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RESUMO GERAL

Os trabalhos apresentados nesta Tese aplicaram a inovagdo dos métodos de andlise
quimica por imagem digital aliadas as instrumentag¢des de fécil construcdo obtidas por
materiais acessiveis e de baixo custo se comparados a outras instrumentagdes para quimica
analitica. Dois equipamentos foram construidos para capturar imagens digitais de reagdes
colorimétricas. No primeiro trabalho, foi utilizada uma camera tipo webcam como detector e
uma caixa de madeira para isolamento externo da luz, para capturar imagens de reagdes
colorimétricas, usando o reagente cromogénico 1,10 ortofenantrolina, a fim de quantificar Fe
(IT) e Fe (III) em amostras de vinho branco. O método apresentou precisao de 3,47% para Fe
(IT) e 5,36 % para ferro total com limite de detec¢ao (LD) de 0,042 mg/L e limite de
quantificagdo (LQ) de 0,141 mg/L. Seis amostras de vinho branco foram analisadas e o
contetido encontrado variou de 0,41 a 1,67 mg/L para Fe (II) e de 0,69 a 1,71 mg/L para ferro
total. No segundo trabalho, uma camera digital tipo microscopio foi utilizada como detector
acoplada a um sistema com aspiragdo manual a base de tubos de policloreto de vinila (PVC)
com a finalidade de capturar imagens e medir a variacdo colorimétrica de uma reacgao
empregando diacetilmonoxima (butano-2,3-diona monoxima) e determinar ureia em
amostras de leite liquido UHT. Esse método foi submetido a trés diferentes tratamentos
matematicos apresentando variagdo de precisao de 1,58 a 5,77% com LD variando de 0,35 a
1,77 mg/L e LQ variando de 0,52 a 2,54 mg/L. Oito amostras foram analisadas e o teor de
ureia variou entre 161,37 € 420,33 mg/L. Processos de otimiza¢ao multivariada e de validacao
analitica foram utilizados nos dois métodos desenvolvidos. Com a utilizagdo de materiais
simples e de baixo custo, as figuras de mérito apresentadas como linearidade, precisdo e
exatidao foram bastante satisfatorias para os objetivos das andlises. As concentragdes
encontradas dos analitos nas amostras foram concordantes a trabalhos anteriores aplicados
para os mesmos tipos de amostra. Foi possivel concluir que os métodos baseados em imagens
digitais sdo alternativas promissoras para analises quimicas de diversas areas onde a
instrumentagdo complexa e onerosa se apresenta como Unica alternativa. Além disso, a
versatilidade na construcao de equipamentos dessa natureza possibilita ao analista adapta-los
de acordo a sua necessidade e essa caracteristica ¢ muito importante diante da diversidade de

situagdes apresentadas cotidianamente no ambiente cientifico.

Palavras-chave: Imagem digital, colorimetria, especiag¢do de ferro, ureia.



ABSTRACT

The works in this thesis applied the innovation of the methods of chemical analysis by
digital image combined with instruments of easy construction by recovered materials and of
low cost when compared to other instruments for analytical chemistry. Two devices were
built to capture digital images of colorimetric reactions. In the first work, a webcam was used
as a detector and a wooden box for external isolation of light, to capture images of
colorimetric reactions, using the chromogenic reagent 1,10 orthophenanthroline, in order to
quantify Fe (II) and Fe (III) in white wine samples. The method presented accuracy of 3.47%
for Fe (II) and 5.36% for total iron with detection limit (LD) of 0.042 mg/L and quantification
limit (LQ) of 0.141 mg/L. Six wine white samples was analyzed and the concentrations found
varied from 0.41 to 1.67 mg/L for Fe (II) and from 0.69 to 1.71 mg/L for total iron. In the
second work, a digital microscope camera was used as a detector coupled to a system with
manual aspiration based on polyvinyl chloride (PVC) tubes to capture images and measure
the colorimetric variation of a reaction using diacetylmonoxime (butane-2, 3-dione
monoxime) and determine urea in UHT liquid milk sed. This method was subjected to three
different mathematical treatments and these showed an accuracy of 1.58 to 5.77% with LD
ranging from 0.35 to 1.77 mg/L and LQ ranging from 0.52 to 2.54 mg/L. Eight milk samples
were analyzed and the urea concentrations varied between 161.37 and 420.33 mg/L.
Multivariate optimization and accuracy processes were used in the two methods developed.
With the use of simple and low-cost materials, the figures of merit as linearity, precision and
accuracy were quite satisfactory for the purposes of the analyzes. The concentrations found
in the analytes were in agreement with previous studies for the same types of sample. It was
possible to conclude that the methods based on digital images are promising alternatives for
analysis of diverse areas where a complex and costly instrumentation presents itself as the
only alternative. In addition, the versatility in the construction of equipment of this nature
allows the analyst to adapt them according to his needs and this characteristic is very

important in view of the diversity of location daily in the scientific workplace.

Keywords: Digital image, Colorimetry, Iron (II) / (IIT) speciation, urea.
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REFERENCIAL TEORICO

A percepgao das cores pelo olho humano ¢ realizada a partir de trés grupos de células,
chamadas de cones, que ficam localizadas no revestimento interno da retina e sdo
sensiveis a bandas de radiacdes eletromagnéticas, cujos picos maximos relativos a
sensibilidade das cores sao distribuidos em 564 nm (amarelo), 533 nm (verde) e 437 nm

(azul), como mostra a Figura 1 [1, 2].

Figura 1. Espectro eletromagnético e as bandas de radiacao sensiveis as células cone.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Com base nesse sistema desenvolvido pelo olho humano para detectar cores, os
cientistas Thomas Young ¢ Hermann Von Helmholtz desenvolveram, no século 19, a
teoria conhecida como Teoria de Young-Helmholtz. Esse estudo atribuiu a percepgdo da
cor a partir de trés cores primarias: vermelho (R, do inglés red), verde (G, do inglés green)
e azul (B, do inglés blue), formando entdo o sistema RGB. A origem de todas as outras
cores do espectro visivel percebidas pelo olho humano é uma combinagdo do sistema

RGB em diferentes propor¢des, como mostra a Figura 2 [1, 3].
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Figura 2. Cores primarias aditivas propostas pela teoria de Young-Helmholtz.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A adaptacdo desse sistema de cores primdrias aditivas compostas pelas cores
vermelho, verde e azul, ou RGB, no sistema ldgico de computacdo grafica foi
implementada a partir do BIT (do inglés Binary Digit). O BIT ¢ a menor unidade de
informagdo que pode ser armazenada ou transferida por um sistema logico, apresentando
somente valores de 0 e 1 distribuidos em 8 sinais de pulso elétrico positivos para o valor
1 e nulo para o valor 0. Para representar as trés cores primarias nesse formato digital, cada
canal de cor apresenta 256 tonalidades obtidas da combinagao de 2 niveis logicos (0 e 1)
e 8 variaveis ou sinais de pulso elétrico, como mostra a secdo A da Figura 3. A
combinagdo dessas cores primarias no ambito digital divide o espectro eletromagnético
visivel em 16.777.216 possibilidades de cores e brilhos diferentes. A intensidade de
saturagdo de cada canal de cor tem seu ponto minimo em 0 e o seu ponto maximo em

255, como mostra a Figura 3 na se¢ao B [4].
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Figura 3. Derivacao ldgica para transformagao das cores primarias aditivas em cores digitais.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Esse sistema de cores ¢ empregado tanto para transformagdo da imagem real em

valores logicos, como ¢ o caso da fotografia digital que converte fotons em pulsos

elétricos, como também para proje¢des de monitores de computador, smartphones e

aparelhos de TV, onde os pulsos elétricos controlam a intensidade dos pontos de luz
vermelho, verde e azul distribuidos na tela. Na Figura 4 é demonstrada, a partir de uma
fotografia real de um monitor de notebook, a projecdo de algumas cores utilizando a

regulacdo da intensidade luminosa de cada canal dos pontos de luz contendo as cores do

sistema RGB, inclusive o branco com todos os valores das cores primarias em maximo.

Esse sistema ¢ ampliado e a partir das variacdes dos valores RGB distribuidos em uma

matriz bidimensional ¢ possivel se formar uma imagem completa, como mostra a Figura

5.
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Figura 4. Fotografia de um monitor de notebook em escala microscopica que demonstra a

apresentagdo das cores em projecdes digitais RGB.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 5. Representagdo de uma decomposicdo de imagem digital e seus canais red, green e

blue.
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1. Andlise quimica por imagem digital

A andlise quimica por imagem digital consiste em estudar caracteristicas de um
sistema a partir dos valores fornecidos pelos canais do sistema RGB obtidos pela
decomposi¢ao dos pixels de uma imagem ou video digital. A aquisi¢ao da imagem, como
mostra a secdo A da Figura 6, ¢ dada por um comando externo ou interno em um
dispositivo de captura, geralmente uma camera DSLR (do inglés Digital Single Lens
Reflex), webcam, smartphone ou scanner de mesa, que tem sua face de deteccdo ou
detector direcionado para uma superficie, regido ou objeto contendo o material de
interesse. Esses materiais sdo submetidos a uma fonte de radiagcdo constituida de uma
lampada ou flash, usualmente de cor branca, que sao acomodados na posi¢ao axial, radial
ou paralelo a deteccdo da camera, quando no emprego dos smartphones, e tém a fungdo
de interagir com o material estudado para revelar propriedades eletromagnéticas [5, 6].

A estrutura dos sistemas dessa natureza convém apresentar isolamento da luz externa
e compartimento interno ou externo para fixar o detector e a fonte de radiagdo. Além
disso, o suporte onde a amostra ¢ fotografada, seja ela liquida ou s6lida, tende a ser imével
e resistente a movimentos subitos durante a operagdo do equipamento a fim de garantir a
reprodutibilidade das fotografias. Para atender a esses requisitos os projetos sao
geralmente confeccionados em caixa de madeira, papeldo e em impressdes 3D, conforme

citados na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Evolugdo das aplica¢des baseadas em imagem digital.

Modo de
Ano Resposta analisada introducao da Construcao Portabilidade Deteccao Ref.
amostra
1998 Lipidios Batelada Aberta Nio DSLR [7]
2006 Oleo/Acidos graxos Batelada Aberta Nao DSLR [8]
2006 HCl ¢ H;PO, Em fluxo Caixa em Nio Webcam [9]
papeldo
2008 Bolhas em sistema hidraulico Em fluxo Aberta Nao DSLR [10]
Caixa de
2009 Litio, sédio e calcio Em fluxo madeira e tubo Nao Webcam [11]
de papelao
Batelada ~
2009 Fosfato . N Aberta Nao Scanner [12]
Simultanea
2011 Niquel e Ferro Batela}da Aberta Nao DSLR [13]
Simultanea
2012 TNT Batelada Aberta Nao DSLR [14]
Batelada .
2012 pH Simultanea Sem aparato Sim Smartphone [15]
2013 AI(IIT) e Cr(VT) Em fluxo Resina e caixa Nio Webcam [16]
de madeira
2013 Taninos Em fluxo Resina e caixa Nao Webcam [17]
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Modo de

Ano Resposta analisada introducao da Construcao Portabilidade Deteccao Ref.
amostra
Caixa —
2013 Célcio Batelada Material ndo Nao DSLR [18]
especificado
2014 Vitamina D Batelada 3D Sim Smartphone [ 1 9]
2014 Cromo e Ferro Batclada Aberto Nio DSLR [20]
Simultanea
2014 Cortisol Batelada 3D e resina Sim Smartphone [21]
. Batelada . ~ ~
2014 Amilase Simultanea Caixa papelao Nao Smartphone [22]
I Batelada .
2014 pH e Nitrito Simultanea Sem aparato Sim Smartphone [23]
Caixa —
2015 Glucose ¢ Ureia Batelada Material ndo Nio Smartphone [24]
especificado
2015 Nitrato de amonio Batelada Calrxa. em Nao DSLR [25]
plastico
2015 Alcool Etilico Batelada 3D Sim Smartphone [26]
Batelada Caixa
2016 Catecols Si N impressa em Sim Smartphone [27]
imultanea .
material 3D
2016 TNT Batelelda Ca1rxa' em Nao Smartphone [28]
Simultanea pléstico
2016 Glucose e Troponina cardiaca Batelada 3D Sim Smartphone [29]
2017 Zearalenona Batela}da 3D Sim Smartphone [30]
Simultanea
2017 Ferro total Batela}da Aberta Nao Scanner [31]
Simultanea
2017 P glicose, proteinas e Batelada 3D e resina Sim Smartphone [32]
globulos vermelhos Simultanea
2018 Amilase Batela}da Aberto Nao Smartphone [33]
Simultanea
2019  Glicose ¢ Hemoglobina A Batelada 3D Sim Smartphone [34]
Simultanea
2020 Ferro e Hipoclorito Batelada 3D Sim Webcam [35]
Caixa de . Microscopio
2020 Cobalto Batelada madeira Sim digital 600x [36]
Caixa de Webcam
2020 Cobalto Batelada . Sim Microscopio [37]
madeira .
digital 600x
, Caixa de . Microscopio
2020 Niquel Fluxo madeira Sim digital 600x [38]

DSLR: do inglés Digital Single Lens Reflex; TNT: trinitrotolueno

Analises utilizando amostras liquidas impregnadas em superficies porosas ou liquidos
viscosos obtidos de microextragdes ja foram utilizadas para anélises colorimétricas por
imagem digital. Em outros sistemas quimicos que envolvam meios reacionais com altas
concentragdes de oxidantes, acidos ou bases, ndo ha necessidade de correcao dessas
condicdes por conta do equipamento, pois a maioria dos compartimentos de amostra para
injecdo em fluxo ou batelada, geralmente ¢ confeccionada com vidro, quartzo ou

polimeros de alta densidade.
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A andlise por imagem digital ainda ndo apresenta uma forma simples para extragdo e
tratamento de dados, ficando dependente de softwares especificos para decomposicao de
imagens. Além dessa extracdo, posteriores aplicacdes matematicas devem ser
empregadas para se obter a melhor forma de interpretagdo dos dados, que vao desde as
formulagdes da Lei de Lambert-Beer para quantificacdo de analitos até a analise
multivariada para reconhecimento de padrdes [6].

Na secdo A da Figura 6 sdo apresentadas duas posi¢gdes mais comuns para a
iluminacdo do compartimento da amostra. Posi¢des da iluminagdo onde a camera ¢
posicionada radialmente, as linhas escuras nas imagens fotografadas (efeito
estroboscopico) sao diminuidas ou eliminadas por conta da menor intensidade luminosa
sobre o detector da camera. O contrario ocorre com a incidéncia direta da iluminagao
sobre o detector (Posi¢do axial) que, neste caso, deve ter sua intensidade luminosa
diminuida com distancia aumentada em relagdo a camera ou uso de controladores de
poténcia da lampada. Uma desvantagem da posicdo radial ¢ a comum formacgdo de
sombras sobre o compartimento fotografado, mas esta condi¢do pode também ser
atenuada com o controle da luminosidade interna para iluminagdes mais homogéneas e
paredes do equipamento de cor branca ou preta. As duas posi¢cdes de iluminagdo sdo
eficazes na ilumina¢do do compartimento e a diferenca de uso esta no objetivo da
constru¢do. Equipamentos maiores tendem a apresentar iluminagdo radial por conta da
facilidade de montagem, mas esta condi¢do ndo ¢ limitante dada a ampla possibilidade de
dispositivos para montagem desses sistemas de aquisicdo de imagens digitais.

Na se¢do B da Figura 6 ¢ apresentada uma simulagdo de uma curva de calibragdo com
faixa de concentracao de 0,0-0,8 mg/L para uma reagao colorimétrica genérica que mostra
o aumento da concentragdo de um analito proporcional a intensidade da cor azul. A regiao
de interesse (do inglé€s Region of Interest - ROI), demonstrada pelo circulo pontilhado em
vermelho na figura, ¢ estabelecida em cada estudo como area e posicao de coleta dos
pixels a serem analisados. A extracdo dos dados de uma imagem digital geralmente ¢ feita
por programas especificos como ImageJ [39], Matlab e aplicativos para smartphones, que
a partir da decomposi¢cdo dos pixels selecionados na ROI extraem valores de 0-255

referente ao canal de acordo com o sistema RGB.
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Figura 6. Sistema para aquisicdo de imagem digital em formato genérico e utilizado em
analises quimicas: A -Posigoes da lampada em relag@o a camera; B - Reagdo colorimétrica
genérica em diferentes concentracdes.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Da decomposicao de cores primarias podem-se obter varios outros espagos de cores
entre eles o0 HSV (do inglés Hue, Saturation e Value), CIE XYZ (do inglés International
Commission on Illumination com interpolagdo RGB), CIELAB (do inglés International
Commission on Illumination com valores de brilho (L) e crominancias (1 e b) e Escala de
cinza [6]. Esses espagos de cores, bem como os canais do sistema RGB, podem ser
diretamente correlacionados com propriedades ou fendmenos da matéria, a exemplo da
variagdo da concentracdo de um analito considerando a diminuigdo ou aumento de um
dos canais desse espago.

Esses métodos sdo atrativos quando a aquisi¢do de equipamentos de grande porte ou
insumos se torna inviavel ou quando as condigdes da reacdo quimica ou da amostra ndo
sdo compativeis com o equipamento disponivel. Nesse caso, um simples dispositivo com
possibilidade de realizar fotografia ou filmagem pode ser empregado a depender da
necessidade. Além do baixo custo para a construcdo da maioria desses sistemas se
comparado a outros equipamentos com a mesma finalidade, a versatilidade no uso de
amostras em diferentes consisténcias e a vidvel portabilidade também podem ser

consideradas como vantagens.
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2. Aplicagoes das analises por imagem digital

A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos relevantes em andlise por imagem digital,
publicados desde o ano de 1998 até¢ 2020, que demonstram a evolugdo quanto aos recursos
disponiveis para constru¢do dos aparatos de aquisi¢do das imagens, bem como as
tecnologias envolvidas nos detectores de captura da imagem. Nota-se que os aparatos
desenvolvidos para esse tipo de analise possuem estruturas variadas, pois suas aplicagdes
atendem a diversos requisitos que dependem do objetivo da andlise. Estas caracteristicas
peculiares do sistema como material e tipo de construcao, detectores e portabilidade sdao
melhor adaptadas quando se define o0 modo de introdugdo da amostra, que pode ser em
fluxo (andlise imediatamente apds cada processo ou ensaio) ou em batelada (anélise apos

um conjunto de ensaios).

2.1. Detecgdo

As primeiras analises utilizando imagem digital com a finalidade de extra¢ao de dados
e obten¢do de informagdes de um sistema foram realizadas com o emprego de cameras
digitais tipo DSLR [7, 8]. A maioria desses dispositivos ndo apresentava comandos
ativados por computador ou outro aparato, limitando o comando para fotografia direto na
propria cadmera. Equipamentos para obtencao de dados em fung¢do das cores chamados de
optodos ja eram também observados, mas ndo foram tao bem difundidos como as cameras
que apresentavam aplicacdo mais simplificada. A introdugao das cameras especificas para
computadores, comumente chamadas de webcam, possibilitou um avango significativo
nas andlises por imagem digital, visto que todas as cameras dessa natureza, com o
emprego de um software especifico, possibilitavam a captura e armazenamento das
imagens via computador e ndo mais com o acionamento direto, como ocorria com as
cameras DSLR. Além dessa vantagem, o custo dos dispositivos ¢ menor, se comparados
também com as cameras, entretanto, por se tratar de dispositivos reduzidos, a qualidade
e resolucao das imagens tendem a ser inferiores.

Apesar de mais antigo que alguns dispositivos para aquisi¢do de imagem, o Scanner
de mesa, criado em 1963, foi utilizado em analise por imagem digital bem depois das
cameras DSLR e Webcams ja estarem bem estabelecidas. A ideia de depositar as amostras
sobre uma superficie um tanto sensivel, mesmo que contidas em recipientes ou embebidas

em superficies porosas, limita a introdu¢ao da amostra e talvez por essa razao a literatura
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registra poucas aplica¢des do scanner se comparadas a outros sistemas de detecg¢do de cor

para analise quimica por imagem digital.

No inicio da década de 2010, com o advento da telefonia movel a maioria da
populagdo mundial passou a adquirir estes dispositivos como meio de comunicagao. Com
a melhoria dos recursos apresentados pelos modelos mais modernos, os chamados
smartphones, esses passaram a disponibilizar cadmeras de alta qualidade e softwares com
fungdes especificas para a necessidade de cada usuario. Poucos anos depois essa
tecnologia possibilitou uma nova vertente na imagem digital, com equipamentos
independentes, muitas vezes em menor tamanho e, posteriormente, com o0s softwares

dedicados a andlise por imagem digital.

2.2. Construgdo dos dispositivos

A preocupacgao pela iluminagao controlada nas analises por imagem digital vem desde
as primeiras aplicacdes da técnica com a maioria dos trabalhos apresentado fonte de
iluminacao dedicada em sistemas abertos e fechados. Em camaras fechadas, a iluminacao
controlada tem sua fonte em lampadas comuns ou diodos emissores de luz (LED, do
inglés Light-Emitting Diode), em sua maioria branca, mas podendo ter coloragdes
especificas entre vermelho, verde ou azul para aplicagdes peculiares no estudo da
absor¢ao da radiacdo. Nos primeiros trabalhos que descrevem andlise por imagem digital
essas camaras eram construidas em forma cubica e constituidas de madeira ou papelao
[9, 11]. Posteriormente, materiais poliméricos foram empregados tanto para a constru¢ao
das estruturas quanto para o desenvolvimento de recipientes translicidos como reatores
para mistura das amostras em analise por fluxo ou dispositivos lab-on-a-chip (LOC). Hoje
em dia a construcdo dessas camaras geralmente ¢ adaptada ao objetivo da andlise,
possibilidade aprimorada com o advento das impressdes 3D e dos moldes de acrilico
construidos para fins especificos.

O uso da impressora 3D vem se tornando uma alternativa quando o projeto requer
uma especificidade para adaptagdo das cameras e sistemas de iluminacdo, porém essa
alternativa torna-se inviavel quando o analista ndo possui capacidade técnica para
manipular o software especifico para construcao de projetos 3D ou nao dispde de recursos
financeiros para aquisi¢ao da impressora 3D e seu material de impressao. Esta execugao,

portanto, requer mao de obra especializada em fun¢do do detalhamento do projeto para
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que o produto impresso apresente adaptacdo exata aos periféricos e também isolamento
da luz externa. Sendo assim, quem ndo dispde de recurso financeiro para aquisicao e
desenvolvimento desse tipo de tecnologia acaba se limitando a projetos elaborados com
madeira, papeldo ou outros materiais de menor custo.

Mesmo com o carater inovador e a especificidade dos dispositivos impressos em 3D,
muitos métodos também podem apresentar caracteristicas analiticas equivalentes quando
desenvolvidos com equipamentos construidos de materiais simples, como caixas de
madeira e papeldo. Entretanto, estes materiais podem apresentar limitagcdes quando se
busca reduzir as dimensdes do dispositivo de captura de imagens para adaptacdo em
smartphones, pois estes sistemas de captura tendem a se moldar e fixar aos aparelhos de
telefone e com o maximo de isolamento da luz externa. Desta forma, as juncdes das faces
para isolamento da luz externa bem como a sua fixagdo ao smartfone de equipamentos
feitos de madeira ou papeldo pode ndo apresentar tanta precisdo para o encaixe ou
isolamento da luz externa quanto um dispositivo impresso em 3D.

Os equipamentos desenvolvidos com caixa de papeldao, madeira ou outros materiais
de baixo custo nao devem ser considerados como de menor qualidade quando comparados
aos impressos em 3D. Estes apenas apresentam limitagdes que depender da necessidade
do analista ndo sdo impedimentos para o desenvolvimento de um método com boas

caracteristicas analiticas € menos oneroso.

2.3. Portabilidade

Com o uso dos smartphones ou webcams e a viabilidade oferecida por impressoes 3D
e estruturas acrilicas para a construgdo de dispositivos mais compactos, foi permitida a
criacdo de dispositivos portateis de pequena e média escala que possibilitaram analises
em campo. A portabilidade destes sistemas também os torna mais independentes em
funcdo da sua fonte de energia propria e processamento dos resultados em tempo real.
Entretanto, as estruturas acrilicas utilizadas podem apresentar algumas desvantagens
como reflexdao da luz sobre area fotografada devido ao aspecto espelhado do material,
reducdo da transparéncia em razdo da composi¢do do proprio material. Além disso, a
reducdo das dimensdes para as elaboragdes em 3D exige melhores resolucdes das
impressoras empregadas uma vez que os acoplamentos, conexdes € compartimentos sao

bem reduzidos.
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Mesmo assim, as aplicacdes abordadas nos trabalhos existentes da literatura
demonstram uma tendéncia dessas propriedades, e isso ¢ observado na Tabela 1 pelo
predominante emprego de smartphones e constru¢des 3D para a quantificacdo ou

deteccdo de diversos analitos em areas variadas.

2.4. Modo de introducdo da amostra

A escolha do modo de introdugdo da amostra nestes métodos precede a etapa de
aquisi¢ao dos materiais para construcio do sistema, pois as configuragdes das partes do
sistema devem ser definidas e adquiridas a partir do projeto elaborado para o método. Em
alguns casos, e principalmente devido a falta de recursos financeiros ou técnicos do
analista, a adaptacao ocorre em funcao da disponibilidade das partes do sistema com
configuragdes proprias € a jungdo dessas partes resulta em um equipamento para analise
digital. Quando assim se desenvolve, o objeto da analise ndo deve exigir altos graus de
sensibilidade ou precisdo, ficando o estudo limitado, em sua maior parte, a capacidade do
equipamento construido e conferindo caracteristicas singulares as andlises por imagem

digital em fluxo e em batelada.

24.1.  Analises por imagem digital usando modo em batelada

A andlise em batelada aplicada para imagem digital segue o mesmo principio das
analises convencionais, pois a introducao da amostra para deteccao, neste caso fotografia
ou filmagem, ¢ realizada em lotes e, geralmente, ndo demandam desenvolvimento de
aparatos mecanicos ou elétricos que condicionam a amostra para medida e seu respectivo
descarte. Um dos primeiros trabalhos envolvendo o uso dos dados de uma imagem digital
pra esse tipo de andlise foi realizado por W. Liu et. al. em 1998 [7]. Nesse estudo foi
desenvolvido um método para medir o grau de moagem de graos de arroz a partir dos
lipidios contidos nas suas superficies. Uma camera convencional em modelo DLSR foi
posicionada na parte superior de uma esteira de rolos, com iluminagdo vinda por tubos de
fibra oOtica devidamente posicionados, que giravam continuamente para viabilizar a
fotografia da superficie completa dos graos. Esse método foi limitado somente a
amostragens solidas e, especificamente, por conter uma esteira de rolos aplicado para

observar superficies de particulas com o tamanho de graos de arroz, ndo sendo
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recomendado para fotografia de solidos com particulas mais reduzidas ou liquidos de
qualquer natureza.

No ano 2000, Hirayama utilizou um método com base em optodos em PVC e papel
para determinacdo de litio em saliva [40]. Apesar de serem dispositivos independentes e
compactos, por conterem em um minimo espago o reagente, a fonte de iluminagdo e o
detector, esses envolvem constru¢do complexa e conhecimento especializado para
manipulagdo de polimeros e transdutores. Tais dispositivos de aquisi¢do nao
necessitavam de camera digital, mas a traducao dos sinais obtidos em cores por equagdes
matematicas demonstrava a possibilidade de se aplicar diferentes tratamentos
matematicos aos dados obtidos por imagem digital.

Em 2006, Choong et al. desenvolveram um método para estimar o teor de 6leo em
cocos que apresentava interacao optica sensivel ao canal vermelho do sistema RGB. Para
capturas de imagens foi utilizada a propria sala com luz controlada e uma camera
convencional digital DSLR para fotografia das imagens [8]. Apesar desse método ter
demonstrado a versatilidade da andlise por imagem quanto ao uso da luz ambiente e
apresentar-se vantajoso pela sua simplicidade, a precisdo e o limite de deteccdao ficam
vulneraveis a sofrer alteracdes quando houver variagdo na luz externa por varidveis
incontroldveis como o clima ou sombra do proprio analista.

Para andlises colorimétricas em microescala, Soldat et .al. (2009) utilizaram um
scanner de mesa e placas de Elisa para aquisi¢do das imagens dos produtos reacionais
coloridos [12]. Apesar da construgdo e operagdo simples, a execug¢do do procedimento
deve ter manuseio cuidadoso para evitar imprecisdo ou contaminagdo, uma vez que os
pocos que compoem a placa de Elisa sao muito préximos e acondicionam um volume
maximo de apenas 300 uL. Entretanto, esse trabalho foi importante para aplicar outra
forma de aquisi¢do de imagem além da captura por cdmeras, o modo de fotografia
simultanea, ja que uma fotografia tem a capacidade de capturar até 96 amostras por vez e
reduzir o volume final de amostra para analise.

Zamora et. al., em 2011, utilizaram um recipiente branco de porcelana com pogos de
volume méximo de ImL, iluminados por lampada fluorescentes, filtros para
homogeneizagdo da luz e minimizacdo da reflexdo para determinar niquel e ferro em
amostras de meteorito [13]. Esse sistema, depois de receber as aliquotas com as
respectivas reagoes colorimétricas, foi fotografado a 20 cm de distdncia com uma camera
modelo DLSR, com todas as fotografias em angulos inclinados e em suporte fixo. O

sistema apresentou simplicidade, mas apresenta desvantagens semelhantes ao método
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para scanner [12] e pode ndo apresentar sensibilidade suficiente quando as amostras
apresentarem saturagdes de cor semelhantes, uma vez que a captura dessas imagens ¢
realizada em angulo para evitar a reflexdo da luz sobre a superficie. Além da vantagem
de captura simultanea, esse método busca minimizar a interferéncia da luz refletida no
recipiente da amostra, o que ainda ndo havia sido citado em estudos dessa natureza.

A aplicacdo da analise por imagem digital empregada no ano de 2012 por Chang et.
al. utiliza papel para se obter medidas quantitativas de pH a partir de fotografias obtidas
com um smartphone [15]. Apesar do principio da técnica apresentar inovagdo com a
construcao de um pHmetro baseado neste fundamento a instrumentacao utilizada, bem
como a sua aplicacdo poderia ter sua precisdo e reprodutibilidade aumentada se esse
sistema fosse isolado da luz externa e a camera fosse imobilizada. Ainda assim, esse
trabalho ¢ considerado relevante devido ao seu carater portatil, aplicagdo do smartphone
e introducao de amostra batelada simultanea.

Em outro estudo, realizado em 2013, a analise por imagem digital foi empregada para
quantificar calcio em agua potavel a partir da reagdo colorimétrica com aglyoxalbis (2-
hydroxyanil) [18]. Para esse fim, Lopez-Molineroet. al. construiram um sistema em que
uma cubeta ¢ fotografada a 30cm de distancia por uma camera fotografica digital DSLR
e iluminada por uma lampada fluorescente, sendo todo esse aparato acondicionado em
uma caixa para isolamento de luz externa. Esse sistema se assemelha aos demais e nao
apresenta inovagdo, além disso, a distdncia minima requerida pela camera dessa
configuracdo ¢ o tamanho dela para acomodagdo dentro da caixa torna-se uma
desvantagem. Ainda que apresentasse desvantagens, o estudo idealizou uma construgao
mais simples para aparatos de aquisicdo de imagem com luz controlada empregando
recipientes transparentes e reutilizaveis.

Utilizando nanoparticulas de ouro impregnadas na superficie de uma fita sensivel a
vitamina D, Lee et. al. desenvolveram, no ano de 2014, um dos primeiros dispositivos
portateis construidos em impressio 3D para medida em batelada utilizando um
smartphone. Esse dispositivo fotografava o produto colorimétrico em fitas impregnadas
acomodadas em um aparato isolado da luz externa [19]. Nesse dispositivo, um Led ambar
de 5Smm ¢ incorporado em um difusor feito de polidimetilsiloxano (PDMS) que ¢
posicionado na parte de trds da fita onde ocorre a reagcdo colorimétrica. Tal sistema ¢
alimentado por uma bateria para reldgio ¢ ha um interruptor para ligar e desligar o led,
apresentando dimensdes totais de aproximadamente Scm(L)x3cm(A)x1ecm(C). Todo o

sistema ¢ imobilizado na estrutura do smartphone, posicionado e centralizado em frente
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a camera do celular. A operacao do sistema ¢ simples, mas a sua aquisicdo depende de
um software especifico para obtengdo dos dados. Apesar de inovador, esse sistema nao
apresenta facil construgdo, pois sua construcao ¢ feita a partir de um projeto de impressao
3D. Além disso, o projeto se torna limitado apenas para reagdes realizadas sobre a
superficie dessa fita, o que inviabilizaria reagdes colorimétricas que ocorrem em liquido
ou solugdo. Outro fator critico ¢ quanto a inser¢do manual das fitas, o que aumenta a
possibilidade de contaminagao tanto da superficie sensivel das fitas quanto das paredes
do proprio sistema.

Firdausa (2014) utilizou a imagem digital para determinagdo de ferro e cromo [20].
Esse estudo ndo apresentou inovacdo quanto a captacdo por inje¢do em fluxo ou
sofisticacao na constru¢do do aparato, pois foi utilizada uma camera DLSR modelo
convencional. Um sistema semelhante foi proposto para determinacao de calcio em agua
[18], porém a captacdo da imagem simultanea foi aplicada para cinco cubetas com
posigoes fixas contendo a solugdo colorimétrica.

Um sistema semelhante para quantificacdo de amilase foi construido por
Thongprajukaew et. al. usando uma caixa com 30cm(L)x30cm(C)x10 cm(A) contendo 6
diodos de Led brancos e 6 compartimentos para introdugdo das amostras [22]. Todo o
sistema foi isolado da luz externa e as amostras foram fotografadas por um smartphone.
O emprego da fotografia simultanea para esses sistemas contribui positivamente para a
reprodutibilidade do método, ja que a reposi¢do da amostra nos recipientes pode alterar,
mesmo que minimamente, a posi¢cdo da fotografia e os parametros da camera quando
estdo configurados para modo automatico. O modelo genérico desses projetos possibilita
a adaptacdo em smartphone e a substitui¢do das cubetas por recipientes translucidos de
qualquer natureza, o que o torna um modelo acessivel e com a vantagem de medida
simultdnea de amostra. Esse principio serviu de embasamento para alguns trabalhos
publicados posteriormente [24, 25, 28]. Apesar da simples constru¢do e do baixo custo
de ambos, comparado as construgdes de outros equipamentos, esses aparatos ndo
possuem a possibilidade de uma adaptagdo para sistemas em fluxo e introdu¢ao manual
da amostra, o que aumenta o risco de contaminagao.

Um sistema para aquisicdo de imagens foi desenvolvido por Choi et. al. (2014) para
determina¢do de cortisol em saliva humana [21]. Nesse sistema, um smartphone ¢
acoplado em um suporte impresso por impressora 3D, com dimensdes de 70mm (Altura)
x90 mm (Largura) x130mm (Comprimento), que isola a luz externa e direciona o flash

do smartphone junto com a sua camera para o compartimento a uma distancia de 70 mm
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onde se encontra a superficie com o reagente sensivel ao cortisol. A fotografia ¢ adquirida
e processada por um aplicativo especifico para esse fim, que converte os sinais obtidos
em concentragdo do cortisol. O sistema ¢ dependente de construgdes especificas para o
compartimento, com necessidade de impressdo 3D e de aplicativos especificos para a
finalidade proposta, mas ¢ uma das primeiras aplicagdes com spot teste comercial
adaptado ao aparato de aquisi¢do de imagem digital. Um sistema utilizando aparato
analogo foi desenvolvido por Lee et. al. (2014) para determinagdo de vitamina D [19].

Com a mesma ideia dos testes rapidos e baseado nas fitas colorimétricas, Lopez-Ruiz
et. al.(2014) construiram um sistema para medir nitrito e pH simultaneamente utilizando
um papel de baixo custo embebido em reagentes colorimétricos.-Esse sistema, ao entrar
em contato com a amostra, desenvolve coloragdes especificas em cada area delimitada no
papel. A discriminagdo dessas areas, bem como a intensidade das cores apresentadas esté
relacionada as faixas de pH e/ou a concentragdo de nitrito. Esse papel ¢ fotografado por
um smartphone que contém um software especifico para essa finalidade e os dados sao
processados de acordo com o algoritmo personalizado do aplicativo. Apesar do sistema
fisico para aquisicdo da imagem se apresentar simples, o método depende de um
aplicativo para o tratamento das imagens, além de impossibilitar um sistema em fluxo de
amostra [23]. No entanto, o estudo demonstra a capacidade de alinhar a proposta de
portabilidade e uso de baixas quantidades de reagentes a testes rapidos baseados em
imagem digital, da mesma forma como os estudos citados anteriormente.

Jung et. al.(2015), com base nas propostas anteriores de portabilidade e testes rapidos
usando fitas, elaboraram um dispositivo miniaturizado com dimensdes de 25 mm(A)x12
mm(L)x12 mm(C), construido a partir de uma impressao em 3D para quantificar alcool
etilico em saliva [26]. Nesse aparato, uma camera de smartphone ¢ direcionada para um
compartimento contendo a amostra, o qual € iluminado por um espelho que reflete o flash
do proprio smartphone que a fotografa. O carater inovador desse dispositivo permite a
portabilidade para andlises em campo, mas a sua construgdo também depende
exclusivamente de impressdao em 3D e apresenta seu projeto limitado somente ao
smartphone da marca Samsung e¢ modelo Galaxy S4. Seu grau de reprodutibilidade
quanto a imobiliza¢gdo da imagem e o foco da cAmera ndo sdo citados no estudo, mas esse
projeto torna-se importante para evidenciar a capacidade de sintese que dispositivos
destinados as analises com imagem digital podem alcangar.

Em uma aplicag¢do unindo as propostas de trabalhos anteriores usando caixa com luz

controlada, uso do scanner e placas de Elisa para aplicagdes em microescala, Wang et. al.
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(2016) construiram um sistema para quantificagdo de catecols em amostras de dgua doce
[27]. O sistema possibilita a captura das imagens a partir de um smartphone acoplado na
parte superior de uma caixa que contém uma placa de Elisa na sua base ¢ ¢ iluminada na
parte inferior por uma superficie difratora de luz branca em diodos LED. Da mesma forma
como os estudos citados anteriormente, esse sistema possui captura de imagem
simultanea, ndo possibilita a adaptacao por imagem em fluxo e sua construgao € um pouco
mais complexa do que os demais por envolver impressdo 3D e ilumina¢do indireta, mas
o uso do smartphone e sua iluminagao inferior possibilitou tornar portatil uma aplicacao
que so era viavel com o uso de scanners de mesa e cameras DSLR.

Um sistema desenvolvido por Wang et. al. para determinagao de glucose e troponina
cardiaca em humanos utilizou um novo contexto para analise por imagem digital. Neste
aparato, um compartimento construido a partir de impressao 3D € posicionado em frente
a camera e ao disparo do flash de um smartphone. O sistema funciona com a radiagdo do
flash direcionada por uma fenda de 1 mm que transpassa uma cubeta contendo a amostra
e atinge a superficie de um disco compacto (CD, do inglés compact disk) e essa superficie
dispersa a luz atenuada pela cubeta que reflete sobre a camera do smartphone. As medidas
e o tratamento sdo realizados utilizando as informagdes da imagem do espectro
eletromagnético completo que ¢ decomposto pela grade de difra¢do e incidido na camera.
O principio desse método ¢ inédito, pois utiliza a imagem fotografada do proprio espectro
eletromagnético para medir a absor¢do, além da aplicacdo de uma grade de difracdo
simples e de baixo custo, entretanto a sua construgdo ainda ¢ limitada ao projeto 3D e
suas impressoras [29].

Em 2017, buscando aplicar os conceitos ja apresentados em outros trabalhos de
portabilidade e microescala adaptados a smartphones, Chen et. al. construiram um sistema
para deteccdo de zearalenona a partir de um dispositivo impresso em 3D modelado para
acondicionamento de uma placa de Elisa de 8 pogos em linha e fixa¢do na estrutura de
um smartphone [30]. Nesse sistema, que ¢ alimentado por pilhas de reldgio para a
iluminacdo do LED diodo, a placa de Elisa contendo as amostras ¢ introduzida
manualmente e a fotografia ¢ realizada sequencialmente na parte inferior com a
movimentagdo unilateral da placa. Além de um sistema miniaturizado que viabiliza a
portabilidade, esse ainda possui a possibilidade de amostragem liquida com modo de
introducao de amostra em batelada sequencial e capacidade para analise de oito amostras
por vez, empregando também a ideia de portabilidade apresentada em trabalhos anteriores

semelhantes [19, 26]. Mesmo com essas vantagens, a constru¢do desse equipamento
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apresenta a mesma complexidade dos citados anteriormente devido & dependéncia de
impressao 3D, soldagem na parte elétrica e aplicativo de celular especifico para esse fim.

Peng et. al.(2017) utilizaram a mesma técnica para aquisi¢do de imagens a partir de
um scanner de mesa, mas utilizando um papel reativo escaneado para determinar ferro
total em amostras de dgua e alimentos utilizando microextragao dispersiva liquido-liquido
(DLLME) para pré-concentragdo [31]. Essa aplicagdo aprimorou o conceito de uso do
scanner para aquisicao de imagens e reduziu ainda mais o uso de amostras e reagentes.
Entretanto, apesar de utilizar minimas quantidades de amostra e pouca geracdo de
residuos, o método ndo permite adaptagdo para fluxo ou portabilidade como os seus
antecessores.

Jalal et. al.(2017) buscaram conceitos de portabilidade e testes rapidos a partir de um
sistema com plataforma transparente e translicida contendo quatro superficies
descartaveis na parte interna, sensiveis e seletivas para pH, glicose, proteinas e globulos
vermelhos € uma microbomba manual para aspiracao da amostra de urina [32]. Apds a
insercdo da amostra, o smartphone ¢ acoplado a plataforma que € posicionada sobre uma
caixa construida por impressdo 3D e dedicada para iluminar a reacdo. Esse sistema
apresenta estrutura inovadora em relacdo aos apresentados anteriormente pelo fato do
aparato apresentar possibilidade de medida de quatro analitos simultaneamente e a
insercdo da amostra ser via bomba manual acoplada no proprio aparato, entretanto, sua
construcdo ¢ dependente de impressdo em 3D e a aquisicao das imagens ¢ feita e tratada
por um aplicativo especifico.

Dangkulwanich et. al.(2018) aplicaram os principios das analises baseadas em uso de
scanners, que apresentam iluminagao pela parte inferior, para estudar a reacao de hidrélise
da amilase em funcao da temperatura [33]. Nesse método, a efetividade da hidrolise ¢
relacionada com a variagdo da temperatura quando em contato com acido dinitrosalicilico
(DNS), resultando em um produto colorido proporcional a concentragdo do analito. A
solucdo ¢ transferida em aliquotas de 20 uL em pogos feitos no papel filtro (com auxilio
de perfurador comum de escritorio) depositado em placa de Petri. Essa placa ¢ disposta
sobre uma folha de papel sulfite branca, imobilizada por garras, iluminada na sua parte
inferior por uma lampada convencional e fotografada na parte superior. O sistema ¢
vantajoso devido ao seu baixo custo e a sua viabilidade de construgdo, visto que os
materiais utilizados sdo de facil aquisi¢ao e a sua montagem nao demanda conhecimento
especifico, além da captura da imagem simultinea. Adicionalmente, as aplicagdes

utilizadas nas analises por scanner como uso de placa de Elisa e folhas de papel contendo
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as amostras podem ser adaptadas nesse sistema. Entretanto, o sistema pode ter sua
precisao afetada quando a luz ambiente ¢ alterada ou o posicionamento da camera ¢
modificado por constantes manuseios da posi¢ao da garra, lampada ou placa de petri.

Em outro trabalho, proposto por Chen et. al.(2019) para determinar glicose e
hemoglobina A em humanos, a fotografia da amostra ¢ obtida por um smartphone sobre
uma caixa com dimensdes de 80mm(A)x100mm(L)x70mm(C) construida com um
inédito aparato em formato de V, para dispersar e homogeneizar a luz incidida pelo flash
do proprio smartphone [34]. Essa iluminagdo ¢ direcionada para as paredes brancas da
caixa ¢ a iluminagdo indireta diminui a reflexdo do flash na amostra, melhorando a
sensibilidade ¢ aumentando o limite de deteccdo do método. Da mesma forma como o
trabalho citado anteriormente, que utiliza iluminagdo indireta inferior na andlise de
Catecol [27], o sistema retoma esse conceito, mas com iluminag¢do na parte superior,
medidas simultaneas e com uma elaboracao simples. Tal sistema apresenta a desvantagem
de ndo viabilizar a amostragem em fluxo utilizando essa conformacdo. Além disso, a
estrutura da caixa e do dispersor de luz ¢ construida a partir de impressdao 3D, o que
apresenta mais uma limitagao.

Danchana et. al. publicaram, em 2020, um estudo que desenvolveu um sistema portatil
para aquisicdo de imagens digitais baseado em um aparato impresso por 3D que
acondiciona uma cubeta, iluminada por um diodo LED, e uma webcam em formato
cilindrico [35]. Esse sistema ¢ uma versao minimizada de caixas com luz controlada para
aquisi¢ao de imagens digitais e demonstra o avango das tecnologias para construgdo de
aparatos para esse fim, pois esse, apesar de apresentar conceitos de miniaturizagdo,
comporta uma webcam ao invés de acoplamento em smartphone. A portabilidade ¢ uma
vantagem desse sistema, pois possibilita aplicacdo em campo se a camera for conectada
a um smartphone via porta universal USB (do inglés Universal Serial Bus), entretanto a
sua constru¢do ¢ dependente de impressao em 3D e da elaboracdo de circuito eletronico
para modulagdo da iluminagdo. Além disso, o sistema oferece a inje¢do de apenas uma
amostra por vez e ndo apresenta luz uniforme quando o LED ¢ posicionado na posi¢ao
axial, podendo ser utilizado apenas na posi¢ao superior a cubeta para uma medida mais
precisa. Essa condicao limitada da posi¢ao do LED inviabiliza o uso de compartimentos
transparentes para fluxo, ja que esses apresentam vias de entrada e saida superiores,
inferiores ou ambas, sendo necessaria a constru¢ao de aparatos especificos para essa

finalidade com vias laterais.

39



Para determinar cobalto em amostras de alimentos, 4guas naturais e vitamina B12,
Barreto et. al. (2020) desenvolveram um sistema para captura de imagem a partir de uma
caixa de madeira de dimensdes 32 cm (largura) x 23 cm (Comprimento) x 8 cm (Altura)
e iluminagdo interna controlada. Esse sistema seria comum quando comparado aos
citados aqui, mas o seu modo de captura acontece a partir de um microscopio digital
compacto de aproximagao em 600x. O mesmo ¢ fixado de forma concéntrica em um tubo
vazio de caneta esferografica e esse conjunto ¢ introduzido no interior de um tubo de
centrifuga, que se encontra na caixa de madeira e contém o material a ser fotografado
previamente centrifugado e com seu sobrenadante removido [36, 37]. O aparato para
captura por imagem digital apresenta a vantagem de ser portatil e possibilita sua aplicagao
em campo, porém o encaixe do dispositivo e do recipiente da amostra para fotografia se
torna uma desvantagem quando a quantidade de amostras for numerosa. A reprodugao
das imagens também pode ser comprometida se a fixagcdo da camera em relagao ao ponto
de fotografia ndo for robusta.

Observa-se nas analises por imagem digital em batelada uma grande versatilidade na
construcao de equipamentos. Tal caracteristica contribui para obtencao de sistemas com
variagdo no estado fisico da superficie a ser fotografada, bem como a fotografia
simultanea, que ¢ um fator importante quando se busca minimizar erros causados por
equalizacao automatica do brilho e cor dos dispositivos de aquisicdo de imagem. Sao
observados também o uso de recipientes e superficies para acomoda¢ao da amostra de
varios materiais e conformagdes, destacando-se entre eles as superficies de porcelana,
papéis e recipientes translicidos de vidro ou acrilico que sao os mais usados. Além disso,
o posicionamento da fonte de iluminacao também ¢ bastante explorado, uma vez que o
uso de recipientes translucidos favorece, em muitas aplicacdes, o estudo de uma
incidéncia luminosa otimizada. Esses sistemas tendem a ser de baixo custo e sua
tendéncia ao longo do tempo ¢ permitir a portabilidade devido ao uso dos smartphones e
cameras mais reduzidas, porém a miniaturizagdo bem como o uso de fontes de radiacao
mais reduzidas, como diodos LED necessarios em alguns casos, implicam em projetos de
impressdo em 3D e conhecimento bésico em eletronica. A reposi¢cdo manual de lotes de
amostras pode interferir na precisdo das medidas devido a ajustes automaticos das
cameras como brilho, cor e foco diante da modificacio do posicionamento dos
recipientes. A contaminac¢do das amostras deve também ser considerada, uma vez que os
recipientes ou superficies sdo preenchidos a cada medida e isso favorece o aumento de

erros sistematicos. Entretanto, essas desvantagens apresentam uma breve atenuagdo
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quando as amostras sdo introduzidas em lotes para fotografia simultanea, que contribuem

também para diminuir o tempo de analise.

2.4.2.  Analises por imagem digital com introducdo mecanica em fluxo

Equipamentos para anélise por imagem digital em fluxo sdo aparatos com introdu¢do
de amostra mecanica que nao sofrem interferéncia manual do analista no seu percurso até
a medida fotografica e seu respectivo descarte. Partindo desse principio e considerando a
evolucdo dos equipamentos dessa natureza ao longo do tempo, Gaiao et. al. (20006)
utilizaram um método de titulagdo colorimétrica com base em imagem digital (DIB),
sendo a aquisicdo de imagem obtida a partir de um sistema em fluxo com aspiracao da
amostra através de uma bomba peristaltica externa de grande porte com a finalidade de
determinar HCI e H3PO4 em solucdes aquosas e alcalinidade total em 4aguas minerais.
Nesse sistema a amostra ¢ direcionada para uma cubeta de fluxo, que fica acondicionada
em uma camara cubica com medidas de 11cm (Altura) x14cm (Comprimento) x9cm
(Largura) e iluminada por uma lampada fluorescente de bulbo em uma de suas arestas. A
iluminacdo ndo € centralizada em relagdo a cubeta, o que forma um sombreamento no
lado esquerdo da imagem fotografada, podendo levar a imprecisdo dos resultados. Além
disso, a camera utilizada nao apresenta o foco otimizado para curtas distancias ¢ essa
limita¢do nao € desejavel quando a camera utiliza foco automatico e esse pode ser alterado
sob subitas mudancas de cor ou heterogeneidade do liquido provocada por bolhas na
cubeta [9], mas foi possivel a partir desse trabalho aplicar técnicas ja existentes, como a
da constru¢do de cdmaras com luz controlada adaptadas as injecdes em fluxo.

Busciglio et. al. (2008) avaliaram a influéncia de bolhas no funcionamento de um
sistema hidraulico para camas de leitos hospitalares e utilizaram um sistema baseado em
imagens digitais com a finalidade de medir pardmetros como distribuicdo, dimensdes e
velocidade das bolhas. Nesse sistema, uma camera digital fotografa um aparato
translucido que tem como luz de fundo uma fonte de iluminag¢do difusa e, para
uniformizar essa iluminacdo, utiliza-se superficies refletoras na parte anterior a este
aparato translucido. O sistema, apesar de apresentar viabilidade para trabalho em fluxo,
apresenta seus componentes (ldmpadas, placas reflexivas e tamanhos) aumentados para
se adaptar a visualizagdo da simulacdo do sistema hidraulico real dessas camas
hospitalares. O custo envolvido na construcdo desse sistema e a sua eventual

miniaturizacdo para adaptacdo em outras finalidades, como por exemplo, para o uso de
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analises quimicas com volumes de amostras reduzidos se torna laborioso e sem a certeza
da eficacia. Entretanto, a ideia de se construir recipientes translicidos de amostras para
analise em fluxo a partir do dispositivo cilindrico empregado nesse trabalho [10] é
observada atualmente.

Para quantificar litio, sodio e célcio em medicamentos antidepressivos, soro
fisiologico e agua, Lyra et. al. (2009) aplicaram um método baseado em imagem digital
utilizando a captura de imagens das emissdes dos elementos citados. Assim, uma camera
encapsulada em um tubo de papelao para evitar interferéncia externa foi direcionada para
a chama de um fotdmetro. Todo esse sistema de captura que envolve a camera e parte do
acoplamento no fotometro de chama foi isolado por um compartimento de madeira
adaptado para as medidas do sistema. Apesar do sistema apresentar carater inovador por
ndo conter na literatura da época trabalhos que envolvessem emissdo atdmica e imagem
digital, esse ndo apresenta configuracdo simples para constru¢do, uma vez que o seu
funcionamento depende, exclusivamente, de uma fonte de energia térmica por chama e a
amostra deve ser nebulizada para alimentar o sistema. Além disso, a baixa energia
fornecida pela chama limita a quantidade de analitos a serem analisados no sistema e os
interferentes espectrais podem nao ser eliminados devido ao sistema de captacdo de
imagem somar os comprimentos de onda emitidos para a representagcdo de uma cor [11].

Para determinar cromo e aluminio em aguas naturais, Andrade et. al. (2013)
construiram um sistema para analise em fluxo que fotografa, por meio de uma webcam,
uma camara de reacao contida em uma caixa de iluminacao controlada por uma lampada
fluorescente [16]. Nesse sistema sdo utilizadas cinco valvulas solenoides, uma bomba
peristaltica multivias e um agitador magnético com os dispositivos controlados por uma
central 16gica e comando de um software especifico. Apesar da viabilidade desse aparato
atender a andlise sequencial dos analitos citados e a andlise em fluxo reduzir a
contaminag¢do do sistema proveniente do contato do analista, a constru¢do de um sistema
como esse ¢ complexa e exige conhecimento nas areas de informadtica e eletronica.
Considerando que a caracteristica principal do estudo ¢ a aquisi¢ao por imagem digital, a
parte atribuida a essa finalidade pode ser aperfeigoada a partir da centralizacdo da
iluminacdo para a redu¢do de sombras no reator pouco transparente ¢ a diminui¢do da
camara para torna-lo mais adaptado a uma aplicagdio em campo. O projeto desse
equipamento foi importante na evolugdo da analise por imagem digital, pois foi um dos

primeiros a incorporar as técnicas de camaras de reagdo translicidas, antes somente
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utilizadas em sistemas em batelada, para servirem como recipiente de fotografia para
amostras.

Para a determinacdo de taninos em cha verde, Lima et. al. utilizaram um sistema em
fluxo cuja camara de reagdo transltiicida se encontrava dentro de uma caixa constituida de
paredes brancas e com iluminagdo em LED para fotografia por webcam [17]. Esse
sistema, pela sua complexidade em automatizar as injegdes, assemelha-se ao citado
anteriormente [16], mas possui aprimoracdes devido a forma de iluminacao e cuidados
com a homogeneidade do ambiente. Mesmo considerando todos esses requisitos, a parte
que implica na aquisi¢do por imagem digital mantém os mesmos principios se comparado
aos sistemas anteriores apresentados até aqui.

Utilizando uma estrutura analoga ao dispositivo construido por Barreto et. al. [36, 37],
Santos et. al. (2020), para determinagao de niquel em amostras ambientais, adaptaram
uma camara de extra¢do para pré-concentracdo alimentada por fluxo no interior desta
caixa de madeira [38]. Neste sistema, a camara de extracao ¢ constituida de acrilico
translucido com a face contendo a regido do sorvente voltada para o microscopio digital.
A amostra, bem como as outras solu¢des, sdo injetadas e descartadas nesta camara a partir
de uma bomba peristaltica externa. O procedimento de fotografia bem como a adaptacao
do microscopio na caixa de madeira, ocorria de forma analoga ao dispositivo construido
por Barreto et. al.. Acrescentando mais vantagens ao seu antecessor, esta adaptagao em
fluxo apresenta uma nova vertente nos dispositivos para analise por imagens digitais, uma
vez que a injecdo em fluxo em equipamentos portateis e de forma tdo simplificada ainda
nao foram bem explorados.

As publicagdes dos estudos envolvendo os equipamentos construidos para
amostragem em fluxo estdo presentes em menor numero se comparado ao sistema de
introducdo usando modo em batelada manual. Certamente isso ocorre devido a
complexidade de construcdo desses sistemas e, no caso em especifico da analise por
imagem digital de certos impedimentos tais como: i) posi¢do da camera sobre a amostra;
11) recipientes de amostras translucidos com melhor adaptacdo as estruturas existentes até
0 momento e iii) camera com capacidade de aproximagdo suficiente para capturar areas
de 4 mm? das cubetas de fluxo convencionais. Outra desvantagem da analise em fluxo
por imagem digital se apresenta quando a iluminagao sobre a cubeta provoca diminui¢do
da sensibilidade causada pela atenuagdo da iluminagao. Essa atenuagao ocorre geralmente
por sombreamento provocado pelas vias de fluxo que se encontram na parte superior das

cubetas. Por outro lado, essa configuracdo em fluxo pode diminuir o tempo de analise
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gasto em mistura de reagentes e reposi¢do de amostra e, quando o recipiente translucido
¢ reutilizavel, pode-se eliminar a etapa de descontaminacdo para cada medida. Uma
peculiaridade vantajosa da inje¢do em fluxo para analise por imagem digital se encontra
na possibilidade de observacao das propriedades de uma reacdo ou amostra em funcao do
tempo ou de adigdo de reagentes a partir de filmagens ou de fotografias sequenciais

realizadas em reatores translacidos.

2.5. Consideracoes

Por esse levantamento realizado nesta tese, focando nos trabalhos de relevancia para
discutir a evolucao dos componentes e construgdes das analises por imagem digital ao
longo destes 20 anos, deve-se considerar que a tecnologia, como naturalmente acontece,
contribui consideravelmente para o aprimoramento dos sistemas dedicados a essa
finalidade. Cameras digitais com maior defini¢do, resolu¢do de imagens proporcionadas
por seus detectores mais avancados, lentes de aumento para captacdao de detalhes,
construgdes 3D exclusivas de camaras e recipientes/reatores de alta transparéncia e
iluminagdes por fontes de radiagdo em diodos LED cada vez menores, proporcionam
ampla flexibilidade na adaptacdo de processos quimicos para seu melhor entendimento.
Entretanto, o avango das andlises nesse campo para obtengao de resultados mais precisos
e sensiveis demanda um custo mais elevado devido ao emprego de novas tecnologias em
suas composi¢des. Ainda assim, tais sistemas sao menos onerosos quando a referéncia ¢é
adquirir e custear manutencao de espectrdmetros cujo uso seria para a mesma finalidade.
Além disso, alternativas mais baratas sdo citadas neste levantamento como o uso de
scanners e smartphones, estruturas em papeldo ou a luz ambiente, equipamentos que estao
ao alcance de muitos analistas, mas com suas peculiares limitagoes.

Além dos estudos desta pesquisa, um artigo de revisdo de alta qualidade foi publicado
em 2015 a fim de contribuir para a melhoria dos sistemas ¢ métodos desenvolvidos na
area quimica empregando analise por imagem digital. Mesmo assim, a literatura ainda ¢
carente de revisdes com temas abordando amostras de interesse da quimica analitica,

como amostras ambientais, bioldgicas, geoldgicas, etc.
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CAPITULO I

ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE Fe(II) e Fe(III)
EM VINHO BRANCO BASEADA EM IMAGEM DIGITAL

45



ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE Fe(II) e Fe(IIT) EM VINHO
BRANCO BASEADA EM IMAGEM DIGITAL

RESUMO

Este trabalho propde uma estratégia analitica utilizando imagens digitais para a
especiacdo inorganica de ferro em vinho branco. A instrumentagdo utilizada foi de baixo
custo utilizando apenas uma caixa de madeira, uma lampada led, uma webcam e uma
cubeta para aquisi¢do das imagens digitais. O método foi estabelecido pela reagao de ions
Fe(IT) com o reagente cromogénico 1,10 ortofenantrolina. O ferro total foi determinado
usando o mesmo reagente apos a adicdo de hidroxilamina como agente redutor. Em
ambos os casos, imagens digitais dos padrdes/reagente cromogénicos € amostras foram
obtidas e armazenadas no formato JPEG. A regido de interesse (ROI) foi determinada
com um quadrado de forma constante para todas as imagens. O ROI foi submetido a
decomposi¢ao em valores de cores de acordo com o sistema RGB. Os dados obtidos pelo
canal azul foram os utilizados na construcao das curvas analiticas por apresentar a maior
sensibilidade. A otimizag¢ao das condi¢des experimentais do procedimento foi realizada
empregando técnicas multivariadas. A precisao foi avaliada usando uma amostra de vinho
com Fe(Il) e teores totais de ferro de 0,46 e 0,51 mg/L, respectivamente. Os resultados
expressos em desvios padrdo relativos foram de 3,47% para Fe(Il) e 5,36% para ferro
total. A exatiddo do método foi avaliada por meio de comparagao entre os resultados
obtidos para o ferro total pelo método usando imagem digital com os resultados
encontrados usando a espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS). O método
desenvolvido foi aplicado para andlise de especiagdo em seis amostras de vinho € o
conteudo encontrado variou de 0,41 a 1,67 mg/L para Fe(Il) e de 0,69 a 1,71 mg/L para
ferro total. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados em outros estudos para
analise de especia¢do de ferro em amostras de vinho. O contetido de Fe(Ill) pode ser
encontrado pela diferenca entre o conteudo total de ferro e Fe(Il). O método se apresentou
com boa sensibilidade e linearidade, podendo ser utilizado para andlises com matrizes
analogas ao vinho na inten¢do de diminuir os custos elevados provenientes de

equipamentos mais sofisticados.
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1. INTRODUCAO

A andlise por especiagdo inorganica de ferro em vinho ¢ considerada importante,
pois quantifica os compostos insoluveis de Fe(Ill) nessa matriz. O parametro de controle
tecnoldgico nas vinicolas esta diretamente relacionado com a qualidade e,
consequentemente, com o seu valor de mercado apds o engarrafamento [41-43].

Nesse sentido, varios métodos foram propostos para a analise de especiagdo de
ferro em vinhos [44-50]. Rousseva et al.[44] utilizaram um procedimento de extracdo em
fase solida para avaliar a presenca das formas hidrofobica, cationica e residual de cobre
e ferro em amostras de vinho. Costa e Aratjo [45] propuseram um método para a
determinagao de Fe(IIl) e ferro total em matrizes de vinho. Para o Fe(III), o procedimento
baseou-se na extragdo liquida do complexo de tiocianato de Fe(Ill) e na quantificacao
empregando analise sequencial de injecdo e espectrofotometria de absor¢cdo molecular
(MAS), enquanto o ferro total foi determinado por FAAS. Outro método também utilizou
a espectrofotometria de absor¢cao molecular para a determinacao de Fe(Il) e ferro total em
vinho. O Fe(Il) foi determinado usando o reagente 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-
(dietilamino)-fenol(Br-PADAP), enquanto o ferro total foi quantificado utilizando o
mesmo reagente apos uma etapa de reducdo usando acido ascorbico [46]. Lopez et al.
[47] propuseram um procedimento wusando o reagente 2,2'-dipiridilcetona
picolinoylidrazona (DPKPH) na auséncia e presenca de acido ascorbico para a
quantificagdo de Fe(Il) e ferro total em vinho usando “MAS”. Camara et al. [48]
propuseram um biossensor descartavel para a detec¢dao de Fe(Ill) em vinhos. Mitreva et.
al. [49]desenvolveram um polimero com ions impressos para extracdo de Fe(Il) em
amostras de vinho. Recentemente, Lao et al. [50] empregaram a técnica da membrana de
Donnan para a extragdao de espécies livres de Zn(Il), Fe(III), Ca(Il) e Mg(Il) em vinho
tinto.

Nos ultimos anos, muitos métodos analiticos convencionalmente estabelecidos
por espectrofotometria de absor¢ao molecular foram adaptados usando métodos baseados
em imagem digital [6], como o emprego de um scanner [51, 52], camera digital,
smartphone [53], tablet, computador e webcam [6, 53, 54]. Essas novas abordagens
permitiram o desenvolvimento de metodologias analiticas rapidas, de baixo custo,
precisas, com potencial de portabilidade e a capacidade de enviar remotamente os
resultados através de tecnologias como Wi-Fi ou Bluetooth, representando uma

verdadeira popularizacao das ciéncias das medidas analiticas [6].
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Nesse contexto, varios métodos analiticos foram propostos e aplicados com
sucesso para quantificacao de ferro em matrizes complexas por meio de imagem digital
[55-59]. Firdaus et al. [55] desenvolveram um procedimento para a determinacdo de
cromo e ferro em solugdes sintéticas usando um complexo formado por ions Fe(Ill) e
tiocianato. O processamento dos dados foi realizado utilizando a regressao linear simples
(SLR) da cor individual R, G ou B, e também o método dos minimos quadrados parciais
dessas trés cores. Igoe e Parisi [56] propuseram um método analitico para a avaliacao da
corrosao do ferro usando uma camera de smartphone. Barros et. al. [57] empregaram uma
webcam para adquirir as imagens digitais durante a determinacao de aluminio, ferro total,
nitrito e fosforo soluvel em agua. As intensidades de vermelho, verde e azul foram
convertidas em absorvancias para estabelecer a técnica de calibragdo externa. O reagente
cromogeénico utilizado para a determinagao do ferro foi 1,10 ortofenantrolina. Masawatet.
al. [58] também wusaram 1,10 ortofenantrolina como reagente complexante na
Colorimetria de Imagem Digital para determina¢do do ferro total em 4gua natural. Os
autores realizaram um estudo aprofundado sobre a relacao entre a concentragdo de ferro
(IT) e os sete parametros da imagem (Red, Green e Blue, além de Hue, Saturation, Intesity
e Gray). Cardoso et al. [S9]desenvolveram um sistema de imagem digital para estudar a
corrosdo de chapas de aco usando um dispositivo de poliéster impresso a laser. As
espécies coloridas foram formadas pela reagcdo de Fe(IIl) com tiocianato.

Muitos métodos desenvolvidos tém obtido melhor desempenho quando suas
varidveis sao otimizadas através de planejamento experimental. O planejamento fatorial
completo de dois niveis tem sido frequentemente empregado para avaliagdo preliminar
das variaveis experimentais dos processos, essa ferramenta quimiométrica estabelece
modelos lineares que permitem o célculo dos efeitos dos fatores [60-63].

Neste trabalho, um novo método baseado em imagem digital obtida por
equipamento de baixo custo para analise de especiacdo de ferro em vinho branco ¢
apresentado pela primeira vez. Essa nova abordagem combina a rea¢ao colorimétrica bem
estabelecida entre o Fe(II) e a 1,10 ortofenantrolina (como reagente cromogénico) e as

vantagens de usar uma medida analitica com base em visdo computacional.
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OBJETIVOS

Construir um sistema para aquisi¢do de imagem digital com baixo custo, simples
e eficaz para quantificagdes quimicas baseadas em reagdes colorimétricas;
Otimizar um método colorimétrico para quantificacdo de Fe(Il) e Ferro Total a
partir de planejamento experimental multivariado;

Quantificar Fe(Il) e Fe(III) em amostras de vinho branco;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas com agua de alta pureza com
resistividade de 18,2MQcm obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q da
Millipore (Bedford, MA, EUA) e, posteriormente fervida para eliminagdo de oxigénio.
Além disso, os reagentes utilizados em todas as experiéncias foram de qualidade analitica

(Merck, Darmstadt, Alemanha).

3.2. Amostras

Todas as amostras analisadas neste trabalho foram de vinho branco comercial tipo seco
e envasados em recipientes de 1L. Essas amostras foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais da cidade de Salvador, no estado da Bahia, e com diferentes marcas. As
analises foram realizadas imediatamente apos a abertura das garrafas e sempre com

aliquotas adquiridas diretamente do recipiente original.

3.3. Instrumentagdo

A determinagdo do ferro total em amostras de vinho foi realizada utilizando um
espectrometro de absor¢do atomica de alta resolu¢do com fonte continua por chama (HR-

CS FAAS) modelo ContrAA 700 da AnalytikJena AG (Jena, Alemanha), usando a linha

de absorg¢do atdmica primaria de ferro (248,327 nm).

3.4. Aquisicdo e avaliagdo de dados RGB

Para captura da imagem digital foi construido um sistema fechado de iluminacao
controlada com a finalidade de homogeneizar a iluminagdo, imobilizar o compartimento
da amostra e, com isso, melhorar a reprodutibilidade das imagens durante as medidas
(Figura 7). Nesse sistema, um display quadrado com LEDs SMD (110V/220V, 6W,
6500K) ¢ acomodado na parte superior de uma caixa de madeira ( Figura 9) com tampa e
revestimento interno branco opaco (21 % 25 x 30 cm), tem seu feixe de luz direcionado

para a parte superior de uma cubeta que se encontra no assoalho dessa caixa(Figura 10 e
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Figura 11). Voltado para a face transparente dessa cubeta, e também no assoalho dessa
caixa, ¢ posicionada uma camera digital a 10 cm de distancia, em formato webcam
(Microsoft, Lifecam Cinema), que se encontra conectada a um computador e possui

configuracdo automatica para foco e brilho.

Figura 7. Projecdo em 3D do sistema de aquisi¢do de imagem digital.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 8. a) Vista lateral (esquerda) e b) inferior (direita) do sistema de aquisi¢do de imagem e
a disposicdo da lampada LED sobre o sistema.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 9. Sistema para aquisi¢do de imagem digital em funcionamento.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 10. Vista superior da cdmara de captura de imagem.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 11. Vista aproximada da webcam e suporte de acomodacao da cubeta.

Fonte: Elaborada pelo autor

O computador utilizado para aquisi¢do e processamento das imagens foi da Marca
Sony, modelo vaio com processador Intel Core 13-3110M 2.4GHz, memoéria de 4,00GB
e adaptador de video Intel HD Graphics 4000. Todas as imagens capturadas foram
adquiridas pelo software “Camera”, disponivel gratuitamente no Windows 8.1 64bits e

com resolugdo ajustada pra 1280 x 720 px.

3.5. Extracdo e tratamento de dados dos sistemas de cores

Para extracdo da matriz de dados do sistema RGB foi utilizado o software ImageJ
[39]. A area de captura, denominada ROI (do inglés Region of Interest), foi retangular e
fixa em todas as fotografias, como mostra a Figura 12. Foi importante se aumentar a area
da ROI o méaximo possivel para uma maior amostragem dos pixels e melhor representagao
da amostra. Entretanto, este procedimento foi realizado com cautela para ndo
comprometer a homogeneidade dos pixels selecionados em razdo de partes indesejadas
como sombras, reflexdes ou bordas do compartimento da cubeta. Os dados foram
extraidos para cada imagem individualmente a partir das informagdes disponiveis em
funcdo do comando “Histogram” do software (Figura 13). Essas informagdes sdo
organizadas em um histograma de cores e o valor médio de cada canal de cor, vermelho
(R), verde (G) e azul (B) ¢ calculado. A definicao dos sinais analiticos com base no valor
da cor em conformidade compativel com a lei de Beer foi definida como —log(P/P,), onde
P ¢ o valor médio de R, G e B para solugdo padrao ou amostra e P, € o valor médio de R,

G e B para o branco analitico.
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Figura 12. Regido de interesse (ROI) e area de trabalho do software de aquisi¢do de imagem
ImageJ.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 13. Histogramas das frequéncias dos pixels na ROI por canal de cor no espago RGB.
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3.6. Procedimento geral

O procedimento relatado para a determinacdo de ferro com o reagente
cromogénico 1,10-ortofenantrolina foi utilizado como base para desenvolvimento dos
métodos seguintes [64] Neste procedimento, 2,0 mL de acido cloridrico concentrado e
1,0 mL de cloridrato de hidroxilamina (10% m/v) sdo adicionados a 50 mL de amostra de
agua, previamente preparada para disponibilidade do ferro e, apds este procedimento para
reducdo do Fe(Il) em ferro total, sdo adicionados 2,5 mL do reagente 1,10-Ortofenatrolina

(0,1% m/v) e aguardado de 10 a 15 minutos para o desenvolvimento da cor. Apos a reacao
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colorimétrica completa, estas solugdes sdo levadas para medida em um espectrofotdometro

fixado em um comprimento de onda de 510 nm.

3.7. Defini¢do do canal de trabalho no sistema de cor RGB e otimizagdo do método

Um estudo para identificar o canal de cor com maior correlacio com a
concentragdo de Fe(Il) foi realizado. As solugdes foram preparadas na ordem crescente
de concentragdo com a adicao de dgua ultrapura, aliquotas de Fe(II) na faixa de 0,00-4,00
mg/L, 4 mL de ortofenantrolina 0,1% (m/v) e 4,00 mL de tampao acetato pH 4,0 para
50mL de solugdo final. As fotografias de cada solugdo bem como seu tratamento de dados
foram realizadas como relatado no item anterior (3.4.). A correlagdo da absor¢ao da
radiacdo ¢ dada pela atenuagdo proporcional de um dos canais dentro do sistema RGB.
Geralmente, um desses canais, que compreende uma faixa de comprimento de onda
dentro da radiacgdo eletromagnética visivel, possui maior correlagdo com a concentragao
analitica estudada e se torna suficiente para explicar o sistema a partir de um modelo de

predicao.

3.8. Aplicagdo do planejamento fatorial completo de dois niveis

A partir da definicdo do canal de cor, um planejamento fatorial completo de dois
niveis foi aplicado com a finalidade de aumentar a sensibilidade do método, bem como
otimizar as quantidades empregadas de reagentes na reagdo colorimétrica. Foram
utilizados como fatores o pH e volume de ortofenantrolina 0,1% (m/v) na reagdo com
Fe(Il). Para otimizacdo do método de quantificacdo do ferro total foi realizado outro
planejamento fatorial variando os fatores pH, volume de ortofenantrolina 0,1% (m/v) e
volume de cloridrato de hidroxilamina a 10% (m/v). Os dominios experimentais foram
estabelecidos considerando as concentragdes apresentadas no procedimento geral [64]
(Tabela 2). Triplicatas dos pontos centrais foram realizadas para determinar o teste de
curvatura e o erro experimental em ambos os planejamentos. Todos os experimentos

foram realizados de forma aleatoria utilizando um volume constante de vinho.
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Tabela 2. Dominio experimental para os planejamentos fatoriais aplicados no método de Fe(Il)

e Ferro total.

Fe(IT) Ferro total

Niveis Niveis
Fatores (-1) 0 (+1) (-1) 0 (+1)
pH 3,75 3,88 4,00 3,75 3,88 4,00
Volume de O-fenantrolina. 2,00 4,00 6,00 2,00 4,00 6,00
(mL)
Volume de cloridrato de - - - 2,00 4,00 6,00
Hidroxilamina (mL)

3.9. Exatiddo do método

Para avaliar a exatiddo do método proposto, as amostras de vinho foram digeridas

em uma placa de aquecimento usando peroxido de hidrogénio 30% e 4cido cloridrico

concentrado. O ferro total foi determinado empregando HR-CS FAAS usando a linha

espectral de 248,327 nm e chama ar-acetileno.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecdo do canal de cor mais correlacionado

Os resultados obtidos com o estudo para selecao do canal mais sensivel em fungao
do aumento da concentragao de Fe(Il) estdo apresentados na Tabela 3. A partir desses
resultados foram construidas as curvas de calibracdo referentes aos canais do sistema
RGB e, a partir dessas, calculados os valores de correlagdo como demonstra a Figura 14.
O canal R ndo apresentou proporcao linear com a concentracdo de Fe(Il) e esse foi
descartado para o estudo. Os canais G e B apresentaram melhores valores de correlagao
sendo esses 0,9873 e 0,9969, respectivamente, porém o canal B foi selecionado para ser

aplicado nos estudos posteriores por apresentar a maior correlagdo e maior sensibilidade.

Tabela 3. Sinais extraidos do sistema RGB para cada canal e suas respectivas absorvancias.

[Fe(I)] mg/L R Abs R G Abs G B Abs B
0,00 154267 0,000 154,745 0,000 148,408 0,000
0,25 154,660  -0,001 148,104 0,019 135,940 0,038
0,50 163,662  -0,026 146,121 0,025 131,481 0,053
1,00 160,044  -0,016 134,832 0,060 114,154 0,114
1,50 155,121  -0,002 127,529 0,084 103,426 0,157
2,00 155,688  -0,004 122,051 0,103 93,703 0,200
3,00 156,705  -0,007 109,796 0,149 74,690 0,298
4,00 167,192 0,035 102,567 0,179 56,288 0,421

R: Red; G: Green ¢ B: Blue.
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Figura 14. Curvas de calibracdo para definicdo do canal de cor mais correlacionado.
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4.2. Otimizagdo do método para determinagdo de Fe(Il)

A Tabela 4 mostra a matriz completa do planejamento fatorial 22 com os dominios
experimentais dos fatores, bem como seus valores codificados, valores reais (entre

parénteses) e as absorvancias obtidas a partir dos dados do canal B, que se apresentou o
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mais sensivel dentro do espago RGB. Nessa tabela constam também os valores
correspondentes a triplicata do ponto central (PC), realizadas para determinar o erro

experimental e o teste de curvatura.

Tabela 4. Matriz e resultados para otimizagdo do sistema para determinagdo de Fe(Il).

Exp. Fatores Respostas
pH Or-fen (mL) Blue  Log (Branco/Sinal)

Branco +1 (4,00) +1 (6,0) 170 0,000
1 =1 (3,75) -1 (2,0) 153 0,046
2 +1 (4,00) -1(2,0) 151 0,051
3 -1(3,75) +1 (6,0) 151 0,051
4 + 1(4,00) +1 (6,0) 155 0,040
PC 0 (3,88) 0 (4,0) 152 0,049
PC 0(3,88) 0 (4,0) 150 0,054
PC 0 (3,88) 0 (4,0) 151 0,051

Or-fen: Ortofenantrolina; PC: Ponto Central.

Para avaliar o ajuste do modelo e sua validacdo foi aplicada a analise de variancia
(ANOVA) a partir das respostas obtidas com o intervalo de confianga de 95% (Tabela 4).
Esse estudo indicou que o modelo obtido pelo planejamento fatorial 2 para o método de
determinagdo de Fe(Il) demonstra alto ajuste (p>0,05) dentro do dominio experimental
estudado, como ¢ demonstrado na Tabela 5. A partir da validacdo desse modelo foi
possivel avaliar com seguranga as indicagdes do estudo dos efeitos demonstradas no
grafico de Pareto da Figura 15. Nesse grafico, os dois fatores estudados, bem como a
interacdo entre eles ndo apresentaram significancia estatistica para alteragao do sinal
analitico. Isso implica dizer que o método, dentro dos dominios experimentais aplicados
aos fatores, ndo apresenta variacdo significativa do sinal e isso confere robustez ao
sistema desenvolvido. A robustez de um método ¢ uma caracteristica que mede a
capacidade do sistema em resistir a pequenas variagdes dos seus parametros sem
influenciar na alteracdo significativa do sinal analitico [65].

O complexo [Fe(1,10-Or-Fen);]*>" ndo apresenta variacdo na intensidade de cor
quando a faixa de pH se encontra entre 3,0 a 9,0. Um valor de pH entre 2,9 e 3,5 garante
a mais rapida formacao do complexo e essa velocidade vai diminuindo quando o pH
aumenta, sendo esse comportamento relacionado com a propriedade de base organica
fraca da 1,10-ortofenantrolina [64, 66]. Nesse estudo ndo foi percebido diferenca no
tempo de formagao do complexo até o pH 4,00 e quando testada em pHs proximos a 7, o

complexo colorimétrico apresentou-se instavel. A sensibilidade medida pela intensidade
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de cor do complexo ndo apresentou diferenca significativa na faixa de pH do dominio
experimental (pH 3,75 a 4,00), mesmo com a variagdo da concentragdo de 1,10-
ortofenantrolina adicionada.

Assim, considerando que qualquer valor dentro do dominio experimental pode ser
utilizado, foram considerados os menores niveis para minimizar o descarte de residuos.
Por outro lado, o uso de quantidades reduzidas também pode diminuir a faixa linear da
curva de calibracdo ja que afetaria a concentragdo de ortofanatrolina empregada. Nessas

condi¢des, foram estabelecidos os valores dos pontos centrais para aplicagdo do método.

Tabela 5. Estudo da analise de variancia (ANOVA) do modelo empregado no método para
determinacao de Fe(II).

SQ gl MQ F p
(1)pH 0,000008 1 0,000008 1,28291 0,374873
(2)Or-Fen 0,000009 1 0,000009 1,42105 0,355497
1x2 0,000064 1 0,000064 10,10526 0,086336
Falta de ajuste  0,000033 1 0,000033 5,22085 0,149692
2
6

Erro Puro 0,000013 0,000006

Total SQ  0,000127 ‘ _ ‘
SQ = soma quadratica; gl = grau de liberdade; MQ = média quadratica;
F=Distribui¢ao F de Fisher-Snedecor; valor p = nivel de probabilidade.

Figura 15. Estudo dos efeitos das variaveis do método para determinagdo de Fe(Il).

1x2 -3,17888
(2)Or-Fen -1,19208
(1)pH -1,13265

4,3027
Efeito padronizado

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.3. Otimizagdo do método para determinagdo de ferro total

Outro planejamento fatorial completo de dois niveis foi realizado para a
otimizag¢do do método para determinacdo de ferro total. Os fatores estudados foram: pH
do meio reacional, volume de 1,10-ortofenantrolina e volume do agente redutor cloridrato
de hidroxilamina. A Tabela 6 apresenta os fatores e os resultados obtidos concordantes
com a Tabela 4. O estudo da analise de varidncia também foi aplicado a esse
planejamento, o qual apresentou falta de ajuste significativa com o valor de p=0,037,
como demonstra a Tabela 7. Esse pequeno distanciamento do limite de significancia
(p=0,05) pode ser ocasionado por erros sistematicos provocados por aliquotas
adicionadas de hidroxilamina ou da prépria solugdo padrao de Fe(IlI). Considerando esse
modelo, o estudo dos efeitos foi aplicado e nenhuma variavel ou interagdo se mostrou
significativa, concordante com o estudo do Fe(II) (Figura 12). Como o sinal analitico ¢é
dado pela formagao do complexo colorimétrico, a hidroxilamina ndo tem participagao
direta nessa etapa. A nao participacdo desse reagente torna o sistema quimico para
determinag¢do de ferro total concordante com o comportamento apresentado pelo método
para determinacao de Fe (II).

Assim, sendo os trés fatores estudados e as suas interagdes ndo significativas, ¢
possivel afirmar que esse método € robusto e as variagdes dentro desse dominio
experimental ndo apresentaram alteragdes significativas no sinal analitico e, considerando
tais afirmacdes, os valores 6timos para determina¢do de ferro total foram definidos com
os mesmos valores dos pontos centrais, como foi feito na otimizagdo do método para

determinagao de Fe (II).
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Tabela 6. Matriz e resultados para otimizacdo do método para determinagao de ferro total.

Fatores Respostas
Exp. Hidroxilamina  Or-fen Log
(mL) (mL) pH Blue b anco/Sinal)

Branco +1 (6,0) +1(6,0) +1 (4.00) 169 0,000
1 - 1(2.0) -1(2.0) —1(3.75) 151 0,049

2 +1 (6,0) -1(2,0) —1(3,75) 153 0,043
3 - 1(2,0) +1(6,0) —1(3,75) 154 0,040
4 +1 (6,0) +1(6,0) —1(3,75) 157 0,032
5 - 1(2,0) - 1(2,0) +1(4,00) 155 0,038
6 +1 (6,0) - 1(2,0) +1(4,00) 152 0,046
7 - 1(2,0) +1(6,0) +1 (4,00) 152 0,046
8 +1 (6,0) +1(6,0) +1 (4,00) 150 0,052
PC 0(4,0) 0 (4,0) 0 (3,88) 147 0,061
PC 0 (4,0) 0 (4,0) 0 (3,88) 148 0,058
PC 0(4,0) 0 (4,0) 0 (3,88) 149 0,055

Or-fen: 1,10 ortofenantrolina.

Tabela 7. Estudo da andlise de variancia (ANOVA) do modelo empregado no método para
determinacdo de ferro total.

SQ g MQ F p

(1) Hidrox. 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000
(2)Or-Fen 0,000 1,000 0,000 0,500 0,553
(3)pH 0,000 1,000 0,000 5,164 0,151
Hidrox.x Or-Fen 0,000 1,000 0,000 0,222 0,684
Hidrox. x pH 0,000 1,000 0,000 10,889 0,081
Or-Fen x pH 0,000 1,000 0,000 16,056 0,057
Falta de ajuste 0,000 2,000 0,000 26,039 0,037
Erro Puro 0,000 2,000 0,000

Total SQ 0,001 10,000

Hidrox. = hidroxilamina; Or-fen: 1,10 ortofenantrolinaSQ = soma quadratica;
gl = grau de liberdade; MQ = média quadratica; F = Distribuicdo F de Fisher-
Snedecor; valor p = nivel de probabilidade.
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Figura 16. Estudo dos efeitos das variaveis do método para determinagdo de ferro total.

2x3 -4,0369
1x3 3,2998

(3)pH 22725
(2)Or-Fe -0,7071
1x2 -0,4714
(1)Hidrox. 70,000

4,3027
Efeito padronizado

Fonte: Elaborada pelo autor

4.4. Meétodo otimizado

Utilizando como base os resultados obtidos pelos planejamentos experimentais
realizados foram definidos os valores apresentados na Tabela 8 para a determinacdo do
Fe(Il) e ferro total usando o sistema de imagem digital proposto. Os valores foram

acrescentados seguindo a ordem apresentada na tabela.

Tabela 8. Valores definidos para determinagdo de Fe(Il) e ferro total de acordo com os
planejamentos experimentais.

Condicao
Parametro
Fe(Il)  Fe(IlI)

Volume de amostra, mL 15,0 15,0
Volume de solucdo de hidroxilamina 10% (m/v) (utilizado --- 2,0
5 minutos antes da adi¢do da ortofenantrolina), mL

Volume de solugdo de ortofenantrolina a 0,1% (m/v), mL 2,0 2,0
Volume de solugdo-tampao acetato - pH 3,88, mL 2,5 2,5
Volume final da solugdo (avolumado com &agua ultrapura 250 250

previamente fervida), mL
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4.5. Caracteristicas analiticas do método para andlise de especiagdo de ferro em vinho

A curva de calibragdo foi construida para a determinacao de Fe(II) a partir de oito
solucdes padrdes de ferro em uma faixa de concentracdo de 0,00 a 2,00 mg/L. Os dados
da imagem digital foram processados e os valores obtidos nos trés canais do espaco RGB
sao mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Dados obtidos em valores de Red, Green e Blue e suas respectivas absorvancias em
diferentes concentracdes.

[Fe(II)] mg/L Sinal analitico Abs
R G B R G B
0,00 173,17 175,47 163,05 0,000 0,000 0,000
0,25 173,8 171,34 155,88 -0,002 0,010 0,020
0,50 176,47 167,44 148,04 -0,008 0,020 0,042
0,75 175,69 162,5 137,63 -0,006 0,033 0,074
1,00 176,29 157,05 127,35 -0,008 0,048 0,107
1,25 174,81 149,83 118,69 -0,004 0,069 0,138
1,50 176,77 145,58 112,74 -0,009 0,081 0,160
1,75 178,2 138,41 103,15 -0,012 0,103 0,199
2,00 180,33 137,05 98,594 -0,018 0,107 0,218

A partir das absorvancias obtidas para cada canal foram construidas trés curvas de
calibracdo (Figura 17) referente aos canais Red, Green e Blue utilizando o método de
regressao linear simples. Os valores obtidos para as correlagdes demonstram, como visto
anteriormente, que o canal Blue possui maior sensibilidade entre os canais e esse foi
selecionado para obtencdo do modelo de predicdo (equagdo 1), calculo de limites de

detec¢do e quantificacdo (Tabela 10) e estimativa de precisao (Tabela 12).

Absorvancia =0,1142.[Fe(II)] + 0,0078 (Equagao 1)
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Figura 17. Curvas de calibracdo para os Canais Red, Green e Blue e suas respectivas
correlagdes e equagdes.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O célculo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foi realizado de
acordo com as equagdes 2 e 3, respectivamente, onde S ¢ o desvio padrdo amostral entre
as réplicas do branco e a ¢ o valor da inclinagdo da curva de calibracdo. Réplicas
auténticas de 10 brancos analiticos contendo todos os reagentes, com excecao do analito,
foram preparadas de acordo com o método otimizado e foram fotografados. Os sinais
analiticos para cada réplica foram referentes ao canal blue, bem como os seus respectivos

calculos de absorvancias, LD e LQ, dispostos na Tabela 10.

LD = % (Equagao 2) LQ = % (Equagao 3)
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Tabela 10. Réplicas e valores de LD e LQ obtidos a partir dos sinais do canal blue.

Respostas
Réplicas Blue Absorvancia em

Blue

1 160,231 0,008

2 161,448 0,004

3 160,497 0,007

4 161,600 0,004

5 160,567 0,007

6 161,448 0,004

7 160,490 0,007

8 161,341 0,005

9 161,201 0,005

10 159,929 0,008

Média 160,875 0,006

Desvio Padrao 0,596 0,002
LD 0,042 mg/L
LQ 0,141 mg/L

LD: Limite de detec¢do; LQ: Limite de quantificagdo.

Os valores obtidos para limites de detecg@o e quantificacdo foram de 0,042 mg/L
e 0,141 mg/L, respectivamente. Esses limites conferem alta sensibilidade ao método e
essa caracteristica pode ser atribuida ao branco analitico ndo apresentar cor ¢ nem
opacidade. A limitacao de detectar e quantificar Fe(Il) nesse método pode ser ocasionada
pela interacdo da luz com a quantidade de reagente contidos no branco analitico, como
também pela variacdo automatica do firmware da camera digital. Os valores obtidos nesse
método foram comparaveis com outros trabalhos realizados na quantificacao de ferro em
vinho e estdo expressos na Tabela 11. Assim, por se tratar de um método simples e de
baixo custo de aplica¢do, mostra-se mais vantajoso que os métodos apresentados desde

que nao se exija limites de quantificacdo abaixo de 0,141 mg/L.

66



Tabela 11. Comparacao de caracteristicas analiticas obtidas entre 0 método proposto e outros
métodos para determinacdo de ferro em vinho.

Método LD LQ Precisao Referéncia
Método proposto 0,042 mg/L 0,141 mg/L 3,47-5,36% -
MSFIA e espctrofotometria 0,11 mg/L - 0,42% [67]
Sistema em fluxo por mul.tlsermga 0034mg/lL 0,114 mg/L i [68]
e espectrofotometria
Polimero impresso e FAAS 0,03 mg/L 0,1 mg/L 3-7% [49]
Reagente cromogénico ferrozina e 0,02 mg/L 0,06 mg/L 0.4-10,1% [69]

FAAS

A precisdo do método foi expressa como desvio padrao relativo (RSD) e foi

determinada a partir da anédlise de sete por¢cdes de uma amostra de vinho contendo Fe(II).

Os RSDs obtidos, bem como as concentragdes encontradas sao apresentados na Tabela

12.

Tabela 12. Valores de precisdo para sete por¢des da mesma amostra de vinho branco.

Fe(I) Ferro total

Porcao Blue Abs  [Fe*] Blue Abs  [Fe?']

1 140,886 0,063 0,49 140,016 0,067 0,52

2 141,320 0,062 0,48 139,915 0,068 0,52

3 142,093 0,060 0,45 139,95 0,068 0,52

4 142,450 0,059 0,45 139,599 0,069 0,53

5 142,210 0,059 0,45 140,097 0,067 0,52

6 141,951 0,060 0,46 139,947 0,068 0,52

7 142,459 0,059 0,45 142,592 0,059 0,45
Média 141,910 0,060 0,460 | 140,302 0,066 0,513

Desvio Padrao 0,594 0,002 0,02 1,022 0,003 0,03
Desvio padrao relativo 0,42% 3,02% 3,47% 0,73% 4,73% 5,36%

Os valores obtidos de desvio padrdo relativo para os métodos que quantificam

Fe(Il) e Ferro total foram de 3,47% e 5,36%, respectivamente. O maior valor apresentado

ao método de ferro total pode ser atribuido a flutuagdo normal da efetividade da

Hidroxilamina no meio reacional para redug¢do do Fe(IIl). Além disso, o balanco

automatico de cor e brilho da camera digital pode contribuir para o aumento desses

valores, uma vez que essa calibragdo ¢ realizada a cada fotografia. Mesmo assim, esses

valores sao concordantes com trabalhos realizados para determinagdo de ferro em vinho
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através de polimeros impressos (3% a 7%) e reagente cromogénico ferrozina (0,4 a

10,1%) como também demonstra a Tabela 11.

4.6. Aplicagdo - Andlise de especiagdo de ferro em amostras de vinho

O método proposto foi aplicado para andlise de especiag@o de ferro inorganico em
seis amostras de vinho. Os teores de Fe(Il) e ferro total obtidos variaram de 0,41 a 1,67
mg/L e de 0,69 a 1,71 mg/L, respectivamente, ¢ sdo apresentados na Tabela 13. O
conteudo de Fe(III) foi encontrado calculando a diferenga entre o valor total de ferro total
e Fe(II). Nessa tabela também s3o apresentados os valores obtidos pela técnica de
espectrometria de absor¢ao atomica a fim de se avaliar a exatidao do método proposto.
Nesses resultados quatro amostras apresentaram igualdade estatistica (IC=95%) com os
resultados obtidos pelo método de imagem digital para ferro total, dessa forma, pode-se

considerar valido o método proposto.

Tabela 13. Concentracdes expressas em um intervalo de confianca de 95% e exatiddo por HR-

CS FAAS.
Concentrac¢io (mg/L) Ferro Total
Amostra o ()  FerroTotal  Fe(lll)  HRCSFAAS

1 0,41+0,02 0,69+0,02 0,28 0,73 +£0,06
2 0,90+0,07 1,04+0,04 0,14 0,96+0,10
3 1,09+0,07 1,16+0,09 0,07 1,13+0,10
4 0,99+0,03 1,10+£0,06 0,11 1,19+0,11
5 1,67+0,08 1,71+0,09 0,04 ---
6 0,68+0,07 0,74+0,09 0,06 ---

A concentracdo de Fe(II) contida no vinho ¢, em sua maioria, oriunda da reag¢ao
de compostos fenolicos na redugdo do Fe (III) (Equacdo 4). O oxigénio do meio oxida
Fe’"a Fe*" e produz o radical superéxido (Equacdo 5). O radical superéxido reage com o
proton do meio acido formando o radical hidroxiperoxila (equagao 6). O Fe (II) agora em
presenga do radical hidroxiperoxila e em meio acido ¢ oxidado a Fe (III) e transforma
esse radical em perdxido de hidrogénio (Equagao 7). O Fe (II) também ¢ oxidado pelo
peroxido de hidrogénio do meio e resulta em um ion hidroxila e um radical hidroxil
(equacdo 8), e esses alteram cor, sabor, odor e concentragdo alcodlica do vinho. Sendo

assim, a adi¢do de didxido de enxofre (SO») reage com a quinona regenerando os
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compostos fenodlicos, anula o efeito oxidante do H»O: e evita a oxidag@o do etanol [70].
Os resultados da concentracdo de Fe(Il) obtidos nesse estudo foram superiores a
concentragdo de Fe(Ill), o que evidencia a acdo redutora da adi¢cdo de SO2 e a boa

conservagao dos vinhos analisados.

Compostos fendlicos + Fe’" — Quinona + Fe’* (Equacdo 4)

O’ + Fe’'+ — O + Fe’* (Equacdo5)
O+ H+ — HOY (Equagdo 6)
HO> + Fe’* + HY — H,0, + Fe’* (Equagdo 7)
H>0; + Fe’t — Fe’™ + OH + OH" (Equacdo 8)

Os teores de ferro encontrados em vinho estdo de acordo com aqueles obtidos por
Ferreira et al. de 0,8 a 9,22 mg/L [46, 71] e por Phansi et. al. de 1,89 a 7,87 mg/L [72].
Nesses estudos, valores mais elevados de ferro sdo provenientes de amostras de vinho
tinto, que geralmente estdo acima de 5 mg/L e esse comportamento também foi
evidenciado na amostra 1 (0,41 mg/L) que apresentava cor mais clara, e na amostra 5

(1,67 mg/L), que apresentava cor mais escura.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, pela primeira vez, foi demonstrada a eficiéncia de uma
metodologia analitica para quantificagdo e especiagdo do ferro inorganico em amostras
de vinho branco. Essa metodologia combinou com €xito uma rea¢do colorimétrica bem
conhecida e uma abordagem baseada em visdo computacional para gerar um método que
atenda aos requisitos de rapidez, robustez, baixo custo e precisao.

O equipamento elaborado a partir de materiais acessiveis, de baixo custo e com
sua constru¢do simples se mostrou muito promissor por apresentar baixos limites de
quantificacdo e alta precisdo. O manuseio do sistema, bem como sua constru¢ao também
¢ simplificado, uma vez que o seu formato envolve uma caixa de madeira, que pode ser
de qualquer outro material, revestida de material branco com orificios para passagem dos
fios de comunicagdo e eletricidade, ja que todos os componentes desse equipamento sao
alocados internamente.

Além dos aspectos analiticos, a presente proposta tem potencial como uma
tecnologia util de controle da qualidade do vinho, tornando-a uma ferramenta eficaz, por
exemplo, para cooperativas de produtores de vinho. Esse tipo de tecnologia de baixo custo
contribuira para o desenvolvimento de vinhos de alta qualidade a precos competitivos no
mercado consumidor. A sensibilidade do método ¢ perfeitamente compativel com as
concentragdes de Fe(II) e ferro total presente em vinhos brancos uma vez que esta amostra
e a coloracdo do complexo [Fe(1,10-Or-Fen);]** sdo bem distintas. A aplica¢io em vinhos
mais escuros como ros¢ ou tintos, por exemplo, pode ser possivel a partir de uma maior
diluicao, que ¢ permitida pelo baixo limite de quantificacdo e alta concentracao de ferro
nesses tipos de vinho. Uma revisao do tratamento matematico também deve ser aplicada

para melhor diferenciar a coloragdo entre a amostra diluida, que tende a ser mais escura,

e a coloragdo do complexo formado.

70



CAPITULO 11

EMPREGO DE IMAGENS DIGITAIS PARA QUANTIFICACAO
DE UREIA EM LEITE UHT
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EMPREGO DE IMAGENS DIGITAIS PARA QUANTIFICACAO DE UREIA
EM LEITE UHT

RESUMO

Este trabalho propde uma estratégia analitica baseada em imagens digitais e
um sistema construido por tubos PVC, um microscopio digital e uma minibomba
peristaltica a fim de capturar imagens digitais de uma reacao colorimétrica para
determinagdo de ureia em leite. Nesse método, a diacetilmonoxima (butano-2,3-
dionamonoxima) reage com a ureia presente no meio formando a diazina e
conferindo cor amarela a solugdo, proporcional a concentragdo de ureia. Para
encontrar as condi¢des 6timas das concentragdes de reagentes utilizados no método
foram aplicados o planejamento Fatorial completo, Doehlert e Box-Behnken e foram
utilizadas trés formas de calcular os resultados a partir dos dados de RGB e HSV
extraidos das imagens digitais. O método obtido apds as otimizagdes apresentou
limites de detec¢do e quantificacao entre 0,35 mg/L a 1,77 mg/L e 0,52 mg/L a 2,64
mg/L, respectivamente. Os limites mais baixos foram calculados a partir do canal
Saturagdo (Fs) enquanto que os limites mais altos foram obtidos a partir do canal
Azul (Fg). A precisdo avaliada para os trés tipos de calculo variou entre 1,58% e
5,77%, sendo os melhores valores também encontrados a partir do calculo pelo canal
Saturacao (Fs) A validagao foi realizada utilizando comparacdo com a técnica de
infravermelho médio e as concentracdes de ureia encontradas no método proposto e
na técnica de infravermelho apresentaram igualdade estatistica. O método foi
aplicado em oito amostras ¢ essas apresentaram concentragdes de ureia variando de
161,37 a 420,33 mg/L com a aplicagao dos célculos Fs e Fusy. Os valores médios
obtidos para o calculo do Fs foram, em sua maioria, dentro da faixa esperada para
ureia em leite (172 a 341 mg/L). A partir de materiais simples e acessiveis
empregados na construcdo desta instrumentagdo, o método apresentou sensibilidade
e linearidade adequadas para determinacdao de ureia por colorimetria. Além das
amostras de leite, amostras como sucos, bebidas lacteas, bebidas alcoodlicas, entre
outras, também podem ser utilizadas, desde que preparadas de forma adequada. O
sistema em fluxo se mostrou uma Otima alternativa principalmente para analises de
rotina, uma vez que esse pode ser automatizado e o seu custo de manutengao ¢ bem
inferior se comparados as instrumentacdes analiticas que servem ao mesmo

proposito.
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1. INTRODUCAO

Em 2017 a produg¢do mundial de leite sob inspe¢do sanitaria foi de 827,9
bilhdes de litros distribuidos entre o leite liquido para consumo direto e seus
derivados. No Brasil essa producdao alcangou 24,33 bilhdes de litros, sendo
equivalente a 3,27 litros de leite didrios por habitante brasileiro se parte dessa
produgdo ndo fosse exportada. Nos ultimos 20 anos mais de 390 bilhdes de litros
foram produzidos no Brasil, demonstrando o alto consumo desse alimento para
finalidades como producao de leite UHT (24,86%), queijos (24,84%), leite em pd
(9,18%), 1iogurte (7,50%), leite condensado (6,67%), leite resfriado 6,51%), bebidas
lacteas (4,21%), leite pasteurizado (3,25%), creme de leite (2,84%), manteiga
(2,35%), leites fermentados (1,46%), doce de leite (1,02%) ¢ outros (5,30%), de
acordo com os dados de pesquisa industrial do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) de 2016 [73].

Por ser um produto de alta demanda comercial, o leite bovino ¢
constantemente alvo de adulteracdes realizadas para aumentar o seu valor de
mercado. A sua matriz complexa dificulta a identificacio de componentes
adicionados para alteracdes das suas caracteristicas fisico-quimicas como densidade,
aumento de volume e valor protéico [74, 75]. Para manter a densidade do leite com
o aumento do seu volume através de componentes adicionados ja foram identificadas
quantidades de melanina [76], sacarose, cloretos, urina, pus e ureia agropecuaria [77].

A quantidade de ureia no leite ¢ um parametro para verificar possiveis
alteragdes que podem ser estimadas para indicar os niveis de adulteragdo, mas
também serve para avaliar a nutri¢do animal e degradagao provocada por produto
deteriorado [74]. A ingestdo de ureia em concentracdes superiores a 700 mg/L pode
causar indigestao, acidez estomacal, ulcera, cAncer e mal funcionamento dos rins [78,
79].

Os métodos existentes para quantificagdo de ureia em diversas matrizes
envolvem: 1) medidas diretas por Espectrometria no Infravermelho e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia; ii) medidas indiretas por degradacdo ou uso da enzima
urease para hidrolisar a ureia e produzir amonia, que ¢ medida através de métodos
espectrofotométricos, potenciométricos, amperométricos € condutimétricose 1ii)
medidas colorimétricas através da rea¢do da ureia com diacetilmonoxima(butano-

2,3-dionamonoxima) [74, 80].
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Estudos sobre a quantificagio de wureia a partir da reagdo com a
diacetilmonoxima sdo relatados desde os anos 60 [81, 82] ¢ sdo baseadas na reacao
de Fearon [83]. Para quantificar ureia em agua do mar, Price ¢ Harrison compararam
o método da diacetilmonoxima com o método da urease, que demonstrou limitagdes
com a variacdo do pH e a presenca de inibidores naturais contidos na matriz,
enquanto o método da diacetilmonoxima foi seletivo e de reproducao aceitavel,
considerando somente a citrulina (4cido2-amino-5-(carbamoilamino)pentanoico)
como interferente [84]. Apesar desse reagente apresentar alta estabilidade e
seletividade em muitas matrizes [74], autores relatam a imprecisdo como uma das
dificuldades do método, ja que o produto tende a se degradar com o tempo, exposi¢ao
a luz ou variagdes bruscas na temperatura da reacao [82, 84-86].

Na Figura 18 ¢ demonstrado o ciclo de transformacao da ureia em um produto
colorido. A reagdo ocorre com a conversao da molécula de diacetilmonoxima em
diacetil a partir de uma reacao de hidrolise. O diacetil sob aquecimento reage com a
ureia presente no meio, formando trés moléculas de diazinas a depender das
condi¢des do meio como acidez e temperatura, sendo que somente a diazina III
(R=H) confere colora¢do amarelo alaranjado a solucdo [74, 83, 87]. A adicao de
acido sulfurico aumenta a sensibilidade do método, mas concentracdes muito altas
desse reagente degradam o produto colorimétrco. Uma mistura com acido fosforico
pode ser utilizada para manter niveis suficientes de acidez, porém, com menor
sensibilidade [87].

A reacdo colorimétrica entre a ureia e a diacetilmonoxima ndo segue a lei de
Beer. Alguns métodos foram estudados para minimizar a imprecisao e aumentar a
estabilizacao do produto. Substancias como sais de Fe(IIl) entre outros sdo usados
para consumir a hidroxilamina formada como reagdo paralela durante a reacdo em
meio acido. Esse procedimento € realizado pois a hidroxilamina reage com o produto
colorimétrico € ha um decréscimo na coloracao da solucao. Além da acidez extrema
que tende a degradar a diazina, o uso da tiossemicarbazida ¢ relatado em alguns

métodos para reducao da fotossensibilidade desse produto [86].
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Figura 18. Ciclo de transformagao da ureia em produto colorimétrico
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Fonte: Elaborada pelo autor

Me¢étodos estabelecidos na quantificagdo de ureia ainda dependem de
instrumentagdes complexas como equipamentos Opticos de analise e cromatografos.
Alguns kits reacionais comercializados para testes rapidos também sdo utilizados,
mas alguns apresentam precisdo baixa se comparado aos métodos anteriores. A busca
por métodos de baixo custo ¢ frequente para quantificar ureia e isso ndo define um
método padrao ou mais utilizado para essa finalidade, mas ainda assim os métodos
opticos sdo mais simplificados para esse fim. Todos os métodos colorimétricos
aplicados para determinagdo de ureia sdo através de medidas por espectrofotometros.
Esses equipamentos costumam apresentar manuseio simples e precisdo satisfatoria
para os métodos estudados até o momento, mas apresentam limitagdes por precisar
atender a Le1 de Lambert-Beer.

Visando a contribui¢do na 4area de andlise de imagens, este trabalho
desenvolveu um sistema modificado de simples constru¢do e operacao, acessivel e
de baixo custo para ser aplicado na determinacdo de ureia em leite UHT a partir de

uma reagdo colorimétrica com a diacetilmonoxima (butano-2,3-dionamonoxima)

empregando analise por imagens digitais.
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OBJETIVOS

Construir um sistema de aquisi¢do em imagem digital para analise quimica
de baixo custo, acessivel e de simples construcao, viavel para amostragem em
fluxo;

Otimizar o método colorimétrico para determinacdo de ureia aplicando
planejamentos experimentais multivariados;

Propor um novo tratamento matematico para quantificacdo de ureia a partir
dos dados extraidos de imagens digitais;

Aplicar o método desenvolvido para quantificar ureia em leite integral UHT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacdo
3.1.1.  Sistema de aquecimento e processo de resfriamento

Para o aquecimento das solugdes de calibragdo e das amostras analisadas no
método foi construido um sistema composto por recipientes de vidro (50 mL),
conjugado com um condensador elaborado a partir de uma tampa de tubo de
centrifuga (50 mL) e um tubo de ensaio de 5 mL, como apresenta a Figura 19. Esse
aparato foi acondicionado em um recipiente de aluminio com 36 cm de didmetro e 7
cm de altura (Figura 20).

Uma superficie emborrachada (Figura 21) possuindo relevos circulares
voltados para baixo e em contato direto com o metal do recipiente, distribuidos em
intervalos regulares com altura em torno de 3mm foi utilizada para evitar o contato
direto da superficie metalica com os recipientes de vidro. Orificios de lcm de
diametro foram abertos na superficie para facilitar o fluxo de glicerina para a parte
superior e aumentar a homogeneidade da temperatura.

Glicerina bidestilada (2 L) foi utilizada para envolver completamente as
solucdes contidas nos recipientes de vidro e o aquecimento foi fornecido por placas
(IKA, C-MAG HS 7) com temperatura fixada em 315°C. Os recipientes de vidro
(50mL) contendo as solugdes de andlise foram imersos com a temperatura da
glicerina estabilizada em 100 °C e agrupados no centro do banho de aquecimento,
como mostra a Figura 19. A etapa de aquecimento foi seguida com o imediato
resfriamento em banho de gelo por 5 minutos, aferidos para 25 mL e posteriormente
fotografados. Todos os aquecimentos foram realizados em capela fechada e com a
temperatura ambiente em 25 °C, sendo a temperatura da glicerina monitorada por um

termOmetro de mercurio com capacidade maxima de 150 °C.

77



Figura 19. Aparato de aquecimento com sistema de condensacdo (esquerda) e disposicdo
dentro da bandeja sobre as placas de aquecimento (direita).

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 20. Bandeja e superficie de protecdo contra aquecimento direto.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 21. Superficie de protecdo contra aquecimento direto.

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.1.2.  Sistema de imagem digital com amostragem em fluxo

O sistema em fluxo para captura da imagem digital foi construido de acordo com
a figuras 22, 23 e 24. Nesse sistema, uma lampada bulbo de LED (110V/220V) com
430 ltmens e fator de poténcia 0,7 (OUROLUX, Superled 4,7W, 6500K) (Figura 25)
tem seu feixe de luz direcionado para uma cubeta de fluxo através de um tubo de
material em PVC de 75 mm de diametro recoberto internamente com papel sulfite

branco.

Figura 22. Esquema de distribuigdo das partes do sistema de aquisi¢do de imagens digitais
em fluxo.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 23. Projecdo 3D do sistema de aquisi¢do de imagens digitais em fluxo.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 24. Proje¢ao 3D com detalhes aproximados do sistema de aquisi¢do de imagens
digitais em fluxo.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor
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Figura 25. Lampada tipo LED de encaixe em Bulbo como fonte de radiacado
eletromagnética.
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Fonte: http://ourolux.com/

Uma cubeta de vidro com configuracdo para fluxo foi acomodada em uma
conexao de PVC tipo “T”, como mostra a Figura 26. Nessa conexdo, um orificio foi
aberto na parte superior para a passagem das mangueiras de fluxo com o objetivo

também de manté-la fixa durante a medida e garantir maior precisdo das fotografias.

Figura 26. Corte da vista frontal e lateral do compartimento da conexdo tipo “T” onde se
acomoda o recipiente da amostra.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Um microscopio digital (China, 1600x) (Figura 27) contido em outro tubo de
PVC de 40mm de diametro foi direcionado em posicdo axial a iluminacao para
fotografia da cubeta. O foco da imagem digital foi ajustado e fixado manualmente e
a frequéncia de captura foi fixada em 60 Hz com a finalidade de diminuir o efeito
estroboscoOpico. Para atenuagdo da radiagdo emitida pela lampada LED e também

diminuicao do efeito estroboscopico foi utilizado um disco de 40 mm de didmetro
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feito com poliestireno simples (PS) de superficie porosa, com transmitancia de 85%,
acomodado na saida do “T’ entre a radiagdo e a cubeta. O fluxo foi alimentado por
uma minibomba peristéaltica (12V DC 200mA) com vazao fixa de 100mL/min para

introducao da amostra e eliminagao do descarte.

Figura 27. Microscopio digital com Zoom em 1600x e ajuste de foco manual.

Fonte: Elaborada pelo autor

Todo o sistema foi acomodado em uma cdmara construida a partir de um tubo
em PVC (Figura 28). A cdmara apresenta em sua parte superior dois orificios para
passagem das mangueiras de fluxo e na parte inferior um orificio circular cuja
finalidade ¢ acomodar o suporte do receptaculo da amostra. Todo esse aparato ¢
sustentado por parafusos acomodados na parte inferior da sua estrutura e possibilita
a regulagem de altura e nivelamento horizontal da camara. Apesar de ndo exercer
funcao direta no processo de aquisicao das imagens, esse aparato se torna importante
para estabilizagdo mecanica, aumentando a precisdo das imagens

fotografadas/filmadas e diminuindo a incidéncia de luz externa.

82



Figura 28. Vista superior e inferior da cAmara para isolamento da luz externa.
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Fonte: Elaborada pelo autor

As partes detalhadas dos filtros de luz e suportes internos estao apresentadas
na Figura 29 e o esquema do sistema completo com suas vistas lateral, frontal e
traseira encontra-se detalhado na Figura 30. A Figura 31 apresenta imagens reais
fotografadas do sistema em sua parte interior (secdo 1), do computador conectado ao
sistema e seu respectivo software de aquisi¢do de imagem (se¢do 2), visao interna da
cubeta com a iluminagao ao fundo (se¢do 3) e o recipiente de acomodagdo da amostra

(segdo 4).

Figura 29. Cortes em acrilico e base do receptaculo translicido.
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Figura 30. Vistas lateral, frontal e de fundo do sistema de aquisicdo de imagem digital em
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Fonte: Elaborada pelo autor

Fonte de radiac¢do eletromagnética a partir de ldampada bulbo de LED 110/220V
(AC) ou 12V (DC).

Cdmara de acomodagdo da lampada com suporte para o tubo centralizador da
radiagdo construida a partir de um tubo PVC branco de 75 mm de didmetro com
300 mm de comprimento.

Tampo de PVC com 75 mm de diametro e orificio central para passagem do fio
de alimentagdo da fonte de radiagdo.

Anel de poliestireno leitoso com diametro externo de 75 mm, 45 mm de didmetro
interno e 3mm de espessura para acomodac¢do e estabilizacdo do tubo
centralizador de radiacao.

Anel de isopor (poliestireno expandido) com diametro externo de 75 mm, 42 mm
de diametro interno e 30mm de espessura para acomodacdo e estabiliza¢do do
tubo centralizador contra impactos.

Tubo centralizador da radiacao: Tubo em PVC com 40mm de diametro e 200mm
de comprimento com revestimento interno em papel sulfite branco.

Tampo de PVC com 75 mm de diametro e orificio central com 42 mm para

passagem do tubo centralizador da radiagdo.
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9)

Filtro de poliestireno leitoso: disco com didmetro externo de 40mm, sendo
acondicionado na entrada da cimara em forma de T que acomoda a cubeta. E
utilizado para atenuar a radiagdo e diminuir o efeito estroboscopio causado por
excesso de iluminagdo no detector da camera digital. Esse filtro é utilizado em
refletores LED para tornar a ilumina¢do uniforme e sdo feitos atraves de placas
rigidas de poliestireno poroso.

Cdamara de acomodagdo da cubeta: Estrutura construida a partir de uma
conexdao PVC tipo “T”. Contém suporte para cubeta, que tem sua face
translucida voltada para o feixe de luz e na parte superior desse compartimento

um orificio de 7mm x 3mm para passagem dos tubos que alimentam a cubeta de

Sfluxo.

10) Suporte para cubeta: Contém um tampo de 40 mm de tubo PVC com duas

tampas de tubo de centrifuga (50 mL) empilhadas e com um entalhe central de
aproximadamente 1,00x1,00cm para acomoda¢do da cubeta. Essas sdo

imobilizadas e encaixadas no tampo com fita tipo veda-rosca ou crepe.

11) Fenda da camera: disco de acrilico preto fosco com diametro externo de 40mm

e um orificio central de 10mm para atenua¢do da luz incidente no detector da
camera. O disco é acomodado entre a saida da conexdo “T” e o microscopio

digital.

12) Camara de acomodagdo do microscopio digital: Construido a partir de um corte

de 150mm de um tubo de PVC com 40mm de diametro e um tampo do mesmo
diametro. Esse tampo contém um orificio central para passagem do cabo USB
da camera. A cdmera contém dimensoes de 140mm de comprimento e 32mm de
didmetro. Sua acomodagdo dentro do tubo de PVC é feita com fita crepe
enrolada ao seu redor para criar volume uniforme e suficiente para se firmar
na parede do tubo de PVC. E importante a imobilizagdo da cimera para

aumentar a precisdo das fotografias.

13) Camera digital tipo Microscopio com zoom de 1600x.
14) Minibomba peristaltica 12V (DC 200 mA) 100 mL/min.

15) Mangueira de introdugdo da amostra.

16) Descarte da amostra apos passagem pela cubeta.

17) Cabo USB que liga camera a um computador ou celular.

18) Liga¢do da minibomba peristaltica a uma bateria ou fonte de alimentagdo de

12V DC.
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19) Alimentagado elétrica da fonte de radiagdo através de tomada residencial para
lampadas LED com tensdo 110/220V (AC) e para lampadas LED de 12V (DC),
fonte de alimentagdo eletronica de 12V DC ou bateria quimica de 12V.

20. Recipiente para acomodacgdo do sistema construido com tubo PVC com
didmetro de 150 mm e comprimento de 600mm,

21. Tampas para as extremidades do recipiente para acomodag¢do com 150 mm de
didmetro e com orificios em sua parte inferior de 10mm para saida dos cabos
de alimentacdo elétrica e comunicagado,

22. Orificio com medidas de 10mmx30mm para entrada e saida das mangueiras de
fluxo na minibomba peristaltica,

23. Distdncia de 15 cm entre os orificios,

24. Orificio com medidas de 10mmx30mm para entrada e saida das mangueiras de
fluxo no receptaculo da amostra;

25. Distdncia de 20 cm entre o orificio 24 e a frente do recipiente de acomodag¢ado;

26. Orificio circular com 5 cm de diametro para encaixe do suporte do receptaculo
da amostra;

27. Distancia de 26 cm entre o orificio 26 e a frente do recipiente de acomoda¢do;

28. Base de sustentacgdo e elevagdo do recipiente de acomodagdo constituida com 4

parafusos sem ponta medindo 8 mm de didmetro e 8§ cm de comprimento.
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Figura 31. Sistema em funcionamento sem a capa de protecao contra radiagdo externa.

Fonte: Elaborada pelo autor

O computador utilizado para aquisi¢ao e processamento das imagens foi da marca
Sony, modelo Vaio com processador Intel Core 13-3110M 2.4 GHz, memoéria 4,00
GB e adaptador de video Intel HD Graphics 4000. O software utilizado para captura
das imagens foi o “Camera”, disponivel gratuitamente no Windows 8.1 64 bits e com

resolugdo ajustada pra 1920 x 1080 px.

3.2. Extracdo e tratamento de dados dos sistemas de cores

Para extracdo dos dados dos sistemas HSV e RGB foi utilizado o software
Matlab R2010a com o médulo “Imagem” da rotina Data Hand Gui [88]. A area de
captura, denominada regido de interesse (ROI), foi circular e fixa em todas as
fotografias (Figura 32), sendo o seu valor pré-estabelecido em 540px de diametro no

centro da imagem (690Xi x 270Y1) com um valor de 228.974 pixels analisados por
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imagem. Para cada amostra foi extraida uma matriz de 1 x 768, sendo esse valor

correspondente a soma de 256 pixels dos trés canais HSV ou RGB.

Figura 32. Janela de sele¢do da regido de interesse (ROI) na rotina Data_hand_gui.
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Fonte: Elaborada pelo autor

No espago RGB os canais sdo representados pelos valores dos pixels que
variam de 0 a 255, ja no espaco HSV os canais sdo representados de 0 a 360 para o
Hue (H) e de 0 a 100 para o S (Saturation) e V (Value). No Hue esse valor ¢ assim
representado porque indica o espectro visivel convertido em um circulo com sua

extremidade a variacao das cores com suas maiores saturagdes como mostra a Figura
33.
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Figura 33. Escala Hue utilizada na aplica¢ao do espago de cor HSV.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Nesse espaco a intensidade da cor e o seu brilho s3o representados em uma
escala de percentagem, sendo o mais intenso o 100% e o menos intenso o 0%,
aplicadas dentro dos canais Hue (H) e Saturation (S). Essa conversao, dentro do
modulo de extragdao de dados para imagem “data_hand gui” do Matlab foi atribuida,
em todo o canal HSV, como sendo o valor minimo em 0 € 0 maximo em 255 como

mostra a Tabela 14.

Tabela 14. Referéncia da conversao de valores para os espagos de cores e seus respectivos

canais.

Referéncia Minimo Maximo
Data_hand gui 0 255

R (Red) 0 255

G (Green) 0 255

B (Blue) 0 255

H (Hue) 0° 360°

S (Saturation) 0% 100%
V (Value) / I (Intensity) 0% 100%

O valor de pixel mais frequente deve ser identificado com o intuito de
determinar qual a cor predominante na selecdo da imagem estudada, sendo assim a

média da frequéncia dos pixels em cada canal de cada sistema de cor foi calculada
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utilizando o software Microsoft Excel e aplicando a equagdo 1. Nessa equagdo, F. €
a frequéncia média por canal dentro do sistema RGB ou HSV, x ¢ a frequéncia do
pixel e y ¢ o valor do pixel que tem intervalo de 0-255 para cada canal de cor. As
contagens dos pixels de nimero 0 (zero) sdo incluidas nesse calculo para eliminar os
pontos escuros na selecdo que nao correspondem ao valor real. Se os valores fossem
considerados como 256 unidades partindo do nimero 1, os pontos escuros
provenientes das particulas aderidas nas paredes da cubeta ou bolhas formadas pela
turbuléncia do fluido iriam interferir nas médias das frequéncias caso esses se
apresentarem em quantidades elevadas, uma vez que esses valores seriam
multiplicados pelo nimero 1. A multiplicagdo por 0 (zero) anula esses sinais € nao

os contabiliza nos calculos finais.

F, = [2(xy.¥)]/(Z xy) Equacio 1

3.3. Procedimento experimental

O método descrito por L. A. Douglas e J. M. Bremner [82] foi utilizado como
base para o desenvolvimento do método para quantificacdo da ureia em leite. Nesse
método, uma solucdo colorimétrica ¢ preparada a partir da mistura de
Dicaetilmonoxima (0,012 mol/L), Tiossemicarbazida (0,5mmol/L), 4cido fosforico
(8,2 mol/L) e acido sulfurico (0,33 mol/L). 30 mL desta solugdo colorimétrica ¢
adicionada a 10 mL de uma solugao extratora contendo ureia de amostras de solos ou
solucdo padrdo para curva de calibracdo e esta mistura ¢ levada para aquecimento
durante 30 minutos a 120 °C, resfriada em agua corrente por 15 minutos e medida
em espectrofotometro com comprimento de onda de 535 nm.

Para esse estudo, a tiossemicarbazida (TSC) foi substituida pela
difenilcarbazida (DFC) e o aquecimento por banho-maria foi substituido por banho
de glicerina para assegurar a menor variagdo de temperatura e evitar reposicao em
razdo da evaporagdo. Uma mistura de 4acido sulfirico (Synth, 99,8%) e 4cido
fosforico (Synth, 85%) foi utilizada para a diminui¢dao do pH, que ¢ favoravel a
reacdo. Por apresentar moderada viscosidade, todas as solugdes contendo a mistura
acida foram submetidas a um banho ultrassonico de 5 minutos com a finalidade de
aumentar a homogeneidade da solu¢do e promover maior interagdo entre os seus
constituintes. O procedimento de sonicacdo foi também aplicado em cada baldao

volumétrico contendo as demais solugdes utilizadas no método. Todas as amostras
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foram preparadas com a adi¢do de 3 mL da solugdo de acido tiingstico, utilizada como

solvente extrator para simular o meio racional.

3.3.1. Descri¢do do procedimento em fluxo

Na Figura 34 ¢ demonstrado um esquema de como ocorre injecao em fluxo
para o método proposto. Apds os procedimentos para obtencdo da reacdo
colorimétrica, a amostra, previamente resfriada, ¢ aspirada (15) por uma minibomba
peristaltica (14) diretamente do baldo volumétrico para uma cubeta em fluxo (10) que
ja se encontra iluminada por uma ldmpada tipo LED (01). A minibomba ¢ desligada
e essa cubeta contendo o produto colorimétrico ¢ fotografada trés vezes por uma
camera digital tipo microscopio (13). Apds a aquisicdo e armazenamento das
imagens digitais devidamente renomeadas com a identificacdo das amostras e suas
réplicas, a minibomba ¢ novamente acionada e uma quantidade suficiente de dgua
destilada ¢ injetada na cubeta para remogao da solug@o colorimétrica e seu respectivo
descarte para recipiente apropriado (16). A extragdo e o tratamento de dados ocorrem
conforme descrito no 3.2.

A finalidade deste sistema em linha ¢ diminuir o tempo de medida
proporcionado pela rapida injecdo e descarte da amostra e evitar o contato direto com
a solugdo colorimétrica fortemente acida. Além disso, a utilizacdo de um sistema
como esse contribui para diminuigdo dos erros provocados por contaminagdes

externas oriundas da manipulagdo de cubetas convencionais.

Figura 34. Descri¢do do procedimento de injegdo em fluxo.

18

= — - 15

% - - - la
¢

+x &
1
10

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.3.2.  Definigdo do canal de trabalho

Para correlacionar numericamente a intensidade do produto colorimétrico
com a concentra¢ao da ureia, foi construida uma curva de calibragdo com parametros
inicias fixos em uma mistura de 1:1 com 4mL de acidos fosforico e sulfurico,
diacetilmonoxima (1000 mg/L), difenilcarbazida (100 mg/L) e ureia (0-40 mg/L)
para um volume final de 25 mL com tempo de aquecimento de 30 minutos. Essa
curva de calibracdo preliminar tem como objetivo selecionar o canal de cor do
sistema RGB de maior correlagdo entre o sinal analitico e a concentragao de ureia.
Esse calculo ¢ realizado a partir do principio da Lei de Lambert/Beer utilizando a
conversao das médias das frequéncias em absorvancia de acordo com a equagao 2.
Nessa equacgdo, 4bs ¢ a absorvancia do canal no sistema RGB, ¢ ¢ o canal
correspondente, B. ¢ a frequéncia média do branco analitico para o canal e F. a

frequéncia média do canal.
Abs. = log(B./F.) Equagdo 2

O sistema de cores HSV (Hue, Saturation e Value) também foi utilizado para
estimar a concentracao de ureia. O F¢ do canal S (Fs) foi utilizado diretamente como
sinal do analito, uma vez que esse canal apresenta variacao linear com a intensidade
cor. A equacdo 3, baseada na soma das normalizacdes dos valores de saturagdo em
funcdo dos valores da matiz (Hue) e de brilho (value), foi aplicada para os canais
Hue, Saturation e Value (Fusv) como estudo de um novo tratamento matematico para
obtencdo do sinal analitico em correlagdo com a concentracdo. O objetivo deste
calculo e avaliar se as variagdes de Hue ¢ Value, durante o uso da calibracao
automatica de brilho e temperatura de cameras digitais, diferem significativamente
dos resultados obtidos com o uso do tratamento de dados utilizando o Fs, que no

espaco HSV indica a intensidade de uma cor.

Frusy=(Fs/ Fy)+(Fs/ Fy) Equagio 3
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3.3.3. Teste de adi¢do padrdo

Duas curvas de calibragdo com faixa linear de 0 a 9,6 mg/L de ureia foram
construidas. Em uma das curvas foi adicionado 2,0 mL do sobrenadante obtido a
partir da extragcdo de uma amostra para identificar a influéncia do efeito de matriz no
método proposto. A presenca significativa do efeito de matriz foi avaliada quanto as
diferencas das inclinagdes das regressoes lineares em um intervalo de confianca de

95%.

3.3.4.  Extracdo da ureia em leite
Utilizando como base o método proposto por J. J. Coulombe e L. Favreau
[87], foi adicionado 45 mL de uma solucao 9:1 preparada a partir de H>SO4 (0,043
mol/L):Na;WOs (10% m/v) em SmL de leite e submeteu a um banho ultrassonico
durante 3 minutos. Essa mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos em tubos
de 50 mL. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado para medida das amostras,

curva com adi¢do padrao e teste de adigdo e recuperagao.

3.3.5. Teste de adigdo e recuperagdo de analito

Quatro amostras com volumes de 5 mL foram enriquecidas com 0,8,1,6,2,4 ¢
3,2 mg/L de ureia e submetidas ao procedimento de extracao. Do sobrenadante foi
retirado 3 mL e o procedimento colorimétrico foi aplicado. A equagao 4 foi utilizada
para calcular os valores de recuperacdo, onde C; ¢ a concentragdo da amostra
fortificada, C> é a concentracdo da amostra nao fortificada ¢ C3 é a concentracao

adicionada.

R%=[(C1-C2)/C3]x100 Equagcio 4
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Defini¢cdo dos canais de cor para o espago RGB e HSV

Os célculos foram considerados para todos os canais em uma faixa de 0-40 mg/L
de ureia nas condi¢cdes estabelecidas anteriormente. As curvas de calibragdo e seus
respectivos graficos foram selecionados considerando o maior valor da correlagdo
linear. No estudo do espaco de cor RGB, o canal Blue se apresentou como o mais
sensivel e linear entre os trés canais. Como demonstram os graficos na Figura 35, as
maiores correlagdes foram de R?=0,897e R?=0,947 para os calculos empregados de

Abs Fg ¢ I, respectivamente.

Figura 35. Regressao linear para avaliagdo do melhor canal de trabalho obtida a partir das
absorvancias e intensidades inversas calculadas no espaco RGB.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Na Figura 36, a parte 1 apresenta o grafico de varredura usando espectrometria
UV-Vis com uma concentragdo de 2,0 mg/L. de ureia. Nessa avaliagdo, o produto da
reacao tem sua absor¢do maxima da radiacao eletromagnética quando o comprimento
de onda ¢ configurado para 480 nm. Essa informacdo ¢ confirmada pelo grafico Hue
das cores complementares (Figura 36 - se¢do 2), onde a cor alaranjada ¢
complementada pela cor azul. Quando relacionadas as cores do espectro visivel com
os valores numéricos dos seus respectivos comprimentos (Figura 36 - secdo 3) a

faixa de 480nm também indica a cor azul.

Figura 36. Varredura em espectrometria UV-Vis com a concentragdo de ureia em 2,0

mg/L.
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Fonte: Elaborada pelo autor

E demonstrado na literatura que o uso da diacetilmonoxima para determinagio
de ureia tem seu produto colorido com absor¢ao méaxima no comprimento de onda
entre 475-535nm [80, 82, 86, 87, 89-91]. Essa faixa pode ser relacionada com a
formacao de produtos paralelos formados pela ureia [74], mas também pela formacao
de constituintes adicionados propositalmente na reagdo para intensificar a cor e
aumentar a sensibilidade do método, a exemplo da reacdo da tiossemicarbazida com
o Fe(Il), que resulta na cor avermelhada e com isso absorve em comprimento de

ondas maiores em torno de 530nm, de acordo com a teoria das cores complementares.
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Esse fator ¢ importante, pois sugere a reducdo dos reagentes utilizados para
estabilizacdo e sensibilidade, uma vez que esses podem mascarar a verdadeira
coloracdo do produto formado e interferir na exatiddo quando aplicado o método em
matrizes mais complexas.

A Figura 37 apresenta os graficos sem fung@o dos canais Hue, Saturation e Value
utilizando a equagao 3. Os calculos de Fs e Fusy apresentaram as maiores correlagoes
com R?=0,9800 e 0,9553, respectivamente. Os valores observados com esses
tratamentos foram mais proximos dos valores preditos com a precisdo aumentada em
relacdo aos célculos realizados com os canais RGB para essa primeira avaliagdo.
Observa-se também que para cada medida a fotografia tem uma grande variacao de
Fv (brilho) indicando o comportamento de ajuste automatico da camera frente a
diferentes intensidades de cores. Os valores de Fy tendem a se manter constantes,
mas observa-se uma pequena variagdo quando a fotografia ocorre em meio contendo
menores concentragdes, podendo indicar uma diminui¢do na sensibilidade da camera
utilizada para identificar variacdes de cores mais sutis. No entanto, esse

comportamento ndo pode ser confirmado devido a reduzida amostragem.

Figura 37. Regressao linear para avaliagdo do melhor canal de trabalho de acordo com a
correlag@o entre concentragdo de ureia e sinais analiticos calculados a partir do espago
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4.2. Proporgoes dos acidos

Para definir uma razdo numérica em que a fracdo de 4cido sulfurico fosse
reduzida com o proposito de garantir a integridade do complexo colorido formado
sem comprometer significativamente a sensibilidade do método, como argumenta J.J.
Coulombe e L. Favreau [87], foi aplicado um planejamento experimental Doehlert
para estudar dois fatores (volumes dos 4cidos). Alguns parametros de concentragdo
foram fixados tais como: diacetilmonoxima (1000 mg/L), difenilcarbazida (100
mg/L) e ureia (20 mg/L) em um volume final de 25 mL. Os niveis de 4cidos fosforico
e sulfurico foram estabelecidos considerando o volume méximo de todos os reagentes
adicionados e a dilui¢do em 5 mL em 4gua ultrapura 18.2 MQ.cm™.

Foram capturadas imagens referentes aos 10 experimentos obtidos pela
execucao do planejamento e seus respectivos brancos analiticos. Os brancos para
cada experimento foram considerados no estudo por apresentar em cores distintas
cada condi¢do dos ensaios. Os valores de Fusv, Fs e a intensidade inversa (I) (equacao
5) foram utilizados no estudo dos planejamentos experimentais. O valor de I ¢ obtido
a partir do Fc extraido do canal com maior correlagdo do sistema RGB, nesse caso o
Blue (B), como mostra a equagao 5 aplicada por Porto et al. [92]. Os célculos foram
aplicados para os experimentos e seus brancos analiticos, sendo a subtra¢ao utilizada

como valor real para avaliar o sistema.
[=255-F. Equacdo 5

Os resultados obtidos para cada experimento, bem como seu dominio
experimental com valores reais e codificados, sao demonstrados na Tabela 15. Essas
respostas foram utilizadas para o célculo dos modelos e plotagem das superficies de
resposta da Figura 38, na qual a regido de maximo esté representada pela regido de
cor vermelha. A Anélise de Variancia (ANOVA) a 95% foi aplicada para avaliar a
falta de ajuste e os modelos (linear e quadratico) das trés respostas empregadas como

mostra a Tabela 16.
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Tabela 15. Matriz do Planejamento Doehlert com valores reais, codificados e as respostas

obtidas.
Volumes (mL) Respostas Vol. final dos
Exp. (OE)
H2S04 H3POg4 Is Fs Fusv acidos

1 (4°) 2,50 (0,000) 5,0(0,000) 43,050 47,649 1,144 7,5 mL
2 (29 4,50 (1,000) 5,0(0,000) 20,805 22,698 2,597 9,5 mL
399 3,50 (0,500) 9,5(0,866) 24,505 26,482 3,009 13,0 mL
4(3°  0,50(-1,000) 5,0(0,000) 128,560 175,714 6,858 5,5mL
5% 1,50 (-0,500) 0,5(-0,866) 133,588 165,538 6,345 2,0 mL
6 (5% 3,50 (0,500) 0,5 (-0,866) 55,146 63,494 1,099 4,0 mL
7 (1°) 1,50 (-0,500) 9,5 (0,866) 16,439 17,490 0,915 11,0 mL
8 (6°) 2,50 (0,000) 5,0(0,000) 43,882 49,477 2,187 7,5 mL
9(10°  2,50(0,000) 5,0(0,000) 68,718 79,032 3,217 7,5 mL
10(7°)  2,50(0,000) 5,0(0,000) 55,172 60,746 1,852 7,5 mL

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do calculo
HSV; OE: Ordem de execugao.

Figura 38. Superficies de resposta para defini¢do da proporg¢do acida em fungdo das
respostas Ig, Fs € Fusv.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 16. Analise de Variancia (ANOVA) para o teste de falta de ajuste dos modelos de
acordo com cada tratamento de dados em um intervalo de confianga de 95% (a=0,05).

SQ gl MQ F p
Is 2104 2 1052 7,279 0,071
Fs 3682 2 1841 8,855 0,055

Fusv 13,673 2 6,836 9,190 0,053

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV:
Frequéncia do célculo HSV; SQ: soma quadratica; gl: grau de liberdade; MQ:

média quadratica; F: Distribuicdo F de Fisher-Snedecor; valor p: nivel de
probabilidade.

Apesar das superficies de respostas obtidas apresentarem conformagdo em
sela nos tratamentos Fs e Ig e conformagdo de minimo no tratamento Fusy, seus
pontos criticos (maximos nesse caso) ainda puderam ser considerados devido a ndo
significancia da falta de ajuste nos modelos calculados pelos trés tipos de calculos
aplicados.

A partir da analise dos graficos da Figura 36, observam-se maiores sinais na
presenca de menores volumes de H>SOa4. No entanto, o aumento do volume de H3PO4
ndo contribuiu significativamente para o aumento dos sinais, dentro do dominio
experimental avaliado, demonstrando maior robustez nas respostas em relagdo ao
acido sulfurico.

Outra observagao notada ¢ que o resultado visual da imagem fotografada na
presencga de acido sulfirico nos seus niveis mais altos resultava em uma cor laranja
avermelhada, como mostra as figuras dos respectivos experimentos na Tabela 17,
sendo essa intensidade de cor associada ao aumento do sinal no branco analitico que
também apresenta coloracdo nessa tonalidade. Esse indicativo demonstra condigdes
menos favoraveis a formacao do produto colorimétrico, ja que esse, como ¢ indicado

na literatura, apresenta coloragdao amarelada.
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Tabela 17. Fotografias dos experimentos e seus respectivos brancos analiticos obtidos pelo
planejamento Doehlert.

Experimento Branco Sinal Vol. final dos acidos
1 (4°) 7,5 mL
2 (29 9,5 mL
3(9° 13,0 mL
4(3°) 5,5 mL
5(8% 2,0 mL
6 (5°) 4,0 mL
7(1°) 11,0 mL

8 (6°) 7,5 mL

e
v LI o
10 (7°) -'7 I.I 7,5 mL

A medida que os valores de volumes dos 4cidos eram aumentados, notava-se

também um aumento no branco analitico e, portanto, a diferenca de sinal da amostra
menos o sinal do branco era diminuido, como mostram os graficos da Figura 39, para
os trés célculos aplicados. Menores niveis de H2SO4 com quantidade moderada de
H3PO4 favoreceram o aumento do sinal analitico e diminuiram a por¢ao de H>SO4 no
sistema, como mostra o experimento 5 da matriz Doehlert. O experimento 4 e 5
apresentaram os melhores valores de sensibilidade no estudo dos acidos, entretanto,
o resultado apresentado do experimento 5 pode ser atribuido a quantidade majoritaria
de H2SO4, que apresar de diminuir o volume final dos 4cidos adicionados (2,0 mL),
ndo pode ser considerada devido a acdo de degradacao sobre o produto colorimétrico
formado. O mesmo comportamento € visto no experimento 6, que agora apresenta

também elevado sinal no branco analitico em fungdo do aumento do volume de

H>SOq.
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Figura 39. Sinais analiticos em fun¢@o do volume final de acido para os diferentes
tratamentos matematicos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A partir da observagdo visual das trés superficies de resposta foi possivel
obter a propor¢do satisfatoria de H3PO4:H>SO4 para aplicacdo no método proposto
como 30:1 (6,0 mL:0,2 mL), definida na regido de méximo sinal analitico indicada
pela cor vermelha nas superficies. O volume de &cido fosforico foi maior em relacao
ao acido sulfarico buscando manter o pH baixo para a promocgao da reacdo com a
degradacdo minima do produto final provocada por grandes quantidades de acido
sulflrico, que apesar de conferir sensibilidade ao método, pode diminuir a precisao

dos resultados e aumenta os valores de branco.
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Entretanto, as por¢des definidas como otimas devem ser submetidas as
variagdes do sistema ocasionadas por erros sistematicos e aleatdrios de pequena
magnitude. Nesse caso, avaliou-se a robustez do método otimizado a partir de um
planejamento fatorial completo 22 utilizando valores da regido de méaximo dessa
superficie, de acordo com os niveis apresentados na Tabela 18, utilizando 3 pontos
centrais. A matriz e as respostas dos experimentos para os 3 calculos empregados

encontram-se na Tabela 19.

Tabela 18. Niveis aplicados no planejamento fatorial completo 22 para avaliagdo da

robustez.
Niveis
Volumes de acido (mL)
(@Y (V) 1
H3PO4 (mL) 5,5 6,0 6.5
H>SO4 (mL) 0,150 0,200 0,250

Tabela 19. Matriz e resultados do Planejamento fatorial 22 para cada tratamento

matematico.
Exp. (OE) Volumes dos acidos (mL) Respostas
H3PO4 H2S04 Fusv Fs Is
1 (4° 6,50 0,15 5,850 147,149 105,740
2 (6% 6,50 0,25 6,509 155,291 112,130
3(2° 5,50 0,15 6,709 153,391 112,143
4 (7°) 5,50 0,25 6,775 154,641 112,435
5(1°) 6,00 0,20 6,801 155,079 112,839
6 (5°) 6,00 0,20 5,770 145,403 104,988
7 (3% 6,00 0,20 5,848 147,756 105,486

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia
do calculo HSV; OE: Ordem de execugao.

Os modelos obtidos para cada calculo estdo ajustados a um nivel de confianga
de 95% (0=0,05), como demonstra os valores do estudo da falta de ajuste expostos
na Tabela 20. A partir disso, pode-se considerar que nenhuma das varidveis
influencia na alteracdo do sinal analitico dentro do dominio experimental estudado,
uma vez que ndo sdo significativas, e isso demonstra que o dominio estudado
apresenta robustez aceitavel. Essa afirmagao pode ser observada também nos graficos
de Pareto da Figura 40, onde as varidveis estudadas e sua intera¢do ndo apresentam

significancia estatistica.
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Tabela 20. Teste de falta de ajuste dos modelos de acordo com cada tratamento de dados.

Resposta SQ gl MQ F p
Is 13,83400 1 13,83400  0,715771 0,486618
Fs 17,6134 1 17,61342  0,691652 0,493086

Frsv 0,176560 1 0,176560  0,536067 0,540242

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturacdo; FHSV:
Frequéncia do calculo HSV; SQ: soma quadratica; gl: grau de liberdade;
MQ: média quadratica; F: Distribui¢do F de Fisher-Snedecor; valor p: nivel
de probabilidade.

Figura 40. Graficos de pareto para o estudo da robustez nos diferentes calculos.

Fs F.
(1)H,PO, 0,980 (2)H.50 0,930
(2)H.SO 0,631 1x2 0,682
1x2 0,516 ()H.PO 0,554

4,3027 43027
Efeito padronizado Efeito padronizado

(1)H,PO -0,763

(2)H.50 0,760

1x2 0,694

43027
Efeito Padronizado

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.3. Triagem dos fatores

Para identificacdo dos fatores significativos no processo foi aplicado o

planejamento fatorial completo 24 variando as concentra¢des de diacetilmonoxima

(DAM) edifenilcarbazida (DFC), Tempo e Volume da mistura acida, 4cido fosforico

e acido sulfurico (AF/AS). Os resultados foram analisados quanto as suas influéncias

no aumento da sensibilidade do método considerando a diminui¢ao da coloragao do

branco analitico. A propor¢do da mistura dcida AF/AS foi otimizada no experimento

4.2. Foram aplicados 4 pontos centrais para estimativa do erro e os niveis foram

definidos com base em trabalhos anteriores para determinagao de ureia utilizando a

diacetilmonoxima [82, 85, 87] e a concentragdo de ureia foi fixada em 20 mg/L. A

matriz e resultados obtidos em fun¢do da aplicacdo do planejamento estdo expostos

na Tabela 21.

Tabela 21. Matriz do planejamento fatorial completo 2# com valores reais, codificados e as
respostas obtidas.

Exp. Variaveis Respostas
P oim gl gl mD B T
1(7°)  20(-1) 30,00 (+1) 300,00(+1)  5,0(+1) 18,120 28,229 1,129
2(4° 20(-1) 30,00 (+1) 300,00 (+1) 1,0 (-1) 0,000 2,790 0,115
3(1°  20(-1) 30,00 (+1) 100,00 (-1)  5,0(+1) 17,048 26,753 1,167
4(6° 20(-1) 30,00 (+1) 100,00 (-1) 1,0 (-1) 1,952 1,498 0,040
5% 20(-1) 10,00(-1) 300,00 (+1)  5,0(+1) 46,728 65,020 2,297
6(3°% 20(-1) 10,00(-1) 300,00 (+1) 1,0 (-1) 4,382 1,346 0,052
72° 20(-1) 10,00(-1) 100,00 (-1)  5,0(+1) 42,7766 60,773 2,228
8(5° 20(-1) 10,00(-1) 100,00 (-1) 1,0 (-1) 0,000 0,731 0,000
9(16°) 60 (+1) 30,00 (+1) 300,00 (+1) 5,0 (+1) 184,507 230,124 8,479
10 (20°) 60 (+1) 30,00 (+1) 300,00 (+1) 1,0 (-1) 5,853 21,705 0,802
11(13% 60 (+1) 30,00(+1) 100,00 (-1) 5,0 (+1) 112,523 162,644 5,869
12 (18%) 60 (+1) 30,00 (+1) 100,00 (-1) 1,0 (-1) 0,000 5,101 0,226
13 (15°) 60(+1) 10,00 (-1) 300,00 (+1) 5,0 (+1) 170,744 232,551 7,998

104



Exp. Variaveis Respostas

OF i gl gl D B T
14 (19°) 60 (+1) 10,00 (-1) 300,00 (+1) 1,0 (-1) 2,987 22,720 0,817
15(14°) 60 (+1) 10,00 (-1) 100,00 (-1) 5,0 (+1) 127,219 174,850 6,016
16 (17°) 60 (+1) 10,00 (-1) 100,00 (-1) 1,0 (-1) 0,959 6,795 0,242
17 (10°) 40(0) 20,00(0) 200,00(0) 3,0(0) 70,755 95,579 3,455
18 (12°) 40(0) 20,00(0) 200,00(0) 3,0(0) 71,273 97,547 3,477
19 (11°) 40(0) 20,00(0) 200,00(0) 3,0(0) 55,987 89,932 3,260
20(9°) 40(0) 20,00(0) 200,00(0) 3,0(0) 82,449 122,843 4,334

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do calculo HSV;
AF/AS: Misturas dos acidos fosforico e sulfurico, DAM: Concentragdo de Diacetilmonoxima; DFC:

Concentragdo de Difenilcarbazida; OE: Ordem dos experimentos.

A partir das respostas obtidas em func¢do da matriz do planejamento (Tabela

21) foi realizado o estudo dos efeitos e o teste de curvatura em funcao de I, Fs e

Fusv, considerando as interagdes de 3 vias para os efeitos, como mostram os graficos

de Pareto na Figura 41.
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Figura 41. Estudo dos efeitos para os célculos Ig, Fs e Fusv € seus respectivos testes de
curvatura representados pelos graficos de Pareto.
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Observando os graficos de Pareto € possivel afirmar que os efeitos dos fatores
tempo e volume da propor¢ao AF/AS foram significativos, indicando uma relagao
muito alta entre o aumento no tempo ¢ da quantidade de acido com o aumento da
resposta analitica, sendo essa observacgdo evidenciada nas trés formas de célculo.

A variavel curvatura no estudo dos efeitos também foi significativa para os
trés calculos, e isso implica na necessidade do estudo dessas varidveis mais
significativas em uma superficie de resposta a partir de um modelo quadratico para a
identificacdo dos valores 6timos em um dominio experimental ajustado.

Apesar do efeito DAM (concentragdo de diacetilmonoxima) esta préximo do
limite de significancia, ndo foi considerada significativa, mas deve ser investigada
em um estudo posterior, pois participa diretamente da reagdo com a ureia, podendo
ter sua interagdo comprometida com a variagao dos fatores significantes, além disso,
a busca por diminuir o consumo de reagentes sem afetar a efetividade do método ¢
sempre um fator positivo.

A concentracdo de difenilcarbazida (DFC) também ndo contribuiu
significativamente para o aumento do sinal analitico nos niveis estudados e isso pode
estar associado ao fato de que sua presenga nesse sistema ¢ somente para auxiliar a
estabilizacao da cor.

Os valores de p para a analise de variancia (ANOVA) em um intervalo de
confianga de 95% (0=0,05) para Ig, Fs e Fusv foram, respectivamente, 0,659, 0,844
e 0,719 para o teste de falta de ajuste (Tabela 22), indicando que a falta de ajuste ¢

ndo significativa e o modelo estd bem ajustado para o dominio experimental aplicado.

Tabela 22. Teste de falta de ajuste dos modelos de acordo com cada tratamento
matematico.

Respostas SQ gl MQ F p
Is 28,06 1 28,06 0,2382 0,659
Fs 9,8 1 9,84 0,0461 0,844
Fusv 0,0359 1 0,03588 0,1568 0,719

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV:
Frequéncia do calculo HSV; SQ: soma quadratica; gl: grau de liberdade;
MQ: média quadratica; F: Distribuicdo F de Fisher-Snedecor; valor p:
nivel de probabilidade.
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Apos a interpretacdo dos graficos de efeitos foi feita a observagao utilizando
os graficos de contorno (Figura 42), construidos a partir dos resultados obtidos na

matriz do planejamento 2%,

Figura 42. Indicagdo da regido 6tima a partir dos Graficos de contorno em fungdo das
variaveis AF/AS e Tempo obtidos a partir dos calculos Ig, Fs € Fusy.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A partir da andlise das superficies de contorno, conclui-se que o aumento dos
sinais analiticos ¢ favorecido quando aplicados 5,0 mL de Volume da mistura acida
(AF/AS) e tempo de 60 minutos, como indica a area vermelha dos graficos. O

comportamento dessas variaveis indica que a reacdo ¢ favorecida para formag¢do do
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produto com o pH menor e com maior exposi¢do ao calor. E possivel prever ainda
que resultados mais favoraveis podem ser obtidos usando condigdes acima dos
apresentados no dominio experimental atual para identificacdo desses pontos 6timos,
e por isso foi aplicado um novo planejamento usando o modelo Box-Behnken.

Os fatores concentragdo de diacetilmonoxima (DAM) e concentragao de
difenilcarbazida (DFC) ndo apresentaram significancia estatistica para o aumento do
sinal analitico. No entanto, a fim de aumentar a faixa linear da curva de calibragdo a
variavel DAM foi centrada em 300 mg/L para o proximo estudo. Por outro lado, a
varidvel DFC ndo participa diretamente da reagdo e foi fixada em seu menor nivel

(10 mg/L).

4.4. Aplicagdo do planejamento Box-Behnken e defini¢do dos valores otimos

A partir das informagdes obtidas na triagem dos fatores usando o
planejamento fatorial completo, foi definido um novo dominio experimental para
aplicacdo no planejamento Box-Behnken. Seus niveis, valores reais e suas respostas

estdo expostos na Tabela 23.

Tabela 23. Matriz e respostas do Planejamento Box-Behnken para 3 fatores.

Variaveis Respostas
Exp. (OE)

Tempo (min) DAM (mg/L) AF/AS (mL) Is Fs Fusv
1 (8% 40 100,0 5,0 61,544 97,169 3,537
2 (14°) 80 100,0 5,0 124,023 154,549 5,331
3 (6° 40 500,0 5,0 192,933 239,851 8,652
4 (16° 80 500,0 5,0 183,455 235,698 8,383
5(11°) 40 300,0 3,0 85,939 126,953 4,345
6 (17°) 80 300,0 3,0 123,421 173,780 5,996
7(7°) 40 300,0 7,0 188,625 235,400 8,077
8 (15°) 80 300,0 7,0 189,659 236,730 8,454
9(12°) 60 100,0 3,0 37,824 66,777 2,362
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Variaveis Respostas

Exp. (OE)

Tempo (min) DAM (mg/L) AF/AS (mL) Is Fs Fusv
10 (2°) 60 500,0 3,0 155,777 194,806 6,646
11 (5% 60 100,0 7,0 156,457 204,359 7,039
12 (9°) 60 500,0 7,0 187,511 234,888 8,334
13 (13°) 60 300,0 5,0 171,096 213,829 7,260
14 (1°) 60 300,0 5,0 179,182 224,033 7,711
15 (4°) 60 300,0 5,0 176,796 226,398 7,873
16 (10°) 60 300,0 5,0 174,426 229,840 7,942
17 (3°) 60 300,0 5,0 169,655 220,842 7,547

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do calculo HSV;
AF/AS: Misturas dos acidos fosforico e sulfurico; DAM: Concentracdo de Diacetilmonoxima; OE:
Ordem experimental.

Mediante a andlise de variancia (ANOVA) para avaliar o ajuste dos modelos
obtidos, foi considerado o modelo contendo os termos lineares, quadraticos e as
interacoes lineares para definicdo dos valores 6timos. De acordo com os valores
obtidos pelo calculo dos efeitos quadraticos e lineares expostos na Tabela 24, a
varidvel Tempo do modelo quadrético e a interacdo Tempo xMistura de 4cidos do
modelo linear ndo sdo significativas. Esse comportamento ¢ interessante, pois indica
uma tendéncia do sistema em ser robusto para as variagdes do dominio experimental

aplicado.

Tabela 24. Valores dos efeitos para os termos lineares e quadraticos.

Termos Is Fs Frsv
Efeito 0=0,05 Efeito a=0,05 Efeito a=0,05
Intercepto (Bo) 140,597 0,000 183,413 0,000 6,430 0,000
Tempo (L) 22,879 0,001 25,346 0,004 0,889 0,010
Tempo (Q) 10,612 0,005 11,582 0,017 0,284* 0,100%*
DAM (L) 84,957 0,000 95,597 0,000 3,436 0,000
DAM (Q) 23,131 0,000 29,590 0,001 0,907 0,002
AF/AS (L) 79,823 0,000 87,265 0,000 3,139 0,000
AF/AS (Q) 16,708 0,001 18,191 0,004 0,664 0,008
Tempo (L) x DAM (L) -35,978 0,001 -30,766 0,007 -1,032 0,020
Tempo (L) x AF/AS (L) -18,224 0,010 -22,749 0,020 -0,637* 0,081%*
DAM (L) x AF/AS (L) -43,450 0,000 -48,751 0,001 -1,495 0,005

*ndo significativo
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Os trés modelos construidos a partir dos calculos de Ig, Fs e Fusv
apresentaram falta de ajuste ndo significativo e suas correlagdes foram de 0,990,

0,985 € 0,979, respectivamente, como mostra a Tabela 25.

Tabela 25. Analise de varidncia (ANOVA) para o teste de falta de ajuste dos modelos de
acordo com cada calculo do planejamento box-behnken.

Respostas SQ gl MQ F p R?
Is 287,82 3 95,94 6,200 0,055 0,990
Fs 540,69 3 180,23 4,865 0,080 0,985
Fusv 0,87233 3 0,29078 3,874 0,112 0,979

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do calculo
HSV; SQ: soma quadratica; gl: grau de liberdade; MQ: média quadratica; F: Distribuicdo
F de Fisher-Snedecor; valor p: nivel de probabilidade; R?: Correlacdo

Outro termo analisado foi em relagdo aos valores preditos e observados
(Tabela 26), que mostra a variagdo dos residuos entre os experimentos realizados
através dos trés calculos. Nesses dados o calculo realizado com Ip, Fs e Fusv
apresentaram variagcdo da taxa residual de -10,3 a 24,9, -8,3 a 12,42 ¢ -6,86 a 14,84,
respectivamente. A variagao de erro apresentada pelo calculo do Is foi maior entre
os demais calculos e isso demonstra que a representagao do sistema a partir do canal
Blue, para esse estudo, ndo deve representar com precisdo o comportamento de
formacao do produto colorimétrico estudado.

As figuras 43, 44 e 45 representam as superficies de respostas construidas a
partir dos modelos considerando os calculos I, Fs e Fusy, respectivamente. Os

pontos criticos também foram calculados e estdo demonstrados na Tabela 27.
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Tabela 26. Valores observados, preditos e residuos para o modelo L+Q obtidos pela matriz Box-Behnken e suas respectivas respostas para os
calculos de Ip, Fs e Fusy.

Is Fs Fusv

Exp. Observados Preditos Residuos Residuos Observados Preditos Residuos Residuos Observados Preditos Residuos Residuos
(%) (%) (%)
1 61,544 68,582  -7,037 -10,26 97,169 105,962  -8,793 -8,30 3,537 3,797 -0,261 -6,86
2 124,023 127,439 -3,416 -2,68 154,549 162,075 -7,525 -4,64 5,331 5,718 -0,386 -6,76
3 192,933 189,517 3,416 1,80 239,851 232,326 7,525 3,24 8,652 8,265 0,386 4,67
4 183,455 176,418 7,037 3,99 235,698 226,906 8,793 3,88 8,383 8,122 0,261 3,21
5 85,939 86,448  -0,509 -0,59 126,953 125,536 1,417 1,13 4,345 4,386 -0,041 -0,94
6 123,421 127,551  -4,13 -3,24 173,78 173,63 0,15 0,09 5,996 5,912 0,085 1,43
7 188,625 184,495 4,13 2,24 235,4 235,549  -0,15 -0,06 8,077 8,162 -0,085 -1,04
8 189,659 189,15 0,509 0,27 236,73 238,147  -1,417 -0,60 8,454 8,413 0,041 0,49
9 37,824 30,277 7,547 24,92 66,777 59,401 7,376 12,42 2,362 2,060 0,302 14,64
10 155,777 158,684 -2,907 -1,83 194,806 203,749 -8,942 -4,39 6,646 6,992 -0,345 -4,94
11 156,457 153,55 2,907 1,89 204,359 195,417 8,942 4,58 7,039 6,694 0,345 5,16
12 187,511 195,057  -7,547 -3,87 234,888 242,263 -7,376 -3,04 8,334 8,635 -0,302 -3,49
13 171,096 174,231 -3,135 -1,80 213,829 222988  -9,16 -4,11 7,260 7,667 -0,407 -5,30
14 179,182 174,231 4,951 2,84 224,033 222988 1,045 0,47 7,711 7,667 0,044 0,57
15 176,796 174,231 2,565 1,47 226,398 222,988 3,41 1,53 7,873 7,667 0,206 2,69
16 174,426 174,231 0,195 0,11 229,84 222,988 6,852 3,07 7,942 7,667 0,276 3,60
17 169,655 174,231  -4,576 -2,63 220,842 222988 -2,146 -0,96 7,547 7,667 -0,119 -1,56

Ig: Intensidade do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturacdo; Fusv: Frequéncia do calculo HSV.
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Figura 43. Superficies de resposta construidas a partir do modelo com o célculo Iz.
l.

l,

l,

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 44. Superficie de resposta construida a partir do modelo com o célculo Fs.
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Figura 45. Superficie de resposta construida a partir do modelo com o calculo Fusy.
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Tabela 27. Tabela de valores criticos a partir dos modelos obtidos por Ig, Fs € Frsv.

Valor
Resposta Variavel Minimo critico Maiximo

Tempo (min.) 40 52 80

Is DAM (mg/L) 100,0 432,7 500,0
AF/AS (mL) 3,0 6,7 7,0
Tempo (min.) 40 55 80

Fs DAM (mg/L) 100,0 395.3 500,0
AF/AS (mL) 3,0 6,9 7,0
Tempo (min.) 40 54 80

Fusv DAM (mg/L) 100,0 435,7 500,0
AF/AS (mL) 3,0 6,8 7,0

Ig: intensidade do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturacao; Fusv: Frequéncia do
calculo HSV; AF/AS: Mistura dos acidos fosforico e sulfurico, DAM:
Concentracdo de diacetilmonoxima; DFC: Concentracdo de difenilcarbazida.

Os valores indicados como maximo no calculo dos pontos criticos foram
considerados. Buscou-se diminuir um pouco os niveis a fim de reduzir o tempo, a
quantidade de reagentes e facilitar o tratamento de dados sem afetar a sensibilidade
obtida. Sendo assim, a considerag@o dos pontos 6timos foi definida nas zonas graficas
de méaximo comum entre as superficies de respostas obtidas através dos trés calculos
e considerando os valores proximos a zona de maximo. Como as variaveis Tempo e
Mistura dos acidos foram as mais significativas no aumento do sinal analitico, as
zonas de maximos foram consideradas, prioritariamente, utilizando as superficies de
respostas desses fatores. Os valores foram definidos como 6timos para a mistura
acida AF/AS em 6,00 mL, para o tempo de aquecimento em 50 minutos e a
concentracdo de DAM de 400 mg/L, além do valor de DFC que foi estabelecido em
10 mg/L previamente. Todos os coeficientes dos modelos propostos pelos calculos
estudados foram significativos, exceto pelo coeficiente Tempo (Q) e Tempo (L) x

AF/AS (L) calculados a partir de Fusv, como demonstra a Tabela 28.
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Tabela 28. Termos do modelo quadratico com interagdo linear x linear e suas respectivas

significancias.

T Is Fusv

ermos Coeficiente o =0,05 | Coeficiente o=0,05 Coeficiente 0=0,05
Intercepto (Bo) | -506,320 0,000 -526,255 0,000 -16,431 0,001
Tempo (L) 6,244 0,001 6,684 0,003 0,186 0,014
Tempo (Q) -0,027 0,005 -0,029 0,017 -0,001* 0,100*
DAM (L) 1,101 0,000 1,218 0,000 0,039 0,000
DAM (Q) -0,001 0,000 -0,001 0,001 0,000 0,002
AF/AS (L) 91,688 0,000 102,637 0,000 3,484 0,001
AF/AS (Q) -4,177 0,001 -4,548 0,004 -0,166 0,008
Tempo (L) x
DAM (L) -0,004 0,001 -0,004 0,007 0,000 0,020
Tempo (L) % % %
AF/AS (L) -0,228 0,010 -0,284 0,020 -0,008 0,081
DAM (L) x
AF/AS (L) -0,054 0,000 -0,061 0,001 -0,002 0,005

*Nao significativo; Ig: intensidade do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturagdo; Fusy: Frequéncia do
calculo HSV; AF/AS: Mistura dos acidos fosférico e sulfurico, DAM: Concentracdo de
diacetilmonoxima; DFC: Concentra¢do de difenilcarbazida.

4.5. Teste de robustez

Os valores definidos como 6timos para os parametros Volume de AF/AS
(6,00 mL), Tempo (50 min), DAM (400 mg/L) e DFC (10 mg/L) foram estabelecidos
como pontos centrais do planejamento fatorial completo 2 para o estudo da robustez

do método e os niveis das variaveis foram definidos de acordo com a Tabela 29.

Tabela 29. Niveis aplicados no planejamento fatorial completo 24 para o teste de robustez.

L. Niveis
Variaveis
(-1) 0 (PC) (+1)
Volume de AF/AS (mL) 5,5 6,0 6,5
Tempo (min.) 45 50 55
Concentracdo de DAM (mg/L) 350 400 450
Concentracao de DFC (mg/L) 5,0 10,0 15,0

AF/AS: Mistura dos 4cidos fosforico e sulfurico, DAM: Concentragdo de
Diacetilmonoxima; DFC: Concentragdo de Difenilcarbazida; PC: Ponto Central.

A matriz e as respostas dos experimentos em fun¢do da aplicagdo do
planejamento fatorial completo realizado para o teste de robustez sdo demonstradas

na Tabela 30.
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Tabela 30. Matriz do planejamento fatorial 24, seus respectivos niveis e as respostas em

fungdo dos calculos estudados.

Variaveis Respostas
Volume Concentracao
B OB pas T(;“i':)" (mg/L) Fs  Fusv I
(mL) DAM DFC
1(19°) 6,50 55 450,00 15,00 200,481 7,177 207,194
2(15° 6,50 55 450,00 5,00 199,688 7,162 206,597
3(18°) 6,50 55 350,00 15,00 202,438 7,308 209,084
4(13°) 6,50 55 350,00 5,00 198,277 7,101 205,459
5(2°) 6,50 45 450,00 15,00 199,265 7,102 206,287
6(1°) 6,50 45 450,00 5,00 200,230 7,116 206,466
7 (5% 6,50 45 350,00 15,00 198,981 7,190 206,970
8 (7°) 6,50 45 350,00 5,00 201,705 7,181 207,629
9(16°) 5,50 55 450,00 15,00 194,857 6,964 202,203
10(20°) 5,50 55 450,00 5,00 194,125 6,936 201,795
11(17°) 5,50 55 350,00 15,00 189,601 6,850 198,824
12(14°) 5,50 55 350,00 5,00 194,335 6,942 201,885
13(3°) 5,50 45 450,00 15,00 185,349 6,609 195,613
14(8°) 5,50 45 450,00 5,00 186,483 6,633 196,259
15(4°) 5,50 45 350,00 15,00 187,126 6,791 197,103
16(6°) 5,50 45 350,00 5,00 186,612 6,631 196,535
17(11°) 6,00 50 400,00 10,00 209,213 7,506 214,334
18(9°) 6,00 50 400,00 10,00 197,577 6,987 204,182
19(10°) 6,00 50 400,00 10,00 197,843 7,158 204,527
20(12°) 6,00 50 400,00 10,00 213,247 7,481 216,390

Ig: intensidade do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturacao; Fusy: Frequéncia do calculo HSV; AF/AS:
Mistura dos acidos fosforico e sulfurico, DAM: Concentragdo de diacetilmonoxima; DFC:
Concentragdo de difenilcarbazida; OE: Ordem dos experimentos.

O estudo dos efeitos observados nos graficos de Pareto (Figura 46)

demonstrou que os fatores Tempo e Volume de AF/AS ainda se apresentam com

influéncia no sinal analitico maior que as outras varidveis, mas essa condi¢ao nao foi
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suficiente para conferir significancia a esses fatores dentro do dominio experimental

estudado, portanto o método ¢ considerado robusto.

Figura 46. Graficos de Pareto para os efeitos padronizados calculados por Fs, Fusv e Ig.

F. F
(1)AF/AS (mL) 12.5374 {1)AFIAS (mL)} 32.945&?
Curvalr. _%2.1295 Curvatr. | —52.1 374 |
(2)Tempo 1mil'lh| 0.8789 (2)Tempo (min) | .1.1?31
worC )| |o.1082 | (310AM (mg)| 02911
(3IDAM [mg.rl.:i 0,0440 (4)DFC (mgiL) | 0.2862
E‘Fe;rto pa-rirom:-ado 3 15.2* -------------- Efemnadronuzado ------- 3 182-1

(1)AF/AS (mL) ]2.552?
Curvatr. 1.8500 |
(2)Tempo (min) 0,7869
(3)DAM (mgiL) -0,0418
(4)OFC (mg/L) 0,0256
""""" etopadronzade 31824

Fonte: Elaborada pelo autor

Esses modelos foram validados através do teste de falta de ajuste (ANOVA)
que apresentou para os calculos Fs, Fusy e Ig os valores de p igual a 0,845, 0,830 ¢
0,895, respectivamente, evidenciando modelos muito bem ajustados para um

intervalo de confianca de 95% como mostra a Tabela 31.

Tabela 31. Estudo da falta de ajuste para os modelos obtidos pelos trés calculos (0=0,05).

Respostas SQ gl MQ F p
Is 193,55 12 16,12 0,39 0,895
Fs 365,32 12 30,44 0,48 0,845
Fusv 0,39 12 0,32 0,50 0,830

IB: intensidade do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do
calculo HSV; SQ: soma quadratica; gl: grau de liberdade; MQ: média quadratica; F:
Distribuicdo F de Fisher-Snedecor; valor p: nivel de probabilidade.
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4.6. Preparo da solucdo colorimétrica com valores otimizados

Devido ao carater levemente viscoso que € conferido a solugdo colorimétrica
em funcdo das quantidades de 4cidos sulfurico e fosforico, foi preparada uma solucao
intermediaria para garantir a sua homogeneidade e interagdo com o analito de igual
forma. Desse modo, foi definido um volume fixo de 15 mL a ser transferido para um
volume final de 25 mL da solucdo contendo o analito. Essa sequéncia ¢ descrita a
seguir e também esta ilustrada na Figura 47. Em todos os passos que envolveram o

uso do banho ultrassonico foi na intencao de aumentar a interagao entre os reagentes.

Difenilcarbazida 334 mg/L (Solugéo 1) —16,7 mg de difenilcarbazida diluidos
em 5 mL de acetona (P.A.) e avolumado com agua ultrapura para 50 mL.

Diacetilmonoxima 13334 mg/L(Solucao 2) —666,7 mg de diacetilmonoxima
diluidos em 5 mL de acetona (P.A.) e avolumado com agua ultrapura para 50 mL.

DAM/DFC (Solucao 3) — Em um baldo volumétrico de 25 mL foi adicionado
12,5 mL da solugdo 1 e 12,5 mL da solugao 2.

Mistura 4acida 30:1 (Solucdo 4) —96,7 mL de 4cido fosforico concentrado
(85%) e 3,3 mL de 4cido sulftirico concentrado (99,8%).

Solucio colorimétrica —50 mL de agua ultrapura, em seguida adicionado 100
mL da solugdo 4 e resfriada em temperatura ambiente. Apds 5 minutos, adicionados
25 mL da solugdo 3, completado com agua para o volume final de 250 mL e colocado
em banho ultrassom por 3 min. Essa solugdo foi preparada imediatamente antes do

uso e contém 16,7 mg/L de difenilcarbazida e 666,7 mg/L de diacetilmonoxima.
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Figura 47. Procedimento completo das etapas de tratamento de amostra e preparo de

solucdes.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.7. Estudo do efeito de Matriz

>

Banho
ultrassonico

5 minutos

]

50 min
100 °C

7

Banho
de gelo
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J

Avolumado
para 25 mL

O estudo do efeito de matriz foi realizado a partir da comparacao das curvas

de calibragao pela adicdo de analito em uma quantidade fixa de sobrenadante de

2,0mL. De acordo com a comparacdo das inclinagdes obtidas pelo estudo de

regressao linear e considerando o erro calculado em um intervalo de confianca de

95%, nao houve diferenga significativa entre os angulos das curvas de calibragao.

Pode-se afirmar que, estatisticamente, a matriz ndo interfere significativamente nos

sinais analiticos obtidos a partir dos trés calculos como demonstra os resultados da

Tabela 32 e da Figura 48. Graficos de regressao linear para as curvas de calibracio e

suas respectivas adi¢des de analito.
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Tabela 32. Comparacdo das inclinacdes obtidas pela regressdo linear para as trés formas de
calculo.

Inclinacao DP (95%)

Adicdo 0,062 +0,015

Abs B
Curva 0,068 +0,024
. Adicio 18.023 +1.284
s Curva 20,008 +1,746
Adicio 0,642 +0,089

Fusv
Curva 0,710 +0,095

Abs B: Absorvancia do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagéo;
FHSV: Frequéncia do calculo HSV

Figura 48. Graficos de regressdo linear para as curvas de calibragdo e suas respectivas
adigOes de analito.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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A partir dos graficos apresentados, observa-se uma sutil tendéncia de
sobreposicdo das retas calculadas a partir de Fs e Fusy com o aumento da
concentragdo, mas esse fendmeno nio deve ser considerado, uma vez que a faixa
linear de trabalho da curva de calibragdo ndo apresenta interseccdo dessas retas e as
inclinagdes apresentaram igualdade estatistica. Os resultados para Absg, obtidos a
partir de Fp, ndo apresentaram boa precisdo em relagdo aos outros calculos,
entretanto, as retas obtidas a partir desses valores também ndo apresentaram

diferenca entre as suas inclinagdes.

4.8. Teste de adicdo e recuperagio

Como forma de valida¢ao do método proposto foi realizado o procedimento
utilizando a adi¢do de analito (ureia) e avaliacdo da recuperacdo. Os valores médios
obtidos para Fs, Fusv e Fg foram, respectivamente, 78,14%, 96,26% e 61,01%, como
mostra a Tabela 33. Foi observado que o calculo de recuperagado para Fs e Fusv tende
a ser proporcional com o aumento da concentracdo adicionada na faixa linear
estudada e os percentuais obtidos tendem a ser constantes, enquanto a recuperacao
de Fp aumenta & medida que os valores adicionados sdo aumentados, de acordo com
o grafico da Figura 49. O valor de recuperagao apresentado por Fg reflete a alta
dispersao do erro evidenciado ao longo do estudo, a partir dos valores de recuperacao
obtidos ¢ possivel inferir que esse calculo pode variar o valor da concentracao predita
de ureia em func¢ao do aumento ou diminui¢do das concentragdes verdadeiras de ureia
na amostra. Esse fenomeno pode levar a inexatidao de resultados se trabalhados em

concentragcdes mais altas ou mais baixas de ureia na amostra.
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Tabela 33. Valores de recuperagao obtidos para os trés calculos com N=3.

Adicionado 0,00 0,80 1,60 2,40 3,20 Recuperacao
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L média (%)
Resultado 2.19 2.81 3.39 4.10 477
(mg/L)
Fs Teoérico (mg/L) -— 2,99 3,79 4,59 5,39 -
® >
ecuperagao 77.45 7487 79,60 80,62 78,14
(%)
Resultado 2.13 2.93 3.68 455 4,96
(mg/L)
Fusv  Teorico (mg/L) - 2,93 3,73 4,53 5,33 ---
® g
ecuperacao 99,30 96,84 100,73 88,15 96,26
(%)
Resul
esultado 2.33 2.70 3.26 3,88 4,73
(mg/L)
Fs  Tebrico (mg/L) 3,13 3,93 473 5,53
Recu(f)’f;a‘?ao 46,55 5802 6447 7502 61,01
0

FB: Frequéncia de do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV: Frequéncia do céalculo HSV.

Figura 49. Grafico da varia¢do da concentragdo de ureia adicionada em fun¢ao da taxa de

recuperagao.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.9. Estabilidade da reacdo

O sistema foi avaliado quanto a interferéncia de luz externa a partir de
fotografias da cubeta sem a radiagdo do sistema e sob iluminacdo ambiente. Os
resultados sdao apresentados na Tabela 34 para os espacos de cores RGB e HSV e

uma réplica da fotografia ¢ apresentada na Figura 50.

Tabela 34. Dados extraidos da fotografia retirada com o sistema sem radiagdo.
R G B H S \4
Fotografial 0,009 0,002 0,004 0,004 0,010 0,000
Fotogratia2 0,010 0,003 0,004 0,005 0,012 0,000
Fotografia3 0,011 0,002 0,004 0,006 0,013 0,000

Figura 50. Fotografia retirada do sistema com a radiacdo interna desligada.

Fonte: Elaborada pelo autor

A estabilidade do produto colorimétrico formado, considerando a sua
fotossensibilidade, foi avaliada a partir de uma amostra devidamente processada
aplicando o método otimizado. A amostra foi aspirada para a cubeta de fluxo e
exposta a radiagdo do proprio sistema durante 105 minutos, com fotografias
realizadas em intervalos de 15 minutos. As respostas obtidas em cada momento de
medicao estdo apresentadas na Tabela 35.

A partir dos resultados € possivel inferir que ndo ha uma tendéncia ao
decréscimo do sinal analitico, sendo a variagdo existente atribuida ao erro
instrumental do proprio sistema de aquisicdo de imagens. Para esse tempo, nessas
condigdes de trabalho e com a iluminagdo artificial incidida, nao foi possivel
identificar alteracdo nas caracteristicas colorimétricas do produto decorrentes da
degradagdo por iluminagdo, o que demonstra que ha uma robustez do sistema em
relacdo a fotodegradacao.
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Tabela 35. Estudo da degradacao do produto colorimétrico em fungdo do tempo.

Tempo (min) Fs Fusv Fs

0 57,098 2,292 0,058
15 57,099 2,269 0,050
30 57,247 2,273 0,050
45 57,429 2,296 0,059
60 57,243 2,273 0,050
75 57,427 2,299 0,059
90 57,053 2,266 0,050
105 57,198 2,278 0,050

Fg: Frequéncia do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturago; Fusv:
Frequéncia do calculo HSV.

4.10. Regressdo linear e figuras de mérito

A curva de calibragdo foi construida em uma faixa linear de 0,00 — 8,80 mg/L,
considerando 6 réplicas para cada concentragao e 12 réplicas para o branco analitico.
As respostas obtidas para os trés calculos, bem como a faixa de concentragao
empregada estdo expostas na Tabela 36. As imagens digitais obtidas estdo expostas
na Figura 51 e os graficos plotados com esses resultados usando as trés respostas
estdo apresentados na Figura 52. A partir dessas respostas o céalculo de regressao
linear simples foi aplicado para obtencdo da equacdo da reta e do seu coeficiente de

correlagao linear.

Tabela 36.Valores médios (n=6) para diferentes concentragdes de ureia utilizadas na curva
de calibragdo.

[Ureia] mg/L Fs Fusv Fp
0,00 10,032 0,358 0,000
0,80 30,836 1,282 0,021
1,60 43,494 2,011 0,023
2,40 54,114 2,307 0,070
3,20 82,812 3,238 0,110
4,00 92,613 3,569 0,141
4,80 113,273 4,355 0,161
5,60 123,749 4,554 0,218
6,40 149,949 5,397 0,262
7,20 163,900 5,879 0,289
8,00 185,833 6,652 0,318
8,80 193,850 6,880 0,369

FB: Frequéncia do canal Blue; FS: Frequéncia da Saturagdo; FHSV:
Frequéncia do calculo HSV.
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Figura 51. Fotografia das imagens obtidas para curva de calibragdo com diferentes
concentra¢des de ureia.
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Figura 52. Graficos das regressdes lineares simples para as trés formas de céalculo.
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Os resultados obtidos para as curvas de calibragdo foram satisfatorios para os
trés tipos de calculo. As curvas analiticas obtidas a partir de Fs e Fusv apresentaram
comportamento em concordancia com outras aplicagdes envolvendo esses célculos
durante todo o estudo. A curva de calibracdo obtida pelo célculo Fp apresentou menor
precisdo. Essa tendéncia de Fg, como vista em outras partes do estudo, pode ser
atribuida ao uso de um so6 canal (blue) no espaco RGB para representar o sistema
estudado.

Os valores dos termos da regressdo linear e seus respectivos erros, em um
intervalo de confianga de 95%, estdo apresentados na Tabela 37. Na mesma tabela
estao apresentados os limites de deteccdo e quantificacdo, calculados de acordo com

a planilha de validagdo para métodos analiticos univariados [93].

Tabela 37. Valores dos termos da regressdo linear e dos limites de detecgdo e quantificagdo.

Regressao linear e figuras de mérito

Calculo Fs Fusv Fs
Coeficiente angular (ai) 21,34+ 0,99 0,731 £0,043 0,0433 +0,0034
Coeficiente Linear (ao) 9,81+ 5,13 0,655 +£0,223 -0,0250 £ 0,0175
Coeficiente de determinagdo (R?) 0,9957 0,9931 0,9880
Limite de detec¢do (LD) 95% 0,35 1,06 1,77
Limite de quantifica¢do (LQ) 95% 0,52 1,57 2,64

Fg: Frequéncia do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturacdo; Fusv: Frequéncia do calculo HSV.

Observou-se, pelos resultados apresentados na Tabela 37, que os calculos
realizados a partir de Fs apresentaram os melhores (mais baixos) limites de detec¢ao
e quantificacdo entre os trés calculos aplicados, com valores respectivos de 0,35 e
0,52 mg/L. Esse comportamento dos dados era esperado devido ao aumento da
saturagdo (Fs) acompanhar o aumento da concentracao do analito. Entretanto, ndo se
pode assegurar que essa tendéncia serd sempre linear quando houver uma variagdo
maior do brilho e do valor da Hue calibrado automaticamente pelo firmware do
microscopio digital.

Apesar do célculo realizado por Fusv apresentar limites de deteccdo e
quantifica¢do de 1,06 e 1,57 mg/L, respectivamente, o triplo dos valores obtidos pelo

Fs, esse aumento pode ser atribuido as variagdes dos valores de Hue e Value que sao
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aplicados automaticamente pelo software do microscopio digital e incluidos no
calculo de Fusv para compensagado dessas variagoes.

Os valores de LD e LQ para Fg foram, respectivamente, 1,77 ¢ 2,64 mg/L.
Esses valores sdo, aproximadamente, cinco vezes maiores do que os calculados com
Fse duas vezes maiores que Fusy, refletindo a baixa precisdo quando € aplicado esse
tipo de célculo.

As correlagdes calculadas foram de 0,996, 0,993 e 0,988, para Fs, Fusv e Fg,
respectivamente. Apesar dos valores indicarem boa correlacdo, os erros calculados
em um intervalo de confianga de 95% para os coeficientes lineares foram em torno
de 50%, mas esse comportamento era esperado por conta da determinacdo indireta
que envolve esse método.

Os valores obtidos para os Limites de deteccdo e quantificacdo calculados
pelas trés formulagdes propostas foram suficientes para serem aplicados no estudo

de Ureia em Leite UHT em func¢do dos valores encontrados na literatura.

4.11. Precisdo

Para avaliar a precisao do método as amostras B e F foram medidas (N=9) e
os resultados estao apresentados como desvio padrdo relativo (DPR%) na Tabela 38.
Para este estudo ndo foi considerado o fator de dilui¢do com o objetivo de observar
mais claramente a dispersdo do erro na aplicagdo do método. Os calculos com o
emprego do Fs apresentaram melhores precisdes com valores de 1,58 e 2,69%, talvez
por ndo estarem sendo consideradas as variagdes de Hue e Intensity como implica o
calculo de Fusv (3,26 e 5,77%) ou ndo serem representados apenas por um canal do
espago RGB, como acontece para Fg (1,96 € 4,18%).

E observada também, para todos os calculos, uma tendéncia de aumento do
DPR% com o aumento da concentragao de ureia. Esse fendmeno, bem como a sua
imprecisdo, pode estar associado a composi¢ao do método que envolve extracao
molecular, determinagdo indireta por transformac¢dao de analito e deteccdo por

fotografia, etapas que sdo mais suscetiveis aos erros sistematicos e aleatorios.
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Tabela 38. Desvio padrao relativo obtidos pelos trés calculos referentes as amostras B e F
sem considerar o calculo de diluigdo.

Amostra B (mg/L) DPR%
Fs 2,32 235 235 2,40 241 233 241 2,35 2,32 1,58
Fusv 1,98 2,02 2,03 2,13 2,14 1,99 2,13 2,02 1,98 3,26
Fs 2,87 2,93 293 3,01 3,01 2,88 3,00 2,94 287 1,96
Amostra F(mg/L) DPR%
Fs 4,80 4,60 4,50 4,60 4,50 4,80 4,60 4,80 4,53 2,79
Fusv 5,42 4,95 4777 494 4777 542 494 542 476 5,77
Fs 6,53 6,15 592 6,15 592 6,53 6,14 6,54 5,99 4,18

Fg: Frequéncia do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturacdo; Fusv: Frequéncia do calculo HSV.

4.12. Exatidao do metodo

Para avaliar a exatiddo do método, uma analise interlaboratorial foi realizada
utilizando a técnica de infravermelho médio com o equipamento MilkoScan™ 7 RM
em conformidade com a norma ISO 9622/IDF 141:2013[94] ¢ o método oficial
AOAC 972.16, uma vez que o material de referéncia certificado para a ureia ndo foi
encontrado [95]. Os resultados de quatro amostras submetidas ao método proposto e
ao método usando infravermelho estdo dispostos na Tabela 39, com os seus

respectivos intervalos de confianga a 95%.

Tabela 39. Concentragdes de ureia obtidas em amostras de leite UHT usando o método
proposto e a Espectrometria no Infravermelho.

Imagem digital (mg/L)
Amostra Infravermelho (mg/L)
Fs Fusv Fs
A 217,19+7,59 201,46 £7,34 271,37 +14,19 219 +30,0
B 196,64 £2,40 170,51 £4,28 244,72 £ 3,69 198 + 30,0
C 186,54 £2,08 161,37 +3,21 243,26 +0,85 170 £ 30,0
D 274,17+7,00 248,86+ 13,10 350,06+ 0,42 245 + 30,0

Fg: Frequéncia do canal Blue; Fs: Frequéncia da Saturac@o; Fusv: Frequéncia do calculo HSV.

A partir dos dados obtidos pode-se considerar que os célculos realizados pelos
modelos Fs e Fusv apresentaram igualdade estatistica em relagdo aos valores

considerados como verdadeiros, em um intervalo de confianca de 95%. As
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concentragdes obtidas a partir do calculo de Fg ndo apresentaram essa igualdade e
i1sso evidencia o comportamento irregular apresentado por essa aplicagao ao longo
do estudo.

Na Tabela 40 sdo apresentadas as diferencas percentuais entre os valores
médios dos célculos aplicados (Fs e Fusv) € os valores verdadeiros. A partir desses
dados ¢ possivel observar que as concentragdes obtidas a partir de Fs tendem a ser
superiores, ao contrario do comportamento obtido por Fusy. Essa flutuagao dos dados

era esperada como foi argumentado no estudo da precisdo.

Tabela 40. Diferencas percentuais entre os valores médios das concentra¢des obtidas e os
valores verdadeiros.

A B C D Média
Fs -0,82 -0,69 9,73 11,91 5,03%
Fusv -8,01 -13,88 -5,08 1,58 -6,35%

As concentragdes obtidas por Fs para as amostras C e D apresentaram-se
sutilmente superiores aos valores médios verdadeiros, esse comportamento expressa
uma tendéncia superlativa do modelo, visto que as amostras A e B se diferenciaram
em menos de 1%. Em contrapartida, o célculo realizado por Fusv apresentou valor
médio maior e negativo, com exce¢do da amostra D. Esse comportamento era
esperado, uma vez que a maioria dos valores obtidos por esse calculo tende a ser
menos preciso e com valores de concentragdes menores quando comparados ao Fs.

Considerando essas avaliacOes frente ao estudo da exatiddo, somente os

calculos de Fs e Fusv foram considerados para o estudo das amostras de Leite UHT.

4.13. Aplicagao do método

Apoés otimizagdo e validagdo, o método proposto foi aplicado em oito
amostras de Leite UHT comercializadas na cidade de Salvador, Bahia. As
concentragdes obtidas para 3 réplicas, bem como seus respectivos intervalos de

confianga em 95% estdo demonstrados na Tabela 41.
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Tabela 41. Concentragdes de ureia nas amostras de leite UHT (n = 3).

Amostra ks Fusy
Média IC (95%) Média IC (95%)

A 217,19 7,59 201,46 7,34

B (n=9) 196,64 2,40 170,51 4,28
C 186,54 2,08 161,37 3,21
D 274,17 7,00 248,86 13,10
E 363,82 10,69 395,60 21,28

F (n=9) 386,33 8,29 420,33 18,63
G 267,54 0,62 264,00 3,01
H 245,21 0,98 224,17 1,56

Média 267,18 260,79

Fs: Frequéncia da Saturacdo; Fusv: Frequéncia do calculo HSV.

O valor médio da concentracdo de ureia entre as amostras obtido a partir dos
calculos Fse Fusv foram, respectivamente, 267,18 e 260,79 mg/L. Esses valores estao
dentro das concentragdes esperadas em leite de animais saudaveis, em diferentes
fases de lactagdao e com alimentagdo balanceada de proteina, que tendem a apresentar
niveis de ureia no leite na faixa de 172 a 341 mg/L (80 a 159 mg/L de nitrogénio
ureico) [96]. Os resultados obtidos também sdo concordantes com os valores médios
encontrados de 246,85+6,01 e 254,65+7,21 mg/L por S.M. Godden et al. em um
estudo para analise de ureia em Leite UHT [97].

As amostras E e F apresentaram as maiores concentragdes de Ureia e visualmente
também foram amostras que apresentaram cor mais amarelada. A acdo de bactérias
no leite provenientes da deterioracdo por tempo de estocagem pode aumentar a
concentragdo de ureia e essa hipdtese nao pode ser descartada, ja que a producao de
leite UHT ¢ oriunda da mistura de leites de diferentes origens. Outra caracteristica
que pode ser associada também ao aumento da concentracdo ¢ o metabolismo
alterado das vacas que, a depender de condi¢des como alimentagao e diferentes fases
de lactacdo, pode alterar a concentragdo de ureia. As outras amostras nao
apresentaram diferengas visuais entre si, mas a cor branca € os niveis normais de
ureia nao garantem qualidade ao produto, ja que a adicao de ureia bem como outros

mascarantes também ja foram reportados como adulterantes desse alimento.
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5. CONCLUSAO

O sistema para aquisicao de imagem digital proposto para quantificagdo de
ureia em leite UHT mostrou-se eficiente e apresentou resultados satisfatorios. Foi
possivel construi-lo utilizando materiais de baixo custo como tubos PVC, minibomba
peristaltica e uma camera tipo microscopio. A cubeta de fluxo foi o dispositivo menos
acessivel, por ser especifica para fluxo e apresentar preco maior que o das cubetas
convencionais, entretanto essa pode ser facilmente substituida por qualquer aparato
transparente, ja que o uso para essa aplicacdo ndo requer filtragem na regido
ultravioleta. A especificagao dos tubos PVC utilizados para a estrutura nao € rigorosa,
podendo ser utilizados de qualquer marca, somente atendendo as exigéncias de
dimensdes e de cor clara. As mangueiras da minibomba constituidas de silicone
apresentam limitacdo quanto a quantidade de solvente e concentracdes dos acidos
aplicados. Por isso, essa foi substituida trés vezes durante todo o trabalho
desenvolvido. Para esse estudo, apesar da camera digital tipo microscopio ter sido de
baixa qualidade, situacdo observada nos resultados de otimizacdo automatica do
brilho e da gama de cores, tal limitagdo ndo apresentou influéncia significativa no
método. Nesse estudo a utilizacao dessa camera foi satisfatoria, mas em um método
onde ha exigéncia de se quantificar concentragdes menores, uma camera de alta
qualidade com um detector mais sensivel e seletivo pode se fazer necessaria para
distinguir sutis mudancas de coloragao.

A otimizagdo do método realizada através da aplicagdo de planejamentos
experimentais foi importante para demonstrar ¢ fundamentar fendmenos na reagao
quimica aplicada, uma vez que essa apresenta comportamento instdvel quanto a sua
precisdo e reconhecer variaveis significativas foram importantes para entender a
natureza do processo. O uso da Matriz Doehlert mostrou-se eficiente e pdde
estabelecer valores 6timos para a proporcao dos acidos envolvidos na reagao.

Entre os tratamentos matematicos aplicados, o Fs foi eficaz na predi¢ao das
concentragdes tanto quanto o modelo obtido por Fusy. As concentracdes de Fusv
foram, em média, 2,39% menores que as obtidas a partir do calculo de Fs, talvez pela
perda da representacdo real da saturagdo em razdo das normalizagdes contidas na
formula ou pela variagdo de Hue e Value nao terem sido amplas o suficiente para se

observar a eficiéncia da ferramenta proposta.
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O modelo Fp apresentou resultados inconsistentes e esse comportamento
pode ser atribuido a esse tipo de tratamento matematico ser representado apenas pela
absor¢do de um canal (Blue) do espago RGB. O comprimento de onda de 480 nm
absorvido pelo produto colorimétrico se encontra na faixa entre o azul e o verde no
espectro eletromagnético e essa indefinigdo pode sugerir a integracdo dos canais azul
e verde para uma melhor representacao do sistema.

O método foi satisfatorio para quantificar ureia em leite UHT e os valores
obtidos para as amostras estudadas foram congruentes com as concentracdes de ureia
e nitrogénio uréico registradas na literatura. Desta forma, o método proposto
apresenta-se como uma alternativa eficiente aos testes rapidos e a técnica de
infravermelho que, mesmo sendo as mais utilizadas, ainda apresentam maiores custos

de aquisicdao e manutencao.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o levantamento bibliografico realizado para aplicagdes
instrumentais voltadas para analise por imagem digital existe uma grande
versatilidade quanto a constru¢do de equipamentos para essa finalidade. Alguns sao
construidos utilizando materiais simples como papeldes, outros com resinas
moldadas por impressoras 3D e alguns ndo necessitam de camaras com controle de
iluminacdo. A fonte de detecgdo ¢ variada e pode ser utilizada desde scanners até
smartphones e essa versatilidade oferece equipamentos com varias finalidades.

Equipamentos para aquisicdo de imagens digitais constituidos de cameras
com detectores CCDs, estruturas para isolamento externo sob medida a partir de
impressoras em 3D e iluminagdes limitadas por controladores de tensdo elétrica tem
o seu custo aumentado em relagdo aos construidos para a mesma finalidade, mas
podem apresentar resultados melhores em termos de fidelidade das imagens
capturadas e robustez. Entretanto, essas caracteristicas tém sua necessidade
dependente do objetivo da analise para o qual o equipamento € construido, sobretudo
quando equipamentos de construgcdes simples ¢ mais baratas satisfazem métodos
onde ndo ¢ exigida deteccdo e quantificacdo de baixos teores do analito.

Os métodos propostos nos trabalhos apresentados nesta tese, bem como a sua
instrumentagdo com base em imagem digital foram eficazes nos propositos
estabelecidos e puderam demonstrar a flexibilidade de constru¢do de equipamentos
para essa finalidade. Métodos eficazes utilizando materiais de baixo custo
possibilitam o6timas aplicabilidades em diversos segmentos com diferentes
finalidades. A evolucao dos detectores das cameras, bem como as diminui¢des dos
seus custos provocadas pelo surgimento de novas tecnologias possibilitam melhorar
ainda mais a qualidade dos resultados obtidos sem se tornarem onerosas.
Adicionalmente, o uso de materiais em madeira ou tubos em PVC para construgdo
de camaras com luz controlada e fontes de radiacdo eletromagnéticas de baixo custo,
como lampadas de LED bulbo, favorecem a obteng¢dao de equipamentos de facil
construgdo. Estas caracteristicas tornam mais eficiente a rotina do analista pois a
facilidade de obtencao e reposi¢do de partes bem como sua manutengdo se torna uma
grande vantagem em razao da ndo exigéncia de mao de obra especializada.

A aplicacdo do microscopio digital para andlises dessa natureza nao foi

evidenciada de acordo com o levantamento feito para este estudo, o que pode
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representar uma nova vertente nesta area, ja que a possibilidade de fotografia em
escalas reduzidas aliadas a uma resolucdo de qualidade pode revelar informagdes
limitadas até entdo por cameras convencionais. O uso das lampadas em diodos LED
também oferece uma melhor alternativa a esses sistemas, uma vez que essas oferecem
iluminagdo homogénea e podem ser dimensionadas para tensdes elétricas menores,
ao contrario de lampadas de filamento metalico ou com vapores, que necessitam de
altas tensoes e reatores para geragao de altas correntes elétricas. Os tubos de PVC
empregados também oferecem a acessibilidade de construgdo, ja que esses materiais
sdo de baixo custo e facilmente encontrados, além disso, essas construgdes nao
empregam, em quase toda estrutura, adesivos ou colas para aderéncia das partes do
sistema, sendo esses unidos apenas por encaixes oferecidos pela propria estrutura dos
tubos de PVC.

Utilizando equipamentos de baixo custo e construgdo simples, os trabalhos
apresentados aqui apresentaram resultados satisfatorios e promissores. A
sensibilidade analitica obtida por esses métodos foi satisfatoria para a quantificacdo
dos analitos estudados, uma vez que nesses trabalhos as concentracdes de ferro para
o vinho e ureia para o Leite ndo foram em teores de parte por bilhdo. A aquisi¢ao das
imagens foi essencial para a obtencdo de uma boa precisdo sugerindo que a
imobilizacao da cadmera, bem como o uso de fluxo podem melhorar a reprodugao das
réplicas. Além disso, a iluminagdo controlada para os compartimentos fotografados
foi de fundamental importancia para se obter registros precisos das cores,
principalmente dos brancos analiticos. Em compara¢do com métodos alternativos e
até oficiais, como foi no caso da ureia em Leite UHT, os resultados apresentaram
igualdade estatistica com médias bem proximas dos ditos como verdadeiros. Isso
implica dizer que os métodos propostos puderam satisfazer, com um alto nivel e
exatiddo, a necessidade do método tdo quanto métodos convencionais ja
estabelecidos.

Para reagdes quimicas que envolvam alteragdo colorimétrica em fungdo de
qualquer propriedade do sistema quimico em que o estado fisico das solucdes
analisadas seja limitado ao liquido, os métodos aqui apresentados e suas respectivas
instrumentagdes podem ser empregados como forma alternativa e de baixo custo a
essas finalidades. Dessa forma, sucos, bebidas lacteas, bebidas alcodlicas entre outras
apresentam caracteristicas favoraveis, desde que preparadas corretamente, para

aplicacdo nesses instrumentos. Cada sistema estudado a partir de imagens digitais
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pode ser explorado com a variagdo de diversos parametros fisicos como iluminacao,
tipo de camera para captura e camara de isolamento da luz externa e parametros
logicos que envolvem a interagdo dos canais dos espagos de cores RGB, HSV, entre
outros. E notério que a ampla possibilidade de aplicagdes, bem como as suas
variagdes podem ser exploradas a partir das andlises por imagens digitais e essas
perspectivas tornam a vertente promissora em varias areas, principalmente nas areas

da ciéncia, didatica e controle de qualidade em industrias.

136



REFERENCIAS

[1] S. Finger, Origins of Neuroscience: A History of Explorations Into Brain

Function, Oxford University Press2001.
[2] W. Kapit, et al., The Anatomy Coloring Book, Pearson Education2014.

[3] Thomas Young, II. The Bakerian Lecture. On the theory of light and colours, 92
(1802) 12-48.

[4] E. Azevedo, et al., Computagdo grafica: Teoria e pratica: geragdo de imagens,

Elsevier Editora Ltda.2018.

[5] Angelika University of Applied Sciences Offenburg Erhardt-Ferron, Theory and
applications of digital image processing, 1 (2000) 3.

[6] Luis Fermin Capitan-Vallvey, et al., Recent developments in computer vision-
based analytical chemistry: A tutorial review, Analytica Chimica Acta, 899 (2015)
23-56.

[7]1 W Liu, et al., Digital image analysis method for rapid measurement of rice degree

of milling, 75 (1998) 380-385.
[8] Thomas SY Choong, et al., Digital image processing of palm oil fruits, 2 (2006).

[9] Edvaldo da Nobrega Gaiao, ef al., Digital image-based titrations, 570 (2006) 283-
290.

[10] Antonio Busciglio, ef al., Analysis of the bubbling behaviour of 2D gas solid
fluidized beds: Part I. Digital image analysis technique, 140 (2008) 398-413.

[11] Wellington Silva Lyra, et al., Digital image-based flame emission spectrometry,

77 (2009) 1584-1589.

[12] Douglas J Soldat, et al., Microscale colorimetric analysis using a desktop

scanner and automated digital image analysis, 86 (2009) 617.

[13] L Lahuerta Zamora, et al., Quantitative colorimetric-imaging analysis of nickel

in iron meteorites, 83 (2011) 1575-1579.

[14] Aree Choodum, et al., Rapid quantitative colourimetric tests for trinitrotoluene

(TNT) in soil, 222 (2012) 340-345.

137



[15] Byoung-Yong Bulletin of the Korean Chemical Society Chang, Smartphone-
based chemistry instrumentation: digitization of colorimetric measurements, 33

(2012) 549-552.

[16] Stéfani lury E Andrade, ef al., A digital image-based flow-batch analyzer for
determining Al (IIT) and Cr (VI) in water, 109 (2013) 106-111.

[17] Marcelo B. Lima, et al., A digital image-based micro-flow-batch analyzer,

Microchemical Journal, 106 (2013) 238-243.

[18] Angel Lopez-Molinero, et al., Feasibility of digital image colorimetry—
application for water calcium hardness determination, 103 (2013) 236-244.

[19] Seoho Lee, et al., A smartphone platform for the quantification of vitamin D

levels, 14 (2014) 1437-1442.

[20] M Lutfi Firdaus, ef al., Determination of chromium and iron using digital image-

based colorimetry, 20 (2014) 298-304.

[21] Seoyeon Choi, et al., Real-time measurement of human salivary cortisol for the

assessment of psychological stress using a smartphone, 2 (2014) 8-11.

[22] Karun Thongprajukaew, et al., Smart phone: A popular device supports amylase
activity assay in fisheries research, 163 (2014) 87-91.

[23] Nuria Lopez-Ruiz, et al., Smartphone-based simultaneous pH and nitrite

colorimetric determination for paper microfluidic devices, 86 (2014) 9554-9562.

[24] Yuanyuan Wu, et al., Clinical chemistry measurements with commercially
available test slides on a smartphone platform: Colorimetric determination of glucose

and urea, 448 (2015) 133-138.

[25] Aree Choodum, et al., On-site semi-quantitative analysis for ammonium nitrate

detection using digital image colourimetry, 55 (2015) 437-445.

[26] Youngkee Jung, ef al., Smartphone-based colorimetric analysis for detection of

saliva alcohol concentration, 54 (2015) 9183-9189.

[27] Yun Wang, et al., A smartphone-based colorimetric reader coupled with a

remote server for rapid on-site catechols analysis, 160 (2016) 194-204.

138



[28] Aree Choodum, et al., Poly vinyl alcohol cryogel as a selective test kit for pre
and post blast trinitrotoluene, 222 (2016) 654-662.

[29] Yi Wang, et al., Smartphone spectrometer for colorimetric biosensing, 141

(2016) 3233-3238.

[30] Yuan Chen, et al., A smartphone colorimetric reader integrated with an ambient
light sensor and a 3D printed attachment for on-site detection of zearalenone, 409

(2017) 6567-6574.

[31] Bo Peng, et al., Dispersive liquid-liquid microextraction coupled with digital
image colorimetric analysis for detection of total iron in water and food samples, 230

(2017) 667-672.

[32] Uddin M Jalal, et al., Paper—plastic hybrid microfluidic device for smartphone-
based colorimetric analysis of urine, 89 (2017) 13160-13166.

[33] Manchuta Dangkulwanich, et al., Colorimetric Measurements of Amylase

Activity: Improved Accuracy and Efficiency with a Smartphone, 95 (2018) 141-145.

[34] Gang Chen, et al., Improved analytical performance of smartphone-based

colorimetric analysis by using a power-free imaging box, 281 (2019) 253-261.

[35] Kaewta Danchana, ef al., Spectrophotometric system based on a device created

by 3D printing for the accommodation of a webcam chamber as a detection system,

206 (2020) 120250.

[36] Jeferson Alves Barreto, et al., Pressure variation in-syringe dispersive liquid-
liquid microextraction associated with digital image colorimetry: Determination of

cobalt in food samples, Microchemical Journal, 157 (2020) 105064.

[37] Valfredo Azevedo Lemos, et al, A new simple and fast method for
determination of cobalt in vitamin B12 and water samples using dispersive liquid-

liquid microextraction and digital image analysis, 231 (2020) 1-8.

[38] Luana Bastos Santos, et al., Solid-Phase Extraction and Detection by Digital
Image Directly in the Sorbent: Determination of Nickel in Environmental Samples,

231 (2020) 1-9.

[39] Wayne S Rasband, ImageJ, Bethesda, MD, 1997.

139



[40] Etsuko Hirayama, et al., Visual and colorimetric lithium ion sensing based on

digital color analysis, 72 (2000) 465-474.

[41] Krystyna Pyrzynska, Chemical speciation and fractionation of metals in wine,

19 (2007) 1-8.

[42] John C. Danilewicz, Fe(Il):Fe(Ill) Ratio and Redox Status of White Wines,
American Journal of Enology and Viticulture, 67 (2016) 146.

[43] John C. Danilewicz, [Fe(Ill)]:[Fe(Il)] Ratio and Redox Status of Red Wines:
Relation to So-Called “Reduction Potential”, American Journal of Enology and

Viticulture, 69 (2018) 141.

[44] Michaela Rousseva, ef al., Impact of wine production on the fractionation of
copper and iron in Chardonnay wine: Implications for oxygen consumption, 203

(2016) 440-447.

[45] Rui Cerdeira de Campos Costa, et al., Determination of Fe (III) and total Fe in
wines by sequential injection analysis and flame atomic absorption spectrometry, 438

(2001) 227-233.

[46] Sergio LC Ferreira, et al., Development of method for the speciation of

inorganic iron in wine samples, 602 (2007) 89-93.

[47] José A Lopez-Lopez, et al., Simplification of iron speciation in wine samples:

A spectrophotometric approach, 63 (2015) 4545-4550.

[48] Fernando Camara-Martos, et al., Disposable biosensor for detection of iron (I1I)

in wines, Talanta, 154 (2016) 80-84.

[49] Mariya Mitreva, et al., Iron(Il) ion imprinted polymer for Fe(II)/Fe(Ill)
speciation in wine, Microchemical Journal, 132 (2017) 238-244.

[50] Mireia Lao, et al., Speciation of Zn, Fe, Ca and Mg in wine with the Donnan
Membrane Technique, Food Chemistry, 239 (2018) 1143-1150.

[51] Maider Vidal, et al., Simultaneous determination of color additives tartrazine

and allura red in food products by digital image analysis, Talanta, 184 (2018) 58-64.

[52] Juliano Passaretti Filho, et al, Development of a simple method for

determination of NO2 in air using digital scanner images, Talanta, 140 (2015) 73-80.

140



[53] Samara Soares, et al., A spot test for iodine value determination in biodiesel
based on digital images exploiting a smartphone, Microchemical Journal, 133 (2017)

195-199.

[54] Hebertty V. Dantas, ef al., An inexpensive NIR LED Webcam photometer for
detection of adulterations in hydrated ethyl alcohol fuel, Microchemical Journal, 135

(2017) 148-152.

[55] M. Lutfi Firdaus, et al., Determination of Chromium and Iron Using Digital

Image-based Colorimetry, Procedia Environmental Sciences, 20 (2014) 298-304.

[56] D. Igoe, et al., Characterization of the corrosion of iron using a smartphone

camera, Instrumentation Science & Technology, 44 (2016) 139-147.

[57] Juan A. V. A. Barros, et al., Digital Image Analysis for the Colorimetric
Determination of Aluminum, Total Iron, Nitrite and Soluble Phosphorus in Waters,

Analytical Letters, 50 (2017) 414-430.

[58] Prinya Masawat, et al., Green Determination of Total Iron in Water by Digital
Image Colorimetry, Analytical Letters, 50 (2017) 173-185.

[59] Juliano Passaretti Filho, et al., Determination of Fe (III) using digital images:
study of corrosion in steel plates using a polyester laser printed device, 9 (2017) 655-

663.

[60] Sergio L. C. Ferreira, et al., Multivariate optimization techniques in analytical

chemistry - an overview, Microchemical Journal, 140 (2018) 176-182.

[61] Sergio L. C. Ferreira, et al., Robustness evaluation in analytical methods

optimized using experimental designs, Microchemical Journal, 131 (2017) 163-169.

[62] Felipo Obed Correia, et al., Optimization of microwave digestion and
inductively coupled plasma-based methods to characterize cassava, corn and wheat

flours using chemometrics, Microchemical Journal, 135 (2017) 190-198.

[63] Sergio LC Ferreira, ef al., Multivariate optimization techniques in food analysis—

A review, 273 (2019) 3-8.

[64] Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo, Norma Técnica

SABESP NTS 010, Método de ensaio, SABESP, Sao Paulo, 2001, pp. 10.

141



[65] Alicia Maroto, et al., Estimating uncertainties of analytical results using

information from the validation process, 391 (1999) 173-185.

[66] A.A. Schilt, et al., Analytical Applications of 1,10-Phenanthroline and Related
Compounds: International Series of Monographs in Analytical Chemistry, Elsevier

Science2013.

[67] Piyawan Phansi, et al., Multisyringe flow injection analysis (MSFIA) for the

automatic determination of total iron in wines, 277 (2019) 261-266.

[68] Cristina Andreu, ef al., Automated Spectrophotometric Multi-Pumping Flow
System for the Determination of Total Iron in Wine, DOI (2020) 1-9.

[69] Thi H. Nguyen, et al., A Production-Accessible Method: Spectrophotometric
Iron Speciation in Wine Using Ferrozine and Ethylenediaminetetraacetic Acid,

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 67 (2019) 680-687.

[70] Vanesa Carrascon, et al., The kinetics of oxygen and SO2 consumption by red
wines. What do they tell about oxidation mechanisms and about changes in wine

composition, Food Chemistry, 241 (2018) 206-214.

[71] Sérgio L. C. Ferreira, et al., Direct determination of iron and manganese in wine
using the reference element technique and fast sequential multi-element flame atomic

absorption spectrometry, Talanta, 74 (2008) 699-702.

[72] Piyawan Phansi, et al., Multisyringe flow injection analysis (MSFIA) for the
automatic determination of total iron in wines, Food Chemistry, 277 (2019) 261-266.

[73] Paulo Carmo Martins, et al., Anuario Leite 2019, Embrapa, Brasil, SP, 2019,
pp. 104.

[74] Paul S Francis, et al., Analytical methodology for the determination of urea:

current practice and future trends, 21 (2002) 389-400.

[75] Maria Rociene Abrantes, et al., Fraude em leite: Métodos de detecgdo e

implicagdes para o consumidor, 73 (2014) 244-251.
[76] Kirti Sharma, ef al., The melamine adulteration scandal, 2 (2010) 97-107.

[77] Fernanda Cristina Firmino, et al., Detecg¢ao de fraudes em leite cru dos tanques

de expansdo da regido de Rio Pomba, Minas Gerais, 65 (2010) 5-11.

142



[78] U. B. Trivedi, et al., Potentiometric biosensor for urea determination in milk,

Sensors and Actuators B: Chemical, 140 (2009) 260-266.

[79] Boris Lakard, ef al., Urea potentiometric biosensor based on modified electrodes
with urease immobilized on polyethylenimine films, Biosensors and Bioelectronics,

19 (2004) 1641-1647.

[80] Taher Alizadeh, et al., Trace level and highly selective determination of urea in
various real samples based upon voltammetric analysis of diacetylmonoxime-urea
reaction product on the carbon nanotube/carbon paste electrode, Analytica Chimica

Acta, 974 (2017) 54-62.

[81] G. W. Watt, et al., Spectrophotometric Method for Determination of Urea,
Analytical Chemistry, 26 (1954) 452-453.

[82] L. A. Douglas, et al., Colorimetric Determination of Microgram Quantities of

Urea, Analytical Letters, 3 (1970) 79-87.

[83] W. R. Fearon, The carbamido diacetyl reaction: a test for citrulline, The

Biochemical journal, 33 (1939) 902-907.

[84] N. M. Price, et al., Comparison of methods for the analysis of dissolved urea in

seawater, Marine Biology, 94 (1987) 307-317.

[85] R. N. Beale, et al., A sensitive method for the colorimetric determination of urea,

Journal of Clinical Pathology, 14 (1961) 418.

[86] Tsutomu Momose, et al., Determination of Urea in Blood and Urine with

Diacetyl Monoxime-Glucuronolactone Reagent, Clinical Chemistry, 11 (1965) 113.

[87] J. J. Coulombe, et al., A New Simple Semimicro Method for Colorimetric
Determination of Urea, Clinical Chemistry, 9 (1963) 102.

[88] Adriano de Aratijo Gomes, Integrated platform for multivariate data handling,

Araraquara, Sao Paulo State, Brazil, 2017.

[89] Elena BAR, et al., New Spectrophotometric Method of Urea Determination
from Milk.Comparative Study between Different Methods Used to Evaluate the
Content of Urea from Milk and Milk Products, 2011, 68 (2011).

143



[90] S. Cozzi, A new application of the diacetyl monoxime method to the automated

determination of dissolved urea in seawater, Marine Biology, 145 (2004) 843-848.

[91] R. Lugosi, ef al., A study of the reaction of urea with diacetyl monoxime and

diacetyl, Clinical Biochemistry, 5 (1972) 171-181.

[92] Icaro S. A. Porto, et al., Determination of ascorbic acid in natural fruit juices

using digital image colorimetry, Microchemical Journal, 149 (2019) 104031.

[93] Fabiana Alves de Lima Ribeiro, et al., Planilha de validacdo: uma nova
ferramenta para estimar figuras de mérito na validagdo de métodos analiticos

univariados Quimica Nova, 31 (2008) 164-171.

[94] International Dairy Federation, Milk and liquid milk products - Guidelines for
the application of midinfrared spectrometry, ISO - International Organization for

Standardization, Switzerland, 2013.

[95] AOAC Int Manual, Official method 972.16; fat, lactose, protein and solids in
milk, mid-infrared spectroscopic method, 33 (2005) 31.

[96] P. J. Rajala-Schultz, et al., Association Between Milk Urea Nitrogen and
Fertility in Ohio Dairy Cows, Journal of Dairy Science, 84 (2001) 482-489.

[97] Sandra M Godden, et al., Analytic validation of an infrared milk urea assay and

effects of sample acquisition factors on milk urea results, 83 (2000) 435-442.

144



Apéndice A

Talanta 194 (2019) 8689

Contents lists available at ScienceDirect

Talanta

= 5

Speciation analysis based on digital image colorimetry: Iron (II/III) in white )

wine s

journal homepage: www elsevier.com/locate/talanta

Joao H. Santos Neto™”, Icaro S.A. Porto™”, Mateus P. Schneider®, Ana M.P. dos Santos™”,
Adriano A. Gomes", Sergio L.C. Ferreira™”""

& Uiniversidade Federal da Bahia, Instituto de Quimica, Grupo de Pesquisa em Quimica e Quimiometria, Campus Ondina, 40170-115 Salvador. Bahia, Brazil
® fnstitnto Nacional de Ciéncia e Tecnologia, INCT, de Fnergia e Ambiente, Universidade Federal da Bahia, 40170-115 Salvador, Bahia, Brazil
¢ Universidade Federal do Ric Grande do Sul, Instituto de Quimica, 90650-001 Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

“This work proposes an analytical strategy ulilizing digital images (DI} for the iron inorganic speciation in white
wine. The method was established by the reaction of iron(ll) fons with 1,2 ortho-phenanthroline as a chromo-
genic reagent. Total iron was determined using the same reagent after the addition of hydroxyl ammonium
chloride as a reducing agent. In both cases, digital images of the standards/chromogenic reagent and samples
were acquired and stored in JPEG format. The region of interest (ROI) was determined with a constant square
shape for all images. The ROl was submitted to decomposition in color values according to the RGB additive
color model. However, the data obtained by the blue channel was the one used in the construction of the
analytical curves because it presented the highest sensitivity. The optimization of the experimental conditions of
the procedure was performed by employing multivariate rechniques. The precision was evaluated using a wine
sample with iron (1) and total iron contents of 0.41 and 0.69 mgL~", respectively. The results expressed as
relative standard deviations were 3.57% for iron (I1) and 4.76% for total iron contents, A comparison between
the results obtained for total iron by the DI method with the results found using flame atomic absorprion
spectrometry confirmed the method accuracy. The DI procedure was applied for speciation analysis in six white
wine samples and the contents found varied from 0.41 to 1.67 mg L.~ * for Iron (I1) and from 0.69 to 1.71 mg L !
for total iron. These results are in agreement with those found for speciation analysis of iron in wine samples.
Iron (I1I) contents can be found by the difference between the total fron and iron (I1) contents.

Keywards:

Iron speciation

Wine samples

Digital image

1,2 Ortho-phenanthroline

1. Introduction sequential injection analysis and molecular absorption spectro-

photometry (MAS). Total iron was determined using flame atomic

The iron inorganic speciation in wine is an important analysis
because the iron (III) compounds in this matrix are insoluble and
undesirable. Therefore, the iron (III) content is a parameter of tech-
nological control in the wineries, which can guarantee the quality and
the price of the wine after bottling [1-3]. In this sense, several
methods have been proposed for the iron speciation analysis in wine
[4-10]. Rousseva et al. [4] used a solid phase extraction procedure to
evaluate the presence of the hydrophobic, cationic and residual forms
of copper and iron in wine samples. Costa and Araujo [5] proposed a
method for the determination of iron(IIl) and total iron in wine ma-
trices. For iron(Ill), the procedure was based on the liquid extraction
of the iron(lll) thiocyanate complex and guantification, employing

* Corresponding author.

absorption spectrometry (FAAS). Another method also used MAS for
the determination of iron(Il) and total iron in wine. In this method,
iron(II) was determined using 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(diethyla-
mino)-phenol (Br-PADAP). Total iron was quantified utilizing the
same reagent after a reduction step using ascorbic acid [6]. Lopez
et al. [7] proposed a procedure using 2,2-dipyridylketone picoli-
noylhydrazone (DPKPH) in the absence and presence of ascorbic acid
for the quantification of iron (II) and total iron in wine by MAS, Ca-
mara et al. [8] proposed a disposable biosensor for the detection of
iron (III) in wines. Mitreva et al. [9] developed an ion-imprinted
polymer for quantification of iron(Il) in wine samples. Recently, Lao
et al. [10] employed the Donnan membrane technique for the
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:
Food

Doehlert matrix

Central composite design
Box Behnken design
Robustness

Experimental design

‘This work presents a critical review of iate techniques employed for apti ion of methods developed
in food analysis. A comparison between the response surface methodologies has been performed, it evidencing
advantages and drawbacks of these. Appli of the main ct ic tools (central composite and Box
Behnken designs and Doehlert matrix) often utilized for optimization of sample preparation procedures and also
instrumental conditions of analytical techniques for determination of organic and inorganic species in food

samples are shown. Also, a brief discussion on the use of multiple responses and robustness test in food analysis

Factorial design has been presented.

1, Introduction

Currently, multivariate optimization techniques have often been
used in analytical chemistry, and they have been subjects for the pub-
lication of several review papers (Bezerra et al., 2016; Bezerra, Santelli,
Oliveira, Villar, & Escaleira, 2008; Candioti, De Zan, Camara, &
Goicoechea, 2014; Novacs et al., 2016). In food analysis, these tools can
be employed for evaluation preliminary of the factors (factor screening)
and also for determination of the critical conditions of these. So, the
optimization techniques can be divided into two kinds of designs.

1.1. Tools for evaeluation preliminary of the factors

The main technique employed for factor screening is the two-level
full factorial design, whose number of experiments established by the
matrix is determined by the expression (2"), being (k) the number of
factors investigated. It allows the determination of the effects and the
significances of the factors and their interactions of the processes.
However, when the number of factors is large, the use of two-level full
factorial design becomes unacceptable. So, in this case, the fractional
factorial designs (2" “*) may be the most recommended, where (x) is the
reduction of the number of experiments. These designs have the dis-
advantage that the effects of the main factors are confounded with the
effects of interactions of other factors. A strategy to improve inter-
pretation and decrease the risk of error is to establish designs whose the
main effects arve confounded with effects of high-order factor

interactions. This approach is defined by the design resolution that is
represented by Roman numerals. Thus, for a fractional factorial of re-
solution 11I, the main effects are not confounded with other main ef-
fects, but they are confounded with two-factor interactions. In a frac-
tional factorial of resolution IV the main effects are confounded with
three-factor interactions, and also two-factor interactions are con-
founded with other two-factor interactions (Friedrich, Martins, Prestes,
& Zanella, 2016; Massart et al., 2003).

1.2, surface hodologies (RSM)

= (3

‘The response surface methodologies (RSM) establish quadratic
models, they allowing the obtaining of the critical conditions of the
factors (maximum or minimum). The RSM’s more employed by analy-
tical chemistry are central composite design (CCD), Doehlert matrix
(DM), three-level factorial (3%) and Box Behnken designs (BBD). All
these tools have their advantages and drawbacks. During the optimi-
zation of cxperimental factors using RSM, the validation study of the
quadratic model is obligatory because in this case, the critical condi-
tions of the method are being determined in this step. So, the analysis of
variance (ANOVA) has been one of the best options for this evaluation.
Also, the model obtained should not have lack of fit to ensure the ef-
ficiency of the optimization. By another hand, for the lincar models, this
requirement is lower because the two-level factorial designs full or
fractional are employed for preliminary evaluation of the factors
(Ferreira, 2015: Massart et al., 2003).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonds:
Ascorbic aeid
Fruit samples
Digital images
RGB model
Factorial design

‘This work proposes a procedure using digital image col y for the d ion of ascorbic acid in natural
fruit juices. The method was established by measuring the color of the iron(ll)-1,2 ortho-phenanthroline com-
plex. The digital images 1 during the experi; were stored in JPEG format, and the region of interest
(ROI) was submitted to decomposition in color values according to the RGB additive color model. However, the
analytical procedure recommended the employment of the blue channel because it presented higher sensitivity
than the red and green channels.

The optimization of the paramerers of the colorimetric reaction was performed employing a full two-level
factorial design. The influence of the distance from the webcam to the cuverte on the sensitivity and precision of
the method was also eval d. This experi d rated thar there was no significant difference between
the slopes obrained in the calibration curves under the conditions studied.

When utilizing the optimized conditions, the method allows the determination of ascorbic acid in fruit julces
with limits of detection and quantification of 0.005 and 0.015mgL L and precision expressed as the relative
standard deviation of 1.2% for lemon juice with an ascorbic acid concentration of 24.8mg/100 g. So, the pro-
codure was applicd for the determination of ascorbic acid in lemon, orange, grape, cashew, lime, pincapple,
tangerine and mango natural juices. The concentrations found varied from 4.5 to 182.5 mg/100 g. The fruit juice

samples were also analyzed by molecular absorption spectrophotometry using a classical method established

using 1,2 orthe

. The results obtai

1 were compared using the t-test, which showed thar there

was no significant difference berween the ascorbic acid contents found by the two methods,

1. Introduction

Ascorbic acid (also known as vitamin C) is an antioxidant that is
necessary for humans and its deficiency can cause a disease called
scurvy, which may cause symptoms such as muscle weakness, tooth
loss, rash, tiredness, and joint pain [1]. Therefore, this vitamin should
be consumed daily because it is needed to maintain the health of blood
vessels, skin, teeth, bone, and cartilage. Also, it is essential in anti-
allergic treatments, strengthens the immune system and prevents flus
and infections [2,3]. The main sources of ascorbic acid are fruits and
vegetables. Among the fruits, the richest ones are acerola, guava,
cashew, strawberry, orange, and lemon [4,5]. Yellow peppers, broccoli,

kale, spinach, peas are some vegetables with high levels of ascorbic acid
[1,5,6].

In recent years, many conventional analytical methods established
using molecular absorption spectrophotometry have been adapted for
digital image colorimetry. In these, the measurements of the images
have been made by smartphones, photographic cameras, scanners,
webcams, etc. [7-14]. These strategies have allowed reducing costs,
developing miniaturized and automated systems [15], and proposing
specific procedures for field analysis [16]. In this context, many pro-
cedures involving digital image have been proposed for the determi-
nation of metals and organic compounds in several matrices. Rocha
et al. proposed a procedure exploiting a smartphone for the
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