UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Dissertacao de Mestrado

Um estudo para titulagao quimiluminescente em
fluxo-batelada com detec¢ao por imagem digital

Flaviano Carvalho Leite

Joao Pessoa, PB - Brasil
Agosto/2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Dissertacao de Mestrado

Um estudo para titulagcao quimiluminescente em
fluxo-batelada com deteccao por imagem digital

Flaviano Carvalho Leite*

Dissertagao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagao em Quimica da Universidade
Federal da Paraiba como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Quimica, area de concentracao Quimica
Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Edvan Cirino da Silva

* Bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico

Joao Pessoa, PB - Brasil
Agosto/2016



L533u  Leite, Flaviano Carvalho.

Um estudo para titulac&o quimiluminescente em fluxo-

batelada com deteccdo por imagem digital / Flaviano Carvalho
Leite - Joao Pessoa, 2016,

78t il
Orientador: Edvan Cirino da Silva
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCEN

1. Quimica analitica. 2. Quimiluminescéncia. 3. Titulacio.
4. Imagem digital. 5. Fluxo-batelada.

UFPB/BC CDU: 543(043)




Um estudo para titulacio Quimiluminescente
em Fluxo-Batelada com detec¢io por Imagem
Maeratal
UIglldl-

Dissertagdo de Mestrado apresentada peio aluno Filaviano
Carvalho Leite ¢ aprovada pela banca examinadora em 29 de

ngbLU UC LU l 0

/f_\i J
—_"‘-G_:-\.S’{‘ rir B I ) \\ Z:h{‘r_/l“‘a
Prof. Dr. Edvan-Cixino da Silya

Orientador/Presidente -

M 2kt L [

\ Prof. Dr. Marcelo Batista de Lima
Examinador

A L DL

" Prbf. Dr. Ricardo Alexandre Cavalcante de Lima
Examinador




Dedico esse trabalho ao meu

Pai Jodo e minha mae Maria que me trouxeram

a vida e com muito carinho cuidaram-me.



Agradecimentos

¢ Inicialmente, agradeco a Deus por existir nessa vida.

¢ A toda minha familia, pela constante presenca, carinho e apoio.

e A minha esposa Liana pela honra de viver ao seu lado, pela forca e apoio.

e Ao Professor Edvan Cirino da Silva pela orientagdo, dedicagédo, confianga em
minha pessoa, contribuicbes académicas, cientificas, sugestbes e seus
ensinamentos.

e Aos Professores Luciano Farias, Ricardo Alexandre e Marcelo Batista, por
aceitar participar da banca Pré-Defesa e Defesa de dissertacdo e pelas
sugestdes que enriqueceram este trabalho.

e Ao professor Mario César Ugulino de Araujo pelo acolhimento, por ceder as
instalagdbes do LAQA, pela oportunidade de trabalho, pelo aprendizado
profissional e pelos momentos de descontragao.

e A todos os professores que contribuiram com meu aprendizado desde a
graduacéao até o presente momento.

¢ A Wellington da Silva Lyra pelo conhecimento e contribuicdo nesse trabalho.

e Aos amigos Renato Alan, Stéfani lury, Pedro Lemos, pelas contribuicdes na
parte experimental, cientificas e pela amizade.

e Aos amigos do LAQA, Fatima Sanches, Sofacles, Aline Santos, Cleison Eloi,
Lucas Alfredo, Kely, Daniel Jackson, Taynna Kevla, Marcelo Silva, Jonathan
Padua, Amalia, lvson, Mauricio Monteiro, Willy Castro, Welma Vilar, Urijatan,
Maria lvanda, Adenilton Camilo, Dayvison Ribeiro, Karla Daniele, Mayara, Janete
Clair, Hebert, Francisco Cunha, Julys Pablo, Eduardo Lima, Osmundo,Inaka
Barreto, Marcio Rennan, por toda amizade e momentos de descontragcao. Pela
ajuda com empréstimo de alguns utensilios de trabalho. A todos os demais
membros do LAQA, pela amizade, convivéncia e bons momentos.

e Ao Programa de P6s-Graduagao do DQ/CCEN/UFPB.

e A Universidade Federal da Paraiba.

e Aos funcionarios do DQ/CCEN/UFPB.

e Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico (CNPq), pela

bolsa concedida para o desenvolvimento dessa pesquisa.



Sumario

IS} o= T [N T T = viii
Lista de Tabelas. . .uuui it X
Lista de Siglas € ADreVviaturas ......cccvvieeiiiesiiiiis i s s ranessaneess Xi
TS 0T Xii
A ACT . . a et e Xiii
(7= T 11 (1] e 1
LIPS 10T LU o= [ 1 1
1.1 Caracterizacao da problematica e a proposta de SOIUGAO0 .........ccccevveveviveevicieee e, 2
L2 @ L o] 1= 11 0T €= SRRSO 4
12200 GEIAL ..ttt 4
1.2.2 ESPECITICOS ..ttt sttt b et st e et neene e neees 4

1.3 Quimiluminescéncia em quimica analitiCa............ccocvvverirericieeee s 5
1.3.2 Uso do luminol, intensificadores do sinal quimiluminescente e mecanismo............. 7
1.3.1 Mecanismo envolvendo ions halogenetos na rea¢ao do luminol/H,0, ................... 11
1.3.3 Fundamentos das titulagdes quimiluminescentes.........ccccoveveveveececceecece e, 12

LR g gF=To =T o g T T 1 = RSOSSN 16
1.4.1 MOdelo de COr RGB.......c.ooiiiiiiieieee ettt ettt 17
1.5 A resposta analitica em termos da norma | | 0] | ., 19
1.5.1 Uso de imagem digital em quimiluminesSCENCIa...........ccecureeerireneniencceeeeeeeeee 19

1.6 Sistemas de analise €M fIUXO ........cccoeviiiiiiii e 23
1.6.1 O Analisador em Fluxo-Batelada .............ccooiviiiniiiniiiniiiicicicccceeeee 25

07 T 11 (1] 2 27
2. Material @ METOAOS .. .uuuiiiiiiiiii it r e s e 27
2.1 Reagentes, SOIUGOES € AMOSIIAS ........ccevieiiiiicicieeeese ettt 28
2.2 Materiais € €QUIPAMENTOS ......cc.eeiiiieiee ettt sttt et e sre e setesreesenneeneenes 29
2.2.1 Sistema titulométrico quimiluminescente em fluxo-batelada...........c.ccccccvevvevennnnne. 29

2.3 MEtodO de refEr@NCia .......ccoeviiuiiiriiieciiie e 34
2.4 Planejamento analitico quimiluminesCente..........cccveveviieeeiesiceeeee e 35
2.4.1 O Sistema quimICO QL.......c.oveiirireieieeee e 35
2.4.2 O Sistema fluxo-batelada............ccoevrinniniin e 35

2.5 Metodologia @nalitiCa ........c..coueieuiiirieecc e e 36

2.5.1 Titulagdo QL-BID — principios e sinal quimiluminescente observado...................... 36



2.6 Procedimento @nalitiCo ........c.ccoiiiiiiiiiiciicicc e 37
2.7 Validagao da titulagao quimiluminescente proposta .........cccceveveeveriecesecece e 43
@7 T 11 (1] T 48
B =TS =T [0TSR S D] U 7= o 48
3.1 EStUAO A8 VAZA0 ...ttt 49
3.2 Investigagao do progresso do sinal quimiluminescente ...........ccccvveveneeceeneneeceneeeenen, 50
3.3 Perfil da curva de titulagdo quimiluminescente proposta ............ccccveeverevierereecieeecireennn 51
3.4 Titulagdo QL-BID aplicada & determinagdo de Fe?" em sulfato ferroso............ccoo......... 53
07 T 1 (1] 56
7 0 T 117~ o 56
4.1 CONCIUSAO ...ttt ettt ettt bt 57
4.2 Propostas de trabalhos em CONtiNUAGCAO..........ccceeceiiieieiicee e 58

RS 1Y (=Y 1] = 1= 59

vii




Lista de Figuras

Figura 1.1 — Publicacbes analiticas da reag&do quimiluminescente divididas pelas técnicas
utilizadas desde 1945 até julnO de 2016. ...oeveeeeeuicciieerre e s e e e s s s s rsmm s e e e e s s ennan s as s e s e e e annnen 3

Figura 1.2 — Reagbes quimiluminescentes direta (i) e indireta (i) — (A) precursor
quimiluminescente e (B) Oxidante. Adaptado de: Garcia, et al., (2001). cccovrrrereeemnncrserrrereeennes 6

Figura 1.3 — Mecanismo proposto por Albertin e colaboradores (1998) para a reagao QL do
luminol\H,O, em meio alcalino e na presenga do ion de um metal de transigdo (M™)............ 9

Figura 1.4 — Diagrama de energia dos estados do endoperoxido (a) 3-aminoftalato em (c),
relacionando a energia do sistema com o rompimento da ligagdo dos atomos de oxigénio
no intermediario eletronicamente excitado (b) adaptado de: (FERREIRA e ROSSI, 2002)..10

Figura 1.5 — Mecanismo do sistema quimiluminescente M-Luminol-H,O,-Br". Adaptado de:
CHANG e PATTERSON, (1980). .ieuieirrirrrrimrssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 13

Figura 1.6 — Perfis teoricamente esperados para as curvas de titulagdo QL - Ig.(a):
Intensidade quimiluminescente gerada pelo analito, I (t): Intensidade quimiluminescente
gerada pelo titulante e Iq (p): Intensidade quimiluminescente gerada pelo produto. ............ 16

Figura 1.7— Representacdo geométrica do modelo RGB. .....ccccueeeeiiiiiiieerccennccsss e eeeeeecanneens 18

Figura 1.8 — Esquema de classificagdo das técncias de analise em fluxo de acordo com a
IUPAC. Inclusdo do FBA na classificacdo dos métodos de analise em fluxo (IUPAC).
Adaptado de: DINIZ, Paulo H.G.D. et al., (2012).ciuieeeeecceiiriirrrrmccansssseee s s esssnssss s s s e e e s mnnanssnas 24

Figura 2.1 — Fotografia da disposicao fisica dos componentes do sistema de titulagao QL-
BID (a) bomba peristaltica, (b) microcomputador, (c) valvulas solenoides, (d) acionador de
valvulas com interface arduino, (e) caixa para isolamento da luz externa, (f) webcam, (g)
camara de mistura e (h) agitador MagNEtiCo. .....ccevrirrrreermmrisee s e e e rreeesss s e e e s e rram s sse s s e e e eennnas 30

Figura 2.2— |Interface do programa de controle do sistema fluxo-batelada
Lo UL 1118 g 1T =TT o (N 31

Figura 2.3 — Imagem de uma valvula solenoide de trés vias utilizada no sistema automatico

tItUIOMELFICO QL PrOPOSTO. weueeueunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnssnsnsnnsnsssssnsssnnnnssnsnsnnsnssnsnnnnsnnnnn 32
Figura 2.4 — Diagrama esquematico do acionador de valvulas solenoides. Com
representacao dos pinos PO — P6 de saida da interface Arduino e GND-P8 é o aterramento
do circuito. Adaptado da dissertagdo de: ANDRADE, R. A. N. (2011)..cccviiirmreermmmsssesrerrennes 33
Figura 2.5 — Webcam usada como fotodetector do sistema QL-BID proposto. .........cceeeennne 33

Figura 2.6 — llustracédo das dimensdes da camara de mistura com 7 canais para entrada de
fluidos e 1 canal para descarte. (E) entrada e (D) saida de fluido. .....cccceveeemencciiiiiirrececennnee. 34

Figura 2.7 — Diagrama do sistema fluxo-batelada para titulagdo QL-BID em modo de
espera. (—) Linhas de fluxo vazia ou estacionada e (==) preenchida em fluxo; (- - -) Linha
de fluxo alternativa; (BP) Bomba peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara
Lo TN 1] (U = T OSSP 38

Figura 2.8 — Etapa de analise 2-i do procedimento de titugcdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba



peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Cémara de mistura; (C1) canal da
= 0] = 39

Figura 2.9 — Etapa de analise 2-ii do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C2) canal do
L0 0] =T L = PO PPSP 39

Figura 2.10 — Etapa de analise 2-iii do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C3) canal da agua. 40

Figura 2.11 — Etapa de analise 2-iv do procedimento de titugao QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (AM) agitador
magnético; (WC) webcam; (BM) barra magnética; (C4) canal do luminol + peroxido........... 41

Figura 2.12 — Etapa de analise 2-v do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C5) canal de retirada
0 0T 5T T [ L 41

Figura 2.13 — Diagrama de tempos do analisador em fluxo para todas medidas. ................ 42

Figura 3.1 — Curvas do estudo da vazao para os canais de bombeamento de cada valvula
570 ] [T o[ [ 49

Figura 3.2 — Progresso do sinal QL em termos de (a) imagens digitais capturadas no
sistema fluxo-batelada e (b) variagao temporal do sinal nos canais R, G eB. ....cccceevvreeeenes 50

Figura 3.3 — (a) Imagens digitais adquiridas durante uma titulacdo QL-BID e (b) Perfil da
curva de titulagao obtida a partir de medidas no apice do sinal QL (Figura 3.2).......ccceveeeeeee 52



Lista de Tabelas

Tabela 3.1 — Resultados das analises, em ftriplicata, de dez amostras de xarope sulfato
ferroso usando o método proposto (Titulagdo QL-BID) e o de referéncia..............cccevveneneeee 54

Tabela 3.2 — Resultados do teste de recuperagdo para dez amostras (ndo fortificadas e
fortificadas), cujos valores sao expressos em termos da concentragao (N=3)............cccuuveuee 55



Lista de Siglas e Abreviaturas

CCD - Charge-coupled devices (dispositivo de carga acoplada)

QL - Quimiluminescéncia

QL-BID - Quimiluminescéncia baseada em imagem digital

CMYK - Ciano, Magenta, Yellow and Black (ciano, magenta, amarelo e preto)

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensaio de imunoabsorgao

enzimatica)
FBA — Flow-batch analyzer (analisador em fluxo-batelada)
FIA — Flow injection analyzer (analisador por injecdo em fluxo)
HSL — Hue, Saturation and Luminosity (matiz, saturagao e luminosidade)
HSV — Hue, Saturation and Value (matiz, saturagao e valor)

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de

Quimica Pura e Aplicada)
MF A — Multicommutation in flow analyser (analisador em fluxo multicomutado)
MSFA — Monosegmented flow analyser (analisador em fluxo monosegmentado)

RBP - Retinol Binding Protein (Proteinas ligadas ao retinol)

RGB — Red, Green and blue (vermelho, verde e azul)
SFA — Segmented flow analyser (analisador em fluxo segmentado)

SIA — Sequential injection analyser (analisador por injegdo sequencial)



Resumo

Um estudo para titulagao quimiluminescente em fluxo-batelada
com deteccgao por imagem digital
Autor:Flaviano Carvalho Leite
Orientador:Edvan Cirino da Silva

A escassez de métodos quimiluminescentes (QL) baseados em imagem
digital e analisadores em fluxo € uma motivagao para novos estudos, especialmente
quando ndo é encontrado na literatura nenhum artigo envolvendo titulagdo QL com
imagem digital. Neste trabalho, desenvolveu-se o estudo de uma nova metodologia
para titulacao quimiluminescente baseada em imagem digital (QL-BID) cujo potencial
analitico foi avaliado na determinacdo de Fe** em xarope de sulfato ferroso usando
um analisador automatico em fluxo-batelada. Denominada titulacao QL-BID, esse
método utiliza o préprio analito (Fe**) como catalisador na reacdo de oxidacdo do
luminol/H2O2 em meio basico na presenca do intensificador brometo. Apés a adicéo
de cada incremento do titulante (KMnO,) & amostra em meio acido, parte do Fe?* é
convertido para Fe®*" e o remanescente contribui para o sinal QL que decresce
linearmente com a concentragdo do Fe**. Quando todo Fe?* for convertido para Fe*',
o ponto final da titulagdo é atingido e o sinal QL permanece constante ao nivel da
radiacdo de fundo com a adigdo do titulante em excesso. A aquisicao das imagens
foi realizada por uma webcam acoplada sobre a cAmara de mistura do sistema fluxo-
batelada. Da imagem obtida antes e apds cada adigdo do titulante foram extraidos
os valores de R, G e B usados para calcular a resposta analitica, a qual € definida
pela norma de um vetor no espaco tridimensional RGB. O valor da norma varia
linearmente com a concentragao do analito, sendo utilizada na construgado da curva
de titulagcdo em que o ponto final € obtido pela extrapolacédo e interse¢ao dos dois
segmentos de reta. Os resultados das titulagdes de 10 (dez) amostras de xarope
foram comparados com os obtidos pelo método espectrofotométrico baseado em
curva analitica. Aplicando-se o teste-t emparelhado, ndo se observa nenhuma
diferenca sistematica, estatisticamente significativa, entre ambos os resultados ao
nivel de 95% de confianga. O sistema QL-BID apresentou uma frequéncia analitica
de 18 titulagdes por hora e consumiu 0,2 mL de luminol e 2,4 mL de amostra por
titulacdo ou analise. Assim, seu desempenho pode ser melhorado quando

implementada uma otimizagéo.

Palavras-chave: Quimiluminescéncia, titulagdo, imagem digital, fluxo-batelada
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Abstract

A study for chemiluminescent titration in flow-batch
with detection by digital image

Author: Flaviano Carvalho Leite
Supervisor: Edvan Cirino da Silva

The scarcity of chemilumescent (CL) methods based on digital image and flow
analyzers is motivation for novel studies, especially when it is not found in literature
any paper involving CL titration with digital image. In this work, it is developed the
study of a novel methodology for digital image-based quimiluminescent (DIB-CL)
titration whose analytical potential is evaluated in determination of Fe®" in ferrous
sulfate syrupe using a flow-batch automatic analyzer. Termed DIB-CL titration, this
method employs the own analyte (Fe?*) as catalyst of the oxidation reaction of
luminol/H,O, in alkaline medium and presence of bromide enhancement. After a
increment of titrant (KMnO,) to be added to sample in acid medium, a part of Fe*" is
oxidized to Fe*" and ramaining contributes to generate the CL signal that decreases
linearly with the Fe** concentration. When the oxidation of Fe®* is completed, the
endpoint of titration is attained and the CL signal remained constant at the level of
background radiation with the addition of titrant in excess. Images acquisition is
performed by using a webcam coupled to the mixing chamber of flow-batch system.
From image obtained before and after each addition of titrant were extracted the R,
G, and B values used in order to calculate the analytical reponse, which is defined by
vector norm in RGB tri-dimentional space. This norm values are linearly related to the
analyte concentration, being employed for building of titration curve where the end
point is found by intersection of the two extrapolated straight segments. By applying
the paired t-test, titration results of ten samples of syrupe were compared with those
obtained by a espectrophotometric method based on analytical curve. No systematic
statistic difference has been observed between the both results at the 95%
confidence level. DIB-CL system presented a analytical frequency of 18 titrations h™
and consumes 0.2 mL of luminol and 2.4 mL of sample per titration or analysis. Thus,

its performance can be improved by implementing a optimization.

Keywords: Chemiluminescence, titration, digital image, flow-batch
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1.1 Caracterizacao da problematica e a proposta de solugao

A quimiluminescéncia (QL) tem despertado, nas ultimas décadas, um
interesse cada vez maior dos quimicos analiticos como técnica espectroanalitica
promissora para o desenvolvimento de métodos quantitativos (LARA, F. J. et al,,
2016). Essa motivagcédo pode ser imputada as suas caracteristicas vantajosas, quais
sejam: ampla faixa linear de resposta, alta sensibilidade, baixos limites de deteccéo
e instrumentagao simples e de baixo custo (SKOOG, D. A. et al., 2009).

As aplicacbes analiticas da quimiluminescéncia tém penetrado em outras
areas, tais como, ambiental, medicina, biologia, farmacologia, dentre outras
(BAEYENS, W.R.G. et al., 1998). Além disso, essa técnica pode ser usada para
determinar varios tipos de analitos (inorganicos, organicos, bioquimicos, etc) em
niveis de traco, sendo a quimiluminescéncia muito usada para avaliar a qualidade da
agua, alimentos, suplementos e medicamentos (BOWIE, A. R. et al., 1996). Essa
técnica tém sido também usada para o desenvolvimento de métodos sensiveis
baseando-se na distribuicdo espacial da luz emitida a partir de uma amostra
problema (RICH, E. S. et al., 1981).

A literatura reporta diversos reagentes quimiluminescentes apropriados para
implementagdo de métodos de analise quantitativa, porém observa-se o uso
predominante do luminol (5-amino2,3-diidroftalazina-1,4-diona): SANTOS, R.M.S. et
al. (1993). Esse fato pode ser atestado na revisdo de FERREIRA e ROSSI (2002),
na qual é destacado o crescimento exponencial (na década de 1990) do numero de
trabalhos envolvendo o uso do luminol. Desde entdo, o uso desse reagente tem sido
impulsionado para a analise quantitativa envolvendo diversas aplicagdes analiticas
(KHAN, P. et al, 2014).

A automatizacdo de métodos baseados em reagdes quimiluminescentes foi,
pioneiramente, realizada utlizando a analise por injecado em fluxo (FIA, Flow Injection
Analysis), FERREIRA e ROSSI (2002). Nao obstante o aumento da velocidade
analitica e diminuicdo do consumo de reagentes e amostras, os sistemas FIA nao
apresentam flexibilidade para implementar diferentes procedimentos analiticos sem
modificagdo de sua configuracdo fisica. Essa limitagdo pode ser superada pelo
sistema em fluxo-batela (flow-batch system), conforme reportado por DINIZ, P. H. G.
D. etal., (2012).
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Apesar do uso crescente da quimiluminescéncia para fins analiticos e do
emprego do luminol como seu reagente, a literatura reporta poucos trabalhos sobre
métodos baseados em titulagdo como pode ser observado na Figura1.1. O grafico
reflete o resultado do levantamento bibliografico, realizado no banco de dados
eletrénicos da WEB OF SCIENCE, tal como realizado por FERREIRA e ROSSI em
2002. Em ambas as pesquisas bibliografcas, ndo foi encontrado nenhum trabalho

envolvendo titulagdo quimiluminescente e o uso de imagem digital, como sistema de

deteccéo.
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Figura 1.1 — Publicagbes analiticas da reagcao quimiluminescente divididas pelas técnicas
utilizadas desde 1945 até julho de 2016.

No contexto da problematica acima, insere-se também a importancia
datitulagdo para determinagdes quimiluminescentes em virtude de suas vantagens
comparadas a calibragdo, especialmente no tocante a exatiddo. De fato, a titulagao
proporciona comumente um resultado melhor devido a especificidade que pode ser
estabelecida na reacao entre o analito e titulante (SKOOG, D. A. et al., 2009). Esse
aspecto é particularmente interessante nas determinacdes quiluminescentes, pois os
instrumentos tipicamente usados nao incorporam seletor de radiagcdo. Assim, a

medida do sinal QL do analito torna-se muito susceptivel a interferéncia de radiagao
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envolvendo outra(s) espécie(s) concomitante(s) na matriz prejudicando a exatidéo
do método.

Diante dessa problematica propde-se, neste trabalho, o uso combinado da
quimiluminescéncia do luminol com a analise em fluxo-batelada para realizagcdo de
um estudo objetivando o desenvolvimento de uma titulagdo QL-BID automatizada.
Para avaliar o potencial do método proposto, elegeu-se inicialmente a determingao
de Fe* em amostras de xarope de sulfato ferroso. Para esse propdsito, foram

estabelecidos os objetivos descritos na Seg¢ao 1.2 apresentada a seguir.

1.2 Objetivo(s)
1.2.1 Geral

Desenvolver o estudo de um novo método de titulagdo quimiluminescente em

fluxo-batelada baseado em imagem digital capturada com uma webcam.

1.2.2 Especificos

» Montar um sistema automatico de analise em fluxo-batelada acoplado a uma

webcam para realizar as titulagdes quimiluminescentes;

» Implementar um programa para controle do sistema e aquisicdo das imagens

digitais;

> Relacionar as imagens com a concentragdo do analito Fe?* na amostra (usando
um modelo matematico baseado no sistema RGB) com o intuito de definir e testar

a resposta analitica adotada para construcéo das curvas de titulagao;

» Aplicar e avaliar o potencial analitico da titulagdo QL-BID em uma aplicagcéo

envolvendo a determinacao de Fe?* em amostras de xarope sulfato ferroso;
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1.3 Quimiluminescéncia em quimica analitica

1.3.1 Fundamentos

Segundo DODEIGNE, C. et al. (2000), a luminescéncia € um termo de uso
geral para designar a emisséo de radiagao eletromagnética (REM) por moléculas de
um composto ou um material quando retornam de um estado eletrénico excitado

para o fundamental. A seguir encontram-se citados diversos tipos de luminescéncia.

Fotoluminescéncia (Fluorescéncia e Fosforescéncia);
Radioluminescéncia;

Triboluminescéncia;

Termoluminescéncia;

Eletroluminescéncia;

Magnetoluminescéncia;

Sonoluminescéncia;

Bioluminescéncia;

NSNS

Quimiluminescéncia.

Quimiluminescéncia € um tipo de luminescéncia em que o fenbmeno de
emissao de REM origina-se de reagdes quimicas ndo acompanhadas pela emiss&o
de calor, as quais podem ocorrer em sistemas soélido, liquido ou gasoso. A radiagao
quimiluminescente (QL) abrange a faixa do espectro eletromagnético que se estende
do ultravioleta ao infravermelho (ALBERTIN et al., 1998).

As reagbdes QL podem ocorrer segundo dois mecanismos basicos: (i) reagao
direta e (ii) reacao indireta, conforme esquematizado na Figura 1.2. No mecanismo
direto (i) a REM é emitida diretamente pelo produto excitado P* formado pela reagéo
entre A e B na presenca de um catalisador. Na reacdo indireta (ii), ocorre a
transferéncia de energia do produto formado P* para um aceptor Q que é levado
para o estado eletronicamente excitado Q. Este, por sua vez, desativa para o
estado fundamental Q, emitindo radiacédo quimiluminescente (GARCIA et al., 2001).
A maioria das reagdes quimiluminescentes é relativamente mais complexas do que

sugerido pelas modalidades descritas na Figura 1.2.
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A + B

(PrecursorQl) (Oxidante)

Catalisador

Produtointermediario

Transferénciade energia

Q

Quimiluminescéncia
direta

v <
Q+4}vib

Figura 1.2 — Reagbes quimiluminescentes direta (i) e indireta (ii) — (A) precursor
quimiluminescente e (B) Oxidante. Adaptado de: Garcia, et al., (2001).

A intensidade de radiagcédo QL, Iq_ (fétons emitidos por segundo), depende da
eficiéncia quantica de quimiluminescéncia, ®q_ (fétons emitidos por molécula que
reagiu), e da velocidade da reagdao quimica (dC/dT). O termo ®q_ € resultado do
produto da eficiéncia quantica de excitagado, ®ex (estado excitado por moléculas que
reagiram) pela eficiéncia quantica de emissao, ®gum (fétons por moléculas levadas ao
estado excitado). Essas relagdes podem ser representadas, matematicamente, pela
Equacao (1.1). Em geral, os sistemas quimiluminescentes que apresentam valores
de ®q. compreendidos entre 0,01 e 0,2 sdo os mais Uteis em analises quantitativas
(SKOOG, D. A. et al., 2009).

|Q|_=CDQ|_- dC/dt =CDEx- q)E|\/|- dC/dt (1 1)

Em analises quimiluminescentes, diversos fatores experimentais influenciam o
fendmeno e a magnitude do sinal (lq.), entre os quais destacam-se (SKOOG, D. A.
et al., 2009):
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¢ Concentragdo dos reagentes - o sinal QL apresenta, geralmente, uma relagéo
linear para uma ampla faixa de concentracdo do analito, podendo alcancar varias
décadas ou ordens de magnitude;

epH do meio reacional - o pH do meio reacional influencia significativamente na
intensidade da emissdo de luz em reagcdes baseadas no sistema luminol/H20,.
Segundo a literatura (CHANG e PATTERSON, 1980), essas reagdes requerem um
meio alcalino com pH usualmente na faixa de 10,1 a 11,1, para gerar o anion

peroxido responsavel por oxidar a molécula do luminol;

¢ Volume de amostra - a quantidade de fétons emitidos no fenébmeno depende
também do volume de amostra usada para as medidas do sinal QL. Desde que a
quantidade do luminol disponivel seja estequiometricamente suficiente para reacéo,
a intensidade é diretamente proporcional ao volume da amostra se os demais

fatores forem mantidos constantes;

¢ Velocidade de reagédo - a reacdo pode se mostrar rapida ou lenta, dependendo do
analito, tipo de molécula emissora e das condicdes em que essas reagdes ocorrem.
Para reduzir o tempo das analises quimicas, deve-se buscar a implementacédo de
reacdes de cinética rapida;

¢ Homogeneizagcdo - a homogeneizagdo dos componentes (reagentes, amostra,
titulante, etc) devem ser reprodutiveis para todas as medidas do sinal QL.

A cor e a intensidade de radiagdo QL sdo também influenciadas pela
velocidade de adicdo dos reagentes, ordem de entrada, estabilidade dos reagentes
polaridade do solvente, temperatura e por outros processos fisicos secundarios.

Se todos os fatores mais relevantes forem controlados e mantidos constantes,
a intensidade do sinal QL podera ser relacionada linearmente com a concentragao

do analito proporcionando a base para analise quantitativa.

1.3.2 Uso do Iluminol, intensificadores do sinal quimiluminescente e
mecanismo

O primeiro mecanismo de reacao quimiluminescente a ser estudado com mais
detalhes foi o da oxidagdo do luminol por peréxido de hidrogénio em meio alcalino.

Esse mecanismo foi proposto por ALBRECHT e colaboradores, em 1928, porém no



Introducao IENN

decorrer do século XX diversos autores propuseram outros caminhos mecanisticos
para a oxidacdo do luminol. Todavia, ainda nao foi reportado na literatura um
mecanismo que compreenda os mesmos intermediarios e etapas da reacao
baseada no sistema luminol/H,O,. Na ultima década, os aspectos termodinamicos e
cinéticos dessa reacdo ainda tém sido estudados com expansdo para outros
sistemas QL. (FERREIRA e ROSSI, 2002).

A proposta mecanistica de ALBERTIN Figura 1.3, o luminol (a) em meio
alcalino (OH’) forma a diazoquinona (b) na presenca do catalisador redox M™. A
diazoquinona (b) reage com o anion de H;O, para formar o intermediario endo-
peréxido (c) até chegar na etapa mais importante da formagdo da molécula no
estado eletrobnicamente excitado do 3-amino-ftalato em (d). Na qual sofre o
decaimento energético para a emissdo da luminescéncia. A ocorréncia dessa
espécie obdece a certas condicbes do meio reacional, como pH, temperatura,
concentragdo dos reagentes e composi¢cao do tampao. No mecanismo mostrado, o
produto em (e) pode ser formado com luminescencia pela desativagdo molecular
(relaxagdo com emissédo de radiagao eletromagnética) da espécie eletrbnicamente
excitada em (d) sem a luminescencia devido a um processo nao-radioativo, tais

como, choques intermoleculares, transferéncias de energia ou conversao interna.
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Figura 1.3 — Mecanismo proposto por Albertin e colaboradores (1998) para a reagdo QL do
luminol\H,O, em meio alcalino e na presenga do ion de um metal de transigdo (M™).

A oxidagao do luminol com emissdo de radiagao eletromagnética esta ligada a
formacao do produto no estado eletronicamente excitado (d), que pode ser formado
mediante a decomposicdo do endo-peroxido (c¢). MICHL, J. 1977, explica a
decomposicédo da espécie endo-peroxido (c), que acontece quando a ligagdo sigma

entre os dois atomos de oxigénio na estrutura se rompe, com formagéo ou nao do
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produto excitado. Para ocorréncia do produto excitado, provavelmente, ndo haveria
tempo o suficiente para os elétrons se distribuirem entre os novos orbitais, mantendo
o novo orbital LUMO ainda preenchido. Baseado nessa ideia, supde-se que essas
rotas de formagdo do produto excitado e ndo excitado pode alcangar, em algum
instante, energias semelhantes. Nessa ocasido haveria um “cruzamento” entre
esses caminhos, levando a formacédo do produto excitado, conforme ilustrado no

diagrama da Figura 1.4.

HoN o)
A (|)
O‘O ||
N
o -
Interconversao
de estados (ii)
[ HoN O 1 *
©
o O
© | i
L /
. h7
— / NH, o (i)
Y \ ]
O
(@]

Y

Distancia entre os atomos na ligagcao O—0O

Figura 1.4 — Diagrama de energia dos estados do endoperoxido (a) 3-aminoftalato em (c),
relacionando a energia do sistema com o rompimento da ligagdo dos atomos de oxigénio no
intermediario eletronicamente excitado (b) adaptado de: (FERREIRA e ROSSI, 2002).
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Entre os reagentes quimiluminescentes mais estudados, o luminol é utilizado
na maioria das aplicagées anailiticas (FERREIRA e ROSSI, 2002). O uso desse
reagente é preponderante nas determinagdes de cations de metais de transigcao, tais
como Fe?, Cr¥, AP* Co?*, Pb®, Ce*, Ni**, Mn%*, Cu®", Cd**, entre outros
(ROBARDS, et al 1992). Esses ions proporcionam uma expressiva agéo catalitica
contribuindo para aumentar a velocidade da reacdo para baixos niveis de
concentracdes desses cations, assim como para elevar a sensibilidade das medidas.

No contexto da quimiluminescéncia, um reagente intensificador pode ser
definido como uma espécie reagente que contribui para aumentar a magnitude do
sinal QL. A literatura reporta o uso de Br, CI, F" e SO, sendo o fon brometo o
reagente que mais contribui para aumentar a intensidade do sinal (BAUSE, D.E. e
PATTERSON, H. H., 1979). Esses autores observaram que as solugbes
concentradas de sais inorganicos, em particular os ions halogenetos, podem causar
um aumento da intensidade. Um teste mostrou que a concentracéo de 0,5 mol L™ de
uma solugao de Br origina um aumento de oito vezes na intensidade do sinal para o
Cr*, em relacdo ao sinal sem a presenca do brometo. Nesses estudos observou-se
que o sinal QL manteve-se proporcional & concentragdo do Cr’*, quando a mesma
quantidade de Br era adicionada as solug¢des de calibragao.

A literatura reporta ainda estudos mais apurados com os ions halogenetos,
em especial com o Br e CI', quando usados como intensificadores do sinal QL para
varios ions metalicos. CHANG e PATTERSON (1980) estudaram a influéncia de Br
e CI" na intensificagcdo promovida por tragos de ions de metais catalisadores da
reacdo do luminol/H,O,. Os ions metalicos investigados foram: Cr**, Fe** e Co?*. Os
resultados mostraram que na presenca de 0,3 mol L' de Br, teve aumento na
intensidade do sinal de: 6,2 vezes para o Cr**, 3,5 para Fe*" e 2,5 para Co®* com o

pH optimizado para analise.

1.3.1 Mecanismo envolvendo ions halogenetos na reagao do luminol/H,O,

Na Figura 1.5 é esquematizado o mecanismo envolvendo ions halogenetos,
proposto por CHANG e PATTERSON em 1980, para as reagdes quimiluminescentes
baseadas no sistema luminol/H20,. De acordo com esse mecanismo, o ion brometo
associado ao complexo M-Perdxido facilita a transferéncia de elétrons na reacao

com o luminol, favorecendo a formacao do ion aminoftalato® no estado excitado.
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CHANG e PATTERSON (1980) declaram que existem pelo menos duas vias
nesse mecanismo, quais sejam: uma n&o quimiluminescente (a) e a outra
quimiluminescente (b). Os ions halogenetos aumentam a eficiéncia quantica
mediante aumento da constante (K;) para a via QL. A clivagem catalitica de um
complexo molecular ativado, que produz ions aminoftalato excitados, € proposto
como passo fundamental do mecanismo. Os ions aminoftalato mais estimulados s&o
produzidos por unidade de tempo na presenca dos ions haletos para obter um sinal
QL reforgado. A proposta de mecanismo é apresentada na Figura 1.5.

Além do refor¢co na intensidade da radiacdo QL, a manutencdo da relagao
linear entre o sinal e a concentracédo do ion de varios metais "catalisadores" torna o
uso do intensificador util nas determinagdes ou especiacdes em niveis de traco de

diversos ions metalicos no meio ambiente.

1.3.3 Fundamentos das titulagdes quimiluminescentes

A titulacido € um processo de analise quimica quantitativa que se baseia na
reacao entre o analito e um reagente padronizado (o titulante), o qual é adicionado
até que a condicdo de equivaléncia quimica seja alcangada. Com o intuito de
encontrar o ponto final da titulagdo, associado ao ponto de equivaléncia quimica,
utiliza-se um meio de detecgao apropriado.

Na titulagao classica (volumétrica ou gravimétrica), a chegada ao ponto final é
assinalada pela mudangca de cor de uma substincia indicadora adicionada a
amostra (SKOOG, D. A. et al., 2014). Por outro lado, nas titulagdes instrumentais o
uso de indicador € normalmente dispensado. Neste caso, o ponto final € obtido por
intermédio de uma curva construida a partir dos sinais medidos (originados no
fendmeno ou propriedade em que a técnica se baseia) durante a titulagdo (SKOOG,
D. A. etal. 2009).
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Figura 1.5 — Mecanismo do sistema quimiluminescente M-Luminol-H,O.-Br". Adaptado de:
CHANG e PATTERSON, (1980).
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De acordo com o tipo de reacdo envolvida, as titulagcbes podem ser
classificadas em: titulacbes de neutralizagcado, precipitagcdo, oxidagao-redugao ou de
complexacao. No contexto da analise instrumental, as titulagbes também podem ser
classificadas conforme a técnica utilizada, ou seja, em quimiluminescentes,
espectrofotométricas, potenciométricas, coulométricas, etc. Para servir como
principio de uma titulagdo (classica ou instrumental), a reacdo necessita satisfazer

0s requisitos basicos:

¢ estequiometria definida e conhecida (essencial para a equivaléncia quimica e

realizagdo do calculo estequiométrico da concentragdo do analito);

¢ meio apropriado para detecgdo do ponto final (indicador nas titulagbes classicas e
uma curva baseada no sinal analitico medido nas titulagdes instrumentais);

¢ completa (titulagdo classica ou instrumental em sistemas em batelada);

¢ seletividade, ou seja, reagdo especifica entre o titulante e o analito.

No caso das titulagdes quimiluminescentes, as medidas podem ser usadas
para construir uma curva de titulacdo relacionando o sinal QL versus volume do
titulante adicionado. Para isso, faz-se necessario que determinada espécie envolvida
na reacao de titulagdo direta ou indireta (ver esquema da Figura 1.2) promova a
emissao ou inibicdo de radiacdo QL. Alternativamente, pode-se usar um indicador
que promova variagdes na emissao de luz, possibilitando assim a geragdo de um
sinal QL que podera ser usado para a construgdo da curva de titulagao (SKOOG, D.
A. et al., 2009).

Em tese, as curvas de titulagdo quimiluminescente devem compreender
duas regides lineares com inclinagdes distintas, sendo uma antes e a outra apds do
ponto final. A extrapolagdo dos dois segmentos de reta fornece, na abscissa
correspondente ao ponto de intersegéo, o volume do ponto final (V) da titulagdo.

A Figura 1.6 mostra os possiveis perfis que, teoricamente, as curvas de

titulacdo QL podem assumir:

(i) nessa curva, o analito(a) e o titulante(t) emitem radiagdo QL. O analito possui
intensidade de emisséo (lgL) superior ao do titulante em excesso apds o ponto

de equivaléncia. Podendo ser evidenciado por sua inclinagdo mais acentuada
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no grafico. No ponto de equivaléncia temos o consumo por completo do
analito e do titulante, forma-se o produto(p) da reacdo que n&o emitem

radiacdo QL.

(i) Nesse grafico o analito(a) produz a radiagdo QL observada, enquanto que o
produto(p) e titulante(t) ndo gera nenhuma luz. No decorrer do consumo do

analito(a) teremos a inibicao da radiagao QL até o seu desaparecimento.

(iii)  Nesse grafico de titulagdo temos uma reta linear crescente antes do ponto
final, derivado do sinal QL gerado a partir da formagado de um produto que
gera luz. Depois do ponto final, tem-se uma reta constante devido ao produto
da reacdo permanecer constante ao adicionar mais titulante, pois todo o

analito ja foi consumido. O analito e o titulante n&do emitem radiagéo.

(iv) O produto(p) concebe radiagcdo QL maior que a radiacdo gerada pelo o

titulante(t), enquanto que o analito(a) ndo contribui para formagao de luz.

(V) O titulante(t) se apresenta com intensidade QL maior do que a intensidade
gerada pelo produto(p), deste modo, é evidenciado pelas diferentes

inclinagdes das retas no grafico. O analito(a) ndo emite radiagdo QL.

(vi)  Nessa curva de titulagdo, analito(a) e produto(p) ndo emitem radiagao QL,
somente o excesso de titulante(t) contribui para o fenbmeno, como é

mostrado apds o ponto de equivaléncia.

Dependendo da reacao da titulagdo, o segmento de reta antes ou depois do
ponto final pode ser ascendente ou descendente. Neste tarbalho, o sistema de
resposta quimiluminescente previsto é o perfil de curva (ii) que depende, assim
como todos os outros, dos fatores que afetam a Ig_ vistos na se¢ao 1.3.1 e dos

requisios basicos para se executar uma titulcdo, vistos nessa secao.
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Figura 1.6 — Perfis teoricamente esperados para as curvas de titulagdo QL - lg.(a):
Intensidade quimiluminescente gerada pelo analito, lIq. (t): Intensidade quimiluminescente
gerada pelo titulante e lq.(p): Intensidade quimiluminescente gerada pelo produto.

1.4 Imagem Digital

Imagem ¢é a reprodugédo de um objeto real ou cena preservada em um meio
(GELADI e GRAHN, 1996). Neste ambito sdo exemplos de imagens: uma pintura,
escultura, uma fotografia, etc. Na ciéncia, as imagens sao produzidas objetivando
expressar algumas propriedades objetivas do objeto ou cena de interesse (GELADI
e GRAHN, 1996).

Para que as imagens analdgicas possam ser utilizadas em dispositivos
eletrbnicos, € preciso que as mesmas sejam transformadas de uma imagem
continua para uma estrutura quadriculada. Cada quadrado desta estrutura recebe o
nome de pixel. A imgem resultante deste processo € chamado entdo de imagem
digital e podem ter duas ou trés dimensdes (2D ou 3D).

O numero de pixels de que é formada a imagem digital define a sua resolugao
espacial. Normalmente s&o utilizados valores de resolugcéo espacial de 256 x 256,
512 x 512, 1024 x 1024 e 2046 x 2046 pixels. A resolugao e a intensidade de um
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pixel numa imagem digital podem ter varios valores dependendo da area de
aplicacdo. Por exemplo: para imagens fotograficas sdo utilizados valores inteiros de
0 a 255.

Para a utilizagcdo de imagens digitais em problemas analiticos, o valor de
intensidade do pixel deve estar relacionado com algum modelo de cor. Todo modelo
cor de cor tem como finalidade principal especificar as cores de algum modo
padronizado e de aceitagdo geral. Em linhas gerais, um modelo de cor € uma
especificacdo de um sistema de coordenadas tridimensionais e um subespaco
dentro desse sistema onde cada cor é representada por um unico ponto
(GONZALES e WOODS, 2000).

Na atualidade a maioria dos modelos de cor estdo orientados a hardwares
(monitores coloridos e impressoras) ou aplicagdo na manipulagéo de cores (criagao
de graficos de cores para animagéo).

Para hardwares os mais usados sdao o RGB (para monitores coloridos e
cameras de video a cores), o CMY (para impressoras coloridas) e o YIQ (para
transmissao de TV colorida).

Na manipulagéo de imagens coloridas os modelos mais utilizados sdo o HSI e
o HSV. Ja para o processamento de imagens sdo o RGB, o YIQ e o HSI
(GONZALES e WOODS, 2000).

1.4.1 Modelo de cor RGB

O principio de percepc¢ao de cores pelo olho humano é a base do modelo de
cor RGB. O método de interpretagcdo da cor usado pelos dispositivos € baseado
diretamente na resposta do olho humano aos estimulos das luzes vermelha, verde e
azul. Este modelo de cor é usado pelos fabricantes de escaneres a cores e
monitores.

A mistura das cores dominantes (primarias), em diferentes combinagdes e
niveis variados de intensidade pode simular todas as cores existentes no espectro
da regiao do visivel. Se a luz refletida contém a maxima intensidade das luzes
vermelha, verde e azul, o olho percebe o branco, e se ndo existe luz, é percebido o
preto (BERNS, 2000).

A representacdo geométrica desse modelo de cores em um espago

tridimensional gera um sélido conhecido como cubo de cor (Figura 1.7).
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Figura 1.7— Representagao geométrica do modelo RGB.

Neste cubo, cada eixo representa a contribuicdo de uma cor primaria com
intensidades variando na faixa 0 — 255 (8 bits) na formacdo das demais cores, ou
seja, com 256 niveis de intensidade totalizando 16,7 milhdes de cores. Cada par de
eixos gera um plano em que sao representadas as cores secundarias (contribuicdo
equitativa de duas cores primarias) no vertice de cada plano. A intersegao dos trés
planos define a cor preta (ndo ha contribuicdo de nenhuma das cores primarias), ja a
cor branca fica no vertice oposto a origem do cubo (mistura equitativa das trés cores
primarias com a intensidade maxima). A diagonal principal deste cubo representa a
escala de cinza.

No cubo de cores, podemos definir cada ponto neste espagco como sendo
uma unica cor com valores (coordenadas) de R, G e B que variam de 0-255 niveis

de tonalidades.
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1.5 A resposta analitica em termos da norma | | v| |

Em algebra linear a distancia euclidiana é a disténcia entre dois pontos e
pode ser descrita como um vetor no espaco tridimensional. O comprimento desse
vetor € chamado de norma. No espaco vetorial RGB podemos descrever cada cor
por meio de um vetor posigdo, cuja norma pode ser calculada pela distancia

euclidiana no espaco cubico pela Equacéo 1.2.

| |o] | =VRZ+GZ+ B2 (1.2)

Portanto, podemos expressar um valor extraido matematicamente a partir de
uma area selecionada na imagem digital em termos da norma do vetor | |v| | e que
pode ser usado para gerar a curva analitica e titulagdo, onde assume uma relagao
linear entre a resposta analitica e a concentragdo do analito para estimar a

concentrag&o do analito em amostras de interesse (LYRA, W.S. et al., 2011).
| lv]] = KC (1.3)

A Equacgado 1.3 descreve uma relagdo linear entre a norma do vetor e a
concentragdo do analito nas solu¢gdes e amostras. Onde K é o coeficiente de
proporcionalidade que depende do numero de fétons que chega ao detector, da

eficiéncia quantica de quimiluminescéncia, da velocidade da reagao quimica e

demais fatores que afetam a intensidade QL. A norma do vetor V, | |u| | , € 0 valor
adotado como resposta analitica empregada para a construgcdo das curvas de

titulacado QL, abordado neste trabalho.

1.5.1 Uso de imagem digital em quimiluminescéncia

KAI, Masaaki et al. (1999) desenvolveram um novo método de calibragao
univariada e quimiluminescente para quantificacdo de acidos nucléicos e acido
desoxiguanilico em membrana de nylon, utilizando imagem digital. Nesse sistema, o
sinal quimiluminescente foi intensificado aumentando a concentracido de acido
desoxiguanilico na molécula do analito.

MONEMI, Naghi et al. (1999) usaram uma camera digital e a
quimiluminescéncia (QL) para quantificar proteinas ligadas ao retinol (retinol-binding

protein, RBP) via curva analitica. Um ensaio combinado de imunoabsorgao
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enzimatica, ELISA (do inglés: enzyme-linked immunosorbent assay) foi desenhado
com base nos anticorpos anti-RBP imobilizada por adsorgao fisica sobre a superficie
da silica dos capilares de vidro pré tratados com silica coloidal. O RBP ligado ao
anticorpo (anti-RBP) foi detectado usando o anti-RBP-peroxidase de rabano (anti-
RBP-HRP)/(horse-radish peroxidase, HRP). O sistema reacional que originou o sinal
QL foi o HRP-H20,-luminol-4, iodofenol. A radiacdo QL originada a partir dos
capilares de vidro foi capturada por uma camera digital com sensor CCD. Esse
estudo tem aplicagbes na quantificagcdo de RBP na urina, soro e outros fluidos

bioldgicos para diagndstico clinico.

MARCH, Carmen et al. (2005) estudaram uma nova forma de contagem
rapida de bactérias lactas deteriorantes da cerveja usando ensaio imunoenzimatico
e quimiluminescéncia. Os pontos emissores de luz das colénias de bactérias foram
detectados e contadas usando uma camera digital com sensor CCD. A
quantificacdo foi realizada via regressao linear entre pontos QL e o numero de
microcolénias.

LUO, Lirong et al. (2005) propuseram um método de calibragdo simples,
baseado em imagem digital e quimiluminescéncia, com alta sensibilidade, para
determinacado do fator a recombinante de necrose tumoral humana, usando uma
camera digital com sensor CCD. As vantagens desse método sao: especificidade
dos ensaios de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA), sensibilidade aumentada e de
alto rendimento quéantico.

RODA, Aldo et al. (2005) combinaram bio e quimiluminescéncia com
técnicas de imagem para desenvolver um método de calibragdo com alta
sensibilidade usando a capacidade dos dispositivos atuais de captura de imagem.
Foram realizadas aplicagbes na biotecnologia por imagem, para ensaios
quimiluminescentes in vitro e in vivo, contribuindo com avancos na medicina, na
industria farmacéutica e na biotecnologia. Por exemplo, a descoberta de novas
proteinas bioluminescentes para monitorar em tempo real, processos bioldgicos,
patoldgicos e infecgdes.

LUO, Lirong et al. (2006) desenvolveram um método simples e rapido para
determinacgao de enterotoxina de estafilococos C1 (SEC1) por calibragdo univariada.
Uma camera digital com sensor CCD foi usada para captura das imagens QL, a qual
foi acoplada a um conjunto de 96 capilares em uma microplaca. O método
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apresentou vantagens como sensibilidade, especificidade dos ensaios de
imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e wuso do Iuminol como reagente
quimiluminescente. Sob condi¢cdes controladas o aumento da intensidade QL é
proporcional a concentracdo de SEC1 na faixa linear de 8,0-125,0 ng mL T com
limite de deteccdo de 0,5 ng mL ~'. O método foi aplicado, com sucesso, a
determinacdo de SEC 1 em matrizes de leite e agua.

KANG, Jonghoon et al. (2006) usaram uma camera digital com sensor CCD
para capturar imagens QL-EMSA (do inglés: electrophoretic mobility shift assay) para
construir uma curva analitica com faixa de concentracéo 8-72 (fmol L™'), de modo a
obter um modelo linear por regressao pelo método dos minimos quadrados e
quantificar heparina biotinilada em amostras biolégicas.

CHOUHAN, R. S. et al. (2006) abordaram uma metodologia baseada na
técnica de imunoquimiluminescéncia e imagem digital para determinagcdo do
pesticida metil paration via curva analitica, com LOQ até 10 ppt. O reagente
KsFe(CN)s foi empregado como um intensificador do sinal quimiluminescente para
obter as imagens. Foram otimizados diferentes parametros, tais como, a
concentragdo de KsFe(CN)s, luminol, ureia, H»,O,, o anticorpo, a sequéncia de
entrada dos reagentes e tempo de reacéo, a fim de obter melhores sinais QL.

LUO, Lirong et al. (2007) imobilizaram a proteina recombinante humana
interleucina-6 (rHu IL-6, recombinant human interleukin-6), em nanoparticulas de
ouro para conservar sua bioatividade. Depois quantificaram-na via curva analitica
usando a quimiluminescéncia e detecgdo usando camera digital com sensor CCD.
Foram examinados os efeitos das concentragdes de luminol, p-iodophenol (PIP),
hemoglobina (Hb) e da solugdo tampdo no sinal QL. O método foi aplicado,
satisfatoriamente, a determinacdo de rHu IL-6 no soro humano e a precisdo foi
avaliada pelo teste de recuperacao.

WANG, Li e ZHANG, Zhujun propuseram, em 2007, um método de
calibracdo quimiluminescente sensivel, rapido e de baixo custo, com base em
imagem digital, usando a produgdo de microesferas sintetizadas por precipitagcao
polimérica, para quantificacdo do trans resveratrol. A radiagdo QL produzido foi
detectada usando uma camera digital com sensor CCD de alta resolugéo.

XU, Hao et al. (2010) determinaram Co?* e estudaram a transferéncia de
energia de ressonancia entre o luminol e corantes fluorescentes. Os corantes

fluorescentes (aceitador) absorvem a energia QL do luminol (doador) em condigdes
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off-ressonancia, misturadas na solugdo. Eles compararam varios sistemas QL, o
luminol-H,O,, luminol-H,O, + fluoresceina e luminol-H,O,+ fluoresceina + DBS para
determinar Co?*. Constataram para cada tipo de mistura, a presenca de intensidades
e picos de emissdes diferentes. Um espectro tridimensional é obtido a partir de um
sensor linear CCD e usado para contruir as curvas analiticas.

RODA, Aldo et al. (2011) desenvolveram um dispositivo de analise simples e
versatil baseado em quimiluminescencia com deteccdo por sensor CCD. Foi
aplicado para determinagao simultdnea de peroxidase de rabano, fosfatase alcalina
e parvovirus B19, via curva analitica. O mesmo pode ser usado para diagnostico
simultaneo de diferentes tipos de marcadores biologicos, mesmo de natureza
diferente (enzimas e substratos, antigénos, anticorpos e acidos nucleicos).

DIAZ, Aurora N. et al. (2012) fizeram uso da deteccdo quimiluminescente
baseada em imagem digital para determinagdo de ftriclopyr por calibragao,
empregando o método ELISA (do inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

MIRASOLI, Mara et al. (2012) projetaram um dispositivo portatil para
medidas no campo, alimentado com bateria e equipado com uma camera CCD para
obtencdo das imagens no meétodo quimiluminescente imunoensaio. O método faz
uso de enzimas como agente catalisador no sistema quimiluminescente Luminol-
peréxido. Foi aplicado para quantificar 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) em amostras via
curva analitica. Obtiveram um limite de detecgao de 0,2 ug mL~" e recuperacdes que
variam de 97% a 111% na analise de TNT em amostras reais. Suas aplicagoes
incluem as areas de segurancga, forense e também pode ser usado para obter os
primeiros sinais de poluicdo ambiental.

RODA, Aldo et al. (2014) relataram pela primeira vez o uso de um
Smartphone para analise quimiluminescente de fluidos biolégicos envolvendo
reacdes enzimaticas especificas. O instrumento adaptado para a analise, possui
sensor CMOS (semicondutor de 6xido metalico complementar) e captura as imagens
digitais QL com resolucdo de 8 megapixels (8MP). As imagens foram processadas
usando o software Imaged. Os dados resultantes do tratamento foram usados para
gerar uma curva analitica usada para quantificar o analito na amostra. Eles usaram
dois sistemas: um bioluminescente (3a-hidroxi esterdides de hidrogenase co-
imobilizadas com luciferase bacteriana) para determinagao de acidos biliares totais e
outro quimiluminescente (luminol-H,O,—peroxidase de rabano) para determinar

colesterol total em soro.
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DONGGU, H. et al. (2015) usaram um método imunoensaio baseado em
quimiluminescéncia para detecgdo attomolar (10" molar) de interleucinas.
Empregou-se um sensor CMOS para detec¢ao da radiagdo quimiluminescente por
imagem digital. O método proposto apresentou um limite de detec¢cao de 0,074
fg/mL e faixa dinamica de 1 fg/mL - 20 ng/mL para quantificacdo de interleucina-5
por curva analitica. O mesmo foi aplicado com éxito para deteccao simultdnea de
quatro tipos diferentes de citocinas (interleucina-2, interleucina-4, interleucina-5 e
interleucina-6) usando o mesmo sistema.

ZANGHERI, M. et al. (2015) desenvolveram um biossensor baseado no
método imunoensaio para analise de cortisol salivar, utilizando-se um smartphone
para aquisicao e tratamento dos dados. A cadmara do smartphone € usada como
detector de luz, ou seja, da captura das imagens. A quimiluminescéncia € gerada
usando o conjugado peroxidase de cortisol pela adigcdo do substrato luminol/peréoxido
e quantificada por curva analitica. O método € simples e rapido, com limite de
deteccdo de 0,3 ng/mL e faixa linear de 0,3-60 ng/mL.

ZENG, Z. et al. (2016) desenvolveram um protétipo de analisador digital
compacto controlado por um smartphone para analise microfluidica. Foi
desenvolvido um aplicativo (DIY-built) para captura e tratamento das imagens
digitais com configuragdo personalizada. A camara do smartphone € usada como
detector da radiacdo quimiluminescente. A curva analitica se mostrou linear para
quantificacdo de H,O; na faixa de 1 a 20 mM, usando o sistema quimiluminescente

luminol-peréxido- HRP.

1.6 Sistemas de analise em fluxo

Desde sua concepgao, os analisadores em fluxo tém contribuido para tornar
os procedimentos analiticos e tratamentos de amostras e reagentes mais eficazes.
O que costumava ser manual, lento e propenso a erros, tornou-se automatizado,
rapido e preciso. O uso amplo desses analisadores para automatizagéo analitica é
evidenciado no expressivo numero de publicagdes de artigos reportados na literatura
(DINIZ, Paulo H.G.D. et al., 2012) teses e livros académicos (RUZICKA et al., 1988).
Ademais, pode-se atestar também pelas varias empresas que investem na area de
analisadores em fluxo para os diferentes tipos de analises (SEAL Analytical, Skalar,

FlIAlab Instruments e etc.).
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Embora se tenha implementado muitas melhorias e modificagbes nos
analisadores em fluxo, um desenvolvimento considerado muito promissor tem sido
demonstrado pelo analisador em fluxo batelada (FBA) por: DINIZ, Paulo H.G.D. et
al., (2012). A sua evolugao tem sido promovida, sobretudo, pelo uso de uma camara
de mistura que possibilita, por exemplo, a implementagao de diversos procedimentos
analiticos sem a necessidade de alteracdo significativa na montagem do sistema.

De acordo com publicagao mais recente da IUPAC, os analisadores em fluxo
mais conhecidos podem ser classificados confome esquema apresentado na Figura
1.8 reportado na referéncia (DINIZ, Paulo H.G.D. et al., 2012). Como se pode
observar, adotou-se como critério principal o tipo de amostragem (continua ou
intermitente) para abrir a arvore de classificagcdo das analises em fluxo. De acordo
com esse esquema, os analisadores em fluxo batelada (FBA) se caracterizam por
apresentar amostragem intermitente com comutagdo direta de amostras. Essas
caracterisitcas motivaram o emprego desse analisador para implementar o método

de titulacdo quimiluminescente proposta neste trabalho.

e

Fluxo segmentado
Amostragem

continua Fluxo ndo-segmentado

Analises

Fluxo segmentado (SFA)
emfluxo

Amostra
aspirada
Fluxo nédo-segmentado

Amostragem | Comutacéo direta de amostras Analise em fluxo batelada (FBA)
intermitente

Andlise porinjecédo em fluxo (FIA)

b— Fluxo
néo-segmentado
Amostra injetada Andlise porinjecéo sequencial (SIA)

Cromatografialiquida (LC)

=

Anadlise em fluxo por
Fluxo multicomutagéo (MCFA)
segmentado (SFA)

— Analise em fluxo
monosegmentado (MSFA)

Figura 1.8 — Esquema de classificacdo das técncias de analise em fluxo de acordo com a
IUPAC. Inclusdo do FBA na classificacdo dos métodos de analise em fluxo (IUPAC).
Adaptado de: DINIZ, Paulo H.G.D. et al., (2012).
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1.6.1 O Analisador em Fluxo-Batelada

O primeiro analisador desenvolvido com a denominacdo Flow-Batch
Analyser (FBA) foi proposto em 1999 por HONORATO e colaboradores, como
alternativa aos métodos automaticos ja existentes. O FBA nesse trabalho, foi
aplicado para implementar uma titulagdo acido-base automatizada para
determinacdo de acidez de vinhos (HONORATO, R.S. et al. 1999). ApOs essa
aplicagao, percebeu-se que esse sistema poderia ser usado para por exemplo: pré-
tratamento da amostra, adicdo de padrdo, analise screening, extracido liquido-
liquido, turbidimétria, analise nefelométrica, quimiluminescente, fluorescente e
fotométrica (DINIZ, Paulo H.G.D. et al., 2012).

O uso do FBA tem permitido a implementacdo de procedimentos analiticos
rapidos e precisos, com menor quantidade de reagentes e amostras, assim como
baixa geracdo de residuos. Ademais, sua utilizagdo tem possibilitado a manipulagao
de solugdes toxicas, instaveis, etc, com minima intervencédo do analista (ANDRADE,
S. 1. E., 2012).

A seguir, sdo apresentadas as principais caracteristicas dos analisadores em
fluxo-batelada, MOREIRA, P. N. T. (2009):

1. Usa-se uma cémara (para misturas e/ou como reator para
reagbes quimicas) e valvulas solenoides de trés vias
(para comutar os fluidos para o interior da cadmara);

2. As amostras sdo processadas na camara de forma
discreta, caracteristica dos sistemas em batelada. Assim,
as medidas do sinal podem ser realizadas com alta
sensibilidade. Isto ocorre devido aos equilibrios fisicos e
quimicos inerentes ao processo analitico que podem ser
atingidos com ou sem disperséo e/ou diluicdo da amostra;

3. O sinal analitico pode ser medido em fluxo continuo ou
em fluxo interrompido, na propria camara ou fora dela;

4. A cémara possibilita a implementacdo de diversos
procedimentos, tais como: preparagdo de solugbes de
calibragcdo ou adi¢cdo de padréo, exploragdo de gradientes
de concentragdo, eftc., conferindo ao sistema muita

versatilidade;
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5. Os fluidos podem ser adicionados na camara de minstura
de forma simultanea e/ou sequencial de acordo com o
procedimento analitico. Ex.: solugbes de calibracéo,
reagentes, amostras, diluentes, tampoées, efc;

6. Apresenta grande versatilidade na implementacdo de
diferentes processos analiticos com minima alteracdo na
configuragdo fisica do sistema. Essas caracteristicas
conferem um carater multitarefa ao sistema, necessitando
apenas de mudar ou adapatar o software de controle;

7. Alta flexibilidade na adaptagédo de diversas metodologias,
as quais podem ser modificadas de forma conveniente
para um determinado tipo de analise e/ou amostra. Por
exemplo, pode-se trabalhar em uma faixa ampla de
concentragdo, mudando apenas 0SS parametros
operacionais por meio do seu software de controle;

8. O computador controla todo o sistema via softwares e
drivers de corrente elétrica que garantem uma preciséo
dos tempos de acionamentos das valvulas solenoides.
Consequentemente, a adicdo de volumes precisos dos
fuidos adicionados na camara;

9. Oferece facilidade para automatizaggdo de métodos
classicos bem estabelecidos quando comparado a outros
analisadores em fluxo;

10. Pode-se aplicar com/ou nenhum problema significativo na
velocidade analitica, procedimentos que envolvam
reacées de cinética lenta. Assim como, 0s que sao feitos
em analisadores monosegmentados, que podem residir
as reagées quimicas, por longos periodos de tempo.

11.Os analisadores fluxo-batelada retunem as vantagens
intrinsicas dos sistemas em fluxo com os discretos ou em
batelada. Por essa razdo incorporam a caracteritica de
universalidade de aplicacbes o que permite, a principio,

implementar qualquer procedimento analitico.
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2.1 Reagentes, solugdoes e amostras

Inicialmente, as vidrarias e recipientes foram limpos empregando uma solugao
com 10% de HNOj;. Todas as solugdes para as analises foram preparadas usando
reagentes de grau analitico (P.A.) e agua sempre recém-destilada e deionizada.
Para deionizacéao, utilizou-se um sistema Milli-Q Plus® (Millipore, Bedford, MA) para
purificar a agua com resistividade especifica de 18,2 MQ cm a 25 °C.

Preparou-se uma solugcdo com 1,0 x 10 mol L™ de luminol em meio alcalino
(5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona, Sigma 97% P.A.). A mesma, foi preparada
pela dissolugdo de 0,018 g do reagente em solugéo com 0,1 mol L™ de Hidréxido de
sédio (NaOH, Synth 97% P.A.), a qual adicionou-se 100 yL de H;O, (Merck 30%
m/v) sendo o volume aferido para 100 mL. A solugdo resultante foi mantida sob
refrigeragao a 5°C. De acordo com MOREIRA, 2009, a solugédo de luminol deve ser
preparada com antecedéncia minima de 48 h para adquirir estabilidade quimica.

Uma solucdo estoque com 125 mg L™ de sulfato ferroso (FeSO4.7H,0, Vetec
99% P.A.) foi preparada a partir da dissolugdo de 0,1558 g do sal em 2,5 mL de
H,SO4 para um volume de 250 mL agua deionizada. Partindo dessa solugao,
preparou-se as solug¢des de calibragdo 2,0 ; 4,0 ;6,0 ; 8,0 e 10,0 mg L™ de Fe?" para
o método de referéncia.

Foi preparada uma solugdo estoque com 1,0 x 10> mol L™ de permanganato
de potassio (KMnOg4, Vetec 99% P.A.) dissolvendo 0,016 g desse reagente em agua
deionizada e depois padronizado com oxalato de sédio em solug¢ao acida de acordo
com o manual de solugées (MORITA, et al, 2007). A solugao resultante foi diluida de
modo a obter as concentracdes de 1,1 x 10° mol L™ e 1,6 x 10® mol L™ em meio
acido.

Preparou-se uma solucédo 0,1 mol L' de KBr, dissolvendo-se 12,0 g do
reagente em agua deionizada até afericdo em baldo volumétrico de 1,0 L. A mesma
€ usada para fazer as diluicdes de todas as amostras de xarope.

Uma solugdo de hidroxido de sodio 0,1 mol L foi preparada a partir da
dissolugao de 4,1 g de NaOH (Synth 97% P.A.) em 1,0 L de agua deionizada.

Tampéao usado no método espectrofotométrico UV-VIS. Dissolveu-se 27,22 g
de acetato de sédio (CH3COONa) em agua deionizada e o volume da solugéo foi

aferido para 100 mL.
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Preparou-se uma solugédo com 0,25% de 1,10-fenantrolina monohidratado
(C12HgN2.H20, Vetec Quimica Fina, 99,0%, PA), dissolvendo-se 0,25 g desse
reagente em agua deionizada até um volume de 100 mL.

Inicialmente, as dez amostras de xarope de sulfato ferroso (25.000 mg L™ de
Fe2+) foram diluidas com solugdo de 0,1 mol L de KBr para dois niveis de
concentragdes: (i) Para 5,0 mg L' de Fe** em meio acido 0,01 mol L™ de HCI. (ii)
Posteriormente, as 10 amostras originais foram diluidas para 0,3 mg L™ de Fe** em
meio acido 0,01 mol L™ de HCI. O primeiro conjunto de amostras diluidas foram
usadas nas analises de comparacao entre a titulacdo proposta e o método de
referéncia. O segundo conjunto foi utilizado apenas para a realizagdo do teste de
recupercao.

Foram preparadas 10 amostras fortificadas com concentragao final de 450 g
L™ (150 pg L™ do padréo + 300 ug L™ da amostra original) em meio acido 0,01 mol L~
' de HCl e 0,1 mol L™ de KBr a partir da diluicdo de 120 pL da solugdo estoque de

Fe** 125 mg L™ e 6 mL da amostra de Fe** 5 mg L™ e aferida ao volume de 100 mL.

2.2 Materiais e equipamentos
2.2.1 Sistema titulométrico quimiluminescente em fluxo-batelada

Na Figura 2.1 é mostrada uma fotografia do sistema de titulagcdo QL-BID
proposto, na qual sdo assinalados os componentes basicos. O sistema engloba um
conjunto de dispositivos interconectados, tais como camara de mistura, bomba
peristaltica, valvulas solenoides, acionador de valvulas, agitador magnético, webcam

€ um microcomputador.

a) Bomba peristaltica e tubos

Como propulsor dos fluidos, utilizou-se uma bomba peristaltica Ismatec®,
modelo IPC, equipada com 12 roletes e capacidade para acomodacéao de 8 tubos de
bombeamento. Foram usados dois tipos de tubos: uns destinados ao bombeamento
e outros ao transporte das solugdes dos reagentes, amostras e agua. Para o
bombeamento foram utilizados tubos de Tygon® com diametro interno de 1,14 mm e,

para o transporte, foram usados tubos de Teflon® com 0,8 mm de diametro interno.
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b) Microcomputador

Para o controle do sistema e armazenamento dos dados, foi empregado um
microcomputador com processador Intef° Core2Duo de 2.2 GHz, meméria RAM de 3
Gb e HD 500 Gb integrado a uma interface de controle Arduino, conforme Figura
21.

Figura 2.1 — Fotografia da disposigao fisica dos componentes do sistema de titulagido QL-
BID (a) bomba peristaltica, (b) microcomputador, (c) valvulas solenoides, (d) acionador de
valvulas com interface arduino, (e) caixa para isolamento da luz externa, (f) webcam, (g)
camara de mistura e (h) agitador magnético.
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O computador realiza todas as fun¢des usando software, cuja tela principal é
apresentada na Figura 2.2. (i) No destaque em vermelho, tem-se o local onde se
adiciona os valores dos tempos de abertura dos canais das valvulas solendides
juntamente com a escolha “sequencial” ou “simultdnea” dos acionamentos. Os locais
de configuragdo dos tempos sao referentes a: entrada de volume da amostra,
titulante, agua, luminol, descarte e homogeneizacao. (ii) No destaque em verde,
pode-se configurar o numero de repeticbes das anadlises, limpeza do sistema,
acionamento da bomba peristaltica, tempo extra de captura do sinal QL e escolha da
area selecionada na imagem para obtengédo dos dados em termos do valor de RGB
e da norma. (iii) No destaque em azul, podem-se armazenar os dados, monitorar em

tempo real o sinal QL e visualizar o progresso quimiluminescente no grafico.

(M (i) (iii)

@ Flowing

© Flowing

Fe (I1) V1 sequential

=090ims 8 FBA - Flaviano

0 KMn04v2 sequential

5000 ms @9 washes: 2 o repeats: 3

[gVAORVE] sequential
5000 ms PUMP CONTROL

Mix sequential @pi“‘ 4 apin: 5

1000 ms m off () clockwise

Luminol V4 sequential
300 ms SIGNAL

° H20 V3 sequential @ timems): 0

15000 ms o { 37 e s

Waste V5 sequential
12000 ms 0

L WY P 0 \ =
+4 Iniciar @ Foving i PT 4_,"-“."]“- | 17:03

Figura 2.2- Interface do programa de controle do sistema fluxo-batelada quimiluminescente.

c) Caracteristicas e funcionalidades do software de controle

O software de controle do sistema automatico foi desenvolvido na plataforma
Adobe Air para Desktop, programado em ActionScript 3.0. O software permite
controlar as valvulas solenoides, a velocidade e direcdo da bomba peristaltica, a
velocidade do agitador magnético e monitorar os sinais na webcam. Este software

acessa as unidades internas da webcam, sendo capaz de capturar as imagens
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digitais da radiagcdo quimiluminescente e extrair as propriedades RGB da imagem.
As imagens possuem extensao "bmp" em arquivo de formato n&do comprimido.

Para implementar o calculo no software, o paradmetro analitico utilizado nas
determinagdes por imagem digital, pode ser simplesmente o vetor posicdo norma
calculados para o valor médio dos componentes nos canais vermelho (R), Verde (G)
e azul (B) incluidos na Equagao 1.4 (LYRA, W.S. et al., 2011): Para este vetor
posicdo, sua norma llvll é calculada pela distancia euclidiana no espacgo tri-

dimensional RGB:

| [v] | =VRZ+GZ+B? (1.4)

d) Valvulas solenoides

Para permutar os fluidos no sistema QL-BID, foram empregadas cinco
valvulas solenoides de trés vias da Cole Parmer®, modelo RZ 01540—11 (Figura 2.3)
com alimentacédo de 12 V e corrente de 150 mA. O controle delas é feito por um
acionador de valvulas controlado pelo Arduino, este por sua vez € controlado pelo
computador. Por meio deste dispositivo, podem-se direcionar os volumes das
solugdes para serem introduzidas na camara de mistura com preciséo e rapidez.

4
/4

Figura 2.3 — Imagem de uma valvula solenoide de trés vias utilizada no sistema automatico
titulométrico QL proposto.

e) Acionador de valvulas

Utilizou-se um acionador de valvulas baseado em circuito integrado ULN 2003
para controlar o acionamento das valvulas solenoides, cujo circuito elétrico é
apresentado na Figura 2.4. Com capacidade para controlar até sete canais
simultaneamente e de forma independente, o Arduino é usado como interface de
controle do acionador de valvulas e suas saidas A\D sdo ligadas diretamente no

acionador. O acionamento das valvulas é programado para receber uma tenséo
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maior que 3,8 V em suas entradas e convertida a 12 V em suas saidas. A corrente
de 150 mA gerada é responsavel por acionar o solenoide das valvulas durante o

pulso elétrico.

INTERFACE ACIONADOR

VALVULAS
SOLENOIDES

ARDUINO

4

NounbLwnNnNe=

1

2
3
4
5
6
7
8

GND

COMUM

+12V/ 1A

Figura 2.4 — Diagrama esquematico do acionador de véalvulas solenoides. Com representagédo dos
pinos PO — P6 de saida da interface Arduino e GND-P8 é o aterramento do circuito. Adaptado da
dissertacdo de: ANDRADE, R. A. N. (2011).

f) Caixa de isolamento

Para evitar erros nas medidas, a aquisicdo do sinal quimiluminescente deve
estar menos susceptivel a interferéncia da radiagcdo ambiente. Por isso, utilizou-se
uma caixa de isolamento em material plastico escuro para alocar a camara de

mistura, o agitador magnético e a webcam.

g) Deteccao por webcam

Uma webcam, Microsoft® LifeCam 720p HD com sensor CMOS, foi usada
para deteccdo da radiagdo quimiluminescente e captura das imagens digitais
durante todo o procedimento analitico. Para possibilitar uma melhor captura das
imagens do sistema reacional, a webcam foi colocada sobre a abertura superior da
camara de mistura, possibilitando uma melhor sensibilidade, iluminag&o, contraste,

nitidez e reprodutibilidade. Na Figura 2.5, temos uma fotografia dessa webcam.

fonte: Microsoft

Figura 2.5 — Webcam usada como fotodetector do sistema QL-BID proposto.



Material e Métodos

h) Camara de mistura

A cémara de mistura constitui uma das partes principais do sistema QL-BID,
pois nela ocorrem as reagdes descritas na Sec¢ao 2.5.1 que fundamentam a titulagao
quimiluminescente proposta. Conforme ilustrado na Figura 2.6, a camara possui 7
canais de entrada e 1 para saida, assim como um volume interno total de 8,0 mL.
Esse dispositivo foi confeccionado em PTFE (Teflon®) e abriga em seu interior uma
barra magnética.

Dimensdes Intemas

a—» Rosca

—» 15 mmi=—

60mm

1mm

5.4mm| TL\
5.4mm{ ?{: |

™ k
1 ¢ D |54mm
.5mm '
‘ imm 3,8mm
I |
40,0mm

9,2mm

Figura 2.6 — llustragdo das dimensdes da camara de mistura com 7 canais para entrada de

fluidos e 1 canal para descarte. (E) entrada e (D) saida de fluido.

i) Agitador magnético
Utilizou-se um agitador magnético no sistema fluxo-batelada destinado a
homogeneizagdo das solugdes introduzidas na cadmara de mistura com auxilio de

uma barra magnética recoberta de Teflon®.

2.3 Método de referéncia

Para validar o método proposto foi utilizado um espectrofotdmetro UV-Vis da
marca Hewlett-Packard (HP) com arranjo de fotodiodos, modelo 8453, para medir as
absorbancias conforme método descrito no Standard Test Method for Iron in Trace
QuantitiesUsingthe 1,10-Phenanthroline. Para as medidas no equipamento, usou-se
uma cubeta de quartzo com uma capacidade de aproximadamente 4,0 mL e
caminho 6tico de 1,0 cm. As medidas foram feitas explorando o maximo de
absorbancia no comprimento de onda de 511 nm.
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2.4 Planejamento analitico quimiluminescente
Com o intuito de alcangar os objetivos apresentados neste trabalho, houve a
necessidade de tracar os rumos para se trabalhar, a saber:

v' Escolha do sistema quimico QL apropriado para a titulagdo proposta,
dos participantes da reag&do quimiluminescente, do meio quimico (acido
ou alcalino), assim como da forma de adigdo e mistura;

v" Montagem do sistema em fluxo-batelada levando-se em conta a melhor
disposicao e conexao dos componentes, bem como o uso da caixa de

isolamento para previnir a interferéncia da radiagao ambiente.

2.4.1 O Sistema quimico QL

Sabe-se que existem varios catalisadores reportados na literatura para
viabilizar a quimiluminescéncia do luminol\H,O,, conforme descrito na Segao 1.3.2.
Entre os catalisadores, tém-se o Fe®* que foi escolhido neste trabalho como analito
alvo da quantificagdo na mariz de xarope por meio da titulacdo QL proposta. O Fe**
foi escolhido por contribuir para ampla faixa linear do sinal QL, pelos muitos estudos
e determinacdes analiticas e apresentar uma facil manipulacdo. Em virtude disso,
esse cation assumiu os dois papéis (analito e catalisador) na implementagdo das
titulagdes quimiluminescentes por imagem digital. O xarope sulfato ferroso foi
escolhido devido a importancia da determinacao do Fe?*, destinada ao controle de

qualidade desse medicamento por meio de uma analise simples e de baixo custo.

2.4.2 O Sistema fluxo-batelada

Montou-se um sistema automatico de analise em fluxo-batelada acoplando-se
uma webcam ao topo da cAmara de mistura para realizar a capatura da radiacédo QL.
Esse sistema foi usado para implementar a titulacdo QL proposta para a derminacao
de Fe** nas amostras de xarope. As analises foram realizadas pelo analisador de
forma a garantir uma preciséo satisfatoria nas medidas dos sinais QL. Além disso,
permite obter uma maior sensibilidade das medidas em virtude do estabelecimento

do equilibrio quimico e fisico da reagao (Sec¢ao 1.6.1).
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2.5 Metodologia analitica

2.5.1 Titulacao QL-BID - principios e sinal quimiluminescente observado
A titulacdo QL-BID, proposta neste trabalho, se fundamenta nas reacdes
descritas nas etapas abaixo:

(i) Equacdo da reagao entre o titulante (KMnO,) e o analito (Fe**)

MnO,+ 5Fe? + 8 H;0" — Mn?" + 5 Fe® + 12 H,0

(i) Equacao da reagao de oxidagao do luminol pelo H,O, (em meio alcalino) na

presenca do Fe®" remanescente

KBr/Fe?*
2 CgH7/N3O5 + 5 Ho O+ 2 OH_L) 2[C8H5N1O4]2_ +2 N, +8H0 +luzQL

Nota-se que o Fe®" exerce dois papéis ao mesmo tempo, ou seja, constitui o
analito de interesse na matriz da amostra e atua como catalisador da reacao de
oxidagao do luminol conforme descrito na etapa (ii).

Antes de iniciar a titulagdo — isto €, antes de comecar a adicionar o titulante a
amostra — a concentracdo de Fe?* presente na matriz € maxima e o sinal QL gerado
tera a maior magnitude possivel. Apds cada incremento de volume do titulante, parte
do Fe?* é convertido para Fe* de acordo com a reacdo descrita em (i). Sendo
assim, a concentracdo de Fe?* diminui levando a uma diminuigdo da intensidade do
sinal QL de maneira linear com o aumento do volume do titulante.

Quando todo o Fe*, inicialmente presente na matriz da amostra, for
convertido para Fe* pela adicado do titulante, a reacédo de oxidacio do luminol para e
o ponto final da titulagdo é atingido. A adicao de titulante em excesso n&o contribui
para a geragado do sinal QL, pois o Fe** nao atua como catalisador na reagdo do
luminol (GARCIA et al., 2001). Como resultado, obtém-se a curva de titulagdo com o
perfil previsto na Figura 1.6 e observado experimentalmente na Figura 3.3. A
extrapolagédo dos dois segmentos de reta fornece, no eixo das abscissas, o valor do
volume do titulante correspondente ao ponto final.

Conforme descrito na Secao 1.3.1, a presenca de KBr exece um papel muito
importante como agente intensificador do sinal quimiluminescente, potencializando o
efeito sobre o catalisador (CHANG, Cheng A. e PATTERSON, Howard H., 1980). E
usado quando nao se tem um sinal QL adequado para medi¢do ou quando é muito
baixo para ser detectado.
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A radiacdo quimiluminescente gerada na reagdo € detectada por uma
webcam acoplada a camara de mistura (Secao 2.2.1). As imagens digitais obtidas
sao armazenadas em um microcomputador para posterior tratamento dos dados,

conforme descrito na referéncia (LYRA, W.S. et al., 2011).

2.6 Procedimento analitico

Com o auxilio da Figura 2.7, o procedimento analitico pode ser descrito

conforme etapas a seguir:

1) Etapa de pré-analise e modo de espera

Antes de iniciar o procedimento analitico propriamente dito, realizou-se
a limpeza de todos componentes do sistema: valvulas, tubos e camara de
mistura, utilizando agua deionizada.

Concluida a etapa de limpeza, posicionou-se todas as solucgodes,
reagentes e agua para serem bombeadas para enchimento dos
respectivos canais. Em seguida, essas solugbes foram introduzidas no
sistema fluxo-batelada para realizar a titulagdo de acordo com o
procedimento descrito a seguir.

No modo de espera, as valvulas solenoides e o agitador magnético
estdo desligados. Dessa forma, esta assegurado o retorno continuo dos

reagentes para seus respectivos recipientes.
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Modo de espera

V3 /
H20 ﬁ
BP
5P |
Ar /
Descarte

Figura 2.7 — Diagrama do sistema fluxo-batelada para titulagdo QL-BID em modo de
espera. (—) Linhas de fluxo vazia ou estacionada e (==) preenchida em fluxo; (- - -) Linha de
fluxo alternativa; (BP) Bomba peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de
mistura.

2) Etapa de andlise
2.i. Aciona-se a valvula V1 durante 3s de modo a introduzir na camara de
mistura o volume fixo de 300 uL da amostra diluida de sulfato ferroso

através do canal C1 conforme ilustrado na Figura 2.8;
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2)-i

Fe (Il)
+ KBr BP

Descarte

Figura 2.8 — Etapa de andlise 2-i do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C1) canal da
amostra.

2.i. Aciona-se a valvula V; a fim de introduzir na cadmara o volume da
solugdo de KMnO4 correspondente ao tempo “t;” igual a 5s para essa
medida em particular conforme ilustrado na Figura 2.9. Para as
proximas medidas usa-se outros tempos, onde t; = 0,0, 0,5, 1,0; ..., 9,0;
9,5 e 10 s para cada incrementodo titulante programado na titulag&o;

2) i

KMnOa4

Luminol
+ H202

Descarte

Figura 2.9 — Etapa de analise 2-ii do procedimento de titu¢do QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C2) canal do titulante.
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2.ii. A valvula V3 destina-se a adigdo de agua a camara de mistura de modo
a estabeler a mesma diluicdo da amostra durante a titulagao. Para isso,
essa vavula é acionada durante o tempo “t3” igual a 5s para essa medida
em particular conforme ilustrado na Figura 2.10. Para as proximas

medidas usa-se outros tempos, onde t3 = 10; 9,5; 9,0; ...1,0; 0,5; Os;

Fe (Il)
+KBr T2

2) - i

H20

Descarte

Figura 2.10 — Etapa de analise 2-iii do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C3) canal da agua.

2.iv. Aciona-se durante 0,3 s a valvula V4 e a webcam simultaneamente
conforme ilustrado nas Figuras 2.11a e 2.11b para, respectivamente,
inserir na camara a solugao de luminol+H,O, em meio alcalino e
capturar as imagens. O volume adicionado desse reagente é fixo, sendo

neste caso igual a 30 pL;



Fe (Il)

+ KBr

KMnO4

H20

2)-iv

Luminol
+ H202

Descarte

Material e Métodos

(b)

Figura 2.11 — Etapa de analise 2-iv do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia

ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba

peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (AM) agitador

magnético; (WC) webcam; (BM) barra magnética; (C4) canal do luminol + peroéxido.

2.V.

Aciona-se a valvula V5 durante 12s a fim de promover o esvaziamento

da camara de mistura para o descarte de seu conteudo; conforme

ilustrado na Figura 2.12.

Fe (I)
+ KBr

H20

n

v
Descarte

<

9

V2
KMnO4
BP

~

BP

Luminol
+ H202

Figura 2.12 — Etapa de analise 2-v do procedimento de titugdo QL: (—) Linha de fluxo vazia
ou estacionada; (- - -) Linhas de fluxo alternativa e (==) preenchida em fluxo; (BP) Bomba
peristaltica; (Vn) n-ésima valvula solenoide; (CM) Camara de mistura; (C5) canal de retirada
dos residuos .
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3) Etapa de limpeza do sistema entre cada medida

3.i. A valvula V3 é novamente acionada, sendo que agora durante 15s para
liberar na camara o volume de agua necessario para efetuar a limpeza;

Repete-se esta operacao duas vezes antes da préxima medida;

4) Novo ciclo de medida

4.i. A adicdo de um novo incremento do titulante é efetuada repetindo-se
toda a etapa 2, exceto que nos passos ii e iii os tempos t; e t3 séo,
respectivamente, aumentado e diminuido de modo que t; + t3 = 10 s.
Ou seja, os volumes para os tempos t, e t3 variam de modo a
contrabalangar o volume final a fim de manter o mesmo volume de

afericdo na camara de mistura.

t
V1(@35s) | |
tz....._
V2 (t8) |—
- 5
V3 (t35) —|
ty
V4/webcam(0,3 s) I_l

V5 (12s) | |—

Figura 2.13 — Diagrama de tempos do analisador em fluxo para todas medidas.

Na Figura 2.13 & mostrado um diagrama de tempo de acionamento das
valvulas solenoides para uma medida. A valvula V1 para amostra, tem um tempo de
acionamento de 3 s, V2 um tempo de 5 s para solugdo do permanganato de
potassio, V3 tempo de 5 s para agua, V4 tempo de 0,3 s para a solugdo do

luminol/H,0, e V5 tempo de 12 s para o descarte.
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2.7 Validagao da titulagcao quimiluminescente proposta

Os resultados da aplicacao da titulacdo proposta foram validados por meio de
testes estatisticos recomendados na literatura (NETO, SCARMINIO e BRUNS,
2010). Esses testes incluem o teste t emparelhado e o teste de recuperagéo
(BRUCE, P.; MINKKINEN, P.; RIEKKOLA, M.L., 1998) cuja implementagdo é

descrita, respectivamente, nas Segoes 2.7.1 e 2.7.2.

2.7.1 Teste t emparelhado

O teste t emparelhado pode ser aplicado com a finalidade de verificar se
existe diferencga sistematica, estatisticamente significativa, entre dois métodos a um
dado nivel de confianga (em geral, 95% de confianga). Para isso, é necessario
considerar apenas o efeito da mudanga da técnica analitica na determinacdo da
concentragdo do(s) analito(s). Outras eventuais fontes de variagdo (por exemplo, a
procedéncia das amostras) sdo isoladas por meio da analise das diferengas par-a-
par, ou seja, aplicando ambos os métodos analiticos a andlise das mesmas
amostras analisadas. Esse procedimento — chamado de blocagem no jargéo
estatistico — permite neutralizar a influéncia de fatores que n&o interessam na
comparacédo dos métodos (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010).

Considere que sejam feitas “n” observagdes emparelhadas, (xij € X2) cujo j =
1, 2, ..., n, resultando nos pares de valores (X11, X21), (X12, X22), ..., (X1n, Xon) das
variaveis aleatérias (concentragbes do analito estimadas por ambos os métodos)
envolvidas. Admita ainda que Xij € Xy se distribuam normalmente com meédia e
variancia populacionais dadas, respectivamente, por u, e of e p, € o3.

Definindo-se d; = x;; — x,; como a diferencas entre as observagées em cada

par, entdo “d;" representa uma nova variavel aleatéria — também distribuida

normalmente — com os parametros populacionais: média A = u, — p, e variancia 5.

2.7.1.1 Teste t emparelhado baseado no conceito de intervalo de confianga
O conceito de intervalo de confianga pode ser usado para fundamentar o teste
t emparelhado. Sendo assim, o intervalo de confianca para o parametro

populacional A é dado pela Equacgao 2.1

Az[a—tv-j—dﬁ,a+tv-;—dﬁ (2.1)
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”

onde “sq"é o0 desvio-padréo das diferengas “d” em relagdo a média amostral “d”; “t,
€ o ponto da distribuicdo de Student, correspondente ao numero de graus de
liberdade “v =n - 1" e ao nivel de confianga adotado.

A interpretacao do referido intervalo de confianga é realizada como segue:

(i) Se o valor “zero” estiver contido no intervalo, entdo ndo existe diferenga
sistematica significativa, no nivel de confianga estatistica adotado, entre o
médodo  proposto (titulacgdo QL-BID) e o de comparagao
(espectrofotmétrico). Nesse caso, as médias amostrais (d) das diferengas
se distribuem normalmente com média e varidncia populacionais dadas,

respectivamente, por A = 0 e %

(ii) Se o valor “zero” nao estiver no intervalo, isso significa que os resultados
de ambos os métodos sao estatisticamente diferentes e que existe uma

diferencga sistematica significativa ao nivel de confianga adotado.

2.7.1.2 Teste t emparelhado baseado no teste de hipéteses

Pode-se recorrer ao teste de hipéteses formulado de modo que a hipotese
nula seja dada por A = 0, ou seja, admite-se nao haver diferenca estatisticamente
significativa entre o método proposto e o de referéncia (NETO, SCARMINIO e

BRUNS, 2010). A partir dessa hipotese, pode-se escrever:

|-

L= sa/Vn

(2.2)
onde £ é a estimativa do ponto de distribuico t e os demais termos da Equacio 2.2
tém significado similar ao dos termos apresentados na Equacgao 2.1.

Do ponto de vista estatistico, a estimativa t representa o afastamento do valor
amostral (d) em relagdo ao populacional correspondente & hipotose nula (A = 0),
medido em unidades de erro-padrao (Sd/\/ﬁ). Isso significa que quanto maior for o
afastamento, tanto menor serédo as chances da hipétese nula ser verdadeira.

Em face dos fundamentos acima, pode-se interpretar o resultado do teste de

hipotese formulado da seguinte maneira:
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“_ "

(i) Se o valor de > t (extraido da distribuicdo t com “v” graus de libertade e

nivel de confianga adotado), entdo a hipotese nula deve ser rejeitada. Isso
significa que existe uma diferenca sistematica estatisticamente significativa

entre os resultados de ambos os métodos.

(i) Do contrario £<t, a hipdtese nula deve ser aceita. Neste caso, conclui-se que

nao ha diferenga estatisticamente significativa entre os resultados ao nivel de

confrianca adotado.

2.7.2 Teste de recuperagao

O teste de recuperacdo € recomendado para avaliar a exatiddao dos
resultados da quantificacdo do(s) analito(s) quando nédo se dispde de materiais de
referéncia certificados (BRUCE, P.; MINKKINEN, P.; RIEKKOLA, M.L., 1998).

O teste de recuperagao é realizado confrontando-se o resultado da analise da
amostra original com o da mesma amostra apds a adi¢ao (fortificagdo) de uma
quantidade conhecida do analito. Na auséncia de erro sistematico, a diferenga entre
a concentracgao total do analito na amostra fortificada e a da amostra original deve,
em tese, equivaler a concentragao correspondente a quantidade adicionada do
analito. Nesse caso, diz-se que a recuperacéao foi completa ou de 100 %.

Na pratica a implementacdao envolve, pelo menos, um nivel de adicdo do
analito na fortificagdo da amostra de tal modo que o efeito de matriz (se houver) seja
0 mesmo a que o analito esta sujeito na medida do sinal na amostra original. Assim,

recomenda-se o seguinte procedimento:

(i) Medida do sinal e quantificagdo do analito na amostra original. Toma-se uma
aliquota da amostra original com volume V, e o leva-se ao volume final V¢
(seja no baldao volumétrico ou na camara do préprio sistema fluxo-batelada).
O sinal da amostra original diluida (segundo fator de diluicdo, V, / Vi) é
medido e a concentragdo do analito (C,) € determinada na amostra diluida

(n&o fortificada) pelo método analitico proposto.

(i) Medida do sinal e quantificagdo do analito apos a fortificagdo da amostra.

Toma-se uma nova aliquota de mesmo volume da amostra original e
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adiciona-se a este um volume V.4 da solugcdo do analito de condentracéo
conhecida (C4q). O volume da mistura é levado ao mesmo volume final Vs e o
sinal analitico total € medido. A concentragdo do analito na amostra diluida

fortificada C; é estimada pelo método em questao.

(iif) Determinagé&o da taxa de recuperagéo (% R). A percentagem de recuperagao

do analito na amostra diluida fortificada é dada pela Equacgao 2.3

Cs—Co
Cad

%R = - 100 (2.3)

2.7.3 Desvio padrao e desvio padrao conjunto
A precisao dos resultados da tituagao QL-BID pode ser avaliada, recorrendo-

se aos conceitos de desvio-padrao e desvio-padrao conjunto descritos a seguir.

Considere uma série de dados ou resultados analiticos com “j” repetigbes da

quantidade ou grandeza observada, ou seja “xj’(j = 1, 2, ..., m repeticdes de x;

“an

correspondentes a cada i = 1, 2, ..., n;). O desvio padrao “s” expressa uma medida

1] ”

da disperséo dos valores individuais “x;” em relagdo a média x; (NETO, SCARMINIO

”

e BRUNS, 2010), ao passo que o desvio padrdo conjunto “scon’ representa a

disperséo conjunta (ou agregada) ponderada pelas " repeticdes realizadas em x;.

“wn

O desvio padrao correspondente a cada “I", s;, € estimado como

(2.4)

onde m; € o numero de repetigdes (j = 1, 2, ..., m;) realizadas para cada x;.

O desvio padrdo conjunto, sconj, € estimado a partir da raiz quadrada da

2
conj’

variancia conjunta, s isto é,

Sconj = Sgonj (2.5)

onde sZ,,; é dada por
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2 _ X (mi-1)-sf
Sconj = Sh(mi-1) (2.6)
Se o numero de repeticdes, j = 1, 2, ..., m;, realizadas para cada x; for o

mesmo “‘m” entdo m; —1 =m — 1. Portanto, a varidncia conjunta ponderada se

reduz a média aritmética das variancias individuais, isto é,

n g2
2 —_ Zl:l S1 (27)

Sconj - n
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3.1 Estudo da vazao
Um estudo de vazdo foi realizado para cada valvula solenoide (Figura 3.1)

por meio da medida das massas correspondentes aos volumes liberados na camara
de mistura em fungdo do tempo de acionamento das valvulas. Cada valvula foi
avaliada indvidualmente por intermédio do bombeamento de agua destilada para os
tempos de acionamento 1, 3, 5, 7 e 10 s. Os volumes liberados eram direcionados
para um recipiente colocado em uma balanca analitica para a medicdo das massas
correspondentes.

Por meio da equacgédo da densidade (d=m/V), calculou-se com precisao o
volume liberado na camara correspondente a cada tempo de acionamento. Na
Figura 3.1 encontram-se as curvas de calibragdo, obtidas por regresséao linear,
resultantes das medidas dos volumes versus tempos de acionamento. As equacdes
das retas foram utilizadas, posteriomente, para prever os tempos de abertura das

valvulas necessarios a implementagao do procedimento analitico (Se¢ao 2.6).

Vi V2
1,0 1,0
i v =0,0869x - D,0098 L
~ 0.8 v = 0,0788x - 0,0166 8 gy # R*=0o99 i
=2 R?=0,9996 =2 P
o 06 = E 0,6
E
5 04 s 3 o4 -
o (=] .
< 02 " > 0,2 -
[ ] -]
0,0 0.0
0 2 4 6 B 10 0 2 4 6 8 10
Tempo (s) Tempo (s)
V3 V4
0,8 1,0
y =0,0724x + 0,0091 o
R? = 10,9998 t
= 0,6 oy L y = 0,0839x + 0,01
2 ° 2 R = 9999
o = 0,6 @
E 04 & E
E 2 = 0,4 ®
=] a =)
> 02 = g .
[ -] L ]
0,0 0,0
0 2 3 & 8 10 0 2 4 & 8 10
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 3.1 — Curvas do estudo da vaz&o para os canais de bombeamento de cada valvula
solenoide.
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3.2 Investigagao do progresso do sinal quimiluminescente

Com o intuito de escolher o tempo mais apropriado para a tomada de
medidas para a construgao da curva de titulacéo, investigou-se o progresso do sinal
QL nas condicdes estabelecidadas para as analises. Para esse proposito, utilizou-se
uma solugao de 300 ug L' de Fe?* que foi submetida a reacdo quimiluminescente
conforme descrito na Segao 1.3.

Na Figura 3.2 sdo apresentadas, respectivamente nas partes (a) e (b), as
imagens digitais e os pontos correspondentes usados no grafico do sinal QL versus
tempo. Como se pode observar na Figura 3.2b, o sinal alcanga o0 maximo de
intensidade (apice do fenébmeno QL) em torno de 200 ms. Esse tempo foi escolhido
para a tomada das medidas, pois o0 sinal maximo €, a principio, 0 mais indicado para
construgéo da curva de titulagéo (sinal QL versus volume do titulante). A razao € que
as medidas possuem uma maior relacio sinal/ruido e sensibilidade, levando a uma

maior variacao do sinal e precisao na localizacdo do ponto final da titulacao.

(a)
.
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Figura 3.2 — Progresso do sinal QL em termos de (a) imagens digitais capturadas no
sistema fluxo-batelada e (b) variagao temporal do sinal nos canais R, G e B.
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3.3 Perfil da curva de titulagao quimiluminescente proposta

A titulagdo QL-BID em fluxo batelada, proposta neste trabalho, apresenta um
perfil que é constituido de dois segmentos de reta: um antes e outro depois do ponto
final associado a condicdo de equivaléncia quimica.

Primeiramente, seleciona-se a regido mais homogénea da imagem que
apresenta a maior intensidade Figura 3.3a, as coordenadas da regido selecionada
sao guardadas para serem utilizadas em todas as outras imagens.

A Figura 3.3a mostra as areas selecionadas no tratamento para todas as
imagens em uma mesma coordenada ou posigdo. No tratamento das imagens
escolheu-se a imagem que apresenta a maior intensidade, ou seja, a primeira da
Figura 3.3a selecionada e destacada com circulo vermelho. Nela escolheu-se a area
mais homogénea possivel em destaque amarelo, variando-se a largura e o
comprimento nas coordenas X e Y mostradas no programa ilustrado na Figura 2.2.
A partir dai, usou-se as mesma coordenadas para o tratamento das imagens
subsequentes utlizando o programa discutido na Segao 2.2.1.

Na determinagdo analitica, elegida neste trabalho, a reacdo envolvida na
titulacdo € tal que o segmento antes do ponto final apresenta inclinagéo
descendente, conforme mostrado na Figura 3.3b. Na Figura 3.3a sao apresentadas
as imagens, capturadas na titulagcdo de Fe** em uma amostra de xarope, que
originaram os valores do Sinal QL correspondentes aos pontos usados na curva.
Todas as medidas foram feitas em ftriplicata para cada ponto na curva de titulagao.

Com os pontos obtidos na titulacdo QL-BID, sdo obtidos no perfil da curva
dois segmentos de reta (um antes e outro apos o ponto final) como observado na
Figura 3.3b. Faz-se a extrapolagado desses segmentos para encontrar um ponto de
intersecdo, cuja abscissa fornece o volume do ponto final da titulagdo. A cada
segmento extrapolado, encontra-se associada uma reta cuja equacéao resultante da
regressao pelos métodos dos minimos quadrados (y'= -0,045x + 22,12 para o
segmento da esquerda e y’= -0,003x + 8,806 para o da direita) pode ser usada para
encontrar a interse¢cdo com maior precisdo. Substituindo-se ou igualando-se as
equagdes em uma equacgao global, obtém-se o valor de “x = volume do ponto final
(uL)”, conforme demostrado abaixo:

O sistema de equacgdes do primeiro grau envolvido é:

y=ax+b’

y’=a’x + b” (3.1)
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Com o sistema de Equacgoes 3.1, encontra-se o valor indicado na Figura 3.3
de x= 317 uL, correspondente ao volume do titulante associado ao ponto final. Com
o volume, estima-se a concentracdo de Fe?* na amostra titulada por intermédio da
estequimetria da reacdo. Para esse proposito, usa-se a equacdo do ponto de
equivaléncia Nnalito) = Ngitulante) Para encontrar o valor de Canaiito), cONcentragéo do

analito, mostrada na Equacao 3.2:

N(analito)y = N(titulante)

C(analito)-v(analito) = C(titulante)-v(titulante)
_ C(titulante)-V(titulante)
C(analito) - V(analito) (32)
(a)
(b)

30
1

P y=-0,045x + 22,12

25
20
o
© 15 —» y=-0,003x + 8,806
c 4
9 g9 s g g 6 7 8

T B = B
5
b V=317 L
0 <
0 150 300 450 600 750 900 1050

Volume do Titulante (pL)

Figura 3.3 — (a) Imagens digitais adquiridas durante uma titulacado QL-BID e (b) Perfil da
curva de titulagao obtida a partir de medidas no apice do sinal QL (Figura 3.2).

Foram geradas trinta curvas de titulagdes semelhantes a curva mostrada na
Figura 3.3 e usadas para estimar a concentragdo de Fe? nas dez amostras de
xarope analisadas. Para isso aplicou-se o mesmo processo matematico de
substituicdo descrito, empregando-se Equagées 3.1 e 3.2. Os resultados

encontram-se nas Tabela 3.1 e 3.2 para visualizagao e avaliacao.
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3.4 Titulagdo QL-BID aplicada a determinagio de Fe?* em sulfato ferroso

Na Tabela 3.1, sdo apresentados os valores das concentracdes de Fe**
estimados nas amostras de xarope a partir do volume do ponto final extraido das
curvas de titulagdo QL-BID. Para fins de comparagédo, sdo mostrados também os
resultados das analises das mesmas amostras pelo método de referéncia. Em
ambos os casos, os valores representam a média das concentracdes de Fe®*
estimadas a partir dos resultados de trés determinagdes analiticas repetidas (n=3).
Estimou-se também o desvio padrao individual que é apresentado em torno da
média do resultado da analise de cada amostra, ou seja, na forma x ( * s).

Aplicou-se o teste-t emparelhado, descrito na Se¢ao 2.7.1, para verificar se
havia concordancia entre os resultados obtidos por ambos os métodos. De acordo
com o teste de hipéteses descrito na Se¢ao 2.7.1.1, o valor de t igual a 0,929 (em
modulo) foi obtido a partir das diferengas par-a-par entre os valores de concentragao
para o numero de graus de liberdade (v=9, n=10 amostras). Comparando-se esse
valor com o do ponto t9=2,262 (extraido da distribuicdo estatistica tedrica “t”),
conclui-se que a hipotese nula deve ser aceita. Isto significa dizer que ndo existe
diferenca sistematica, estatisticamente significativa, entre os resultados de ambos os
métodos.

Essa inferéncia pode ser corroborada pelo resultado do teste t baseado no
conceito de intervalo de confianga, descrito na Secao 2.7.1.2. O intervalo para o
valor populacional da média das diferengas par-a-par, obtido ao nivel 95% de
confianga, € A = [— 0,243 ,+ 0,035]. Dado que esse intervalo inclui o valor “zero”,
conclui-se que os resultados da titulagdo proposta sao, estatisticamente, similares
aos obtidos pelo método de referéncia corroborando a inferéncia anterior.

Em relagao a preciséo, o desvio-padrao conjunto (Sec¢ao 2.7.3) foi usado para
a comparagao global entre os resultados das analises das dez amostras por ambos
os meétodos. Pode-se constatar que o método de referéncia apresentou uma
eficiéncia ligeiramente melhor que a da titulagao QL-BID proposta neste trabalho.
Nao obstante, pode-se considerar a precisao da titulagao satisfatéria tendo em vista
que o Fe*" foi determinado nas amostras diluidas (em pg L) e os resultados
expressos em mg L™ considerando o fator de diluigdo. Além disso, pode-se atribuir
essa perda de precisdo dos resultados das titulagdes as flutuagdes das medidas no
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decorrer das analises, decorrentes do desgaste de alguns materiais (por exemplo,
tubos de bombeamento) do sistema fluxo-batelada.

Tabela 3.1 — Resultados das analises, em triplicata, de dez amostras de xarope sulfato
ferroso usando o método proposto (Titulagdo QL-BID) e o de referéncia.

Titulagdo QL-BID Método de referéncia
Amostra Fe*, mgL” Fe*, mgL”
1 4,9 (£ 0,2) 4,5 (£ 0,0)
2 5,0 (£0,3) 49 (+0,1)
3 5,0(x0,4) 51(£0,1)
4 53 (x0,1) 5,3 (£0,0)
5 5,0 (£0,3) 5,0 (£0,0)
6 4,8 (+0,3) 4,5 (+0,0)
7 4,7 (£0,1) 4,7 (+0,1)
8 5,0 (£ 0,0) 49 (+0,1)
9 5,5(£0,5) 5,3 (£0,0)
10 54 (£0,1) 5,2 (£ 0,0)
Sconj 0,3 0,1

Com o intuito de avaliar o desempenho da titulacdo QL-BID em termos de
exatidao dos resultados das analises, recorreu-se ao teste de recuperagao descrito
na Secao 2.7.2. Os resultados encontram-se na Tabela 3.2, onde sdo apresentados
os valores das concentragcdes das dez amostras nao fortificadas e fortificadas com
150 ug L' em Fe?*, assim como as taxas de recuperagdo correspondentes. Pode-se
observar que os valores das taxas de recuperagao sao proximos a 100%, variando
na faixa entre 93 e 108% para amostras individuais. A taxa média foi estimada como
sendo igual a 101% de recuperagdo para as amostras fortificadas, indicando que os
resultados das titulagbes QL-BID n&o apresentam evidéncia de erro sistematico.
Essa avaliacdo € importante para detectar eventuais erros sistematicos nos
resultados das analises provenientes de fontes diversas (por exemplo, no analisador
em fluxo-batelada e/ou no sistema quimico), embora nessa aplicagdo a matriz

envolvida n&o apresente interferéncia que contribua para esse tipo de erro.
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A titulacdo QL-BID apresentou a frequéncia analitica de 18 titulagdes por hora
e o0 consumo por titulagado de 0,2 mL de luminol e 2,4 mL de amostra. Na avaliagao
da performance da titulacdo proposta, € possivel constatar a viabilidade pratica e a
confiabilidade das medidas realizadas na determinacao do analito Fe *2 em amostras

de xarope sulfato ferroso.

Tabela 3.2 — Resultados do teste de recuperagao para dez amostras (nao fortificadas e
fortificadas), cujos valores sdo expressos em termos da concentragao (n=3).

Titulagdo QL-BID proposta

Amostra Fe (ugL™")*  Fe® (ugL7)** Taxa de recuperacao (%)
1 294 455 107
2 297 441 96
3 297 442 97
4 317 461 96
5 302 464 108
6 290 446 104
7 279 422 95
8 300 461 107
9 328 468 93
10 324 479 103
Média = 101

Amostra: (») ndo fortificada e (++) fortificada com 150 g L em Fe?*
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4.1 Conclusao

Neste trabalho, realizou-se um estudo visando o desenvolviemnto de uma
titulacdo quimiluminescente baseada em imagem digital (titulagdo QL-BID), cujo
potencial analitico foi avaliado na determinacdode Fe?* em xarope de sulfato ferroso.
Para isso, montou-se um sistema de analise em fluxo-batelada usando uma webcam
acoplada a camara de mistura para aquisi¢gao das imagens digitais.

A norma do vetor no espaco tridimensional RGB foi utilizada para definir a
resposta analitica empregada na constru¢do das curvas de titulagdo QL-BID. Essa
base matematica foi, inicialmente, desenvolvida e usada como resposta na
construgdo de curvas analiticas baseadas em medidas de emiss&do atdmica (LYRA,
W.S. et al., 2011). No presente trabalho, essa abordagem foi diretamente adaptada
em virtude do fendmeno quimilunescente também envolver emissdo de radiagao
cuja intensidade é proporcional a concentrgdo do analito.

Na avaliacdo do potencial do método proposto, comparou-se os resultados
das titulagdes QL-BID com os obtidos pelo método espectrofotométrico de referéncia
nas analises de 10 (dez) amostras de sulfato ferroso adquiridas no comércio local. A
concordéncia entre os resultados foi verificada, estatisticamente, adotando-se o
teste t emparelhado e o teste de recuperacao. A aplicacéo do teste t revelou que ndo
existem diferengas sistematicas, estatisticamente significativas, entre ambos os
resultados ao nivel de 95% de confianga. O teste de recuperagcédo resultou na
recuperacao média de 101%, cujos valores individuais ficaram muito préximos dos
100% indicando a auséncia de erro sistematico.

Apesar dos resultados da avaliagdo do potencial da titulacdo QL-BID serem
satisfatorios na aplicacéo adotada, o método proposto apresenta algumas limitagdes
que podem ser superadas para torna-lo mais eficiente para analise quantitativa. De
fato, o sistema QL-BID apresentou a frequéncia analitica de 18 titulagdes por hora e
o consumo por titulacdo de 0,2 mL de luminol e 2,4 mL de amostra. Assim seu
desempenho podera ser melhorado em termos do aumento da velocidade analitica e
diminuicdo do consumo do reagente e amostra.

Para melhorar o desempenho da titulacdo QL-BID pode-se recorrer, por
exmplo, a um algoritmo de otimizagdo unidimensional tal como o método Fibonacci
(HONORATO, R.S. et al. 1999). Além disso, pode-se buscar outros caminhos para
seu aprimoramento ou otimizacdo em trabalhos futuros a exemplo dos mencionados

na Secao 4.2.
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4.2 Propostas de trabalhos em continuagao
Como propostas de trabalhos futuros na linha de titulagdo quimiluminescente,

destacam-se as possibilidades:

e aprimoramento da titulacdo proposta implementando um processo de filme
digital, tal como reportado na literatura por LIMA, R.A.C. e colaboradores
(LIMA, R. A. C. etal., 2016).

e realizagdo de estudos detalhadossobre os reagentes intensificadores de sinal

a fim de promover um aumento da sensibilidade.

e aplicar a metodologia a determinagao de outros ions metalicos como analitos,

0s quais podem atuar como "catalisador" no sistema.

e ampliar o leque de aplicagdes da titulagdo QL-BID para determinacdes

envolvendo outros reagentes quimiluminescente, a exemplo daluciferina.

e Exploragédo do potencial de deteccdo bidimensional (espacial) por imagem ou

filme digital para o desenvolvimento de titulagdo QL simultanea.
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