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RESUMO

Titulo: Um Luminémetro Fluxo-Batelada para Determinacao de Vitamina

Bi> em Medicamentos.

Autor: Renato Allan Navarro Andrade

Neste trabalho foi desenvolvido um lumindmetro para analise por
guimiluminescéncia, acoplado a um sistema automatico de analise em
fluxo-batelada. O desempenho do instrumento desenvolvido foi avaliado
por meio da determinagao de vitamina B, em medicamentos. O principio
quimico do sistema baseia-se no efeito catalitico do ion cobalto (II) sobre
a oxidacdo do luminol pelo peréxido de hidrogénio em meio alcalino cujo
produto da reacdo emite radiacao eletromagnética na regidao visivel (mais
precisamente em 425 nm). O sistema de deteccao do instrumento
desenvolvido consiste de um fotodiodo de silicio e de um maddulo para
amplificacdo dos sinais analiticos. O modelo de calibragao univariado foi
validado por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) e usado
posteriormente na quantificacdo de vitamina B;, em amostras reais. Os
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram 0,11 e 0,36 pg L de
vitamina Bi,. A frequéncia analitica foi estimada em 90 amostras h™l. A
exatidao do instrumento proposto foi atestada por meio de testes de
recuperacao cujas taxas obtidas foram entre 98 e 102%. O instrumento
proposto forneceu resultados com precisao satisfatoria, como revelado
pelo baixo valor de desvio padrao conjunto. Tais resultados obtidos
demonstram que é possivel quantificar vitamina Bj, utilizando um método
simples, econOmico, robusto e que produz baixa quantidade de residuos

para o meio ambiente.

Palavras-chave: LuminOmetro Fluxo-Batelada, Quimiluminescéncia,

Vitamina Bq>.
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ABSTRACT

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

Pharmaceutical Formulations.

Author: Renato Allan Navarro Andrade

In this work was developed a Iuminometer 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 Bi, 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 Bi, in
real samples. The limits of detection and quantification obtained were 0.11
and 0.36 pg L-1 of vitamin Bi,. 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 Bi> employing a
simple, economic and robust method which generate low amount of waste

to the environment.

Keywords: Flow-Batch Luminometer, Chemiluminescence, Vitamin Bi».
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacao

Nas Ultimas décadas, as espectrometrias de fluorescéncia,
fosforescéncia, quimiluminescéncia e bioluminescéncia tém sido
rotineiramente aplicadas a problemas qualitativos e quantitativos de
analise em quimica analitica. Estas técnicas de luminescéncia molecular
apresentam varias caracteristicas que as tornam uteis para varios tipos de
analises, tais como baixos limites de deteccdo, possibilidade a deteccao
por meio de um laser ou fibra Optica, aplicabilidade a amostras complexas
e geracao de varios tipos de informacdes - espectros de excitagao e
emissao, tempos de decaimento, dados de polarizacdo - Uteis para a
identificagdo de moléculast].

Especificamente, a técnica quimiluminescente estda crescendo
rapidamente e vem se destacando por oferecer uma alta versatilidade
para a determinacao de uma grande variedade de espécies, assim como
tém permitido a deteccdo baseada em suas reagbes evoluir para uma
técnica altamente sensivel e de baixo custo.

No entanto, quando a técnica quimiluminescente é adotada em
consonancia com técnicas de automagdao, as vantagens citadas
anteriormente podem ser estendidas, fornecendo informacdes analiticas
confidveis e rapidas, havendo uma grande aplicacdo em amostras clinicas,
ambientais e industriais, em que varios analitos sdao determinados em
concentragbes cada vez menores.

As técnicas mais comumente utilizadas em analises laboratoriais de
rotina sdo lentas e laboriosas, pois envolvem muita manipulagao analitica,
tais como extracao/dissolucao da amostra, preparacao frequente de
solucOes e padrdes de calibracdo, entre outros. Além disso, sdo métodos
que requerem grandes quantidades de solventes e reagentes de custo
elevado, pessoal qualificado para a manipulacdo analitica e produzem

residuos prejudiciais ao meio ambiente.
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Desta forma, grandes esforcos em aperfeicoar sistemas
convencionais e desenvolver novos sistemas, visando atender a crescente
demanda analitica, apresentam-se como uma &rdua tarefa de pesquisal?l.
Nesse contexto, a quimiluminescéncia destaca-se por apresentar
caracteristicas de grande aplicabilidade na determinagdo e controle da
gualidade de um grande numero de analitos.

Sendo assim, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de um
lumindmetro de baixo custo utilizando um analisador em fluxo-batelada
com detecgao baseada em fotodiodo para determinacao de vitamina B>

em medicamentos aplicando as vantagens da técnica quimiluminescente.

1.2. Objetivo e metas

1.2.1. Objetivo geral
> Desenvolver um lumindémetro com deteccao baseada em fotodiodo
associado a um sistema automatico de andlise em fluxo-batelada
para determinacao quimiluminescente de vitamina Bi; em

medicamentos.

1.2.2. Metas
» Construir um lumindmetro a base de fotodiodo;
» Montar um sistema automatico de andlise em fluxo-batelada
acoplado ao lumindmetro;
» Desenvolver um programa para controle e aquisicao dos dados
analiticos;
» Aplicar o sistema desenvolvido na determinacao de vitamina Bi; em

medicamentos;



INTRODUCAO

1.3. Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia é um tipo de luminescéncia molecular em que
a radiacdao eletromagnética emitida (geralmente na regido do visivel) é
gerada a partir de uma reacdo quimica. Este fendOmeno pode ser
observado quando um dos intermediarios ou produtos da reacao é
formado num estado eletronicamente excitado, que emite radiagao
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 quimiluminescéncia é produzida é idéntico a
fotoluminescéncia (fluorescéncia ou fosforescéncia), exceto que nenhuma
excitagdo por fonte de luz é necessaria. No entanto ao contrario da
fotoluminescéncia, a producdo do estado eletronicamente excitado em
reacoes quimiluminescentes depende de processos fisicos e quimicos,
como mistura da solucdo e da cinética da reacdo quimical®-1.

Para uma reacao quimica resultar na emissdo de radiacao, alguns

requisitos s&o essenciaist’!:

1. A reacdo deve ser exotérmica para liberar energia suficiente
para formar o estado eletronicamente excitado. A energia necessaria
para produzir uma espécie em seu estado excitado e emitir radiagao
eletromagnética na regido do visivel requer cerca de 40 a 71 kcal mol™.
Esta quantidade de energia é geralmente liberada por reagbes de
oxidacao, particularmente aquelas que envolvem oxigénio, perdxidos e

outros oxidantes fortes.

2. O meio reacional deve ser favoravel para direcionar energia
para a formacao de um estado eletronicamente excitado. No caso
da energia quimica ser perdida na forma de calor, ou através de formas
de energia Vvibracionais ou rotacionais, nao ocorrera reacao

quimiluminescente.



INTRODUCAO

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

energia para outra molécula luminescente.

Nos processos luminescentes, a intensidade da emissdao de fétons
depende da eficiéncia na geracao de moléculas no estado excitado, a qual
é representada pela eficiéncia quantica (ou rendimento quantico), e pela
velocidade da reacao. Em se tratando de reagdes quimiluminescentes, a

intensidade da emissao pode ser expressa de acordo com a Equacao 1.1.

dA
loo = boL — 7 (1.1)

onde Ig € a intensidade da emissao quimiluminescente, em numeros de
fétons emitidos por segundo, ®q, € o rendimento quantico da reagao
guimiluminescente em nimero de fétons emitidos por molécula excitada e
- dA/dt, é a taxa de consumo do precursor A .

O rendimento quantico pode ser expresso como o produto de duas

eficiéncias, conforme mostra a Equacgao 1.2.

oL = Pex-P1 (1.2)

onde ®gx €& a eficiéncia da producdo de espécies eletronicamente
excitadas, expressa pelo numero de estados excitados formado por
molécula e @ €& a eficiéncia de Iuminescéncia das espécies
quimiluminescentes!®71,

As principais caracteristicas que tornam as reagoes
guimiluminescentes interessantes para aplicacdes analiticas sao os
excelentes limites de deteccao que podem ser atingidos e a simplicidade
instrumental necessaria para o monitoramento da radiagdo!®91,

A elevada sensibilidade obtida nas técnicas baseadas em reacdes
quimiluminescentes, esta associada a varios fatores, principalmente pela

auséncia da necessidade de uma fonte de radiagao, eliminando problemas

5
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devido a dispersdo de luz, excitacdo nao seletiva e instabilidade e/ou ruido
proveniente deste tipo de componente. Isso possibilita a utilizacao de
maiores diferencas de potencial nas fotomultiplicadoras (detectores
usualmente utilizados), aumentando a razao sinal/ruido, e a sensibilidade
analitical®®]. Limites de deteccdo na ordem de fentomol (107> mol) s&o
possiveis em técnicas quimiluminescentes.

A reacao quimiluminescente, que mostra maior potencial para
aplicacdo analitica na fase liquida, é a oxidacao do luminol (5-amino-2,3-
dihidroftalazina-1,4-diona) em meio alcalino.

A emissdo de luz apds a oxidagdo do luminol é iniciada por um forte
agente oxidante e pode se intensificar significativamente sob a agao
catalisadora de cations de metais da primeira série de transicdo. Isso
explica a elevada sensibilidade a microquantidades (pgL™ e ngL™?) dos

constituintes da reagdol®911],

1.3.1. Reagoes quimiluminescentes do luminol

A reacdo de oxidagdo do Iluminol é uma das reacles
guimiluminescentes classicas mais estudadas. Data de 1928 o trabalho
pioneiro sobre a reacdo do luminol publicado por Albrecht!?°1, A oxidagdo
do Iluminol por H>0, em meio alcalino foi a primeira reagao
guimiluminescente descrita e suas propriedades termodinamicas e
cinéticas continuam sendo intensamente estudadas até os dias de hojel?],

O mecanismo dessa reacao é considerado um dos mais complexos, e
mesmo sendo uma reacao classica, apenas algumas etapas foram
estabelecidas, restando ainda aspectos a serem elucidados[?9:13:14]
Apesar disso, as aplicacbes analiticas desta reacdo tém se mostrado
bastante versateis. Neste contexto, as determinacdes de metais de
transicao, e de outros modificadores de reacao estao se disseminando e
cada vez mais sendo utilizadas em conjunto com métodos enzimaticos e

de analise em fluxol®12],



INTRODUCAO

O mecanismo das reagoes envolvidas em uma metodologia analitica
€ um importante fator para obtencdo da exatiddo dos resultados. Porém,
em alguns casos, este é dificil de interpretar ou impossivel de ser
desvendado devido a sua complexidade. Assim, as aplicacdes analiticas
destas reacdes dependem de estudos qualitativos e aproximacgoes
pertinentes (observacgdes experimentais e tedricas) sobre o mecanismo da
reacao para encontrar parametros que estabelecam alguma relacao entres
as espécies de interesse e o sinal analitico. A reacdo luminescente do

luminol com o H,0, é um destes sistemas!®],

1.3.2. O Mecanismo da reacao quimiluminescente do luminol.
Varios estudos sobre o mecanismo da reacao quimiluminescente do

52127141 - Alguns pardmetros fisico-quimicos,

luminol ja foram pulicado
como constantes de velocidade e dependéncia do pH reacional, além de
estudos sobre a participacao de outras espécies, como o ion carbonato, no
aumento da luminescéncia também foram discutidos, a fim de justificar as
propostas de mecanismo, porém ainda ndo ha um consenso que abranja
todos os intermedidrios e etapas da reagdol?11/15-171

ALBERTIN e colaboradores!*®! elaboraram um esquema para um
possivel mecanismo da reagao quimiluminescente do luminol com o H,0;
em meio alcalino na presenga de um metal de transicao atuando como

catalisador da reacao. Esse esquema é apresentado na Figura 1.1.
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FIGURA 1.1. Mecanismo proposto por ALBERTIN e colaboradores!*3! para a reacdo
quimiluminescente do luminol em meio alcalino e na presenca do ion de um metal de
transicdo (M""), utilizando H,0, como agente oxidante.

Na etapa (A), a acao do ion metdlico de transicdo, que atua como
catalisador, sobre a molécula de luminol em meio alcalino leva a formacao
da diazoquinona (1). Na etapa de reacgdo (B) ocorre a formagao do anion
peroxido de hidrogénio em meio alcalino (2). Duas possiveis rotas de
reacao para os intermediarios (1) e (2) sdo apresentadas nas etapas (C) e
(D).

A etapa (C) mostra a reagao entre os intermediarios diazoquinona
(1) e o anion peroxido de hidrogénio (2) para formar outro intermediario,
o endoperoxido (3), que em seguida gera o ion 3-amino-ftalato em seu

estado eletronicamente excitado (4), que ira gerar o ion 3-amino-ftalato

8
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(5) em seu estado fundamental e luz. Na etapa (D) ha reacao entre os
intermediarios (1) e (2), produzindo apenas o ion 3-amino-ftalato e Ny,
sem que haja a producao da quimiluminescéncia.

Para Merényi e colaboradores!!#*71 o processo de oxidacdo pode ser
dividido em duas etapas (Figura 1.2):

(i) os caminhos que levam ao intermediario principal, luminol a-

hidroxi-peroxido (10).

(i) a decomposicdo desse intermediario.

NH, O NH, O NH, O (i)
| A — |
N Ne T HY Ne®
6 o 7 o 8 o]
-H*
S}
NH, O NH, O NH, o (i)
N N H*
«t n — Il %‘ 'ﬁl
" /<N /<N
0 OOH HO OOH
9 o 10 1
H* 2H*
-N> -N»
B x
NH, O NH, O
o o°
+ hv
R oP
o) 2 g
4

Figura 1.2. Proposta mecanisitca de Merényi e colaboradores sobre os caminhos da
reagdo quimiluminescente do luminol. A representa espécies aceptoras de elétrons e B
representa nucleofilos.
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No inicio a molécula do luminol, em meio alcalino, esta na forma do
seu monoanion. O monoanion do luminol (6) em reacdo com uma espécie
aceptora de elétrons A (radicais livres do luminol, O,, cations de metais de
transicdao e varios de seus complexos) forma o radical luminol (Z) que
estabelece um equilibrio com sua espécie desprotonada (8). A partir de
entdo, Merényi e colaboradores afirmam que existem dois caminhos
provaveis a formagao do luminol a-hidroxi-peréxido (10).

(i) caminho que aumenta a reagcdo entre HO, e a 3-

aminodiazoquinona (9), regida pela concentracdo de H,O, no meio;

(ii) caminho reacional entre o radical (8) e o superdxido (O;°)

regido pela concentragdo de O, no meio.

Uma vez formado o luminol a-hidroxi-perdxido (10), este se
decompbe ou na forma excitada do ion 3-amino-ftalato (4) que se
desativa emitindo a radiacao, ou converte na sua forma protonada (11),
gue se decompde no ion 3-amino-ftalato no estado fundamental (5),
produto final da reacgao.

Xiao e colaboradores!*® propuseram outras possibilidades tanto
para interacdo com H,0,, quanto a interacdao dos cations metdlicos com o
luminol e seus intermediarios. Fundamentados na aplicacdo analitica, Xiao
e colaboradores, apresentaram trés propostas para efeito dos cations de
metais de transicao sobre a quimiluminescéncia do luminol: (i) a ativagao
de radicais do H,0;; (ii) a formagao do luminol a-hidroxi-peréxido (10);
e/ou (iii) a decomposicao do mesmo. Conforme a proposta (i), a
decomposicdo catalitica do H,0,, provocada pela acao do cation metalico,
levaria a formacao do radical *OH que é muito reativo com o luminol e
seus intermediarios. Na proposta (ii) a formacao do principal intermediario
(10) ¢ iniciada apds o ion metalico elétron ou do monoanion do luminol
(6) ou do radical (Z) 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 decomposicao de (10)
é catalisada por ions de metais de transicdo e assim agiria diretamente na

excitacao eletronica desse intermediario para provocar a luminescéncia.
10
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Essa proposta ndo corrobora nem com as propostas de Merényi e nem

com as de Albertin e colaboradores.

1.3.3. Fatores que influenciam a emissao quimiluminescente

As determinagdes quimiluminescentes sao fortemente influenciadas por

diversos fatores experimentais que afetam o sinal analitico da emissao

luminescente

[19].

Volume de amostra: a emissdo de luz é diretamente proporcional
ao volume da amostra quando a concentragcdao e a razao dos
reagentes nao sao alteradas;

Taxa de reagao: a cinética das reagdes quimiluminescentes podem
se apresentar de forma lenta ou rapida, dependendo do tipo de
molécula emissora, do analito e das condicdes na qual estas reagoes
ocorrem;

Concentracao dos reagentes: a concentracao do material
luminescente afeta diretamente a intensidade da emissao de luz
produzida na reacao quimiluminescente;

Homogeneizacao dos componentes: a homogeneizagao entre os
reagentes e a amostra deve ser extremamente reprodutivel;

pH do meio reacional: o pH do meio reacional afeta a intensidade
da emissao de luz em reagoes quimiluminescentes;

Luz externa: as reacgdes quimiluminescentes devem ocorrer em
ambiente livre da interferéncia de luz externa para evitar o

deslocamento da linha de base.

Se todos os fatores mencionados acima forem controlados, a

intensidade do sinal analitico podera ser relacionada proporcionalmente

com a concentracao do analito envolvido na reacao quimiluminescente,

sendo este um principio basico da analise quantitativa.

11
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Apesar das grandes dificuldades para elucidar o mecanismo mais
provavel da reacdo do luminol e verificar os fatores que influenciam o seu
rendimento quantico, esta reacao apresenta uma grande potencialidade
para o desenvolvimento de novos métodos analiticos. Este
comportamento pode ser verificado pelo grande numero de artigos
cientificos envolvendo esse reagente, publicados no decorrer dos ultimos

40 anos!®],

1.3.4. Aplicacao do luminol para fins analiticos

A exploragao da quimiluminescéncia do luminol para fins analiticos
foi iniciada por volta da década de 50, quando este reagente foi
empregado como indicador em reagdes de titulometria volumétrical?:22],
No entanto, somente a partir da década de 70, as reagoes
quimiluminescentes passaram a ter aplicacbes em andlises de rotina.
Desde entdo, o numero de reagdes que produzem quimiluminescéncia
descrito na literatura tem aumentado, particularmente em aplicagdes em
guimica analitica, biomedicina, andlise de alimentos, ambiental e
toxicoldgical®2],

As aplicacbes da reacao quimiluminescente do luminol em quimica
analitica podem ser divididas de acordo com a participacdao do analito na

reacdol?], como pode ser observado no esquema da Figura 1.3.

12
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Reacdo Direta:

A " B catalisador px P+ hy

(luminol) (oxidante)

Reacdo Indireta:

A " B catalisador px

(luminol) (oxidante) Transferéncia

|

de energia

P + aceptor* — = aceptor + hv

Figura 1.3. Esquema representativo dos tipos de reagdes quimiluminescentes do
luminol, onde P representa o produto da reacao. Adaptada da Ref. [20].

Na reacao direta, o luminol e um oxidante, reagem para formar um
produto na presenca de um catalisador, do qual uma fracdo do produto ira
formar um estado eletronicamente excitado, que ao retornar ao estado
fundamental emitira REM.

A reacgdo indireta é baseada num processo de transferéncia de
energia da espécie eletronicamente excitada para um aceptor. Neste tipo
de reacao, o estado eletronicamente excitado do produto da reacao
quimiluminescente, age como doador de energia para o aceptor, o qual
ndao esta diretamente envolvido neste tipo de reacdo. Ao receber esta
energia, o aceptor, forma seu estado eletronicamente excitado e ao
retornar para o seu estado fundamental emitird REM[20],

As aplicagbes indiretas destacam-se na determinacao de
substancias, geradas em reacgdes preliminares e, subsequentemente
determinadas pela reacdao quimiluminescente. Um exemplo dessa
aplicacdo é a determinacao de H>0, produzido pela oxidacdo da espécie de

interesse por enzimas, que em seguida participardo da reacgao
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quimiluminescentel®'9l, Com este tipo de aplicacdo ja foram analisados
varios tipos de substratos de enzimas na determinacao de H,0, em
medicamentos, glicose e colesterol em alimentos!!®!, aminoacidos!?3! e
DNAL4],

Nas aplicagdes diretas, em geral, o analito catalisa a reacgao
guimiluminescente, podendo ser comumente empregado na determinacgao
de metais de transicao, ou promove a inibicao da radiacao
guimiluminescente, que é utilizada para a determinacao de alguns
compostos organicos® ],

Sdo conhecidos mais de 30 cations metalicos que inibem ou
catalisam a luminescéncia, entre eles podemos citar: AI(III), Ag(I),
Au(III), Bi(III), Ce(IV), Cd(II), Co(II), Cr(IIl), Cu(ll), Fe(Il), Fe(III),
Hg(II), Mn(II), Ni(II), Os(III), Pb(II), Pd(II) Sb(II), Sn(II), U(VI), V(III),
Zn(I1), Zr(Iv)[z7:111

As reagdes quimiluminescentes para fins de analise quantitativa
destacam-se por serem técnicas seletivas, precisas e com baixos limites
de deteccdo e quantificagdo. A quimiluminescéncia da reacdo do luminol
apresenta aplicabilidade reconhecida para analise de diversos compostos
organicos, em varios tipos de amostrasi??252¢], Na Tabela 1.1 s&o
apresentadas algumas aplicagdes envolvendo a reacao quimiluminescente

do luminol.
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TABELA 1.1. Aplicagdes da quimiluminescéncia do luminol na determinacdo de
diferentes analitos.

Analito Amostra Sistema Quimico Ref.
2,4 diclorofenol Aguas AuNPs-Luminol-NaOH [27]
Acido Ascérbico Medicamentos Luminol-Fe(1I)-O, [28]
Acido Mefenamico Medicamentos Luminol-Periodato [29]
Amicacina Medicamentos Luminol-H,0,-Cu(II) [30]
Antigeno Carcinoembrionico Plasma humano Luminol-HRP-H,0, [31]
Captopril Medicamentos Luminol-Ks[Fe(CN)s] [33]
Cisteina Medicamentos Luminol-Cisteina-NalO, [33]
Cloreto de Oximetazolina Medicamentos Luminol-KMnO4 [34]
Cortisol Sangue humano Luminol-Ag(III) [35]
Dopamina Medicamentos Luminol-Ks[Fe(CN)s] [36]
Estradiol Sangue humano Luminol-HRP-H,0, [37]
Levofloxacina Medicamentos, urina humana e Luminol-Mioglobina [38]
sangue
Lisozima Clara de ovo Luminol-AuNPs [39]
Melanina Produtos a base de leite Luminol-H,0, [40]
N-metilcarbamato Aguas e vegetais Luminol-KMnO4 [41]
Omega-Cloroacetofenona Extratos etandlicos Luminol-H,0, [42]
Paracetamol Medicamentos Luminol-Paracetamol-NaOCI [43]
Rutino Urina humana Luminol-K5;[Fe(CN)s] [44]
Sibutramina Medicamentos Luminol-Sibutramina [45]
Terbutalina Plasma Luminol-Ks[Fe(CN)s] [46]

Assim como ocorreu nas Ultimas décadas, espera-se que a
descoberta de novas reacdes quimiluminescentes mais seletivas possa
elevar potencialmente o numero de analitos que poderao ser

determinados por essa técnica.

1.4. A vitamina B;>
A vitamina Bi; é um complexo tetrapirrol de cobalto(II) que

desempenha um papel importante na fisiologia humana. O ion de
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cobalto(II) presente na vitamina Bi, atua no metabolismo do ferro e da
sintese da hemoglobina, como também é o constituinte principal em

outros compostos bioldgicost52],

No sentido amplo, a vitamina Bi>
compde um grupo de compostos conhecidos como cobalaminas (Figura
1.4), a qual inclui a cianocobalamina, a hidroxocobalamina e as duas
formas bioldgicas encontradas na natureza como cofatores enzimaticos, a
metilcobalamina e 5-desoxiadenosilcobalaminal®3-581,

A deficiéncia de vitamina B> pode causar anemia perniciosa e
neuropatia periférica, causando alteragbes neuroldgicas progressivas
quando ndo ha tratamento adequado. Pessoas que mantém uma dieta
exclusivamente vegetariana estao mais propicias a este tipo de doenca,
uma vez que as principais fontes desta vitamina sao de origem animal.

A vitamina B, apresenta caracteristicas negativas como, a
instabilidade em sua concentragao quando exposta a luz, temperatura e
oxidacdo. Desta forma, sao necessarios métodos de anadlises eficientes

para o controle de qualidade desse medicamento.

H,N

5-desoxiadenosil

Metil: - CH,

Hidroxila: - OH
Ciano: - CN

Figura 1.4. Estrutura molecular da cobalamina. Adaptada da Ref. [57].
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1.5. Determinacgao de vitamina B;, por quimiluminescéncia
Diferentes metodologias sao propostas para a determinacao de
vitamina Bj,, tais como aqueles que usam ensaios microbiolc')gicos[47],

fluorimetrial4®] [51] [48]

, cromatografiat®"!, espectrofotometria'®®!, espectrometria
de absorcdo atdmical®?! e etc.

Por apresentar grande sensibilidade, boa seletividade e requerer
instrumentacdo simples, a quimiluminescéncia vem se tornando uma
alternativa atraente para determinacao da vitamina Bi> em alimentos,
medicamentos e fluidos bioldgicos!1143:52/531,

Para esse sistema quimiluminescente o ion cobalto(II), pode ser
extraido da vitamina Bi» por hidrolise acida, que posteriormente
desempenha a fungao de catalisar a reacao de oxidagao do luminol pelo
peroxido de hidrogénio. Essa reacao demonstra-se extremamente sensivel
a pequenas quantidades do ion cobalto(II), o que torna pertinente a
andlise da vitamina Bi, a baixos limites de deteccdol],

QIN e colaboradores®?!]

apresentaram um novo sensor
quimiluminescente para vitamina B;, em medicamentos combinado a um
sistema de analise por injecdo em fluxo (do inglés, Flow Injection
Analysis, FIA), tendo como sistema de deteccao uma fotomultiplicadora. O
sistema quimico baseou-se no efeito catalitico do Co(II) (liberado por
acidificacao, e posteriormente imobilizado eletrostaticamente em uma
coluna de troca ibnica) na reacdao entre o luminol e o perdxido de
hidrogénio, que foi gerado através de um eletrodo negativo de oxigénio
dissolvido na célula de fluxo. O sensor respondeu linearmente a uma faixa
de concentracdo de 1,0x103 - 10 mg L e o limite de detecgdo foi de
3,5x10% mg L' de vitamina Bi,. A frequéncia de analitica foi de 60
determinacdes h™! e um desvio padrdo relativo menor que 3,5%.

SONG e HOU!3! desenvolveram um sistema FIA para determinacdes
quimiluminescentes de vitamina Bi> .Neste trabalho, verificou-se que o
cobalto(II), liberado a partir da vitamina Bi,, catalisa consideravelmente a
reacao quimiluminescente entre o luminol e o oxigénio dissolvido. A

intensidade quimiluminescente foi proporcional a concentracdao de
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vitamina Bi, em uma faixa de concentracdo de 2,0x1071% - 1,2x10° g L,
com limite de deteccdo de 5,0x10!! g L', A emissdo quimiluminescente
foi detectada por uma fotomultiplicadora alimentada a 750 V. Esse
sistema apresentou uma alta frequéncia analitica, realizando 120
determinacdes h™' e um desvio padrdo relativo inferior a 5,0%. O método
desenvolvido também foi aplicado para determinacdo de vitamina Bi> em
produtos farmacéuticos, plasma sanguineo, gema de ovo e tecidos de
peixes.

AKBAY e GOKI®4] propuseram um meétodo para determinar vitamina
Bi>, em medicamentos através de medidas quimiluminescentes utilizando
um sistema FIA com deteccao baseada em fotomultiplicadora. O sistema
proposto também foi baseado no efeito catalitico do Co(II) presente na
vitamina B, na reagdo entre o luminol e o peréoxido de hidrogénio em
meio basico. A intensidade quimiluminescente foi proporcional a
concentragao de vitamina Bi; na faixa de 8,68 - 86,9 ug LY, com um
limite de deteccdo de 0,89 pg L. Nesse procedimento, um volume total
de amostras e reagentes de 6,5 mL por analise foi usado.

PULGARIN e colaboradores!®®! desenvolveram um método sensivel
para determinagcao de vitamina Bj, utilizando um sistema FIA acoplado a
um fotodetector baseado em CCD (do inglés, Charge-Coupled Device). O
principio para determinagcdo da vitamina B;, é baseado no efeito
catalisador do cobalto(II) na reagao quimiluminescente entre o luminol e o
ion percabonato, como fonte de perdxido de hidrogénio, em meio alcalino.
A intensidade da emissao foi proporcional a concentragdao da vitamina B,
apresentando uma curva de calibracao de segunda ordem no intervalo de
concentragdo de 10 - 5000 ug L, com limite de deteccdo de 9,3 ug L2 A

frequéncia de analitica foi de 60 determinacgdes h™.
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1.6. Instrumentacao basica para analises quimiluminescentes

A intensidade do sinal analitico, que é a radiacdo emitida a partir de
reacdes quimicas ou bioquimicas, esta relacionada com a concentracao
das espécies participantes na reacao, onde a quantidade da radiacao
emitida é proporcional a concentracdo de uma determinada espécie. Por
este motivo, a medida da radiacao emitida € um indicador da quantidade
de analito presente na amostra e os instrumentos basicos para estas
medidas sao denominados luminémetros.

Uma das vantagens mais importantes da quimiluminescéncia como
técnica analitica € a simplicidade instrumental, que em alguns casos é
similar a utilizada por outros métodos 6pticos, como espectrofotometria e
fluorescéncia. Entretanto, os equipamentos sdo geralmente mais simples
devido a auséncia de fontes de radiacdao externas e de dispositivos para a
discriminacao de comprimentos de onda.

A instrumentacao basica para técnicas quimiluminescentes inclui
como componentes principais: uma cela de reacao ou reator, livre da
interferéncia de luz externa; um dispositivo para introduzir e misturar os
reagentes e a amostra; um detector de luz; e um sistema de aquisicao e

[20,59]

processamento de sinais A Figura 1.5 mostra um diagrama

esquematico basico de um lumindémetro.

SISTEMA DE INTRODUGAO DE
AMOSTRAS E REAGENTES

ISOLAMENTO DE
LUZ EXTERNA

CELULA DE *
v I C REAGAO

= AMPLIFICADOR == MOSTRADOR
" 7

FONTE DE
ALIMINETACAOQ

Figura 1.5. Esquema basico de configuragdo de um lumindmetro. Adaptada da Ref.
[20].
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1.6.1. Sistema de introducao de amostras e reagentes

Dependendo da configuracdo do instrumento e do método de
introducao da amostra e dos reagentes, € possivel classificar os sistemas
eI,1,.1[60-62]:

e sistema com amostragem continua: s3o caracterizados pelo
uso de um fluxo continuo dos fluidos. Nesse tipo de sistemas as
amostras sdo inseridas no percurso analitico através de um
bombeamento continuo, consumindo quantidades relativamente
altas de amostra.

o sistema com amostragem discreta: cada amostra preserva
sua integridade em um recipiente, onde sao mecanicamente
transportadas para varias zonas do analisador de forma
sequencial. Cada amostra é conduzida ao detector do
instrumento, onde os sinais sao registrados. Nesta forma de
amostragem, as amostras estdo sempre retornando aos seus

recipientes.

Em geral, os instrumentos utilizados na realizacao de determinagoes
qguimiluminescentes utilizam um sistema discreto para introdugao das
amostras e dos reagentes. Normalmente, um injetor automatico é
utilizado para esta funcao, tornando os volumes a serem introduzidos na
cela de reacao mais reprodutiveis. A mistura da amostra com os
reagentes sao alcangados pela forca da injecao dos fluidos, embora uma
barra magnética de agitacdo e um agitador possam ser utilizados,
possibilitando, dessa forma, que todo o perfil da intensidade
guimiluminescente versus o tempo de reacao seja monitorado. O sinal
analitico pode ser tomado como a intensidade maxima (altura do pico) ou
pela integral da area total da curva quimiluminescente, como mostra a

Figura 1.6.
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la Imax (t1) ou
(unidades relativas) | = - —m-cmoomom oo area (At)

to t4 tempo de reagao (s) concentragao

(a) (b)

Figura 1.6. Sinal analitico proveniente de rea¢des quimiluminescentes. (a) E mostrada a
curva da intensidade de quimiluminescéncia em funcdo do tempo apdés a mistura dos
reagentes para iniciar a reacdo. A diminuicdo do sinal analitico ocorre em consequéncia
do consumo dos reagentes e mudangas na eficiéncia quantica quimiluminescente com o
passar do tempo. (b) A curva de calibragdo é estabelecida em relagdo as concentracGes
crescentes ou decrescentes do analito. Adaptada da Ref. [20].

1.6.2. Cela de reacao

A cela de reacao é o dispositivo onde ocorre praticamente toda a
mistura entre os reagentes e amostra. Dependendo da reagao
quimiluminescente é possivel utilizar diferentes tipos de celas, procurando
sempre maximizar a intensidade do sinal analitico.

A cela de reagdo é um fator critico em técnicas quimiluminescentes
devido a magnitude da intensidade do sinal analitico ser proporcional ao
volume da celal??!, Isso acontece porque a quantidade de fluoréforos, que
s3ao as espécies quimicas responsaveis pela emissao de luz, esta
diretamente ligada ao volume da cela, ou seja, quanto maior o volume,
maior sera o numero de espécies fluoroforas e, consequentemente, maior
sera a intensidade de emissao da radiagao.

A localizagdo e a distancia da cela em relagdo ao detector também
sao varidveis que precisam ser consideradas para garantir a

reprodutibilidade das medidas.
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Normalmente é possivel utilizar celas de reacdo de qualquer material
gue permita a passagem da luz na faixa do visivel e seja compativel com a
amostra, tais como o vidro, quartzo, acrilico e polietileno. Estes materiais
permitem que uma maior quantidade de radiacao chegue ao detector,
resultando em uma melhor sensibilidadel?°].

Alguns modelos de celas de fluxo tém sido explorados em sistemas
quimiluminescentest®*%*  como as celas fountain'®®, droplet!®®],
bundle'®”1 e vortex!®®1 porém, estes tipos de celas de reacdo ainda ndo
alcangaram uma aceitagao geral, devido a sua complexidade de fabricacdo
e a atual falta de evidéncias de vantagens significativas sobre a
sensibilidade do sinal analiticol®3!. Alternativamente, celas em forma de

espirall®4]

tem sido comumente utilizado em determinacdes
quimiluminescentes, a fim de melhorar a mistura e aumentar o volume
dentro da zona de deteccao. No entanto, apesar de procedimentos
bastante sensiveis serem implementados com estes dispositivos, sua
aplicacdao apresenta algumas limitacdes como: (i) a mistura é iniciada
antes da amostra e reagentes entrarem cela de reagao; (ii) os tubos
utilizados sdao geralmente translicidos, em vez de totalmente
transparentes e (iii) apresentar problemas com a dispersao e a reflexao da

radiagdol®3],

1.6.3. Sistema de deteccao
Segundo CAMPBELLI73! existem trés requisitos basicos para que um

detector seja utilizado na instrumentagao de medidas quimiluminescentes:

1. resposta do detector deve estar diretamente relacionada a
intensidade da luz emitida, tendo uma resposta linear dentro de

uma ampla faixa de concentragao;

2. Deve ser sensivel, pelo menos, na faixa espectral de 400 - 600

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

velocidade da reacao quimiluminescente.

Em instrumentos destinados a medidas quimiluminescentes, como
os luminémetros, a luz é detectada por meio de dispositivos fotossensiveis
através da geracao de uma fotocorrente. Fotodiodos e tubos
fotomultiplicadores (do inglés: Photomultiplier Tubes) ou simplesmente
fotomultiplicadoras, sao os dispositivos de deteccao comumente utilizados
em luminémetros comerciais. Melhorias realizadas nos fotodiodos tém os
tornado eficazes para algumas aplicagdes devido a sua pequena dimensao
e baixo consumo de energia. Esses atributos tornam a sua utilizagao
atraente especialmente para desenvolvimento de lumindOmetros portateis.
No entanto, os PMTs sdo mais utilizados devido a sua eficiéncia em
amplificar o efeito de um Unico féton incidente. Esta amplificacdao ocorre
muito rapidamente e é praticamente isenta de ruidos elétricos gerados
externamente. Isso torna os PMTs adequados para deteccao em baixos
niveis de luz!741.

Outro modo de deteccao é o uso de dispositivos de carga acoplada
que vem sendo apresentado como uma alternativa inovadora para
melhorar a seletividade requerida na maioria das determinagoes
analiticas. Esses dispositivos permitem obter perfis espectrais completos,

aumentando as informacdes a partir da reacdo quimiluminescentel®®,

1.6.4. Sistema de aquisicao de sinais

O sistema de deteccao produz uma corrente (que é convertida em
tensdo na maioria das aplicagdes) proporcional a intensidade luminosa,
gue em seguida é amplificada e entdo é registrada. Muitas vezes, apds a
amplificacdo o sinal de leitura dos transdutores analdgicos é convertido
em sinal digital, uma vez que o dominio digital permite que o sinal possa

ser tratado com mais precisdao através de um programa de computador.
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Esse mesmo programa pode controlar facilmente todos os parametros
instrumentais, como também pode armazenar e manipular a resposta

analitica.

1.7. Métodos automaticos de analises quimicas

Nas ultimas décadas tem-se assistido a um crescente interesse por
parte dos laboratérios analiticos, em desenvolver métodos automaticos de
analise com o propdsito de simplificarem os procedimentos analiticos, de
forma a realizarem um numero cada vez maior de determinagoes
analiticas, mantendo os custos em valores aceitaveis. Além disso, a
implementacdao de metodologias automaticas apresentam algumas outras

vantagens, tais comol”57¢1;

e Baixa intervencao humana. Substituicao do operador em
tarefas de rotina ou perigosas, como por exemplo, aquelas que
envolvem a manipulacdo de substancias tdéxicas ou explosivas,

resultando em maior segurancga e prevencgao de erros subjetivos;

e Aprimoramento do desempenho analitico, particularmente
em relacao ao aumento significativo na precisao e exatidao dos

resultados;

e Gestiao de reagentes quimicos. Minimiza o consumo de
reagentes quimicos, implicando na diminuicdo dos custos por
analise, como também na reducdo da producdo de residuos

gerados.

As analises quimicas automatizadas tém encontrado aplicagdes em
diversas dareas, mas foi na area de andlises clinicas onde a elevada
demanda didria por diagndsticos rapidos, de qualidade e para varias

espécies quimicas incentivou a sua implantacdo e consolidacao da
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automacao analitica em nivel mundial. Hoje grande parte das analises
guimicas e bioquimicas de rotina e demanda em laboratérios industriais,
governamentais, ambientais, farmacéuticos, forenses e académicos sdo

realizados em sistemas parcialmente ou totalmente automaticos!”>:7¢1,

1.7.1. Analisadores em fluxo-batelada

No final da década de 90, Honorato e colaboradores!?”!

promoveram
o desenvolvimento dos Analisadores em Fluxo-Batelada (AFB) como uma
nova estratégia para automacdo de processos de analise quimica. Estes
sistemas foram caracterizados como um hibrido dos sistemas automaticos
em batelada e em fluxo, portando, desta forma, grande parte das
vantagens analiticas de ambos.

No AFB, as amostra(s) e reagente(s) sao bombeados ou aspirados
para uma camara de mistura a partir do tempo de abertura de valvulas
solenoides. Nesta camara ocorre a homogeneizacdao destas substancias,
gue é realizada por meio de uma barra magnética de agitacdo e um
agitador. Apds o processamento a reacdo, a mistura é bombeada para o
detector. Em alguns casos, a deteccao é realizada dentro da proépria
camara de mistura.

Todo o processo acima descrito pode ser rapidamente realizado
usando quantidades minimas de amostra e reagentes, com grande
precisao e exatidao. Nos analisadores em fluxo-batelada, todo o
procedimento de controle é efetuado com auxilio de um microcomputador,

que garante a reprodutibilidade e velocidade nas aplicagdes[t75781,
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FIGURA 1.7. Esquema simplificado com os componentes principais de um sistema AFB.
(a) camara de mistura; (b) agitador magnético; (c) valvulas solenoides de trés vias; (d)
bomba peristaltica; (e) acionador de valvulas; (f) detector; (g) computador. Adaptada da

Ref. [75].

Na Figura 1.7 é apresentado um diagrama esquematico que mostra

os componentes comumente utilizados para as varias operagdes unitarias

no processo de analise em fluxo. Um sistema AFB tipico consiste

normalmente de cinco partes essenciais:

1.

Um sistema de propulsao, que impulsiona os fluidos por todo o

percurso analitico do sistema.

Um sistema de conducao dos fluidos conectando fisicamente

todos os elementos que compdem o percurso analitico.

Um sistema de comutacao, que utiliza valvulas solenoides de
trés vias para direcionamento dos fluidos ora para a camara de

mistura, ora para os respectivos recipientes de origem.

Uma camara de mistura ou reacao, onde adicdes de aliquotas
de amostra, reagentes, solugdbes de calibracao, tampao,
diluentes, indicadores, etc., sdo feitas através do sistema em

fluxo.
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5. Um sistema de deteccao, permitindo o monitoramento de uma
dada propriedade da amostra ou de seu produto, fornecendo

informagoes qualitativas e/ou quantitativas sobre a matriz.

1.7.1.1. Sistema de propulsao

As bombas peristalticas (Figura 1.8) s3ao as unidades de propulsao
de fluidos mais comumente utilizadas em sistemas FB devido a sua
capacidade multicanal. Isso favorece o bombeamento de varias linhas de
amostra(s) e reagente(s) de forma simultanea, mantendo a vazdo
constante e perfeitamente reprodutivel. Bombas peristalticas modernas
podem ser controladas por microcomputador e diferentes vazdes podem

ser estabelecidas durante uma mesma medida analitica.

FIGURA 1.8. Bomba peristéltica comercial utilizada na propulsdo dos fluidos em
sistemas AFB.

Recentemente, ALMEIDA e colaboradorest®7°1 desenvolveram um
sistema AFB utilizando uma bomba pistao acoplada a camara de mistura
para propulsao dos fluidos (Figura 1.9). Nesse tipo de analisador, a
propulsdao é promovida dentro da propria camara de mistura devido a
acao de um pistdo pneumatico inserido no seu interior. O funcionamento
desse sistema é baseado na diferenca de pressao dentro da camara de

mistura pelo movimento do pistao. O acoplamento entre o motor de
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passos e o pistao forma a unidade de propulsao do analisador, que
funciona de forma similar a uma bomba seringa.

Os volumes dos fluidos que sao aspirados para a camara de mistura
sao controlados pelo tempo de acionamento das valvulas solenoides, que
atuam como interruptoras de fluxo, e pela rotacdao de um motor de
passos, responsavel pelo movimento do pistao, que é controlado por meio

de um microcomputador.

s e ]

()

T

FIGURA 1.9. Bomba pistdo acoplada a camara de mistura desenvolvido por ALMEIDA e
colaborades!®7°1 para propulsdo dos fluidos em um sistema FB. (a) motor de passos (b)
camara de mistura (c) visualizagdo interna da camara de mistura com o pistdo inserido
em seu interior. As setas indicam os sentidos de movimento do pistao.

Essa relevante contribuicdo 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 conducao dos fluidos
Os arranjos para aconducao de fluidos mais comuns de sistemas FB
sao geralmente compreendidos de tubos com diametro interno de 0,2 a

2,5 mm.
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Os principais tipos de tubos utilizados em sistemas FB sdao ditos
tubos de bombeamento (normalmente empregados em bombas
peristalticas) e tubos de conducao.

Para a propulsao dos fluidos, tubos flexiveis estao disponiveis em
diferentes materiais, dependendo do tipo de fluido a ser impelido!®°!, Dois
colares sao geralmente colocados perto das extremidades de cada tubo da
bomba, os quais servem como pontos de ligacao entre os arreios da
bomba e ajudam a identificar o diametro interno e, portanto, a vazao a

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

—

FIGURA 1.10. Tubos de bombeamento para bombas peristalticas. Para bombas com
velocidade de rotagdo fixa, o diametro interno desses tubos e a rotacdo da bomba
determinam a ordem de grandeza da vazao.

A incompatibilidade entres os tubos de bombeamento com acidos e
bases concentradas e solventes organicos geralmente forca a calibracdo
periddica do sistema FB ou a utilizagdo de tubos resistentes a estes
reagentes. A adsorcao fisica dos analitos organicos em tubo de PVC
(cloreto de polivinila, comercializado com o nome de Tygon®) é outra

[811 34 para a conducdo dos fluidos,

limitagdo pratica comumente descrita
alguns tubos, como os de PTFE (politetrafluoretileno, comercializado com
o nome de Teflon®) sdo utilizados por serem quimicamentes inertes.
Contudo, tubos de Tygon® também sdo adequados para uma ampla
variedade de reagentes. Quando o bombeamento de solventes orgénicos é

requerido, tubos de Solvaflex® ou Viton® devem ser empregados!”®].

29



INTRODUCAO

1.7.1.3. Sistema de comutacao

Visando o desenvolvimento da instrumentacdo analitica para
sistemas de anéalise em fluxo, Reis e colaboradores!®?! propuseram o uso
de valvulas solenoides de trés vias (Figura 1.11), que sdo dispositivos
discretos de insercao de fluidos, e sdo controladas independentemente por
meio de um microcomputador. Esse processo permite automatizar os
procedimentos analiticos através do controle na insercao de aliquotas de

amostras e solu¢des de forma intercalada ou sequenciall®3-84],

FIGURA 1.11. Visualizacdo externa e interna de uma valvula solenoide de trés vias
utilizadas em sistemas AFB.

Os sistemas FB por fazer uso da comutagao apresentam a vantagem
de nao necessitarem de uma reconfiguragao fisica do sistema, permitindo
apenas que se altere o funcionamento do mddulo de analise sem alterar a

configuragao do mesmo.

1.7.1.4. Camara de mistura ou reacao

A camara de mistura é um componente fundamental em um sistema
FB. Neste dispositivo ocorre a maior parte dos procedimentos analiticos,
como mistura, homogeneizacao, reacao e condicionamento dos fluidos e
preparo de solucdes de calibracao.

Uma cédmara de mistura (Figura 1.12) consiste de uma pequena
peca cilindrica, geralmente feito de Teflon® ou acrilico, com volume
interno variavel, de aproximadamente 0,50 a 2,00 mL, onde se encontram

0s canais de entrada e saida dos volumes dos fluidos utilizados.
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| (a) =

FIGURA 1.12. Camara de mistura de sistemas FB. (a) cavidade; (b) entrada de fluidos;
(c) entrada/saida de fluidos.

Através do uso da camara de mistura é possivel que as amostras
e/ou reagentes sejam processados em batelada. Assim, as medidas
podem ser realizadas com a maxima sensibilidade, pois os equilibrios

fisico e quimico do processo analitico podem ser alcancados.

1.7.1.5. Sistema de deteccao

Um sistema de anadlise em fluxo permite utilizar diferentes
dispositivos de deteccdao, dependendo do tipo de analise quimica ou da
quantidade de analito a ser investigada. Nesse contexto, uma
caracteristica marcante do analisador FB é a sua versatilidade quanto ao
seu acoplamento a diversas formas de detecgao, conforme apresentado na
Tabela 1.2.
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TABELA 1.2. Sistemas d

literatura.

Analito

Albumina e proteinas totais

Aluminio
Bromo
Cloro
Cobre
Cu, CrePb
Cu?* Mn?* e Zn**
Cu?* Sn** e Pb**
Ferro
Ferro
Ferro
Ferro (III)
Fosforo
Glutamanto monossédico
Levodopa e carbidopa
Manganés
Metronidazol
Sadio

Taninos

1.7.2. Caracteristicas dos sistemas FB

e deteccdo utilizados em diversos sistemas FB descritos na

Amostra
Plasma sanguineo
Tecidos de plantas

Produtos petroquimicos
Alvejantes
Cachaga
Gasolina e nafta
Polivitaminas

Polivitaminas

Ligas metalicas e minérios
de ferro

Etanol hidratado
Medicamentos
Aguas estuarinas
Tonicos fortificantes
Alimentos
Medicamentos
Agua mineral
Medicamentos
Alcool combustivel

Chas

Sistema de deteccao
Fotométrica

Espectrofotométrica

Coulométrica/Biamperométrica

Biamperométrica
AAS
GF AAS

Espectrofotometria UV-vis

Turbidimétrica/Nefelométrica

Espectrofotométrica
AAS
Fotométrica
Espectrofotométrica
Fotométrica
Nefelométrica
Espectrofotométrica
ET AAS
Espectrofotométrica

Fotometria de chama

Fotométrica e turbidimétrica

Ref.
[85]
[86]
[87]
[88]
[89]
[90]
[91]
[92]
[93]
[94]
[95]
[96]
[97]
[98]
[99]
[79]

[100]

[101]

[75]

A combinacdo de caracteristicas intrinsecas dos analisadores em

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

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

analisadores em batelada (universalidade de aplicacoes,

robustez e

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

velocidade analitica; baixo custo por analise; baixo consumo, manipulacao

e contaminagdo de reagentes e amostras; e geracdo de pouco residuo

para o meio ambiente.
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De maneira geral, os sistemas FB apresentam as seguintes

caracteristicas!®!:

e funcionam apenas sob rigoroso controle via microcomputador,
garantindo grande precisao no controle do tempo de acionamento
das valvulas solenoides e, consequentemente, nos volumes dos

fluidos adicionados na camara;

e métodos classicos bem estabelecidos sdao bem mais faceis de
serem automatizados usando estes sistemas do que através de

outros sistemas de analise em fluxo;

o oferecem muita flexibilidade a aplicacdo de varias 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 concentracao, mudando apenas os

parametros operacionais em seus programas de controle;

e s3o analisadores muito versateis porque permitem a
implementacao  de diferentes procedimentos  analiticos,
modificando-se apenas o programa de controle, sem alterar as

configuracoes fisicas do sistema;

e devido a associacdo das vantagens intrinsecas dos sistemas
discretos (batelada) e dos analisadores em fluxo, qualquer
metodologia pode, em principio, ser implementada usando um

AFB, ou seja, eles apresentam um carater universal.

Os sistemas FB tém sido utilizados para realizar diferentes

procedimentos analiticos como: titulagdest®31901

pré-tratamento da
amostra para ajusta-la ao pH®®192] oy 3 salinidade adequada do meio de
analisel®®  adicdes de padrdol®®19l preparacdo de solucdes padrdo e

misturas para calibragdo univariadalt®'®! ou multivariadal®?.
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1.8. Analisadores em fluxo-batelada e determinacoes
quimiluminescentes

Recentemente alguns trabalhos envolvendo o uso de sistemas FB
com deteccao quimiluminescente foram desenvolvidos para determinagao
de alguns analitos especificos.

MOREIRAM!  propds em seu trabalho a utilizacgdo de um
planejamento experimental para otimizacao da reacao entre o luminol e o
peréxido de hidrogénio, visando desenvolver um sistema
quimiluminescente em fluxo-batelada para determinagao de Vitamina B>
em medicamentos. Um espectrofluorimetro com um tubo fotomultiplicador
foi utilizado para deteccao do sinal quimiluminescente. A faixa de
intensidade do sinal analitico foi obtida no intervalo de concentracdao de
5,0 — 2560 pg L™! de vitamina B, com limite de detecgdo 0,89 ug L.

GRUNHUT e colaboradores!*®®! desenvolveram um sistema de
andlise em fluxo-batelada empregando deteccdao quimiluminescente para
determinacao de norapinefrina, dopamina e epinefrina em farmacos. O
método baseou-se no efeito inibidor das catecolaminas mencionadas
acima em um sistema quimico envolvendo o luminol e hexacianoferrato
(ITI) de potassio em meio alcalino. A deteccdo do sinal analitico foi
realizada por uma fotomultiplicadora, registrando a emissao de fétons a
425 nm. O sistema FB proposto apresentou ser um método de analise
simples, de baixo custo, versatil e de alta sensibilidade analitica. O tipo de
analisador utilizado permitiu a preparacao automatica de solucdes padrao
e o processo analitico pode ser realizado alterando-se apenas alguns
parametros operacionais do programa do AFB. A intensidade de
quimiluminescéncia foi registrada nas faixas de concentracao de 4,5 -
10,6 ug L™ de norapinefrina; 8,0 - 18,8 ug L'! de dopamina e 14,7 - 34,3
ng L' de epinefrina, com limites de deteccdo de 1,1 ng L'*; 2,1 pg Lt e

3,3 ng L, respectivamente.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes, solucoes e amostras

A descontaminacdo de vidrarias, recipientes e da camara de mistura
foi realizada utilizando uma solugao de HNOs3z 10% em um banho
ultrassonico (UltraSonic Cleaner, Unique, modelo USC-1800A) durante 10
minutos. Agua sempre recém-destilada e posteriormente deionizada por
um sistema de purificacdo Milli-Q Plus® (Millipore, Bedford, MA), com
resistividade especifica de 18,2 MQ cm a 25 °C, foi utilizada em todas as

solugoes.

e Solucao de luminol

Uma solugao de luminol ou 5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona
(CgH;N30,, Sigma 97% P.A.) de concentragdo 1,0 x 103 mol L foi
preparada pela dissolucdo de 0,0913 g em 500 mL de solugdo 0,1 mol L™
de NaOH (Synth 97% P.A.) e mantida sob refrigeragao a 8 °C.

e Solucao de peroéxido de hidrogénio

Foi preparada uma solucdo de peréxido de hidrogénio com
concentragdo 1,6 x 10”2 mol L! a partir da diluigdo de 162 uL de H>0, (30
% m/v, Merck) em 100 mL de NaOH 5,0 x 1073 mol L.

e Solucao de hidroxido de sédio

Uma solucdo estoque de 0,1 mol L! de hidréxido de sdédio (Synth 97%
P.A.) foi preparada através da dissolucdo de 4,1237 g em 1 L de agua
deionizada. A partir desta solucao estoque foram preparadas solugodes de

trabalho a partir de adequadas diluigOes.

e Solucao de acido cloridrico
Foi preparado uma solugdo 0,1 mol L™ de &cido cloridrico pela diluicdo
de 8,28 mL de HCI (Merck 37% P.A.) em 1 L de agua deionizada.
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e Amostra de cobalto sintética

Foi preparada uma solugdo estoque de 100 mg L™ de cloreto de cobalto
(II) hexahidratado (Synth 97% P.A.) a partir da dissolucao de 0,4120 g de
CoCl,.6H,0 em 1 L de &cido cloridrico 0,1 mol L. Partindo dessa solucdo,
as seguintes solucdes padrao foram preparadas: 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 9,0

ng L.

e Amostra de vitamina B>
Uma solugdo estoque de 1,0 mg L' de vitamina B;, na forma de
cloridrato de hidroxocobalamina (Sigma 96% P.A.) foi preparada a partir
da dissolucdo de 1,0 mg de CggHgoCoN130:5P.HCI em 1 L de acido
cloridrico 0,1 mol L. A partir dessa solucdo foram preparadas as
seguintes solugdes de trabalho a partir de adequadas diluicdes: 2,4; 4,8;
7,2; 9,6 e 12,0 pg L.

2.2. O Luminometro 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
estao fisicamente dispostos no sistema. O LFB é constituido por um
microcomputador, uma camara de mistura, uma bomba peristaltica, cinco
valvulas solenoides de trés vias, um acionador de vaélvulas, um agitador
magnético e um sistema de aquisicdo, amplificacdo e tratamento de

sinais.

37



EXPERIMENTAL

FIGURA 2.1. Fotografia da disposicao fisica dos componentes do LFB proposto. (a)
microcomputador; (b) bomba peristaltica; (c) valvulas solenoides; (d) acionador de
valvulas; (e) amplificador de sinal; (f) isolamento eletromagnético e de luz externa; (g)
agitador magnético; (h) detector; (i) cAmara de mistura.

Um diagrama esquematico para melhor compreensao dos principais
componentes do LFB €é mostrado na Figura 2.2. Cada um dos
componentes descritos e suas fungdes serao discutidos com mais detalhes

nas subsecoes a seguir.
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PC PC

FIGURA 2.2. Diagrama esquematico do LFB proposto. (PC) microcomputador; (CBP)
canal da bomba peristaltica; (V1-V5) valvulas solenoides; (AV) Acionador de valvulas;
(AS) amplificador de sinal; (AM) agitador magnético; (CM) camara 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
memoédria RAM de 2 Gb através de uma interface de controle. O
interfaceamento permite controlar todo o sistema, desde os comandos
enviados ao acionador de valvulas até o monitoramento dos sinais
produzidos pelo detector. Para gerenciar o sistema foi desenvolvido um

programa em LabVIEW® 5.1, que serd discutido na Secdo 2.2.11.3.
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2.2.2. Camara de mistura

Para promover uma melhor homogeneizacao entre a amostra e os
reagentes o sistema LFB utiliza uma camara de mistura. Esta camara é
constituida por um cilindro de PTFE (Teflon®) contendo cinco canais de
entrada e um canal de saida, com um volume interno de 2 mL.

O diagrama esquematico apresentando as dimensdes da camara de

mistura € mostrado na Figura 2.3.

Corte lateral Dimensoes em cm Corte tranversal

2.5
. 72 graus
(2) = by~ '
[ 12 [ 1.8 ‘

FIGURA 2.3. Diagrama esquematico das dimensdes da camara de mistura. (1) Canal de
entrada; (2) canal de saida.

0.5
1.2

4.5 3.3

2.2.3. Agitador magnético

A homogeneizacdo da mistura é alcangada pelo movimento rotatério
de uma barra magnética revestida de Teflon® dentro da cimara de
mistura. O movimento da barra magnética é estimulado pelo campo

magnético de um agitador desenvolvido no préprio laboratoério.

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

Uma bomba peristaltica Ismatec®, modelo IPC, equipada com 8
canais e 12 roletes foi utilizada para propulsdao dos fluidos por intermédio
de tubos de bombeamento de Tygon® com didmetro interno de 1,14 mm.
Para o transporte dos reagentes, amostras e agua, foram utilizados tubos

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

2.2.5. Acionador de valvulas

Um acionador de valvulas, cujo circuito eletrnico é mostrado na
Figura 2.5, foi desenvolvido para controlar a abertura das valvulas
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 valvulas sao programados para,
guando receberem uma tensao 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 poténcia suficiente para acionar
as valvulas solenoides. A comunicacdo entre o acionador de valvulas e o
microcomputador é realizada através da interface de controle NI USB -

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

VALVULAS

ULN 2003

1

2
3
4
5
]
7
8

FIGURA 2.5. Diagrama esquematico do acionador de valvulas. PO - P6 representam os
pinos de saida para a interface de controle e GND é o aterramento do circuito.
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2.2.6. Valvulas solenoides

No LFB foram utilizadas cinco valvulas solenoides de trés vias da
Cole Parmer®, modelo RZ 01540-11, Figura 2.6, com a finalidade de
comutar os fluidos no percurso analitico. Através deste dispositivo é
possivel direcionar os volumes das amostras e reagentes a serem
introduzidos na cdmara de mistura. As valvulas solenoides sao controladas
por um microcomputador, utilizando um acionador de valvulas combinado

a uma interface de controle.

FIGURA 2.6. Valvula solenoide de trés vias da utilizadas no LFB proposto.

2.2.7. Sistema de deteccao de sinal
O detector utilizado no LFB proposto foi um fotodiodo de silicio com

area sensivel de 10 mm? (OSD 100-6, Centronic), Figura 2.7.

FIGURA 2.7. Fotodiodo de silicio utilizado no sistema de deteccdao do LFB proposto.
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FIGURA 2.8. Resposta espectral tipica do fotodiodo utilizado no sistema de detecgdo do
LFB proposto.

Na Figura 2.8 é mostrada a resposta espectral do fotodiodo que
abrange praticamente toda a regido espectral do visivel, atingindo seu
maximo em 550 nm. Esta caracteristica propicia que este dispositivo seja

utilizado para aplicagdes fotométricas e quimiluminescentes em geral.

2.2.8. Modulo amplificador de sinal quimiluminescente (MASQ)
Este dispositivo é necessario para que o sinal proveniente da reacao
quimiluminescente detectado pelo fotodiodo seja amplificado, tornando

possivel alcancar niveis de concentracao significativamente baixos.

2.2.8.1. Eletronica do MASQ

O circuito eletrénico é responsavel pela amplificacdo e digitalizacao
dos sinais oriundos do detector. Estas fungdes realizadas pelo controlador
de interface programavel, PIC (do inglés: Programmable Interrupt
Controller) sdo necessarias para minimizar o ruido e, consequentemente,

garantir uma melhor razao sinal/ruido.
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Os sinais analdgicos produzidos durante as medidas sdo enviados
para um conversor analdgico/digital (AD) existente no PIC 16F877, onde
sao convertidos em sinais digitais, os quais sao posteriormente filtrados e
processados. Os sinais depois de digitalizados sao enviados pelo
microcontrolador a um maddulo LCD (do inglés: Liquid Crystal Display) com
os valores do sinal analitico apds a conversao realizada pelo programa de
controle do PIC.

Para melhor compreensao do funcionamento do MASQ, um esquema
€ apresentado em quatro partes principais (Figura 2.9): mddulo de pré-

amplificacdo, mddulo de controle de ganho, microcontrolador e fonte de

Mddulo LCD Teclado
<] zeroing Potention_Aux

Display_data_1...16<>]

alimentacgao.

K] Keyboard_1...11

Modulo de controle de ganho Microcontrolador

Médulo de pré-amplificagdo

Zeroing Potention_Aux{_JH—
Signal_opto [}——Jsignsl_opto
proto Sen_10¢10 mm Signal_Opto_Ampi| Signal_Opto_Amplif
D2 Y

Keyboard_1...11

Gain_xs Gain

Gain

299

0ls'>
2

oo’

Ao

Display_data_1...16 <>}

Gain_
Zeroing_from_uProc Zeroing._fi

i
. mm,upmcﬁ

(Juigtn_puse_sT0
K rigger_Lep

D6
LED 470 nm

4

Médulo de pulso de luz

Ligth_pulse_STD_Out

Ligth_puise_GND Ligth_puise_sT0<

Trigger_Le0<_]

Fonte de alimentagdo

FIGURA 2.9. Diagrama esquematico representando as quatro partes principais do
MASQ: (1) moédulo de pré-amplificacdo, (2) méddulo de controle de ganho, (3)
microcontrolador e (4) fonte de alimentacao.

2.2.8.1.1. MdAdulo de pré-amplificacao
Na Figura 2.10 é apresentado o circuito eletrénico do mddulo de

pré-amplificacdo do MASQ. Este mddulo é acoplado a camara de mistura
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do sistema FB proposto. O sinal luminoso emitido pela reagao
guimiluminescente é captado pelo fotossensor D2 e pré-amplificado. Para
conseguir uma elevada sensibilidade com baixo ruido e baixo offset
utilizou-se o circuito integrado AD823.

Todo o circuito eletronico foi acomodado em uma caixa metalica, a
gual promove uma blindagem eletromagnética, evitando a captacao de
interferéncias provenientes da rede de 60 Hz ou de outras fontes de

interferéncia, como motores, lampadas fluorescentes, transmissores de

radio, TV e telefones celulares.

VCC DI
T R1

*C1 470R H
100 uF Diode IN914
Kl
+C2
= 100 uF
GND MMBT2222ALTI
c3 = /{, < R2
| GND i
| RelaySPST = s VCCHS
470 pF GND
s8 - P P2
10M I 1 1
RS K GND_RELAY 3 3
50K 3 31—
VeeHs =
g P 4 1 Signal_ Opjo
VCeHs S :
6 6

UlA

2, > Apz23an “ ulB Teader 6 Header 6
1 R ~ ADS23AN
3 +A 22K 7
- GND
D2
Ay | Howsa

Z|

S
4l
=]

FIGURA 2.10. Circuito eletronico do médulo de pré-amplificacdo do MASQ. C
capacitores de poliéster; R = resistores; Q = transistor; Ul = 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 estagio, multiplicando por cinco o valor
oriundo do fotossensor, aumentando assim o ganho do sistema quando
necessario.

O sinal amplificado é enviado para o proximo modulo através da
linha “Signal_Opto” e recebe o sinal de comando de ganho pela linha
“Gain_x5" do microcontrolador.

45



EXPERIMENTAL

2.2.8.1.2. Mddulo de controle de ganho

Neste mddulo também se utilizou um circuito integrado AD823, que
tem por funcao amplificar novamente o sinal recebido via linha
“Signal_Opto” até um nivel satisfatério 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 analdgica de uma entrada e oito posicdes, o que configura
o AD823 em oito faixas de ganho selecionaveis. Na Figura 2.11 é

mostrado o circuito eletrénico do médulo de controle de ganho.

VCC+5

)
[Signal Opo Zpt = ] RS
1K A

9

R Ct
Zewing from uProc

6
100K Il
1l
1

R10 .5 3
VCC -5 U3
Zewing Potentiom Ay — RI1
7 = =

100K
10K

R12
10K
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10K
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=
/ iain_/
vCC N
CD4031BCM R14
10K

GND R15
10K

VCC+5

16

R16
10K

R18
10K
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Gl

FIGURA 2.11.. Circuito eletronico do moédulo de controle de ganho do MASQ. C =

2

D

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

= terra.

Neste mddulo é realizada a compensacao total de todos os offsets
existentes (zerando a linha de base do MASQ) no médulo de pré-
amplificacdo e no proprio moédulo de controle de ganho. Esse
procedimento é realizado de forma automatica via linha

“Zeroing_from_uProc” proveniente do microcontrolador ou de forma
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manual pelo potencidmetro 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 responsavel pelo controle do equipamento e tem as

seguintes fungdes principais:

Realizar a conversao dos sinais de analdgica para digital e das
tensdes de offset presentes na saida do amplificador;

Medir e memorizar as tensdes de offset de cada faixa de ganho;
Verificar a amplitude maxima do sinal resultante de saida do médulo
de controle de ganho;

Controlar o disparo do sinal luminoso de referéncia através do D6 -
LED 470 nm, no médulo de pulso de luz;

Controlar a poténcia do D6 - LED 470 nm, gerando uma sequéncia
de pulsos luminosos de amplitude e largura conhecidas, apropriadas
para cada faixa de ganho;

Controlar o mdédulo LCD, responsavel por mostrar as informacgoes 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 tensdo DC apropriada através da modulacao 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 nho
momento;

Quando opera no modo automatico de ganho, se verificado que o
sinal resultante esta abaixo de um valor pré-estabelecido (30% de

1024, que é o numero total de graus de conversdo pelo AD do
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PIC16F877), o ganho é aumentado automaticamente. Caso o sinal
ultrapasse o nivel maximo (80% de 1024), o ganho é reduzido

automaticamente.

A Figura 2.12 mostra o circuito eletrénico do microcontrolador.
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FIGURA 2.12. Circuito eletronico do microcontrolador do MASQ. C = capacitor de
poliéster; R = resistores; U4 = PIC 16F877; GND = terra.

2.2.8.1.4. Fonte de alimentacao
Na Figura 2.13 é mostrado o circuito eletronico da fonte de
alimentacdo. O circuito integrado LM7805 fornece uma tensao continua e
estabilizada em +5 volts. Para fornecer uma tensdo negativa estavel
utilizou-se o circuito integrado LM2904 e o transistor darlington TIP122.
Para maior estabilidade de todo o sistema é importante que as

tensOes positiva e negativa da fonte de alimentacdo 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 proporcao. Este tracking é

realizado realimentando os circuitos através dos resistores R38 e R39.

VCCHs U6 qu:] 0
3 1
our N e o 1T
GND 2200uF 2200uF C21
+C22 100nF
150F MC7805ACT ' D7 P3
— ﬁ(}km’ﬂx )
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= GND GND )k ﬁ( 3
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X 24 :chs

SR38 GND LR39 ~

210K 210K F] 2200uF  F[ 2200uF
U7A
LM2904D
R40

—C26 —
100nF  GND

GND

FIGURA 2.13. Circuito eletronico da fonte de alimentacdo do MASQ. C = capacitor de
poliéster; R = resistores; Q = transistores; U6 e U7 = circuitos integrados; GND =
terra.

2.2.8.2. Operacao do MASQ
No painel de controle do MASQ sao encontradas as opcoes de
operagao, onde sao 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 operagcao do MASQ.

A seguir sao descritas as opgoes de operacao do MASQ:
1. On/off - chave liga/desliga.
2. telade LCD

2a. Lum - Amplitude do sinal ou valor da linha de base. Os valores
mostrados compreendem o intervalo de 0000 para o valor minimo e

1023 para o valor maximo.

2b. Pk - Amplitude maxima ou pico maximo registrado. Caso o valor de
1023 seja ultrapassado, o LED vermelho acendera indicando sobrecarga

do sinal.

2c. Ch - Canal do ganho. O ganho indica quantas vezes o sinal foi
aumentado. Existem oito faixas selecionaveis 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" esta acionado. O
instrumento suporta no maximo um aumento de 500 vezes o valor do

sinal.
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TABELA 2.1. Valores dos canais em relagao 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 esta sendo utilizado algum dos seguintes recursos:
> “Aug” - Indica que esta sendo utilizado o ganho automatico.
> “Pot” - Indica que para zerar a linha de base serda necessario o
auxilio do potencidometro.

> “Aux” - Indica que o ajuste esta em andamento.
2e. G - indica quantas vezes o sinal esta sendo amplificado.

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

sinal de forma automatica.
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 esta 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 opgao permite que o instrumento envie
trés 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 esta respondendo adequadamente. A

utilizacao 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 ndao consegue realizar esta operagao

automaticamente.

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

2.2.9. Metodologia de analise

Dentre o0s varios catalisadores utilizados para Vviabilizar a
quimiluminescéncia do Iluminol, o ion Co(II) € o mais utilizado em
aplicagdes analiticas e demonstrativas. Nao apenas por permitir baixos
niveis de deteccdo, mas também por apresentar uma relacdo linear entre
o sinal e a concentracao para intervalos de concentracao de varias ordens
de magnitudel*!]. Diante dessas vantagens, este ion foi o catalisador
empregado para avaliar o desempenho do LFB proposto. A vitamina Bi; na
forma de cloridrato de hidroxocobalamina, por ter em sua constituicao o
ion Co(II), foi eleito como analito a ser investigado.

A metodologia analitica proposta baseou-se na relagdao linear da
reacdo quimiluminescente do luminol, tendo como oxidante o peréxido de

hidrogénio e o ion Co(II) presente na vitamina B;> como catalisador.

2.2.11. Procedimento analitico
Antes de iniciar as analises de vitamina Bi, foi necessario realizar
alguns procedimentos para ajuste dos parametros de funcionamento do

sistema proposto, conforme sdo descritos a seguir.
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2.2.11.1. Estudo das vazdes dos canais das valvulas solenoides

A precisdao da medida do volume que foi adicionado a camara de
mistura foi estimada a partir da pesagem de aliquotas de agua em seus
canais correspondentes utilizando uma balangca analitica (Shimadzu,
modelo AY220). Estas aliquotas foram obtidas por meio da aspiracao de
agua e da ativacao de cada valvula solenoide em diferentes tempos de
acionamento. O volume expelido pelo canal de saida da valvula solenoide
gue € conectado a camara de mistura era cuidadosamente coletado em
um recipiente previamente tarado para ser pesado em seguida.

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

tempo de abertura da valvula e o volume desejado.

2.2.11.2 Procedimento de fluxo

O sistema de fluxo desenvolvido para o LFB é constituido por: uma
bomba peristaltica que atua na propulsdao dos fluidos; um agitador
magnético, responsavel pela homogeneizacdao da amostra e dos reagentes
no interior da camara de mistura; cinco valvulas solenoides de trés vias
interligadas a uma cdmara de mistura por tubos de Teflon®, como mostra

o diagrama esquematico da Figura 2.15.
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FIGURA 2.15. Diagrama esquematico do sistema de fluxo do LFB proposto. AM -
agitador magnético, CM - camara de mistura, BM - barra magnética, D - detector, BP -
bomba peristaltica, V; - valvula da agua, V, - valvula da amostra, Vs - valvula do
peroxido de hidrogénio, V4 — valvula do luminol, Vs — valvula de esvaziamento da cdmara
de mistura e L - descarte.

Os volumes de agua, amostra, peréxido de hidrogénio e luminol que
entram na camara de mistura sdo controlados pelo tempo de acionamento
das valvulas solenoides, as quais atuam apenas como interruptoras de
fluxo.

O LFB proposto opera em uma sequéncia basica que consiste nas

seguintes etapas:

e Etapa inicial: todas as valvulas encontram-se desativadas. Neste
modo a amostra e o0s reagentes permanecem em fluxo
intermitente, fazendo com que estes retornem aos seus

respectivos recipientes de origem.

e Etapa de enchimento da camara de mistura: as valvulas
solenoides Vi, V3, V3 e V4 sao acionadas, permitindo a entrada dos

fluidos na cdmara de mistura de forma sequencial.
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e Etapa de esvaziamento da camara de mistura: nesta etapa
apenas a valvula Vs é acionada, permitindo que todo conteldo
que se encontra na camara de mistura seja enviado para o

recipiente de descarte.

e Etapa de limpeza da camara de mistura: a valvula V; é acionada,
permitindo que a camara de mistura seja preenchida com
guantidade de agua suficiente para promover a limpeza de forma
eficiente. Em seguida, a valvula Vs é acionada realizando o

esvaziamento da camara de mistura.

2.2.11.3. Procedimento e utilizacao 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 possivel receber e
enviar dados via porta USB do microcomputador quando conectado a uma

interface de controle.

Ligar
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A 9 9rag Agua ¥1 (ms)
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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 fungoes:

e controle do tempo de acionamento das valvulas solenoides -
Os tempos definidos para cada etapa foram estabelecidos na escala
de milissegundos de acordo com o procedimento descrito na Secao
2.2.11.1.

e leitura do sinal analitico - O programa permite o monitoramento
do sinal proveniente do sistema de deteccao. A faixa de leitura
utilizada por esse programa compreende o intervalo de 0 a 5 Volts.

e nimero de pontos - esta opcdo indica o niumero de sinais por
andlise a serem capturados, armazenados e plotados no grafico
mostrado programa.

e controle de rotacao da bomba peristaltica - a velocidade com
que os fluidos entram na camara de mistura € controlada
individualmente para cada valvula solenoide, podendo ser alterada
quando necessario. A comunicacdo entre a bomba peristdltica e o
microcomputador é realizada via porta serial RS 232.

e estudo das vazoes dos canais das valvulas solenoides - Para
determinar o tempo de abertura das valvulas solenoides foi
realizado um estudo prévio da vazao de cada uma das valvulas
solenoides.

e procedimentos analiticos - O programa permite executar as
operacdes necessarias para o procedimento analitico, onde é
possivel selecionar o niumero de replicatas, limpeza e o tempo de

agitacao.

O enchimento dos canais € uma operacao que deve ser realizada no
inicio de cada analise. Para executar esta operacao o analista deve
introduzir na caixa especificada para as valvulas Vi, V3, V3 e V4 0 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 analise o analista deve configurar os tempos de
abertura das valvulas solenoides, bem como o tempo de agitacdo e o
numero de repeticdes. O numero de rotacdes da bomba peristaltica deve
ser controlado diretamente no diagrama de blocos do programa de
gerenciamento de controle.

O sinal proveniente da reagao quimiluminescente é monitorado
durante todo o tempo em que as valvulas Vi, V2, V3 e V4 permanecem
acionadas.

No final de cada andlise, um arquivo de dados é gerado e
armazenado em local estabelecido.

Uma vez configurados os parametros operacionais, o analista podera

dar inicio aos procedimentos para as analises de vitamina Bis.

2.2.11.4. Procedimento de utilizacao do MASQ

Utilizando as operagdes basicas do MASQ descritas na Secao
2.2.8.2 foram realizados os seguintes procedimentos para a execugao das
analises 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. Entao, 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 Bi,. Esse estudo foi baseado
no ganho que apresentou o limite de deteccdo 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 avaliacdao do desempenho analitico

A determinacao de vitamina Bj, foi realizada por meio de curvas
analiticas univariadas, através do qual se obteve uma relagao linear entre
a concentracao de solucdes padrao da vitamina Bi> e a medida do sinal
analitico. As curvas analiticas foram obtidas utilizando a média do valor
maximo do sinal analitico de cinco replicatas, expressa em volts.

O sistema quimico empregado para avaliar o desempenho do LFB
proposto foi otimizado por MOREIRAI'!! através de um planejamento
fatorial 2%, cujos pardmetros s&o descritos a seguir:

e 1,010 mol L de luminol em 0,1 mol L' de NaOH;

e 1,6x107° mol L™ de peréxido de hidrogénio em 5,0x10 mol L de

NaOH;

e amostra em 0,1 mol L™ de HCI;

e ordem de entrada na camara: H,O/amostra/H>0,/luminol;

e pHem 12,2.

Para avaliar o desempenho analitico do sistema LFB foram
realizados procedimentos estatisticos para a estimativa das figuras de
mérito.

A sensibilidade do método foi definida pelos limites de deteccdo
(LOD) e limites de quantificacao (LOQ). O limite de detecgcao corresponde
a menor concentracao da espécie de interesse que pode ser detectada
pela técnica instrumental utilizada, enquanto o limite de quantificacao
corresponde a concentracdo mais baixa que pode ser quantificada dentro
dos limites de reprodutibilidade das medidas pelo método empregadoft®°1,

Para cada curva analitica, os limites de deteccao e quantificagao

foram estimados conforme as Equacoes 2.1 e 2.2:

Lop =222 (2.1)
=3 .

58



EXPERIMENTAL

100 =—; (2.2)

onde B é a inclinacao da curva analitica estimada pela regressao linear
através do método dos minimos quadrados e S, € o desvio padrao do
branco para 20 medidas. Assim como a sensibilidade de calibragao foi
definido pelo valor da inclinagdo da curva analitica (B). Também foi
avaliada a frequéncia analitica e a quantidade de amostras e reagentes
gastos por medida efetuada.

Em analises quimicas, o modelo de calibracdo pode ser usado para
estimar a concentracdo do analito de maneira satisfatéria apenas se for
capaz de descrever o comportamento dos valores experimentais.
Portanto, o modelo predito ndao pode apresentar evidéncias de falta de
ajuste e deve refletir uma significativa regressao estatistica. Desta forma,
a validacdao do modelo de calibragao é geralmente realizada por meio de
uma analise de varidncia (ANOVA)[1041068] A Tabela 2.2 apresenta as
equacdes para ANOVA de dados experimentais adaptados para modelos

lineares pelo método dos minimos quadrados (MMQ).

TABELA 2.2. Equagdes para a ANOVA dos dados experimentais adaptados aos modelos
lineares determinados pelos métodos dos minimos quadrados.

Fonte de Variagdo Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica
(sQ) (GL) (MQ)
Regressdo SQreg= Z 0 [(Yedi- Ym]? p-1 MQreq= f,Q_relg
Residuo SQ.= ZZ [Yy - (Ye]® n-p MQ= %
Falta de Ajuste SQp,= Z M [(Ye) Yim]® m - p MQpy= nqu_faE,
Erro Puro SQ,= ZZ [Yy - Yim 1° n-m MQ,,= :Q_;:

O indice i indica o nivel da varidvel X; o indice j refere-se as medidas repetidas da varidvel Y em um dado nivel
de X; p = numero de parametros do polindmio do modelo de calibragdo; n = numero total de medidas; m =

numero de niveis da varidvel independente X.

A validacao de modelos lineares pela aplicacdo do método dos

minimos quadrados consiste na anadlise dos residuos, falta de ajuste e
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significancia da regressao. Na analise dos residuos deixados pelo modelo,
verifica-se o comportamento dos erros de previsao em relacao aos dados
experimentais. Nos graficos dos residuos € possivel identificar o tipo de
erro associado aos dados. Dessa forma, se os residuos apresentam algum
perfil ou estrutura teremos a presenca de um erro experimental associado
aos dados obtidos. Entretanto, se o0s residuos se distribuirem
aleatoriamente em torno do zero, tém-se apenas erros aleatorios.

O teste de falta de ajuste compara os residuos do modelo para
determinagdes realizadas em varios niveis da variavel X, média quadratica
de falta de ajuste (MQrfj) com os residuos das analises das medidas
auténticas nesses mesmos niveis, média quadratica do erro puro (MQep).
Se razao (MQra;)/(MQep) for menor que o valor do ponto da distribuicao F
referente aos graus de liberdade de MQfaj e MQep para um determinado
nivel de confianga, temos um modelo que ndo apresenta falta de ajuste;

No teste de significancia de regressao os residuos deixados pelo
modelo com relacdo a média dos valores de Y, média quadratica da
regressao (MQreg) Sd0 comparados com os residuos do modelo com
relagdo aos dados experimentais (MQep). Se a razdo (MQreq)/(MQep) €
maior que o valor do ponto da distribuicao F referente aos graus de
liberdade de MQrg € MQe¢, para um determinado nivel de confianga, o

modelo estara melhor ajustado aos dados experimentais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ajuste da vazao do LFB
Como mencionado na Secao 2.2.11.1 foram construidas curvas de
calibracdo correlacionando a quantidade de massa do fluido injetado em

funcao do tempo, como pode ser visto no exemplo da Figura 3.1.
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FIGURA 3.1. Exemplo de uma curva de calibracdo utilizada nas medidas da precisao das
vélvulas solenoides, cuja equacdo da reta foi y = 0,1886x + 0,0008 e R* = 1,00.

Com a equacao da reta da curva de calibragdo é possivel estimar o
volume desejado através da densidade da agua a 25 °C.

Como o tempo de abertura das valvulas solenoides é proporcional ao
volume inserido a camara de mistura e varia de acordo com a vazdo em
cada canal, em todos os procedimentos descritos de agora em diante sera
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 anadlise foram estabelecidos mediante estudo das
vazOes e tempos de acionamento das valvulas solenoides. O propdsito
desse estudo foi obter o consumo minimo de reagentes e amostras, como
também uma velocidade analitica adequada e precisdo dos volumes

introduzidos na camara de mistura.
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Para cada valvula solenoide foram realizadas medidas empregando
guatro diferentes velocidades de rotacdo da bomba peristaltica: 40, 80,
120 e 160 rotagdes por minuto (rpm), com intervalos de abertura de
valvulade 1, 3, 5, 7 e 10 segundos.

Nas Tabelas 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4 sao mostrados os valores dos
desvios padrao e relativo, estimados para os tempos de abertura (1 a 10
segundos) para cada uma das valvulas solenoides e para as diferentes

velocidades de rotacao da bomba peristaltica mencionadas anteriormente.

TABELA 3.1. Valores do desvio padrdao e do desvio padrao relativo (DPR) obtidos para a
valvula 1 nas quatro diferentes rotacdes da bomba peristaltica.

Valvula 1 is 3s 5s 7s 10s R?

Desv.Pad. 0,0085 0,0082 0,0046 0,0083 0,0036
40 rpm 1,0000
DPR (%) 18,0907 5,5444 11,8706 2,4018 0,7238

Desv.Pad. 0,0087 0,0098 0,0086 0,0057 0,0055
80 rpm 1,0000
DPR (%) 9,0585 3,4017 11,7892 10,8350 10,5627

Desv.Pad. 0,0013 0,0028 0,0068 0,0103 0,0111
120 rpm 1,0000
DPR (%) 0,8876 0,6478 0,9466 11,0216 10,7748

Desv.Pad. 0,0041 0,0049 0,0030 0,0060 0,0094
160 rpm 1,0000
DPR (%) 2,1772 0,8600 10,3177 0,4512 0,4937

TABELA 3.2. Valores do desvio padrao e do desvio padrdo relativo (DPR) obtidos para a
valvula 2 nas quatro diferentes rotacbes da bomba peristaltica.

Valvula 2 is 3s 5s 7s 10s R?

Desv.Pad. 0,0096 0,0024 0,0024 0,0063 0,0099
40 rpm 0,9999
DPR (%) 21,3088 11,6422 11,0020 11,8684 2,0500

Desv.Pad. 0,0086 0,0091 0,0184 0,0067 0,0085
80 rpm 0,9999
DPR (%) 9,1024 3,2216 3,9392 11,0061 0,8905

Desv.Pad. 0,0028 0,0078 0,0051 0,0090 0,0093
120 rpm 0,9999
DPR (%)  2,0049 11,8437 0,7212 0,9279 0,6670

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

160 rpm 1,0000
DPR (%) 3,0628 1,2411 10,4074 0,6555 0,3149
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TABELA 3.3. Valores do desvio padrao e do desvio padrdo relativo (DPR) obtidos para a
valvula 3 nas quatro diferentes rotacdes da bomba peristaltica.

Valvula 3 is 3s 5s 7s 10s R?

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

40 rpm 1,0000
DPR (%) 21,6684 6,8886 2,4658 0,3376 1,6781
Desv.Pad. 0,0078 0,0088 0,0036 0,0072 0,0091

80 rpm 1,0000
DPR (%) 7,8346 2,9542 0,7256 11,0381 0,9147
Desv.Pad. 0,0068 0,0058 0,0048 0,0057 0,0061

120 rpm 1,0000
DPR (%) 4,6215 1,3086 0,6580 0,5535 0,4161
Desv.Pad. 0,0098 0,0047 0,0033 0,0069 0,0170

160 rpm 1,0000
DPR (%) 5,1529 0,8102 0,3452 0,5106 0,8746

TABELA 3.4. Valores do desvio padrao e do desvio padrdo relativo (DPR) obtidos para a
valvula 4 nas quatro diferentes rotagdes da bomba peristaltica.
Valvula 4 1s 3s 5s 7s 10s R?
Desv.Pad. 0,0108 0,0101 0,0079 0,0082 0,0088
40 rpm 1,0000
DPR (%) 21,8875 6,8899 3,1949 12,3711 1,7880
Desv.Pad. 0,0071 0,0020 0,0054 0,0096 0,0054
80 rpm 1,0000
DPR (%) 7,3183 10,6821 1,1189 1,4159 0,5576
Desv.Pad. 0,0048 0,0052 0,0069 0,0062 0,0097
120 rpm 1,0000
DPR (%)  3,3893 11,2053 0,9617 0,6151 0,6833
Desv.Pad. 0,0039 0,0039 0,0040 0,0079 0,0058

160 rpm 1,0000
DPR (%) 2,0519 0,6808 0,4246 0,5957 0,3052

A partir dos resultados obtidos pelo estudo da vazao foi constatado
que 160 rpm € a velocidade de rotacdo da bomba peristaltica que
apresenta os menores desvios padrao relativo.

Vale salientar que também foi observado o comportamento da
reagao quimiluminescente nas quatro diferentes velocidades de rotacao da
bomba peristaltica mencionadas anteriormente. Na Tabela 3.5 sdo
mostrados os volumes adicionados na camara de mistura, assim como os

tempos de acionamento das valvulas solenoides utilizados no
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monitoramento do sinal analitico para as diferentes rotacdbes da bomba

peristaltica.

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

diferentes rotacGes da bomba peristaltica.

i Amostras e Volume 40 rpm 80 rpm 120 rpm 160 rpm
Valvula Reagentes (L)
9 K tempo (ms)
1 H,0 250 4977 2539 1728 1318
2 amostra 250 5100 2585 1800 1322
3 H.0. 500 9763 4996 3404 2525
4 luminol 500 10079 5175 3510 2648
A Figura ilustra o sinal proveniente reagao

quimiluminescente obtido para as diferentes velocidades de entrada das

amostras e reagentes na camara de mistura.

4
3,5

3

Sinal (v)
= N
= (6} N (03]

o
U1

o

0

1000

3000

4000 5000 6000

Tempo (ms)

7000

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

mistura nas rotacoes de 40 rpm (=), 80 rpm (=),120 rpm (=),160 rpm (=).

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

reagentes sao inseridos na camara de mistura também é um fator que

contribui para o favorecimento da reagcao quimiluminescente.
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Desta forma, por apresentar os mais baixos desvios padrao relativo
e priorizando o maximo de sinal obtido, foi adotado 160 rpm da bomba
peristaltica durante a insercdao dos volumes de amostras e reagentes na

camara de mistura do LFB.

3.2. Estudo dos volumes adicionados a camara de mistura

O estudo dos volumes inseridos na camara de mistura foi realizado
visando obter sempre o maximo de sinal, como também um consumo
minimo de amostras e reagentes e um baixo volume de residuo gerado
por analise. O estudo desse parametro foi conduzido de forma univariada,
ou seja, fazendo-se variar apenas um parametro, enquanto se mantinham
constantes o0s valores restantes. Para obtencao dos resultados
apresentados na Tabela 3.6 foi utilizado uma amostra padrao de 70 pug L~
! de CoCl,.6H,0.

TABELA 3.6. Valores obtidos do sinal proveniente da reacao quimiluminescente para os
volumes inseridos na cdmara de mistura.

ENSAIOS
Amostra e Reagentes 1 2 3 4 5 6
VOLUMES (pL)

Agua 250 250 250 125 125 125

Amostra 250 250 250 125 125 125

H20> 750 500 375 750 500 375

Luminol 750 500 375 750 500 375
Vol. Total 2000 1500 1250 1750 1250 1000
SINAL (volts) (n-s) 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 nao

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 residuo gerado. Ja o ensaio 2 apresentou um menor valor do desvio
padrdo relativo, como também um desempenho satisfatério em relagao ao
sinal analitico. Diante disso, todas as medidas foram realizadas com o
volume o da camara de mistura sendo de 1,5 mL. Na Tabela 3.7 sao
mostrados os parametros de fluxo ajustados que foram empregados na
avaliacao do desempenho do LFB por meio da determinagao de vitamina
Blz.

TABELA 3.7. Parametros de fluxo ajustados para a determinacdo de vitamina B;, em
medicamentos com o sistema LFB.

; Tempo de abertura Rotacdo da bomba
Valvula Volume (pL) ;
(ms) peristaltica (rpm)
vi 250 1318 160
V2 250 1322 160
V3 500 2525 160
v4 500 2648 160
V5 = 8000 200

3.3. Estudo da estabilidade da solucao de luminol

Um estudo foi realizado para avaliar a influéncia da estabilidade do
luminol na reagao vitamina B;,/H>0/luminol, uma vez que a solucao de
luminol afeta diretamente o sinal analitico com o passar do tempo,
implicando no aumento ou diminuicao da sensibilidade nas medidas.

Esse estudo foi realizado ao longo de sete dias utilizando cinco
padrdes de vitamina B;, em diferentes concentracdes e o sistema quimico
descrito na Secao 2.2.12.

As medidas dos padrdes de vitamina B;, foram realizadas em cinco
replicatas utilizando sempre a mesma solugao de luminol, enquanto o

peroxido de hidrogénio sempre foi preparado no momento das medidas.
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Na Figura 3.3 sao mostrados os resultados obtidos durante o

tempo de estudo da estabilidade do luminol.

1,0

09 1

07 4 H0 Hora 0,9997

24 Horas 0,9997
48 Horas 0,9998

W72 Horas 0,9993

Sinal (V)

W96 Horas 0,99495
W120Horas 0,9998
Mld44Horas 0,9995
H1i68Horas 0,9993

2,4 48 7.2 9,6 12

Concentragdo (pglL?)

FIGURA 3.3. Sinais analiticos obtidos de 0 a 168 horas de preparo do luminol. A
concentracdo de vitamina B, corresponde ao intervalo de 2,4 - 12 ug L', com DPR’s
inferiores a 1,5% (n=5).

Ficou evidenciado que a estabilidade do luminol é um fator de
relevancia na reacdo da vitamina B;>/H,O,/luminol, acarretando no
aumento ou diminuicdo da sensibilidade analitica com o decorrer do
tempo. Embora tenha havido alteracao do sinal analitico nesses intervalos
de tempo, a linearidade da reacao quimiluminescente proposta sempre foi
mantida. Vale ressaltar que na literatura existem diferentes metodologias
para a preparacao do Iluminol, mas nenhuma faz mengao sobre a
estabilidade quimica de sua solucdo*®,

Mediante esses resultados, todas as analises neste trabalho foram

realizadas com a solugao de luminol estabilizada por 96 horas.
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3.4. Avaliacdao do desempenho do LFB para amostras sintéticas de
cobalto(II) e vitamina B;>

Os parametros dos modelos obtidos pela regressao linear através do
método dos minimos quadrados, bem como os limites dos intervalos de
confianca para os valores populacionais dos modelos a um nivel de

confianca de 95%, sao apresentados na Tabela 3.8.

TABELA 3.8. Parametros de regressdo linear e limites dos intervalos de confianca para
os coeficientes dos modelos obtidos.

Modelo Y= o + BX

Analito
o £ ti5 - erro padrao (a) B £ ti5 - erro padrao (B)
Cobalto (II) 0,054 + 0,035 0,218 + 0,006
vitamina B;, 0,045 + 0,014 0,058 + 0,002

Como os intervalos de confianca para os modelos obtidos nao
incluem o zero, os parametros dos modelos sdo estatisticamente
significativos.

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

e Niumero de pardmetros do polinébmio = 2 (polinbmio de

primeiro grau, Y= a + BX);

e Numero total de medidas = 15 (3 réplicas auténticas em 5

niveis de concentracdo das amostras;

e Numero de niveis da variavel independente X = 5 (niveis de

concentracao da amostra).
Nas Figuras 3.4 e 3.5 sdao mostradas que as curvas analiticas

obtidas exibem um comportamento linear entre a resposta analitica e a

concentragao de suas respectivas solucoes padrao.
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FIGURA 3.4. Curva analitica para os padrées de cobalto(II), cuja faixa linear
compreende o intervalo de 1,0 a 9,0 ugL™.
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FIGURA 3.5. Curva analitica para os padrées de vitamina B;,, cuja faixa linear
compreende o intervalo de 2,4 a 12,0 pugL™.

O grafico dos residuos deixado pelos modelos de calibracdao é
apresentado nas Figuras 3.6 e 3.7. Ao se observar os residuos, pode-se
notar que estes sao distribuidos aleatoriamente, significando que ndo ha
nenhuma estrutura sistematica que evidencie uma eventual falta de
ajuste. No entanto, a andlise dos graficos dos residuos constitui um
critério subjetivo, onde este, ndao pode ser um Unico procedimento para

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

significancia estatistica da regressao linear.
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FIGURA 3.6. Grafico dos residuos deixados pelo modelo linear da curva analitica para os
padroes de cobalto (II).
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FIGURA 3.7. Grafico dos residuos deixados pelo modelo linear da curva analitica para os
padroes de vitamina By,.

Definidos os graus de liberdade, as médias quadraticas foram
calculadas a partir das somas quadraticas de acordo com equacdes da

Tabela 2.2 e os valores obtidos sao mostrados na Tabela 3.9.
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TABELA 3.9. Somas e médias quadraticas calculadas pela ANOVA para modelos de
calibracao obtidos para o cobalto(II) e a vitamina B;,.

. L Graus de Soma Média

Analito Fonte de Variacao i L. L.
Liberdade Quadratica Quadratica

Regressdo 1 5,69 5,69

Residuo 13 -4 -5

Cobalto(II) . 3,25x 10 2,50x 10
Falta de ajuste 3 7,82 x 10° 2,61 x10°
Erro puro 10 2,46 x 10 2,46 x 10
Regressdo 1 5,71 x 10 5,71 x 107
Residuo 13 -4 -5

vitamina By, 5,09 x 10 3,91 x 10
Falta de ajuste 3 6,72 x 10°° 2,24 x 10°
Erro puro 10 4,41 x 10 4,41 x 107

Apds o calculo das médias quadraticas, estes valores foram
utilizados nos testes de falta de ajuste e de significancia da regressao,
cujos resultados encontram-se na Tabela 3.10. No que se refere aos
valores de MQx.j/MQep, estes sao menores que o ponto da distribuigcdo F a
um nivel de 95% de confianca, considerando os mesmos graus de
liberdade para ambos os casos. Dessa forma, nao ha evidéncia de falta de
ajuste para o modelo linear. A Tabela 3.10 revela também que as
regressoes lineares sao significativas. De fato, os valores de MQreg/MQr sao
maiores que o ponto da distribuicao F considerando os mesmos graus de

liberdade e o nivel de 95% de confianca.

TABELA 3.10. ANOVA para o modelo linear das curvas analiticas para os solugoes
padrdo de cobalto(II) e vitamina Bi,.

Analito Cobalto(II) vitamina B;>
MQfaj/Mer 1,06 0,51
MQreg/MQ: 2,28 x 10° 1,46 x 10*
Falta de ajuste 3 e 10 respectivamente
Graus de Liberdade
Significancia de regressdo le 13 respectivamente
Falta de ajuste 3,71
Fvi,v2 @ 95%
Significancia de regressao 4,67

Os resultados mostrados na Tabela 3.10 mostram que nao ha

evidéncia estatistica de falta de ajuste, ou seja, os modelos obtidos
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apresentam regressdes significativas. Portanto, as curvas analiticas

correspondentes podem ser usadas para fins de quantificagao.

3.4.1. Figuras de mérito

Conforme mencionado na Secao 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 analiticas, bem

como a frequéncia analitica sao apresentados na Tabela 3.11.

TABELA 3.11. Figuras de mérito obtidas para as determinacdes de cobalto(II) e
vitamina B, utilizando o LFB proposto.

Parametro Cobalto (II) vitamina B,
LOD (ugL™) 0,029 0,109
LOQ (ungL™) 0,096 0,362
Sensibilidade analitica 0,218 0,058
Frequéncia analitica (h™) 90 90

3.5. Determinacgao analitica de vitamina B;> em medicamentos

Para avaliar o desempenho analitico do LFB proposto, assim como a
metodologia desenvolvida, foi empregada a curva analitica validada pelo
modelo de calibracao da vitamina Bi».

Os medicamentos analisados se encontravam na forma de solugdes
injetaveis de cloridrato de hidroxocobalamina, cuja concentracao
informada pelo fabricante era de 7.500 pgL™. A composigdo quimica do
medicamento analisado nao apresenta nenhum excipiente que pudesse
interferir nos resultados das analises.

A Tabela 3.12 apresenta os resultados obtidos na determinacgao de

vitamina Bi> em medicamentos utilizando o teste de recuperacgao.

TABELA 3.12. Resultado da analise de vitamina By, e do teste de recuperagao.
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Amostra Método Proposto (ugL™) Recuperagao (%)
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 o8
5 7.500,6 = 0,9 102
6 7.498,1 + 1,5 99
Desvio padrao conjunto 1,0 _

A recuperacdo obtida pelo método proposto concorda com o
conteudo nominal descrito nas embalagens da vitamina Bj,. Estes
resultados indicam que o0s excipientes descritos na bula deste
medicamento, a citar alcool benzilico e cloreto de sddio, nao interferem na

determinacdo proposta.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um luminémetro de baixo custo
utilizando a metodologia fluxo-batelada para determinacao de vitamina
Bi>, em medicamentos.

A andlise das amostras de cobalto sintético e vitamina B;, pelo LFB
proposto auxiliou satisfatoriamente na avaliacdao do instrumento proposto,
permitindo a realizacdo de 90 analises h'!, com um consumo de 1 mL de
reagentes e de 250 pL de amostra por analise. Os resultados do
desempenho analitico apontaram para a viabilidade pratica do uso do
lumindémetro desenvolvido para analises quimiluminescentes.

A avaliacao do desempenho do instrumento proposto foi realizada
por meio de analises baseadas na calibracdo univariada, tratadas através
da ANOVA, demonstrando que o método pode ser aplicado para
quantificacao de vitamina Bi, em medicamentos.

O LFB desenvolvido apresentou, dentre outras vantagens, a
simplicidade instrumental de operacao e manutengao, o baixo consumo de
reagentes e amostras e, consequentemente, baixa geragao de residuos,
elevada robustez e boa frequéncia analitica. Assim, o sistema de analise
proposto pode ser considerado como uma alternativa promissora para o
controle da qualidade de medicamentos a base de vitamina Bi».

Além da andlise de medicamentos, os resultados obtidos mostram
que, assim como a metodologia analitica, o LFB desenvolvido podera ser
aplicado a determinacdo de analitos quimiluminescentes em outros tipos
de amostras, como ambientais e alimenticias, desde que esteja associada
a um processo de extracao eficaz. Para tal feito, nenhuma reconfiguragao
fisica do sistema serd necessaria. A possibilidade de se aplicar o método
analitico e o instrumento desenvolvido a diferentes tipos de amostras

demonstra a sua versatilidade.
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