em um dado nível 

de X; p = número de parâmetros do polinômio do modelo de calibração; n = número total de medidas; m = 

número de níveis da variável independente X. 

 

 A validação de modelos lineares pela aplicação do método dos 

mínimos quadrados consiste na análise dos resíduos, falta de ajuste e 
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significância da regressão. Na análise dos resíduos deixados pelo modelo, 

verifica-se o comportamento dos erros de previsão em relação aos dados 

experimentais. Nos gráficos dos resíduos é possível identificar o tipo de 

erro associado aos dados. Dessa forma, se os resíduos apresentam algum 

perfil ou estrutura teremos a presença de um erro experimental associado 

aos dados obtidos. Entretanto, se os resíduos se distribuírem 

aleatoriamente em torno do zero, têm-se apenas erros aleatórios. 

 O teste de falta de ajuste compara os resíduos do modelo para 

determinações realizadas em vários níveis da variável X, média quadrática 

de falta de ajuste (MQfaj) com os resíduos das analises das medidas 

autênticas nesses mesmos níveis, média quadrática do erro puro (MQep). 

Se razão (MQfaj)/(MQep) for menor que o valor do ponto da distribuição F 

referente aos graus de liberdade de MQfaj e MQep para um determinado 

nível de confiança, temos um modelo que não apresenta falta de ajuste; 

 No teste de significância de regressão os resíduos deixados pelo 

modelo com relação à média dos valores de Y, média quadrática da 

regressão (MQreg) são comparados com os resíduos do modelo com 

relação aos dados experimentais (MQep). Se a razão (MQreg)/(MQep) é 

maior que o valor do ponto da distribuição F referente aos graus de 

liberdade de MQreg e MQep para um determinado nível de confiança, o 

modelo estará melhor ajustado aos dados experimentais. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Ajuste da vazão do LFB 

Como mencionado na Seção 2.2.11.1 foram construídas curvas de 

calibração correlacionando a quantidade de massa do fluido injetado em 

função do tempo, como pode ser visto no exemplo da Figura 3.1. 

 

FIGURA 3.1. Exemplo de uma curva de calibração utilizada nas medidas da precisão das 

válvulas solenoides, cuja equação da reta foi y = 0,1886x + 0,0008 e R2 = 1,00. 

Com a equação da reta da curva de calibração é possível estimar o 

volume desejado através da densidade da água a 25 °C. 

 Como o tempo de abertura das válvulas solenoides é proporcional ao 

volume inserido à câmara de mistura e varia de acordo com a vazão em 

cada canal, em todos os procedimentos descritos de agora em diante será 

empregado o termo tempo em vez de volume de amostra ou reagentes. 

A partir do que foi descrito acima todos os volumes mencionados 

nos procedimentos de análise foram estabelecidos mediante estudo das 

vazões e tempos de acionamento das válvulas solenoides. O propósito 

desse estudo foi obter o consumo mínimo de reagentes e amostras, como 

também uma velocidade analítica adequada e precisão dos volumes 

introduzidos na câmara de mistura. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

63 
 

Para cada válvula solenoide foram realizadas medidas empregando 

quatro diferentes velocidades de rotação da bomba peristáltica: 40, 80, 

120 e 160 rotações por minuto (rpm), com intervalos de abertura de 

válvula de 1, 3, 5, 7 e 10 segundos. 

Nas Tabelas 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4 são mostrados os valores dos 

desvios padrão e relativo, estimados para os tempos de abertura (1 a 10 

segundos) para cada uma das válvulas solenoides e para as diferentes 

velocidades de rotação da bomba peristáltica mencionadas anteriormente. 

 
TABELA 3.1. Valores do desvio padrão e do desvio padrão relativo (DPR) obtidos para a 

válvula 1 nas quatro diferentes rotações da bomba peristáltica.  

Válvula 1 1s 3s 5s 7s 10s R2 

40 rpm 

Desv.Pad. 0,0085 0,0082 0,0046 0,0083 0,0036 

1,0000 

DPR (%) 18,0907 5,5444 1,8706 2,4018 0,7238 

80 rpm 

Desv.Pad. 0,0087 0,0098 0,0086 0,0057 0,0055 

1,0000 

DPR (%) 9,0585 3,4017 1,7892 0,8350 0,5627 

120 rpm 

Desv.Pad. 0,0013 0,0028 0,0068 0,0103 0,0111 

1,0000 

DPR (%) 0,8876 0,6478 0,9466 1,0216 0,7748 

160 rpm 

Desv.Pad. 0,0041 0,0049 0,0030 0,0060 0,0094 

1,0000 

DPR (%) 2,1772 0,8600 0,3177 0,4512 0,4937 

 

TABELA 3.2. Valores do desvio padrão e do desvio padrão relativo (DPR) obtidos para a 

válvula 2 nas quatro diferentes rotações da bomba peristáltica. 

Válvula 2 1s 3s 5s 7s 10s R2 

40 rpm 

Desv.Pad. 0,0096 0,0024 0,0024 0,0063 0,0099 

0,9999 

DPR (%) 21,3088 1,6422 1,0020 1,8684 2,0500 

80 rpm 

Desv.Pad. 0,0086 0,0091 0,0184 0,0067 0,0085 

0,9999 

DPR (%) 9,1024 3,2216 3,9392 1,0061 0,8905 

120 rpm 

Desv.Pad. 0,0028 0,0078 0,0051 0,0090 0,0093 

0,9999 

DPR (%) 2,0049 1,8437 0,7212 0,9279 0,6670 

160 rpm 

Desv.Pad. 0,0056 0,0069 0,0038 0,0085 0,0058 

1,0000 

DPR (%) 3,0628 1,2411 0,4074 0,6555 0,3149 
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TABELA 3.3. Valores do desvio padrão e do desvio padrão relativo (DPR) obtidos para a 

válvula 3 nas quatro diferentes rotações da bomba peristáltica. 

Válvula 3 1s 3s 5s 7s 10s R2 

40 rpm 

Desv.Pad. 0,0107 0,0105 0,0063 0,0012 0,0085 

1,0000 

DPR (%) 21,6684 6,8886 2,4658 0,3376 1,6781 

80 rpm 

Desv.Pad. 0,0078 0,0088 0,0036 0,0072 0,0091 

1,0000 

DPR (%) 7,8346 2,9542 0,7256 1,0381 0,9147 

120 rpm 

Desv.Pad. 0,0068 0,0058 0,0048 0,0057 0,0061 

1,0000 

DPR (%) 4,6215 1,3086 0,6580 0,5535 0,4161 

160 rpm 

Desv.Pad. 0,0098 0,0047 0,0033 0,0069 0,0170 

1,0000 

DPR (%) 5,1529 0,8102 0,3452 0,5106 0,8746 

 

TABELA 3.4. Valores do desvio padrão e do desvio padrão relativo (DPR) obtidos para a 

válvula 4 nas quatro diferentes rotações da bomba peristáltica. 

Válvula 4 1s 3s 5s 7s 10s R2 

40 rpm 

Desv.Pad. 0,0108 0,0101 0,0079 0,0082 0,0088 

1,0000 

DPR (%) 21,8875 6,8899 3,1949 2,3711 1,7880 

80 rpm 

Desv.Pad. 0,0071 0,0020 0,0054 0,0096 0,0054 

1,0000 

DPR (%) 7,3183 0,6821 1,1189 1,4159 0,5576 

120 rpm 

Desv.Pad. 0,0048 0,0052 0,0069 0,0062 0,0097 

1,0000 

DPR (%) 3,3893 1,2053 0,9617 0,6151 0,6833 

160 rpm 

Desv.Pad. 0,0039 0,0039 0,0040 0,0079 0,0058 

1,0000 

DPR (%) 2,0519 0,6808 0,4246 0,5957 0,3052 

 

 A partir dos resultados obtidos pelo estudo da vazão foi constatado 

que 160 rpm é a velocidade de rotação da bomba peristáltica que 

apresenta os menores desvios padrão relativo. 

 Vale salientar que também foi observado o comportamento da 

reação quimiluminescente nas quatro diferentes velocidades de rotação da 

bomba peristáltica mencionadas anteriormente. Na Tabela 3.5 são 

mostrados os volumes adicionados na câmara de mistura, assim como os 

tempos de acionamento das válvulas solenoides utilizados no 
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monitoramento do sinal analítico para as diferentes rotações da bomba 

peristáltica. 

 

TABELA 3.5. Valores utilizados no monitoramento do sinal analítico nas quatro 

diferentes rotações da bomba peristáltica. 

Válvula 
Amostras e 
Reagentes 

Volume 
(L) 

40 rpm 80 rpm 120 rpm 160 rpm 

tempo (ms) 

1 H2O 250 4977 2539 1728 1318 

2 amostra 250 5100 2585 1800 1322 

3 H2O2 500 9763 4996 3404 2525 

4 luminol 500 10079 5175 3510 2648 

 

A Figura 3.2 ilustra o sinal proveniente da reação 

quimiluminescente obtido para as diferentes velocidades de entrada das 

amostras e reagentes na câmara de mistura. 

  

FIGURA 3.2. Sinal proveniente da entrada de amostras e reagentes na câmara de 

mistura nas rotações de 40 rpm (―), 80 rpm (―),120 rpm (―),160 rpm (―). 

 

 Como pode ser observado, a velocidade com que a amostra e 

reagentes são inseridos na câmara de mistura também é um fator que 

contribui para o favorecimento da reação quimiluminescente.  
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Desta forma, por apresentar os mais baixos desvios padrão relativo 

e priorizando o máximo de sinal obtido, foi adotado 160 rpm da bomba 

peristáltica durante a inserção dos volumes de amostras e reagentes na 

câmara de mistura do LFB. 

 

 

3.2. Estudo dos volumes adicionados à câmara de mistura 

O estudo dos volumes inseridos na câmara de mistura foi realizado 

visando obter sempre o máximo de sinal, como também um consumo 

mínimo de amostras e reagentes e um baixo volume de resíduo gerado 

por análise. O estudo desse parâmetro foi conduzido de forma univariada, 

ou seja, fazendo-se variar apenas um parâmetro, enquanto se mantinham 

constantes os valores restantes. Para obtenção dos resultados 

apresentados na Tabela 3.6 foi utilizado uma amostra padrão de 70 g L-

1 de CoCl2.6H2O. 

 

TABELA 3.6. Valores obtidos do sinal proveniente da reação quimiluminescente para os 

volumes inseridos na câmara de mistura. 

Amostra e Reagentes 

ENSAIOS 

1 2 3 4 5 6 

VOLUMES (L) 

Água 250 250 250 125 125 125 

Amostra  250 250 250 125 125 125 

H2O2  750 500 375 750 500 375 

Luminol  750 500 375 750 500 375 

Vol. Total 2000 1500 1250 1750 1250 1000 

SINAL (volts) (n = 5) 2,6207 2,0867 1,8543 0,9367 0,8190 0,8117 

Desv. Pad 0,0287 0,0137 0,0126 0,0127 0,0115 0,0229 

DPR (%) 1,0962 0,6542 0,6786 1,3603 1,4081 2,8158 

 

Embora apresente o maior valor de sinal detectado, o ensaio 1 não 

se enquadra nos aspectos relacionados anteriormente, pois dentre os seis 
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ensaios é o que apresentou maior consumo de reagentes e maior volume 

de resíduo gerado. Já o ensaio 2 apresentou um menor valor do desvio 

padrão relativo, como também um desempenho satisfatório em relação ao 

sinal analítico. Diante disso, todas as medidas foram realizadas com o 

volume o da câmara de mistura sendo de 1,5 mL. Na Tabela 3.7 são 

mostrados os parâmetros de fluxo ajustados que foram empregados na 

avaliação do desempenho do LFB por meio da determinação de vitamina 

B12. 

 

TABELA 3.7. Parâmetros de fluxo ajustados para a determinação de vitamina B12 em 

medicamentos com o sistema LFB.  

Válvula Volume (L) 
Tempo de abertura 

(ms) 

Rotação da bomba 

peristáltica (rpm) 

V1 250 1318 160 

V2 250 1322 160 

V3 500 2525 160 

V4 500 2648 160 

V5 - 8000 200 

 

 

3.3. Estudo da estabilidade da solução de luminol 

Um estudo foi realizado para avaliar a influência da estabilidade do 

luminol na reação vitamina B12/H2O2/luminol, uma vez que a solução de 

luminol afeta diretamente o sinal analítico com o passar do tempo, 

implicando no aumento ou diminuição da sensibilidade nas medidas. 

Esse estudo foi realizado ao longo de sete dias utilizando cinco 

padrões de vitamina B12 em diferentes concentrações e o sistema químico 

descrito na Seção 2.2.12. 

As medidas dos padrões de vitamina B12 foram realizadas em cinco 

replicatas utilizando sempre a mesma solução de luminol, enquanto o 

peróxido de hidrogênio sempre foi preparado no momento das medidas. 
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Na Figura 3.3 são mostrados os resultados obtidos durante o 

tempo de estudo da estabilidade do luminol. 

 

 

FIGURA 3.3. Sinais analíticos obtidos de 0 a 168 horas de preparo do luminol. A 

concentração de vitamina B12 corresponde ao intervalo de 2,4 – 12 g L-1, com DPR’s 

inferiores a 1,5% (n=5). 

 

 Ficou evidenciado que a estabilidade do luminol é um fator de 

relevância na reação da vitamina B12/H2O2/luminol, acarretando no 

aumento ou diminuição da sensibilidade analítica com o decorrer do 

tempo. Embora tenha havido alteração do sinal analítico nesses intervalos 

de tempo, a linearidade da reação quimiluminescente proposta sempre foi 

mantida. Vale ressaltar que na literatura existem diferentes metodologias 

para a preparação do luminol, mas nenhuma faz menção sobre a 

estabilidade química de sua solução[19]. 

 Mediante esses resultados, todas as análises neste trabalho foram 

realizadas com a solução de luminol estabilizada por 96 horas. 
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3.4. Avaliação do desempenho do LFB para amostras sintéticas de 

cobalto(II) e vitamina B12 

 Os parâmetros dos modelos obtidos pela regressão linear através do 

método dos mínimos quadrados, bem como os limites dos intervalos de 

confiança para os valores populacionais dos modelos a um nível de 

confiança de 95%, são apresentados na Tabela 3.8.  

 

TABELA 3.8. Parâmetros de regressão linear e limites dos intervalos de confiança para 

os coeficientes dos modelos obtidos. 

Analito 

Modelo  ̂         

± t13 ∙ erro padrão ()  ± t13 ∙ erro padrão () 

Cobalto (II) 0,054 ± 0,035 0,218 ± 0,006 

vitamina B12 0,045 ± 0,014 0,058 ± 0,002 

 

Como os intervalos de confiança para os modelos obtidos não 

incluem o zero, os parâmetros dos modelos são estatisticamente 

significativos. 

 Os graus de liberdade da Tabela 3.8 foram definidos em função de: 

 Número de parâmetros do polinômio = 2 (polinômio de 

primeiro grau,  ̂        ); 

 Número total de medidas = 15 (3 réplicas autênticas em 5 

níveis de concentração das amostras; 

 Número de níveis da variável independente X = 5 (níveis de 

concentração da amostra). 

 

Nas Figuras 3.4 e 3.5 são mostradas que as curvas analíticas 

obtidas exibem um comportamento linear entre a resposta analítica e a 

concentração de suas respectivas soluções padrão. 
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FIGURA 3.4. Curva analítica para os padrões de cobalto(II), cuja faixa linear 

compreende o intervalo de 1,0 a 9,0 gL-1. 

 

FIGURA 3.5. Curva analítica para os padrões de vitamina B12, cuja faixa linear 

compreende o intervalo de 2,4 a 12,0 gL-1. 

 

O gráfico dos resíduos deixado pelos modelos de calibração é 

apresentado nas Figuras 3.6 e 3.7. Ao se observar os resíduos, pode-se 

notar que estes são distribuídos aleatoriamente, significando que não há 

nenhuma estrutura sistemática que evidencie uma eventual falta de 

ajuste. No entanto, a análise dos gráficos dos resíduos constitui um 

critério subjetivo, onde este, não pode ser um único procedimento para 

concluir que os modelos não apresentam falta de ajuste. Para isso, 
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recorreu-se à ANOVA para verificar se existe falta de ajuste e avaliar a 

significância estatística da regressão linear. 

 

 

FIGURA 3.6. Gráfico dos resíduos deixados pelo modelo linear da curva analítica para os 

padrões de cobalto (II). 

 

 

FIGURA 3.7. Gráfico dos resíduos deixados pelo modelo linear da curva analítica para os 

padrões de vitamina B12. 

 

Definidos os graus de liberdade, as médias quadráticas foram 

calculadas a partir das somas quadráticas de acordo com equações da 

Tabela 2.2 e os valores obtidos são mostrados na Tabela 3.9. 
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TABELA 3.9. Somas e médias quadráticas calculadas pela ANOVA para modelos de 

calibração obtidos para o cobalto(II) e a vitamina B12.  

Analito Fonte de Variação 
Graus de 

Liberdade 

Soma 

Quadrática 

Média 

Quadrática 

Cobalto(II) 

Regressão 1 5,69 5,69 

Resíduo 13 3,25 x 10-4 2,50 x 10-5 

Falta de ajuste 3 7,82 x 10-5 2,61 x 10-5 

Erro puro 10 2,46 x 10-4 2,46 x 10-5 

vitamina B12 

Regressão 1 5,71 x 10-1 5,71 x 10-1 

Resíduo 13 5,09 x 10-4 3,91 x 10-5 

Falta de ajuste 3 6,72 x 10-5 2,24 x 10-5 

Erro puro 10 4,41 x 10-4 4,41 x 10-5 

 

Após o cálculo das médias quadráticas, estes valores foram 

utilizados nos testes de falta de ajuste e de significância da regressão, 

cujos resultados encontram-se na Tabela 3.10. No que se refere aos 

valores de MQfaj/MQep, estes são menores que o ponto da distribuição F a 

um nível de 95% de confiança, considerando os mesmos graus de 

liberdade para ambos os casos. Dessa forma, não há evidência de falta de 

ajuste para o modelo linear. A Tabela 3.10 revela também que as 

regressões lineares são significativas. De fato, os valores de MQreg/MQr são 

maiores que o ponto da distribuição F considerando os mesmos graus de 

liberdade e o nível de 95% de confiança. 

 

TABELA 3.10. ANOVA para o modelo linear das curvas analíticas para os soluções 

padrão de cobalto(II) e vitamina B12. 

Analito Cobalto(II) vitamina B12 

MQfaj/MQep 1,06 0,51 

MQreg/MQr 2,28 x 105 1,46 x 104 

Graus de Liberdade 

Falta de ajuste 3 e 10 respectivamente 

Significância de regressão 1e 13 respectivamente 

Fv1,v2 a 95% 

Falta de ajuste 3,71 

Significância de regressão 4,67 

 

Os resultados mostrados na Tabela 3.10 mostram que não há 

evidência estatística de falta de ajuste, ou seja, os modelos obtidos 
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apresentam regressões significativas. Portanto, as curvas analíticas 

correspondentes podem ser usadas para fins de quantificação. 

 

 

3.4.1. Figuras de mérito  

Conforme mencionado na Seção 2.2.12, foram calculadas as 

figuras de mérito para avaliar o desempenho do LFB proposto. Os valores 

obtidos para o LOD, LOQ e a sensibilidade das curvas analíticas, bem 

como a frequência analítica são apresentados na Tabela 3.11. 

 

TABELA 3.11. Figuras de mérito obtidas para as determinações de cobalto(II) e 

vitamina B12 utilizando o LFB proposto. 

Parâmetro Cobalto (II) vitamina B12 

LOD (gL-1) 0,029 0,109 

LOQ gL-1) 0,096 0,362 

Sensibilidade analítica 0,218 0,058 

Frequência analítica (h-1) 90 90 

 

 

3.5. Determinação analítica de vitamina B12 em medicamentos 

Para avaliar o desempenho analítico do LFB proposto, assim como a 

metodologia desenvolvida, foi empregada a curva analítica validada pelo 

modelo de calibração da vitamina B12.  

Os medicamentos analisados se encontravam na forma de soluções 

injetáveis de cloridrato de hidroxocobalamina, cuja concentração 

informada pelo fabricante era de 7.500 gL-1. A composição química do 

medicamento analisado não apresenta nenhum excipiente que pudesse 

interferir nos resultados das análises. 

A Tabela 3.12 apresenta os resultados obtidos na determinação de 

vitamina B12 em medicamentos utilizando o teste de recuperação. 

TABELA 3.12. Resultado da análise de vitamina B12 e do teste de recuperação. 
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Amostra Método Proposto (gL-1) Recuperação (%) 

1 7.499,6 ± 1,0 101 

2 7.499,8 ± 1,6 100 

3 7.500,3 ± 0,6 101 

4 7.498,4 ± 0,6 98 

5 7.500,6 ± 0,9 102 

6 7.498,1 ± 1,5 99 

Desvio padrão conjunto 1,0 - 

 

A recuperação obtida pelo método proposto concorda com o 

conteúdo nominal descrito nas embalagens da vitamina B12. Estes 

resultados indicam que os excipientes descritos na bula deste 

medicamento, a citar álcool benzílico e cloreto de sódio, não interferem na 

determinação proposta. 
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4. CONCLUSÕES 

Neste trabalho foi desenvolvido um luminômetro de baixo custo 

utilizando a metodologia fluxo-batelada para determinação de vitamina 

B12 em medicamentos. 

A análise das amostras de cobalto sintético e vitamina B12 pelo LFB 

proposto auxiliou satisfatoriamente na avaliação do instrumento proposto, 

permitindo a realização de 90 análises h-1, com um consumo de 1 mL de 

reagentes e de 250 L de amostra por análise. Os resultados do 

desempenho analítico apontaram para a viabilidade prática do uso do 

luminômetro desenvolvido para análises quimiluminescentes. 

A avaliação do desempenho do instrumento proposto foi realizada 

por meio de análises baseadas na calibração univariada, tratadas através 

da ANOVA, demonstrando que o método pode ser aplicado para 

quantificação de vitamina B12 em medicamentos. 

O LFB desenvolvido apresentou, dentre outras vantagens, a 

simplicidade instrumental de operação e manutenção, o baixo consumo de 

reagentes e amostras e, consequentemente, baixa geração de resíduos, 

elevada robustez e boa frequência analítica. Assim, o sistema de análise 

proposto pode ser considerado como uma alternativa promissora para o 

controle da qualidade de medicamentos à base de vitamina B12.  

Além da análise de medicamentos, os resultados obtidos mostram 

que, assim como a metodologia analítica, o LFB desenvolvido poderá ser 

aplicado à determinação de analitos quimiluminescentes em outros tipos 

de amostras, como ambientais e alimentícias, desde que esteja associada 

a um processo de extração eficaz. Para tal feito, nenhuma reconfiguração 

física do sistema será necessária. A possibilidade de se aplicar o método 

analítico e o instrumento desenvolvido a diferentes tipos de amostras 

demonstra a sua versatilidade. 
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