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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidos e aplicados sistemas portateis para
determinacdes analiticas baseadas em analise de imagem digital. O primeiro
capitulo apresenta informacdes gerais sobre a utilizacdo de dados de cor, a partir
de imagens digitais, para constru¢cdo do sinal analitico. O segundo capitulo
apresenta o desenvolvimento de um sistema espectrofotométrico portatil que
emprega um dispositivo 3D para acoplamento de uma camera webcam como
sistema de detecc¢do; o sistema € totalmente alimentado por portas USB de um
computador e faz uso de um LED como fonte de radiacdo, alimentado por uma
fonte de tenséo ajustavel. O desempenho preliminar do sistema foi avaliado em
determinacdes de ferro (llI) e hipoclorito, utilizando os dados de cor do espaco
RGB e o processamento matematico absorvancia efetiva. O sistema apresentou
bom desempenho analitico posicionando o LED no topo da cubeta e fonte de
radiacdo com maxima intensidade. O terceiro capitulo apresenta a aplicacdo do
sistema espectrofotométrico desenvolvido na determinacdo do marcador
externo, didxido de titanio, em fezes bovina. O método apresentou limites de
deteccdo e quantificacédo de 0,57 e 0,85 mg 100 g%, respectivamente; faixa linear
de trabalho de 0,85 a 10 mg 100 g e precisdo, expressa em termos de DPR, de
1,86%. A exatiddo do método foi verificada comparando os resultados
encontrados pelo método proposto com o método espectrofotométrico de
referéncia e ndo observou-se diferenca significativa. O quarto capitulo apresenta
um sistema fluorimétrico portatil, que faz uso de um LED monocromético na
etapa de excitacdo, para determinagdo de quinina em amostras comerciais de
agua tonica. O sistema apresentou desempenho satisfatério, com faixa linear de
trabalho de 0,99 a 10 mg L%, coeficiente de determinacdo igual a 0,9980 e
precisdo (DPR) média de 1,14%. As amostras apresentaram teores de quinina
de 47,8 a 66,7 mg L2, dentro dos padrées estabelecidos pela legislacéo vigente.
Os sistemas desenvolvidos apresentaram bom desempenho, mostrando-se
como alternativas promissoras aos meétodos de referéncia, para determinactes

analiticas baseadas em analise de imagem digital.

Palavras-chave: Analise de imagem digital, RGB, processamentos matematicos,
sistemas portateis, dispositivos 3D, didxido de titanio, fezes bovinas e quinina.



ABSTRACT

In the present work, portable systems for analytical determinations based on
digital image analysis were developed and applied. The first chapter presents
general information about the use of color information, from digital images, to
build the analytical signal. The second chapter presents the development of a
portable spectrophotometric system that employs a 3D device to attach a
webcam as a detection system; the system is fully powered by a computer's USB
ports and makes use of an LED as a radiation source, powered by an adjustable
voltage source. The preliminary performance of the system was evaluated in iron
(I1) and hypochlorite determinations, using color data from the RGB space and
the effective absorbance mathematical processing. The system showed good
analytical performance placing the LED on top of the cuvette and radiation source
with maximum intensity. The third chapter presents the application of the
spectrophotometric system developed in the determination of the external
marker, titanium dioxide, in bovine feces. The method presented detection and
quantification limits of 0.57 and 0.85 mg 100g?, respectively; linear working range
from 0.85 to 10 mg 100g* and accuracy, expressed in terms of RSD, of 1.86%.
The accuracy of the method was verified by comparing the results found by the
proposed method with the reference spectrophotometric method and there was
no significant difference. The fourth chapter presents a portable fluorimetric
system, which makes use of a monochromatic LED in the excitation stage, to
determine quinine in commercial samples of tonic water. The system presented
satisfactory performance, with a linear working range from 0.99 to 10 mg L%,
correlation coefficient equal to 0.998 and average precision (RSD) of 1.14%. The
samples had quinine contents from 47.8 to 66.7 mg L, within the standards
established by current legislation. The developed systems showed good
performance, proving to be promising, alternatives to the reference methods, for

analytical determinations based on digital image analysis.

Keywords: Digital image analysis, RGB, math processing, handheld systems, 3D

devices, titanium dioxide, bovine feces and quinine.
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Capitulo 1

FUNDAMENTOS BASICOS E APLICACOES ANALITICAS DA ANALISE DE
IMAGEM DIGITAL



19

1.0 INTRODUCAO

Cor é uma sensacéo do cérebro humano transmitida pelo olho e nervo
Optico, resultante da luz visivel, isto é, radiacdo eletromagnética com
comprimento de onda entre 380 e 780 nm. A percepc¢éao de cores do olho humano
ocorre apo0s o estimulo sensorial atravessar o sistema Optico do olho, que
converte a energia luminosa em sinais elétricos que séo transmitidos, atravées do
nervo optico, para o cérebro [1, 2].

A teoria tricromatica de Young e Helmholtz assume que o olho humano
possui trés tipos de receptores sensiveis ao vermelho, verde e azul; e a mistura
aditiva dessas cores primarias permite produzir todas as outras cores. Cinza e
Branco sdo percebidos quando todos os trés receptores estdo igualmente
excitados e o preto é resultado da auséncia de estimulo luminoso [1].

Em parte, as informacdes que temos hoje relacionadas a matéria, no que
se refere a objeto de estudo da Quimica, sao resultantes de observacfes das
interacdes dos diferentes tipos de matéria com a radiacdo eletromagnética.
Diversas analises envolvem esse principio basico de interacdo. O estudo dos
dados de cor de uma imagem, resultante de uma reacdo quimica, vem se
tornando uma alternativa de pesquisa a ser explorada [3].

O uso da cor como uma propriedade Optica da matéria que contém
informacBes quimicas e tais informacfes podem ser quantificadas esta
principalmente relacionado a dois dominios: (1) o uso de dispositivos de imagem
como instrumentos analiticos e (2) o desenvolvimento de sistemas analiticos
rapidos para uso fora do laboratério. Mesmo com todas as desvantagens
inerentes, por ndo serem dispositivos projetados com finalidade analitica, as
analises de imagem digital vém crescendo exponencialmente [4, 5].

Um exemplo de dispositivo utilizado, comumente, na analise de imagem
digital € o smartphone. Em todo o planeta, segundo o relatério de Economia
Mével de 2020 da GSMA, em 2019 havia 5,2 bilhdes de smartphones com
conexdo. A popularizagcdo de dispositivos moveis, assim como, 0 avango
tecnologico de aquisicdo e processamento de imagens sao fatores que
contribuem para o atual cenéario [4, 6].

Analise de imagem digital (DIA, do inglés Digital Image Analysis) nédo é o
anico termo atribuido a estudos de componentes de cores de uma imagem, do

sistema de interesse, para construgdo de parametros analiticos a partir de uma
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reacdo colorimétrica. Outras termologias incluem colorimetria digital [7],
colorimetria de imagem digital (DIC, do inglés Digital Image Colorimetry) [8, 9],
imagem digital [10], visdo computacional baseada em quimica analitica (CVAC,
do inglés, Computer Vision-Based Analytical) [11, 12] e métodos baseados em
imagem digital (DIB, do inglés Digital Image-Based) [13].

Em um levantamento feito, com auxilio da base de dados Web of Science
— colecédo principal (Clavirate Analytics), no dia 21 de setembro de 2021,
utilizando o termo de busca “digital image analysis” (analise de imagem digital),
localizou-se 63.959 trabalhos. Aplicando o filtro “categorias” do Web of Science
e selecionando “chemistry analytical” (Quimica Analitica), foram encontrados
930 artigos; dentre estes, 38 artigos de revisdo. Como pode ser visto na Figura
1, que apresenta um grafico do nimero de trabalhos publicados de 2011 até o

dia do levantamento, trata-se de uma linha de pesquisa em crescimento.

Figura 1 - Publicagdes empregando analise de imagem digital nos Gltimos 10 anos

70

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Ano de publicacao

Artigos publicados

Fonte: Elaborado pela autora.

Os artigos de revisdo apresentam informacdes e dados sistematizados
fundamentais para compreensao da DIA e suas aplicagdes em Quimica Analitica
[4, 14, 15]. Bock e colaboradores [36] apresentaram uma revisdo de trabalhos
que utilizam smartphones para aquisicdo de imagens com fins analiticos, com
foco especial no aplicativo PhotoMetrix.

Uma revisdo publicada por Diniz [3] sistematiza, pela primeira vez, os

chamados “Sistemas Analiticos Baseados em Histogramas Coloridos Assistidos
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por Quimiometria” (CACHAS, do inglés Chemometrics-Assisted Color Histogram-
Based Analytical Systems).

A revisdo inclui a apresentacdo de métodos que usam histogramas de
cores como dados de entrada para construcdo de modelos quimiométricos, sem
a necessidade de nenhum processamento de imagem; a nao ser a extracao dos
histogramas, que sdo construidos pela contagem da distribuicdo de frequéncia
dos diferentes tons de cores de todos os pixels; delimitados por uma regiao de
interesse em uma imagem digital [3].

Publicacbes que empregam dispositivos domeésticos de captura de
imagens, como scanners de escritorio, cameras digitais, webcam e smartphones,
em andlises quantitativas foram reunidas no artigo de revisao publicado por Apyari
e colaboradores [6].

Como pode ser observado na Figura 2, as publicacbes reportadas
envolvem diversas categorias da referida base de dados como, por exemplo,
instrumentacado, engenharia elétrica, bioquimica, espectroscopia, nanotecnologia,
entre outras, o que reafirma a DIA com um campo de pesquisa amplo, versétil e

em expansao.

Figura 2 - Publicagbes por categoria da Web of Science
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Technolo

Chemi
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Engineering Electrical Electronic 39 22
Biotechnology|
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Biochemical Research Methods
33
Automation _

Fonte: Adaptado da base de dados Web of Science (2021)

A utilizacdo de imagens digitais em estudos analiticos exige um certo
conhecimento das caracteristicas gerais de uma imagem digital. Uma
abordagem sucinta sera feita, no que se refere a fundamentos basicos,
dispositivos de captura, espagos de cores e processamentos matematicos de

imagens digitais empregados na Quimica Analitica.
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1.1 FUNDAMENTOS BASICOS DE IMAGEM DIGITAL

Dois aspectos que definem uma imagem digital € a resolucéo e a cor. E
pontos importantes nesse processo é a captura (entrada), visualizagédo (saida),
armazenamento e, por fim, processamento [16].

O computador s6 é capaz de armazenar bits, um valor que pode ser 0 ou
1. Buscando simplificar, juntou-se 8 bits para forma um byte. Um byte, entéo,
pode assumir 28 = 256 valores diferentes, variando de 0 a 255. Assim, 0
computador trabalha sempre com numeros inteiros e, por consequéncia, nao é
possivel representar uma funcéo continua [16, 17].

Quando nos referimos a funcao continua aqui, trata-se de uma funcao real
definida na reta toda, onde para cada valor de x fornecido sempre existe um
anico valor de f(x) obtido. Como € o caso de uma funcéo unidimensional, Figura
3.

Figura 3 - Gréfico de uma func¢do unidimensional

A

f(x)

A

Fonte: Scuri (1999).

Portanto, o processo para transferir uma funcdo continua para o
computador é a discretizagdo (ou digitalizacao), isto €, tomando valores pontuais
ao longo do eixo x e guardando o valor de f(x) correspondente. Como o eixo f(x)
também é continuo, faz-se necessario discretiza-lo. O processo de discretizacao
do eixo x (o dominio) é chamado de amostragem, o do eixo f(x) (o contradominio)
é chamado de quantizagéo [16].

Resumidamente, a discretizacdo de qualquer sinal continuo primeiro

passa por uma amostragem e depois por uma quantizagdo. Uma amostragem
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comum, implementada na grande maioria de dispositivos de captura, é a
uniformemente espacada, onde cada amostra € tomada em intervalos iguais,

como mostra a Figura 4 [16].

Figura 4 - Processo de amostragem
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Fonte: Scuri (1999).

A quantizacao (Figura 5), mais comum, consiste em tomar o valor maximo
e o valor minimo da funcao, e dividir este segmento em intervalos iguais de
acordo com o numero de bits definido para armazenar uma amostra. Logo, o

namero de valores possiveis sera 2" bits [16].

Figura 5 - Processo de quantizacéo
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Fonte: Scuri (1999).
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Basicamente, para estudar um determinado fenbmeno, ou objeto da
natureza, digitalmente falando, precisamos associd-lo a um modelo matemético
e entdo encontrar uma representacéo discreta para esse modelo [16].

A imagem fotografica é obtida através de cameras ou sensores que
captam luz. Para o processo de discretizacdo, a imagem continua € modelada
matematicamente pela funcédo expressa na equacdo 1, sendo x e y ndmeros
reais [16].

I (x,y) = cor no ponto (x,y) (1)

A imagem digital € obtida a partir de uma amostragem e de uma
quantizagdo dessa fungcdo. Uma vez amostrado o plano, tem-se uma matriz de
valores que representam a cor. Cada elemento dessa matriz € chamado de pixel
(elemento de imagem) [16].

Apbs a digitalizacdo, a imagem assume um tamanho adimensional em
pixels. E a qualidade da amostragem, denominada resolucdo, pode ser
conhecida determinando-se a razdo entre o niumero de pixels obtido e o tamanho
da imagem real. Em geral, a resolucédo é medida em pontos por polegada (DPI,
do inglés Dots Per Inch) [16].

Do ponto de vista fisico, quando nos referimos a cor estamos falando de
luz. A luz percorre 0 espaco, ora se comportando como uma onda, ora como
uma particula, e isso caracteriza a natureza dual da luz. Para se estudar a cor €
preciso observar o comportamento da luz como uma onda. Assim, a luz é uma
radiagdo eletromagnética que possui uma certa “energia” para cada
comprimento de onda [3, 16].

No nosso olho existem dois tipos de sensores; cones e bastonetes.
Bastonetes sé@o sensiveis a todos os comprimentos de onda ponderadamente e
por isso ndo sédo capazes de distinguir cor; possuem melhor resposta a luz de
baixa intensidade (visdo noturna). Ja os cones sdo menos sensiveis a luz, mas
permitem a distincdo de cores porque existem trés tipos de cones; sensiveis a
comprimentos de onda proximos a 450 nm, a 550 nm e a 600 nm. Desta forma,
ocorre o processo de discriminagéo de cor do olho, chamado de tricromacidade
[16].

A imagem podem ser capturada por diferentes dispositivos e, logo depois,

pode ser armazenada na memoria do computador como uma sequéncia de
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bytes, ou melhor, um mapa de bits (Bitmap). A imagem digital & simplesmente
uma matriz de pixels, como ja mencionado, onde cada pixel € um numero que
representa o valor da cor naquela posic¢ao [16, 18, 19].

Quanto maior o numero de pixels, maior o tamanho da imagem na
memoria. Assim, foram criados métodos de compressao de imagem que podem
ser classificados em dois tipos, com perdas e sem perdas. Os com perdas s&o
baseados no fato de que pequenos detalhes podem ser eliminados que
percentualmente ndo serdo notados de imediato. Dentre os métodos com perdas
se destaca o JPEG (Join Photographic Experts Group) [16].

Como a memodria RAM (memoéria de acesso aleatorio, do inglés Random
Access Memory) do computador é volatil, precisamos de algum mecanismo de
persisténcia para a imagem, ou seja, grava-la em um arquivo. Ndo sendo
universais, existem varios padrées. O formato JPEG usa a compressao JPEG,
gue Ihe deu o nome, e permite gravar imagens em diferentes espacos de cores,
mas sempre comprimidas com perdas. Mesmo com perdas, é o melhor formato
para armazenar imagens de alta qualidade [16].

As funcdes de processamento de imagens digitais podem ser
classificadas em dois grupos, por escopo ou por resultado. Por escopo esta
relacionado com técnicas de processamento e por resultado esté relacionado
com os tipos de resultado de cada técnica. Um fator comum nas duas classes &
a qualidade [16].

A restauracdo busca compensar distor¢bes especificas, normalmente
geradas no momento da aquisicdo. Quando se pode identificar
experimentalmente a funcdo que representa a deformacdo ou construir um
modelo matematico adequado, € possivel buscar a funcao inversa e aplica-la
sobre a imagem deformada [16].

Quando o processamento de imagens € de interesse cientifico, o mais
comum € obter dados relacionados com os objetos presentes na imagem. Assim,
s80 necessarias operagfes de segmentacdo que procurardo isolar regides de
pixels e operacOes para extracao de atributos que vao olhar para essas regioes
e calcular uma série de parametros que as descreverao [16, 20].

Operacdes pontuais ocorrem quando um pixel da imagem resultante
depende apenas do mesmo pixel na imagem original. Neste caso, a Unica

7

informacdo que nés temos € a cor do pixel. E embora as fungdes pontuais
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estejam restritas somente ao pixel sendo processado, 0 processamento em Si
pode levar em consideragdo dados globais da imagem, como por exemplo, o
histograma [16].

O histograma € uma funcao estatistica da imagem que, para cada nivel
de tonalidade, calcula quantos pixels existem naquela tonalidade [3, 21]. Quanto
aos softwares, existem diversos sistemas de processamento de imagens no
mercado [16]. Qualquer area do conhecimento em que se possa capturar uma
imagem e dela obter resultados é uma area na qual pode-se empregar um

sistema de processamento de imagem [16].

1.2 DISPOSITIVOS UTILIZADOS COMO DETECTORES

A maioria dos dispositivos de captura de imagem, disponiveis
comercialmente, utilizam sensores de dispositivos de carga acoplada (CCD, do
inglés Charge-Coupled Device) e semicondutor de 6xido metalico complementar
(CMOS, do inglés Complementary Metal-Oxide—Semiconductor). O
funcionamento de ambos é semelhante, a diferenca se concentra na maneira
como os pixels sdo digitalizados e como a leitura das cargas € feita. Nos dois
casos, 0 sensor de imagem €& um conjunto de elementos sensiveis a luz,
geralmente, feitos de silicio [19, 22].

Nos sensores CCD, as informacdes medidas por cada célula sdo
transformadas em voltagem, resultando em um sinal analégico que sera
digitalizado posteriormente pela camera. Os pixels em uma matriz CCD
capturam luz simultaneamente, fornecendo uma saida mais uniforme. Mas, uma
grande desvantagem € a necessidade de um dispositivo adicional para
processar as informacfes de saida do sensor, 0 que resulta em cameras digitais
mais caras e maiores [22].

Os sensores CMOS tém um design de pixels independente e ativo. Os
pixels séo fornecidos com capacitores e amplificadores, portanto a digitalizacao
pode ser feita internamente, oferecendo melhor velocidade de processamento e
eliminando a necessidade de um chip externo, como no caso do CCD, reduzindo
0 custo e o tamanho do equipamento [22].

Os pixels transformam os fotons de entrada de luz em transportadores
de carga por meio do efeito fotoelétrico. Cada pixel acumula a carga induzida

pela luz durante o tempo de exposicéo até que seja lida e processada. O sinal
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de saida é proporcional a carga acumulada, dependendo da quantidade de luz
capturada pelo pixel, e o tempo de exposigao [22].

O sensor divide a luz recebida em diferentes comprimentos de onda, que
sdo unidos na fase de pds-processamento para criar a imagem digital colorida.
O ideal seria 0 uso de um sensor para cada comprimento de onda, mas o custo
seria elevado. Assim, é comum usar filtros que capturam diferentes faixas de
cores como, por exemplo, o filtro Bayer, que filtra a luz em trés componentes de
cor: azul, verde e vermelho [22].

A imagem final e as informacdes de cores sao obtidas combinando esses
trés canais; embora as informagfes de cada canal individual possam ser
facilmente extraidas através do processamento de imagem. Desta forma, torna-
se possivel usar cada coordenada individualmente para determinar a resposta
de vérios analitos separadamente, realizando andlises simultaneas de espécies
em um Unico experimento [4].

Vidal et al. [23] determinaram, simultaneamente, os aditivos de cor
tartrazina (E102) e vermelho allura (E129) em produtos alimenticios, utilizando
analise de imagem digital como uma alternativa ao método de referéncia que
emprega Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography). As imagens foram adquiridas por meio de
um scanner de mesa (Epson Stylus DX 7400); o espaco de cor vermelho, verde
e azul (RGB) foi convertido em outros espacos de cores, obtendo-se limites de
deteccdo de 1,8 mg L (tartrazina) e 0,6 mg L (vermelho allura).

Diferentes dispositivos de imagem podem ser usados para coletar
informacBes de cores. Os mais usados sado: scanners, camera digital,
microscopio baseado em camera CCD, smartphones, tabletes, webcam,

colorimetros e outros instrumentos portateis [4].

1.3 ESPACOS DE CORES

A colorimetria é a ciéncia que estuda os processos relacionados a cor,
mas para além do que o nome indica, a colorimetria ndo se resume a medicéo
de cores. Com a decomposicéo, analise e descricdo da luz visivel é possivel
processar e quantificar informacées de cores para diferentes finalidades
cientificas [4, 24].
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No que se refere as determinacfes analiticas, alteracbes de cor que
podem ser capturadas por meio de um detector dptico ou imagem, possibilitam
0 uso das coordenadas de cores, ou uma magnitude relacionada, para obtencéo
de um parametro analitico, podendo ser de finalidade qualitativa ou quantitativa
[4]. Uma tendéncia nas analises de imagem digital é a utilizacdo de espacos de
cores, também denominados sistemas ou modelos de cores, para construcao da
resposta analitica.

Frequentemente utilizado, o espaco vermelho, verde e azul € um modelo
de cores aditivas que desempenha um papel de extrema importancia no
processamento de imagens. Usando trés canais: vermelho (R, do inglés Red),
verde (V, do inglés Green) e azul (B, do inglés Blue), cada canal possui um valor
que varia de 0 a 255 (formato 8 bits) ou de 0 a 1 (formato fracionario). Assim,
cada cor possui um valor de R, um valor de G e um valor de B, ou seja, a cor €
representada na forma de (R, G, B); na qual (0,0,0) e (255,255,255) refere-se ao
preto e branco, respectivamente. Por meio desse intervalo e dos trés canais, o
espaco RGB pode produzir mais de 16 milhdes de cores diferentes [7, 25].

Neto et al. [20] propuseram um método para analise de especiacdo de
ferro (II/lll) em amostras de vinho branco, com base na reagéo de ions ferro (Il)
com o reagente cromogénico 1,2 orto-fenantrolina. O ferro total foi determinado
com 0 mesmo reagente apés adicdo de um agente redutor.

Apos obtencado das imagens utilizando um dispositivo webcam, a regiédo
de interesse (ROI, do inglés Region of Interest) foi delimitada, com auxilio do
programa ImageJ, e os dados de cor, a partir do espaco RGB, foram obtidos. O
canal que apresentou melhor sensibilidade foi o B, assim, foi empregado na
construcdo do sinal analitico. O método proposto apresentou um limite de
deteccdo de 0,042 mg mL* e limite de quantificacdo de 0,141 mg mL"! [20].

Colorimetria por imagem digital foi aplicada por Zarghampour et al. [7] em
um método para extragdo, pré-concentracdo e determinacdo de quantidades
tracos de cromo (VI) em amostras de &gua, considerando a complexacao
seletiva de cromo (VI) com 1,5-difenilcarbazida.

A etapa de deteccdo foi realizada diretamente em uma plataforma
baseada em chip. Ap0s obtencdo da imagem digital da fase solida, o
processamento foi feito utilizando a ferramenta iDropper e 0 espago de cores

RGB, sendo as intensidades correspondentes ao canal G utilizadas para
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obtencéo do sinal analitico. Sob as condi¢des estudadas, foi possivel alcancar
limite de deteccdo de 10 pg L, limite de quantificacédo de 30 pg L7, faixa linear
de trabalho de 30 a 1000 pg L e coeficiente de determinacéo de 0,9969 [7].

As cores RGB podem ser convertidas para o espaco de cor Matiz,
Saturacdo e Valor (HSV), que é mais proximo do modo como os humanos
discernem as sensacgfes de cores. Matiz € um atributo que descreve uma cor
pura, como amarelo, laranja ou vermelho. A saturagdo é uma medida do grau
em que uma cor pura é diluida pela luz branca, por exemplo, a distingdo entre
vermelho e rosa; e o componente de valor refere-se ao brilho da cor [26, 27].

Para calcular os valores HSV, as seguintes equacdes podem ser utilizadas:
G-B

H= (= + 0)/6 se o valor maximo R 2)
H=(— Canj:':nin ——+ 2)/6 se o valor maximo G 3
H=(— Cana’f:iﬁn ——+ 4)/6 se o valor maximo B (4)
S = max C(:I:lailc—;l;nlcanal (5)
V = max canal (6)

Cantrell e colaboradores [28] utilizaram o espaco de cores HSV como
parametro analitico quantitativo para sensores Opticos bitonais. Segundo o0s
autores, a natureza robusta desse parametro fornece uma melhor precisédo para
a medicdo de sensores que mudam de cor na especiacdo de molécula
indicadora. Uma comparacdo foi feita entre os espagcos RGB e HSV,
demonstrando este Ultimo ser 2 a 3 vezes superior.

Os espacos de cores usando matiz, saturacdo e valor, também séo
denominados espacos de cores fenomenais, derivados do RGB. Nesse contexto,
h& os espagos HSB, em que B significa brilho; HSI, onde | representa intensidade
e 0 HSL em que L € a luminancia da cor. Mesmo ndo sendo espacos
equivalentes, devido a variagéo na definicdo de saturagdo, todos sédo orientados
a matiz [4].

Os espacos orientados a matiz sdo empregados com diversas finalidades
analiticas, incluindo desenvolvimento de dispositivo baseado em papel para

deteccdo de pesticida [10]; uso de smartphone para estimar niveis e fontes de
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material particulado no ambiente aéreo [29]; desenvolvimento de um fotémetro
de diodos emissores de luz no infravermelho proximo (LEDs NIR), usando uma
webcam como detector de transmitancia [30] e utilizacdo de um sistema de fluxo
para classificacdo da origem geografica de méis argentinos [31].

O espaco CIE XYZ ou CIE, criado pela Comissao Internacional de
lluminacéo (CIE), € definido por duas coordenadas que definem a cromaticidade,
X e Z, e uma terceira, Y, que define a luminancia (também conhecida como
valores tristimulo). Assim, para cada valor de Y, X e Z, é descrito todas as
cromaticas possiveis do espaco. Projetado para incluir todas as cores que o
sistema visual humano é capaz de ver, esse espaco € utlizado como
intermediario para possibilitar as transformacées entre 0 RGB e outros [4].

No espaco CIELAB, a cor é descrita pelas coordenadas L* (luminancia),
a* (mudanca de cor de vermelho para verde) e b* (mudanca de cor de amarelo
para azul). Com a utilizacao desse espaco, ou do seu similar CIELUV, é possivel
obter uma percepcao uniforme. Isto €, uma alteracdo minima nas coordenadas
de cromaticidade produz uma mudanca igual na percepc¢éao visual da cor [32].

Para se obter as coordenadas L*, a* e b* do espaco de cores RGB, faz-
se necessario uma etapa intermediaria utilizando o XYZ. Por consequéncia, o
processamento das informacbes exige maiores recursos € ndo € um
processamento muito rapido. A principal vantagem se refere a possibilidade, por
causa da uniformidade do espaco, de extrair diferencas entre duas cores fazendo
uso da distancia euclidiana [4].

O espaco CIELAB foi empregado por Meszaros e colaboradores [33] para
prever o conteudo de farmacos em comprimidos de Meloxicam (um anti-
inflamatorio), ap6s inspecdo de comprimidos, utilizando uma ferramenta
tecnologica de processo para determinar a forca de compressdo e forca de
esmagamento aplicadas na producéo da formulacgéo.

Na Quimica Analitica, outros espacos de cores foram usados em
combinacdo com andlises colorimétricas para fornecer informacoes relacionadas
ao analito como, por exemplo, o CMYK [30]. Mas, o espaco de cores RGB € o

mais utilizado nos trabalhos reportados na literatura [4].
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1.4 PROCESSAMENTO MATEMATICO

Apls captura das imagens e delimitagdo da ROI, a andlise dos
componentes de cores deve ser processada. Partindo do principio que o
processamento consiste em extrair informacdes que apresentem uma relacao
com o analito, varios parametros analiticos colorimétricos podem ser utilizados
[4].

Diversos softwares podem ser empregados nessa etapa, incluindo o
ImageJ, Image Gui, Matlab, MathWorks, entre outros. Em sua maioria, 0S
softwares permitem representar os pixels de intensidade usando a opcéo
“histograma” que mostra a distribuigdo dos pixels coloridos na faixa de variagao
das coordenadas de cores, assim como, as intensidades médias da imagem
analisada [4, 26, 34-36].

Com isto, a representacdo do histograma possibilita mostrar e calcular
varios parametros para se construir a curva analitica que descreve o sistema,
como média, modo e intensidade mediana dos canais vermelho, verde e azul. O
parametro analitico pode ser simplesmente o valor médio dos canais R, G ou B,
dos pixels que constitui a ROI, ou pode ser expresso como absorvancia efetiva,
conhecida também como intensidade efetiva [4, 35].

A absorvancia efetiva € expressa pela equacéo 7, onde Ar, Ac € As Sao
as absorvancias efetivas para os canais R, G e B, respectivamente. E os valores
Rs, Gs, Bs e Rn, Gb, By séo 0s valores desses canais para amostra (ou solucao
padrdo) e para o branco analitico, respectivamente. A selecdo do canal, como
sinal analitico, se baseia na adequacao das figuras de mérito ao interesse do
estudo. Silva e colaboradores [37] aplicaram a absorvancia efetiva no
processamento das imagens de comprimidos farmacéuticos e optaram pelo

canal G para quantificar aspirina nessas formulagoes.

AR=-|Og§—Z
Ac =-log = (7)
AB:-IogBB—Z

Um outro processamento matematico, aplicado em determinacdes
analiticas, utiliza a expresséo: S = 255 — (R, G ou B), sendo S o sinal analitico e

R, G ou B a intensidade para cada canal [38].
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Buscando oferecer um método alternativo, Soares et al. [38] realizaram a
determinacdo de metanol em biodiesel por imagem digital, utilizando um
smartphone, baseado na oxidacdo do metanol em formaldeido e reacdo
subsequente com o reagente Schiff, resultando em um produto violeta.

Utilizando o sistema de cores RGB, o sinal analitico (S) foi obtido
subtraindo os valores do canal G, canal selecionado para analise que se refere
a cor complementar do produto da reacdo, do valor total de reflexdo (255).
Mostrando-se uma alternativa para as analises de rotina, o0 método proposto
obteve um coeficiente de variacao (n=10) de 4,8 % e limite de deteccéo (nivel de
confianca de 99,7%) de 10 mg Kg* [38].

E possivel encontrar na literatura estudos que aplicam e comparam
diferentes processamentos matematicos. Porto e colaboradores [8] propuseram
um método para determinacdo de acido ascérbico em sucos naturais de frutas.
O sistema de cores empregado foi o RGB e os dados obtidos foram avaliados
por duas formas distintas de processamento. O primeiro processamento, em
conformidade com a lei de Beer, aplicou a absorvancia efetiva.

O segundo processamento foi feito pela determinacdo do sinal analitico
(S), usando a expressédo S = 255 — B, sendo B o valor médio do canal azul; canal
selecionado pelos autores para realizagcdo da analise. Este processamento
apresentou uma melhor sensibilidade; com limite de deteccado e quantificacédo de
0,005 mg L e 0,015 mg L1, respectivamente [8].

A cor relativa também é aplicada no processamento de imagens digitais,
na etapa de construcéo do sinal analitico, podendo ser calculada pela expresséo
apresentada na equacéao 8, onde r, g e b é a cor relativa para o canal vermelho,

verde e azul, respectivamente.
R

r=
R+G+B
G
= 8
9= Rces (8)
_ B
R+G+B

Lyra et al. [17] apresentaram pela primeira vez um método
Espectrométrico de Emissédo de Chama Baseado em Imagem Digital (DIB-FES,
do inglés Digital Image-Based Flame Emission Spectrometric) para analise

guimica quantitativa de litio em antidepressivos, s6dio em soro fisioldgico e céalcio
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em agua. Uma webcam foi utilizada como detector, o sistema de cores RGB foi
empregado e um novo modelo matematico foi desenvolvido.
A abordagem matematica, com relacdo linear entre o valor RGB e a

concentracdo do analito, foi desenvolvida e aplicada pela seguinte expressao

v il = ,fRﬁ-b +Ggp + By 9)

Sendo R sb, Gsb € B s resultantes da diferenca entre os Rs, Gs e Bs,

(equacao 9):

valores médios de todos os pixels da regido delimitada nas imagens digitais das
solucdes de calibragdo e amostras, e Rp, Gb e Bb, valores do branco analitico,
considerando que ha uma relacdo linear entre os vetores norma RGB e a
concentracdo do analito [17]. O vetor norma associado a imagem digital do
branco analitico pode ser expresso por

Il v, Il = /Rg + G2 + B¢ (10)

Onde Rb, Gb € Bp sdo os valores médios de todos os pixels da ROI das
imagens digitas obtidas a partir do branco. Justifica-se o uso do novo tratamento
matematico com base na associacdo, agora feita, da resposta analitica com um
vetor norma baseado nas trés variaveis experimentais, isto €, nos componentes
R, G e B.

Com o crescimento do uso das analises de imagens digitais em aplicacbes
analiticas para determinacdes de diversos analitos, em amostra de distintos
graus de complexidade, e possibilidade de obtencéo de diferentes parametros
como sinal, a escolha do processamento mateméatico a ser empregado € feita
com base no sistema de estudo e adequacdo da resposta ao interesse da
pesquisa.

Diniz e colaboradores [34] em seu estudo sobre classificacdo de chas
naturais ndo processados, utilizaram quatro sistemas de cores diferentes
empregando: (a) RGB, (b) HSB, (c) escala de cinza e (d) RGB + escala de cinza
+ HSB. Os modelos foram entdo compostos pelas variaveis (a) 3 x 256, (b) 3 x
256, (c) 1 x 256 e (d) 768+256+768. Utilizando triplicata para cada amostra, foi

calculado um histograma médio para posterior classificacdo quimiométrica.
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Carretero-Pena [29] em seu estudo sobre niveis e fontes de material
particulado em ambiente aéreo, urbano e rural, apds captura das imagens das
amostras depositadas em filtros, utilizaram os espacos de cores RGB, HSV e
HSL. A partir do espaco RGB, buscando facilitar e simplificar a analise, o sistema
em escala de cinza foi abordado por permitir a obtencé&o de um unico parametro
da intensidade de cor.

A conversdo de RGB em escala de cinza pode ser feita por trés métodos
com diferentes algoritmos: método de luminosidade (equacdo 11), método de

meédia (equacao 12) e método lividez (equacao 13) [29].

| =0,21R + 0,72G + 0,07B (11)
| = (R+G+B)/3 (12)
| =[max (R, G, B) + min (R, G, B)]/2 (13)

O método de luminosidade considera o grau de apreciacdo de cada cor
pelo olho humano, de modo que os coeficientes RGB sao diferentes entres si,
sendo a principal metodologia para a conversao do sistema RGB em escala de
cinza. O método médio é o mais simples e 0 método de lividez considera as
cores cada vez menos intensas [29].

A andlise de imagem digital se apresenta como uma area de pesquisa
promissora, podendo ser aplicada em diversas determinacdes analiticas. A
escolha do sistema, dispositivo de captura, espaco de cores e processamento
matematico deve se relacionar com os objetivos de estudo, considerando as
caracteristicas das amostras.

A Tabela 1 apresenta trabalhos publicados no ano de 2021, destacando-
se analitos/parametros analiticos, amostras, espacos de cores, processamentos
matematicos e softwares empregados. E notdrio a predominancia da utilizagéo

de dados de cor a partir do espago RGB.



Tabela 1 - Artigos publicados em 2021 baseados em anélise de imagem digital

Amostra Analito/Parametro Espaco Detector Processamento Softwares/ Referéncias

de cores matematico aplicativos
Colirios farmacéuticos pH e fosfatos RGB Smartphone logRJ/RePLS - [39]
Aguas residuais, unidades Ferro (1) RGB Smartphone - log (B/Bo) ColorMeter [40]
de sistema de caldeira e
amostras bioldgicas
Formulac@es farmacéuticas Paracetamol RGB Smartphone Intensidades de ImageJ [9]
e urina humana B
Agua Ferro (111) RGB e Smartphone I =255 - cinza Adobe [41]

escala de Photoshop e

cinza Phyton
Suplementos de ferro Fe (111) RGB Cémera Digital Intensidade do ImageJ [42]
canal G
Saliva Acido drico RGB Smartphone 255-G PhotoMetrix® [43]
1.8
Ar ambiente Didxido de nitrogénio RGB Smartphone EAG = -log AppNO [44]
(G/Gp) lyzer, Corel
Draw e Matlab
Bebidas destiladas Cabre (1) RGB Smartphone log (Bo/B) Color Grab [45]
Leite Acidos graxos livres RGB Smartphone Resposta Python [46]
Colorimétrica Imaging
Digital (DCR%) Library (PIL),
Statistics e
Matplotlib
Agua Vanadio RGB Microscopio -log (R/Ro) ImageJ [47]
portatil
multifuncional

Agua Sulfeto RGB Smartphone Intensidade de G ImageJ [12]
Agua Cromo (I11) e (VI) RGB Smartphone -log (G/Go) Color Grab [48]
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Tabela 1 — Continuacéo e concluséo

Amostra Analito/Parametro  Espaco de cores Detector Processamento Software/ Referéncias
matematico Aplicativo
Aguas superficiais Microplastico RGB e escala de Webcam Intensidades RGB ~ -—-—--—-—-- [49]
cinza
Agua e urina fon aménio e uréia RGB Smartphone Intensidade de R ImagelJ [50]
Azeite extra Compostos RGB Smartphone S=255-(GouB) ImageJ [51]
virgem fendlicos
Agua Manganés, Cobre, RGB, CMYK, HSV Scanner Intensiddaes dos Matlab 2010 [52]
Ferro, Nitrato, e CIELAB canais
fosfato, sulfato,
dureza total e pH
Suor e lagrimas pH RGB, escala de Smartphone Croma e angulo ImageJ e [53]
cinzae CIELAB Colormine
Soro humano Fenilanina RGB e escala de Smartphone Intensidade da ImagelJ [5]

cinza

escala de cinza

Fonte: Elaborado pela autora.
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1.5 NOVAS PERSPECTIVAS DA ANALISE DE IMAGEM DIGITAL NA QUIMICA
ANALITICA

As primeiras aplicacdes da andlise digital de imagens comegaram na
década de 1960 para obter informacfes uUteis de imagens médicas e de satélite
[54], sendo os primeiros usos de histogramas de cores realizados apenas cerca
de duas décadas depois, por Martens et al. [3] e Erlich et al. [55]. Com o atual
avanco tecnolégico, a DIA vem ganhando destaque para fins analiticos, pois
torna o processo extremamente viavel dentro e fora dos laboratorios, devido ao
seu baixo custo, simplicidade e versatilidade [18].

Dentre as possibilidades oferecidas pela andlise de imagem digital em
aplicacBes analiticas, sua combinacdo com outras técnicas vem despertando o
interesse de pesquisadores. Khoshmaram e Mohammadi [48] desenvolveram
um novo método para analise de especiacdo de cromo e, combinando a
Microextracdo Liquido-Liquido Assistida por Ar (AALLME, do inglés Air-Assisted
Liguid-Liquid Microextration) com a DIC, foi possivel obter limites de deteccao e
quantificagcdo de 0,9 e 3,0 ug L, respectivamente, para determinacdo de cromo
VI.

A extragdo de pares de ions foi combinada com DIC, por Phadungcharoen
e colaboradores [56], como uma plataforma promissora para analises
farmacéuticas. No método proposto, o farmaco incolor carregado positivamente
reagiu com um corante laranja de metila aniénico, formando um complexo de par
de ions amarelo que foi extraido com um solvente verde, alcangcando um limite
de deteccdo de 0,76 ug mL* e de quantificacéo de 2,30 ug mL™2.

A Microextracédo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction) em combinac&o com a DIC foi empregada por Jain
e colaboradores [9], para determinacdo quantitativa de paracetamol em
formulacdes farmacéuticas e amostras de urina humana.

Fazendo uso de ferramentas quimiométricas de planejamento de
experimentos, o0 método oferece uma abordagem de facil manuseio, econémica,
rapida, amigavel ao meio ambiente e um ensaio de alto rendimento de amostras,
sendo viavel para analise de 16 amostras em 60 min, obtendo-se limites de
detecgdo e quantificacdo de 8,4 e 28,1 ug mL* e valores de DRP (%), intra e

inter-dia (n=5), inferiores a 5% e 10% [9].
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Dispositivos analiticos baseados em papel microfluidico estdo emergindo
como opc¢Bes promissoras para deteccao rapida de contaminantes quimicos na
agua. O acoplamento desses dispositivos com a DIA foi objeto de estudo de
Balasubramanian e colaboradores [41].

Barreto e colaboradores [18] aplicaram pela primeira vez a Microextracao
Liquido-Liquido Dispersiva por Variacdo de Pressdo em Seringa (PV-1S-DLLME,
do ingés Pressure Variation in Syringe Dispersive Liquid-Liquid Microextraction),
combinada com a DIC para a determinacdo de cobalto em alimentos.
Apresentando limites de deteccdo e quantificacdo de 0,08 e 0,23 pg g7,
respectivamente; o fator de enriqguecimento estimado foi de 65 e precisédo de
4,6%, em termos de desvio padrao relativo. O método foi aplicado em amostras
de farinha de banana verde, tempero baiano, berinjela e Tribulus terrestris.

O acoplamento da analise de imagem digital e analise catalitica, para a
determinacdo extremamente sensivel de Cr (VI), foi apresentado por Mohamed
e colaboradores [57]. A medicdo cinética de tempo fixo foi aplicada seguindo o
produto de oxidac¢ao apds 10 min da mistura dos reagentes usando uma camera
digital. Com um limite de detecc¢édo de 0,1 ng mL%, o método proposto foi aplicado
para determinacdo de Cr VI em &guas residuais, industriais, naturais e poluidas.
O método desenvolvido é duas ordens de magnitude mais sensivel do que o
meétodo espectrofotométrico de referéncia com difenilcarbazida.

Um método baseado em Microextracdo por Imerséo Direta em Gota Unica
(SDME, do inglés Direct-immersion Single-Drop Liquid-Phase Microextraction)
foi desenvolvido, para determinacdo de vanadio em &gua, por Nunes e
colaboradores [47]. O sistema de deteccéo utiliza imagens digitais obtidas
diretamente da gota de solvente apds a sor¢do de vanadio (V). Empregando
como solvente de extracdo o liquido ibnico, hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilmidazolio, o método apresentou um fator de enriquecimento de 50, para 3,5
mL de amostra, e um limite de deteccédo de 0,6 pug L.

As vantagens inerentes a analise de imagem digital, combinada aos
conhecimentos e técnicas da Quimica Analitica, apresenta um cenario amplo e

versatil na pesquisa cientifica.
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Capitulo 2

SISTEMA ESPECTROFOTOMETRICO BASEADO EM UM DISPOSITIVO
CRIADO POR IMPRESSAO 3D PARA O ACOPLAMENTO DE UMA CAMERA
WEBCAM COMO SISTEMA DE DETECCAO
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2.1 INTRODUCAO

Ha muito tempo, a observacdo com o olho humano tem sido um método
importante utilizado na investigagao cientifica [58]. Na Quimica, esta observacéo
foi amplamente explorada em analises qualitativas, em que o aparecimento,
desaparecimento ou mudanca de cor na regido do visivel resulta em informacdes
para identificacdo de espécies organicas e inorganicas a partir de uma reacao
quimica [59].

Para uma andlise quantitativa, os fendbmenos opticos associados as
variacfes de concentracdo das espécies quimicas ndo podem ser acessados
com uma simples observacao “a olho nu”, porque a percepcao da cor e suas
diferentes intensidades dependem de vérios fatores, sendo comumente
empregados métodos tradicionais, como procedimentos colorimétricos e
espectrofotométricos [60].

Recentemente, os métodos de andlise colorimétrica baseados em
imagens digitais vém ganhando visibilidade por empregarem dispositivos
comerciais simples e de facil acesso para produzir imagens digitais com
excelente definicdo e resolucéo [3, 17, 60, 61]. Do ponto de vista pratico, um
aspecto fundamental é garantir a aplicabilidade e bom desempenho do método,
garantindo a reprodutibilidade e repetibilidade das medidas [6].

Para tanto, um sistema de captura de imagem adequado deve ser
rigorosamente projetado para manter o posicionamento fixo, a luminosidade, o
foco e a distancia entre a amostra e o dispositivo de captura [4, 34, 60].

Alguns estudos, que empregam scanners na etapa de aquisicdo de
imagem, dispensam a constru¢cdo de um sistema para controle das condicdes
operacionais. Assim, este papel € desenvolvido pelo proprio dispositivo de
captura que, algumas vezes, dispde de compartimento fechado [62-64], sendo
possivel realizar o controle de iluminacdo e reprodutibilidade das imagens
fazendo uso de uma superficie branca em conjunto com um padréo de cor.
Posteriormente, se necessario, as imagens fora das linhas de controle séo
submetidas a processos de correcéo através de softwares [39, 65].

O planejamento da arquitetura de cada sistema analitico e sua respectiva
instrumentacdo depende da finalidade da aplicacéo, do tipo e da natureza das
amostras e analitos. De forma geral o sistema consiste de quatro partes

essenciais: (1) um suporte para condicionar as amostras, (2) uma fonte de
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iluminacéo, (3) um dispositivo de captura de imagem e (4) um dispositivo,
computador e/ou smartphone, com software de processamento de imagens para
extracdo dos dados de cor [34].

Diversos sistemas fechados, visando controle da iluminacao interna, de
diferentes materiais sdo reportados na literatura [42-44, 47], destacando-se 0s
dispositivos 3D. O uso da tecnologia de impresséo 3D tem mostrado um enorme
potencial no que diz respeito a fabricacdo de dispositivos cientificos dedicados.
Assim, é possivel desenvolver modelos em diferentes dimensfes e materiais,
reduzindo o custo e o impacto ambiental, tendo como produto final dispositivos
mais praticos, leves e resistentes [56, 66-68].

As novas abordagens tém permitido o desenvolvimento de metodologias
analiticas rapidas, de baixo custo, precisas e com potencial de portabilidade que
contribui para o processo de democratizacdo das ciéncias [4, 20, 69]. O
desenvolvimento tecnolégico coloca a disposicdo de pesquisadores, e
educadores, dispositivos, hardwares e softwares eletronicos de consumo,
oportunizando novas perspectivas na conducdo de experimentos e estratégias
de ensino [69].

Considerando o conceito de portabilidade e as vantagens de sistemas
compactos e de facil alimentacéo, este trabalho apresenta o desenvolvimento de
um sistema espectrofotométrico, baseado na analise de imagem digital,
alimentado por uma Porta Serial Universal (USB) de um computador. O estudo
foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Quimica Analitica,
Automatizacdo e Meio Ambiente, da Universidade das llhas Baleares, Palma de

Maiorca, Espanha.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo Geral
+ Desenvolver um sistema espectrofotométrico baseado na andlise de
imagem digital com um dispositivo 3D, totalmente alimentado por portas
USB de um computador, que possibilite um instrumento portétil, compacto

e de facil manuseio.

2.2.2 Objetivos Especificos
+ Desenvolver e imprimir em 3D um dispositivo para acomodacdo dos
componentes necessarios ao sistema espectrofotométrico;
+ Empregar uma fonte de tensdo ajustavel para alimentagéo e controle da
fonte de radiacéo;
+ Avaliar diferentes tipos e posi¢des da fonte de radiacao;
+ Verificar o desempenho preliminar do sistema desenvolvido, aplicando-o

nas determinacdes de ferro (Il) e hipoclorito.
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2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.3.1 Descricao do sistema

O sistema constitui-se de uma webcam acoplada a um dispositivo criado
por impresséo 3D e, também conectado ao dispositivo, um diodo emissor de luz
(LED) empregado como fonte de radiagéo; alimentado por uma fonte de tenséo
ajustavel. Como pode ser visto na representacdo esquematica, Figura 6, tanto a
webcam quanto a fonte de radiacdo sdo alimentadas diretamente por portas USB
de um computador. A Figura 7 apresenta uma imagem do sistema e a indicacéo
de seus componentes.

Figura 6 - Representacdo esquematica do sistema espectrofotométrico

~\

3D Case Cuvette LED

Radiation source

Fonte: Danchana (2020).

Figura 7 - Fotografia do sistema espectrofotométrico
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Fonte: Danchana (2020).
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2.3.2 Descricao dos componentes do sistema
2.3.2.1 Fonte de radiacao

Como fonte de radiagédo, diferentes tipos de LEDs convencionais e
Dispositivos Montados em Superficie (LEDs SMD) foram avaliados. Nos testes
iniciais, LEDs de luz branca foram utilizados e, na etapa de aplicacdo, LEDs
monocromaticos, selecionados de acordo com o analito em questdo, também
foram incluidos no estudo.

Para alimentacdo dos LEDs, a partir de uma porta USB de um
computador, foi necessario desenhar e construir uma fonte de tensdo ajustavel
com auxilio do software Eagle-7.7 (Autodesk, versao gratuita) e o puglin pcb-
gcode [70, 71]. A Figura 8 inclui o circuito eletronico utilizado na construgéao da

fonte de tenséo ajustavel.

Figura 8 - Esquema eletrdnico da fonte de tenséo ajustavel para alimentacdo dos LEDs

o @
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12 ®>—— N OUTH4—T—= 121 . . : 0
4 : : % D '; T Circuito LED convencional
i JRT - ]
iy SH 1= b &
PAD2 L—e +———— PAD4 . )

Circuito LED SMD

Fonte: Danchana (2020).

As Figuras 9 e 10 apresentam as placas desenvolvidas, a partir do circuito
elétrico da fonte de tenséo ajustavel, para alimentacdo do LED convencional de
5 mm e o SMD. E possivel visualizar também o suporte impresso em 3D para
acomodacéo do LED convencional em diferentes posi¢des no dispositivo. Para
acoplamento do LED SMD, fendas foram adicionadas no design do dispositivo;

préximas ao porta-cubeta.



45

Figura 9 - Fonte de tensao ajustavel para alimentacao do LED convencional de 5 mm e suportes

para acoplamento, frontal e superior, no dispositivo 3D
{“=u

\ -

Suporte para
acoplamento do LED
convencional

Fonte de tensdo ajustavel — LED convencional

Fonte: Danchana (2020).

Fonte de tensdo ajustavel — LED SMD

LED SMD branco - LED SMD branco - LED SMD
Card produzido no comercial monocromatico —
laboratério comercial

Fonte: Danchana (2020).

2.3.2.2 Dispositivo de captura de imagem - Webcam
No sistema proposto, um dispositivo de captura de imagem desenvolve a
funcdo de deteccédo. Deste modo, utilizou-se uma camera webcam Microsoft,

Lifecam Cinema 720p HD, acoplada ao dispositivo 3D.

2.3.2.3 Dispositivo 3D

Um dispositivo (10 x 5 x 4.5 cm), para acomodacao da webcam, fonte de
radiacdo e cubeta, foi desenvolvido nas dimensfes apropriadas, considerando
todos os componentes do sistema. O design do dispositivo foi criado com o
auxilio do programa Rhinoceros 5 [72], com layout exibido na Figura 11.



46

Figura 11 - Design do dispositivo 3D criado com o programa Rhinoceros 5
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Fonte: Danchana (2020).

O arquivo, em formato adequado, foi enviado para impressdo, em uma
impressora 3D estereolitografica (FormsLabs 2+), com resina de metacrilato

preta. Uma imagem do dispositivo final € apresentada na Figura 12.

Figura 12- Imagem do dispositivo impresso em 3D com a webcam acoplada e setas vermelhas
indicando possiveis posi¢des para a fonte de radiagao

Cover at the top position

®

Fonte: Danchana (2020).

No momento da impressao, selecionou-se a op¢ao com suporte, visando
fornecer uma maior estabilidade ao sistema. ApOs impressao, o dispositivo foi
lavado com alcool isopropilico (Scharlau, Espanha), para remocdo de resina
liguida, e transferido para um reticulador ultravioleta, modelo UVP CL — 1000,

para secagem do material.
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2.3.3 Aquisicdo e andlise da imagem digital

Na aplicagdo do sistema, diferentes softwares disponiveis gratuitamente
foram utilizados; incluindo o YouCam [73], na etapa de captura das imagens, e
o ImageJ [74], no processamento das imagens.

ApOs preparo dos brancos, padrdes analiticos e amostras, posicionou-se
a cubeta contendo a solug&o no porta-cubeta, do dispositivo 3D, e imagens em

triplicatas foram obtidas, como mostra a Figura 13.

Figura 13 - Imagem das solu¢8es obtidas com o programa YouCam

Fonte: Danchana (2020).
As imagens foram registradas em diferentes condicbes do sistema,

modificando-se o tipo de LED, como mencionado anteriormente, e sua posi¢ao;
fonte de radiacdo alinhada ao detector e na parte superior da cubeta. A
intensidade da fonte de radiacdo foi verificada em termos qualitativos como
baixa, média e alta intensidade, fazendo uso do bot&do de controle na fonte de
tensao ajustavel.

Visando adquirir informa¢des numéricas a partir dos dados de cor, as
imagens foram transferidas para o programa ImageJ [74] do National Institutes
of Health e do Laboratory for Optical and Computational Instrumentation (LOCI),
Universidade de Wisconsin, Madison, Estados Unidos.

Utilizando-se as ferramentas disponiveis no layout do referido programa,
as seguintes regides de interesse (ROI), Figura 14, foram selecionadas: (i) LED
posicionado no topo da cubeta, ROI retangular, coordenadas x169/y36 (ponto
central superior da figura geométrica) e x169/y170 (ponto central inferior da

figura geométrica); (i) LED alinhado ao detector, ROI circular, coordenadas
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x109/y46 (ponto central superior da figura geométrica) e x109/y79 (ponto central
inferior da figura geométrica).

Figura 14 - Areas selecionadas com o programa ImageJ para a deconvolugéo de cores RGB. A
esquerda para a iluminacédo alinhada ao detector, a direita para as imagens obtidas com a
iluminacéo superior T

Fonte: Danchana (2020).

Em seguida, tomou-se nota das intensidades dos canais vermelho, verde
e azul, a partir dos histogramas (Figura 15) obtidos. As intensidades dos canais
foram empregadas na construgdo do sinal analitico, aplicando-se o

processamento matematico absorvancia efetiva.

Figura 15 - Histogramas dos canais vermelho (R), verde (G) e azul (B)
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Fonte: Danchana (2020).

2.3.4 Aplicacdo analitica

Buscando-se verificar pontos para otimiza¢do e melhoria, uma avaliacao
preliminar do sistema espectrofotométrico proposto foi realizada com as
determinacdes de ferro (Il), empregando orto-fenantrolina como reagente
cromogénico para formacdo de um complexo de cor vermelha, e hipoclorito,
fazendo uso do reagente tetrametilbenzidina, originando um complexo de cor

amarela.
Para determinacéo de Fe (ll), as seguintes solu¢des foram preparadas:

a. Solucdo tampdo acetato, 0,2 mol L, pH 4,5;

o

Orto-fenantrolina 0,002 mol L* em solucédo tampéo;
c. 0,5% de cloridrato de hidroxilamina (HONH2z-HCI), Scharlau, Espanha;

d. 100 mg L de Fe (Il) (Sulfato de amdnio e ferro (Il), Fe(NH4)2(SO4)2-6H20,

Prolabo, Franca) em 0,5% de cloridrato de hidroxilamina;
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e. Solucbes padrdo de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg L foram preparadas e

uma mistura com o-fenantrolina, na proporgéo 1:1, foi realizada.
Para determinacéo de hipoclorito, utilizou-se os seguintes reagentes e solucdes:

a. Solucdo de 200 mg L de hipoclorito de sédio, preparado a partir de uma
solucédo concentrada de 5%. Padrdes analitico na faixa de 0,1 a2 mg L%;

b. 0,1 mmol L de tetrametilbenzidina foi preparada dissolvendo-se 5 mg de
3,3’5,5’-tetrametilbenzidina (Sigma, EUA) em 500 pL de N, N -
dimetilformamida concentrada (Scharlau, Espanha). A mistura foi
preparada para um volume final de 200 mL, contendo 0,05 mol L de
H3sPO4 e HCI (Scharlau, Espanha)

c. Mistura da solucdo padréo com tetrametilbenzidina na proporgéao 1:1.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O design do dispositivo é baseado na estrutura de um espectrofotbmetro
convencional. Assim, o protétipo inicial ja incluia o acoplamento do detector
(webcam), fonte de radiacéo e porta-cubeta; sendo modificado no processo de
desenvolvimento para adequado uso dos componentes ja mencionados.

A construcdo da fonte de tensdo ajustavel foi feita por pesquisadores
parceiros do Grupo de Quimica Analitica, Automatizagdo e Meio ambiente da
Universidade das llhas Baleares, coordenado pelo professor Victor Cerda
Martin, funcionando satisfatoriamente no sistema proposto. Trata-se de um
ponto passivel de melhoria, na fonte de tenséo ajustavel, o controle quantitativo
da intensidade da fonte de radiagéo.

O estudo apresentado neste capitulo foi publicado no ano de 2020, na
revista cientifica Talanta, com o titulo “Spectrophotometric system based on a
device created by 3D printing for the accommodation of a webcam chamber as a

detection system” [75].

2.4.1 Determinacéo de ferro (Il)

Buscando-se uma avaliagcdo preliminar, o sistema foi empregado na
determinacdo de ferro (Il), utilizando-se o0 reagente cromogénico orto-
fenantrolina. Na Figura 16 é possivel observar uma imagem das solucbes
preparadas, sendo notorio a graduacao de cores de acordo com a variacao da
concentracdo. Os espectros das referidas solucdes, obtidos através de um

espectrofotdbmetro convencional, também é apresentado.

Figura 16 - A) Solucdes de 0 a 100 mg Lt do complexo Fe (ll) com o-fenantrolina, B) espectros
das solucdes
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Fonte: Danchana (2020).
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Visando analisar fatores que influenciam o desempenho do sistema,
diferentes tipos de LEDs, convencional de 5 mm e SMD, branco e
monocromatico, em diferentes posi¢des, foram verificados.

Primeiramente, utilizando as solu¢bes preparadas para construcdo da
curva analitica, avaliou-se o emprego de um LED convencional de 5 mm, branco,
em diferentes posic¢oes: (i) na parte frontal do dispositivo 3D, alinhado com o
detector (webcam), e (ii) na parte superior do sistema, no topo da cubeta.
Representacfes esquematicas das condi¢cdes analisadas, ao que se refere a

posicdo da fonte de radiacédo, sdo apresentadas na Figura 17.

Figura 17 - Representacdes esquematicas das condi¢Bes do sistema para estudo do melhor
posicionamento da fonte de radiagdo, A) LED na posic¢éo frontal (alinhado com o detector) e B)
LED no topo (posicionado na parte superior da cubeta)

A) -

Fonte: Danchana (2020).

Configurou-se a fonte de tensdo ajustavel para baixa intensidade na
condicdo de analise em que o LED encontrava-se em posicao frontal. Como
mostra a Figura 18A, nesta posicdo, um ponto de luminosidade proveniente do
LED é observado na captura da imagem. Uma maior intensidade da fonte de
radiacdo resultou em uma maior interferéncia da referida luminosidade;
limitando, assim, a regido disponivel para uma adequada andlise dos dados de
cor.

Uma alta intensidade foi aplicada quando posicionou-se o LED no topo do
dispositivo e as imagens apresentadas na Figura 18B foram capturadas. Uma
configuragéo da fonte de tensdo em baixa intensidade, para o LED posicionado

no topo da cubeta, ndo apresentou uma iluminacdo adequada para o sistema.
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Figura 18 — Recorte das imagens dos padrdes analiticos, A) utilizando o LED alinhado com o
detector e B) LED posicionado no topo da cubeta

A) LED Frontal

o
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B) LED no topo

Omg L* 5mg L1 10 mg Lt 20 mg L 30mg Lt 40 mg L1 50 mg Lt
Fonte: Danchana (2020).

As informacfes do espaco de cor RGB, em termos das intensidades dos
canais, foram inseridas em uma planilha Excel e o sinal analitico foi construido
empregando-se 0 processamento matematico absorvancia efetiva [44], em

conformidade com a lei de Lambert Beer, expresso pela equagéo 14.

RGBq
EArs = —Log (1)  (14)

Onde EArcs € a absorvancia efetiva para o canal R, G ou B; RGBs é o
valor médio do canal R, G ou B do padrdo analitico e/ou amostra e RGBb € o
valor médio do canal R, G ou B do branco analitico.

Como mostra as curvas analiticas na Figura 19, as intensidades do canal
R, em todas as condi¢bes analisadas, ndo apresentaram correlagdo significativa
com a variagao da concentracdo do analito, ndo sendo uma opcéo viavel para
construgdo do sinal analitico.

Os dados dos canais G e B apresentaram um comportamento satisfatorio
e semelhante na correlacdo com a concentracdo de Fe(ll), sendo possivel
observar que o canal B apresentou maior sensibilidade. Este comportamento foi
observado por Neto et al [20] e Porto et al [8] em estudos envolvendo
determinacdes de Fe(ll) com o reagente cromogénico orto-fenantrolina,

empregando analise de imagem digital.
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Figura 19 - Curvas analiticas construidas a partir das intensidades RGB, A) LED branco em
posicdo frontal e baixa intensidade, B) LED branco posicionado no topo da cubeta e alta
intensidade
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Fonte: Elaborado pela autora.

Dentre as duas primeiras condicbes estudadas, o sistema apresentou
melhor desempenho estando a fonte de radiacdo posicionada no topo do
sistema, parte superior da cubeta, com fonte de tensdo ajustada para alta
intensidade.

Em seguida, verificou-se a utilizacdo de LEDs SMD posicionados no topo
do sistema. Considerando a alta luminosidade de LEDs desta natureza, o
sistema foi operado com a fonte de radiagéo em baixa intensidade, empregando-
se um LED SMD branco disponivel comercialmente e um LED SMD produzido
no laboratorio do Grupo de Quimica Analitica, Automatizagdo e Meio ambiente

da Universidade das llhas Baleares.
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Analisando os resultados obtidos e as curvas analiticas, apresentadas na
Figura 20, verificou-se que o sinal analitico foi superestimado com o uso do LED
SMD confeccionado no laboratério. No que tange o comportamento das
intensidades dos canais RGB para construcdo da curva analitica, o canal azul

continua apresentando melhor desempenho.

Figura 20 - Curvas analiticas construidas a partir das intensidades RGB quando LEDs SMD
foram utilizados como fonte de radiagdo, com baixa intensidade, posicionados no topo da cubeta.
A) LED SMD comercial e B) LED SMD confeccionado no laboratorio
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Fonte: Elaborado pela autora.

Considerando a coloracéo vermelha do complexo resultante da reagéo em
estudo e a relacdo de complementaridade das cores, um LED verde foi
empregado na analise de LEDs monocrométicos. Assim, posicionou-se o LED

convencional de 5 mm, no topo do sistema, com a fonte de tens&o ajustada para
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meédia intensidade e as intensidades RGB extraidas das imagens foram

utilizadas para construcdo das curvas analiticas apresentadas na Figura 21.

Figura 21 - Curvas analiticas construidas a partir da configuracéo do sistema utilizando um LED
verde posicionado no topo da cubeta com média intensidade da fonte de tensdo
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Fonte: Elaborado pela autora.

De modo geral, um melhor desempenho foi observado empregando-se o
LED verde, posicionado no topo da cubeta e intensidade média da fonte de
tensdo ajustavel. Referente a escolha do canal para tratamento dos dados, os
valores do canal vermelho ndo apresentaram correlagdo significativa com as
concentracdes, enquanto resultados satisfatorios, e de comportamento proximo,
foram obtidos com os canais verde e azul. O canal azul, por apresentar melhores
caracteristicas analiticas, foi selecionado para analise.
2.4.2 Determinacdao de hipoclorito

Para determinacao do hipoclorito, 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina foi utilizado
como reagente cromogénico, por ser sensivel, especifico ao analito de interesse
e menos nocivo. A Figura 22 mostra os espectros de absorcdo obtidos a partir
de um espectrofotbmetro convencional, com leitura realizada no comprimento de

onda de 445 nm, maxima absorcao para o complexo em estudo.
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Figura 22 - Espectros de absorcao do complexo hipoclorito e tetrametilbenzidina
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Fonte: Danchana (2020)
O mesmo procedimento de captura e tratamento das imagens aplicado

anteriormente, para a determinacéo de Fe (ll), foi utilizado. A posicdo da fonte
de radiacdo selecionada foi na parte superior da cubeta, com emprego do LED
de cor azul. Observando-se as curvas analiticas, os canais G e B apresentaram
melhor desempenho para construcdo do sinal analitico.

A determinacéo de hipoclorito foi incluida, no estudo preliminar, visando
analisar o comportamento do sistema na andlise colorimétrica de complexos de
cores distintas. Buscando, assim, ampliar as possibilidades de aplicacbes
analiticas.

2.4.3 Validacdo do método

A Tabela 2 apresenta parametros analiticos dos dois métodos testados e

permite a comparacao dos resultados obtidos usando o sistema proposto neste

trabalho com os resultados adquiridos com um espectrofotdmetro convencional.
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Parametros Determinacéao de ferro (ll) Determinacéo de hipoclorito
analiticos
Webcam / Espectrofotdmetr Webcam / LED Espectrofotémetro
LED verde 0510 nm azul 445 nm
Curva A=0,011 A=0,009 [Fe*]+ A =0,5361[OCI] A =0,5442 [OCI] +
analitica [Fez] + 0,0012 —-0,021 0,011
0,0069
Coeficiente de 0,998 0,999 0,994 0,998
determinacéo
(R%)
Faixa de 0-50 mg L1 0-50 mg L? 0-1,7 mg L? 0-2 mgL?
linearidade
LOD (30) 2,95 mgL? 0,52 mgL? 0,15 mg L*? 0,10 mgL?
LOQ (100) 9,84 mgL* 1,72 mgL? 0,50 mg L? 0,34 mg L*?
Repetibilidade 3,5% 1,0% 1,6% 0,5%
(%DPR)

Fonte: Adaptado de Danchana (2020).

Tratando-se de uma analise preliminar, o sistema proposto se apresenta

como uma alternativa aos métodos convencionais. Para determinacdo de

hipoclorito, o método apresenta desempenho satisfatério, com limites de

deteccado e quantificacdo proximos do método de referéncia, principalmente ao

serem consideradas as vantagens de portabilidade, baixo custo e facil manuseio.

Na determinacao de ferro (llI), observou-se uma diferenca significativa

entre os limites de deteccao e quantificacdo do método proposto e do método de

referéncia. Identificou-se elevados valores de desvio padrdo na triplicata de

algumas imagens, indicando problemas na estabilidade do sistema, sendo

necessario maiores estudos neste aspecto.
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2.5 CONSIDERACOES PARCIAIS

E valido destacar que o objetivo principal deste estudo foi o
desenvolvimento de um sistema espectrofotométrico portati e de facil
alimentacdo baseado na analise de imagem digital, estando as aplicacdes
analiticas direcionadas, neste momento, para avaliacdo preliminar de
desempenho do sistema proposto, visando aprimorar suas potencialidades.

O emprego da fonte de tensdo ajustavel, a alimentacé&o por portas USB
de um computador e o tamanho do dispositivo 3D, imprime no sistema um
potencial notavel, no que tange a portabilidade, para aplicacdes em analises
espectrofotométricas gerais e, especialmente, in situ.

O desempenho analitico do sistema se relaciona diretamente com a
definicdo de alguns fatores como fonte de radiacao, intensidade de radiacao,
posicionamento da fonte de radiagcdo, escolha dos dados de cor e
processamento matematico para construcao do sinal analitico. Embora o design
desenvolvido tenha considerado, em suas dimensdes, o acoplamento da
webcam, o uso combinado do programa Rhinoceros e da impressora 3D permite
uma adaptacao rapida para uso de outros dispositivos de captura.

Considerando que a troca manual da cubeta, entre uma amostra e outra,
pode interferir na estabilidade do sistema e demanda um cuidado extra,
principalmente quando a fonte de radiacdo se localiza no topo da cubeta, a
combinacédo da andlise em fluxo com o sistema proposto é um aspecto a ser
investigado, visando melhorar a repetibilidade do sistema e frequéncia analitica.

Estudos analiticos, empregando o sistema proposto, foram interrompidos
com a suspensao das atividades presenciais provocada pelo cenéario de
pandemia causado pelo novo coronavirus, desde marco de 2020. O estudo e
otimizacdo dos fatores que influenciam a andlise de imagem digital, em conjunto
com os interesses analiticos, sdo pontos determinantes para o desempenho

satisfatério do sistema.
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Capitulo 3

DETERMINACAO DE MARCADOR EXTERNO, DIOXIDO DE TITANIO, EM
FEZES BOVINAS EMPREGANDO ANALISE DE IMAGEM DIGITAL
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3.1 INTRODUCAO

A avaliagao do valor nutritivo dos alimentos consumidos por ruminantes
em condicbes de pastejo ou confinados tem sido um desafio no
acompanhamento da nutricAo animal, sendo a digestibilidade um fator
determinante para o processo [76, 77].

A digestibilidade de uma dieta na nutricdo animal de um ruminante €
baseada na indigestibilidade aparente. Portanto, a excrecao fecal é um
parametro basico de indigestibilidade de um alimento e/ou dieta, pois representa,
aparentemente, a porcdo de comida ingerida que nado foi utilizada durante a
passagem pelo trato gastrointestinal [78, 79].

A coleta total de fezes € um procedimento dificil de ser feito em bovinos,
por motivos como o volume e a consisténcia. Com isto, métodos indiretos para
estimativa da massa fecal, como o uso de marcadores de digestibilidade, séo
frequentemente empregados [80].

Ha diferentes tipos de marcadores que podem ser classificados em
externos e internos. Os externos referem-se aos marcadores que sao
administrados ao animal, como o 6xido de cromo (Cr203) e o diéxido de titanio
(TiO2), e os internos estdo naturalmente presentes no alimento ofertado;
incluindo, por exemplo, Matéria Seca Indigestivel (MSi), Fibra em Detergente
Neutro Indigestivel (FDNi), Fibra em Detergente Acido Indigestivel (FDAI), entre
outros [76, 81, 82].

Diversos estudos envolvendo digestibilidade, reportados na literatura,
empregam marcadores externos. Para tal finalidade, faz-se necessario que o
composto utilizado néo interaja com a dieta/alimento e néo interfira nos eventos
do trato gastrointestinal. Uma alta e constante recuperacéo nas fezes também é
um fator crucial [80, 83].

O Cr203 é 0 marcador externo mais utilizado em ensaios bovinos. Por
questdes legais, em relacdo a aplicacdo, o uso deste marcador ndo é aprovado
para alimentagdo humana ou animal pela Food and Drug Administration (FDA)
e, isto posto, outros marcadores externos sao constantemente avaliados [81].

Um marcador externo indigestivel que pode ser usado para estimar a
digestibilidade das dietas de ruminantes € o TiOz, que se apresenta como uma

alternativa ao Cr203. O TiO2 pode ser adicionado legalmente em produtos para
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alimentacdo humana, como aditivo de cor, e ndo tem limitacdo quanto a sua
inclusdo na alimentacéo animal [81, 84, 85].

O protocolo de administracdo do marcador externo pode ser feito
misturando-se 0 composto com o alimento que sera ofertado; direcionando o
consumo em comedouros [81], em capsulas de celulose [77], por canulas [86]
ou sonda esofagica [80]. A dose do marcador € fornecida de acordo com o
objetivo do estudo, sendo comumente analisado o teor de 10 mg por dia, para
cada animal [80].

Titgemeyer e colaboradores [81] conduziram experimentos buscando
avaliar se o TiO2 é um marcador de digestibilidade apropriado para gado
alimentado com dietas a base de forragem e grdos. No estudo, analisou-se
fatores como: racéo, suplemento, adaptacédo a dieta, periodos de alimentacéo e
coleta das amostras, resultando em recuperacoes fecais de 90 a 95%.

Sampaio e colaboradores [80], em seu trabalho de estimativa da
recuperacao fecal de marcadores externos e internos, analisando o viés de longo
prazo, em um ensaio de digestibilidade com bovinos alimentados com dietas
diferentes, concluiram que o diéxido de titanio pode ser seguramente usado
como substituto do éxido de cromo j& que sua recuperacdo nao é afetada por
diferentes condi¢cbes de alimentacao.

Visando os poucos estudos empregando TiO2 como um marcador de
digestibilidade para ruminantes, Myers e colaboradores [82] desenvolveram um
procedimento espectrofotométrico rapido e preciso para preparacdo e
determinacdo das concentracfes de TiO2 em amostras de matéria organica;
obtendo uma média de recuperacao de 97,56%.

Uma etapa crucial na verificacdo das caracteristicas ideais de um
composto, candidato a marcador externo, é a avaliacdo de sua recuperacao apos
a passagem pelo trato gastrointestinal [87]. Assim, € de fundamental importancia
o desenvolvimento de novos procedimentos para o preparo e determinagéo de
TiO2 em amostras de fezes bovina.

A andlise de imagem digital vem sendo aplicada em determinacdes
espectrofotométricas, como uma alternativa ao uso do espectrofotbmetro
convencional [8, 64, 88]. Embora ja existam sistemas espectrofotométricos

miniaturizados, disponiveis comercialmente, a introducdo dos sistemas digitais
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oferece alternativas inovadoras, econdmicas, versateis e faceis de transportar,
que fazem uso de dispositivos acessiveis como detector [20, 40, 89-92].

Dentre as vantagens caracteristicas da DIA, a portabilidade merece
destaque na viabilizacdo de analises rapidas e in situ, com resultados analiticos
satisfatorios [93]. Para tanto, é necessario o desenvolvimento de sistemas que
possibilitem a aquisicdo das imagens, de forma individualizada [20] ou multiplas
amostras por vez [39], em um ambiente com controle de iluminagao e condi¢coes
reprodutiveis.

Considerando a vertente de portabilidade e as vantagens de sistemas
compactos e de féacil alimentacdo, este trabalho emprega um sistema
espectrofotométrico com um dispositivo impresso em 3D, baseado na andlise de
imagem digital, alimentado por Portas Serial Universal (USB) de um computador.
A aplicacao do sistema foi realizada em parceria com o Laboratério de Nutricdo
Animal (LANA), situado na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMEVZ)
da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Campus Ondina, Salvador-Ba.
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3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Objetivo Geral
+ Determinar o teor do marcador externo, didéxido de titanio (TiO2), em

amostras de fezes bovina empregando analise de imagem digital.

3.2.2 Objetivos especificos
+ Analisar diferentes processamentos matematicos dos dados de cor para
construcdo do sinal analitico;
+ Desenvolver um método simples e rapido que possibilite andlises in situ;
+ Aplicar a metodologia proposta para determinagéo de TiO2 em amostras
de fezes bovina.
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3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Aquisicéao e pré-tratamento das amostras de fezes bovina

As amostras de fezes bovina, com e sem o marcador externo TiOz2, foram
adquiridas a partir de ensaios com ruminantes realizados na Fazenda
Experimental de Sdo Gongalo dos Campos (FESGC), localizada no distrito de
Sergi Mercé, municipio de Sdo Goncalo dos Campos, no Recéncavo Baiano, a
110 Km de Salvador-Ba.

As amostras foram previamente secas em estufa com circulagéo forcada
de ar a temperatura de 55 °C, por 48 horas; em seguida, foram moidas com o
auxilio de um moinho tipo Wiley, modelo 4, peneira de 1 mm. Devidamente
armazenadas e identificadas, as amostras foram transportadas para o
Laboratério do Grupo de Pesquisa em Quimica e Quimiometria (GRPQQ),

localizado no Instituto de Quimica (IQ) da UFBA, Campus Ondina.

3.3.2 Materiais e reagentes

Todas as vidrarias e materiais utilizados foram previamente
descontaminados em um processo envolvendo as seguintes etapas: (1) lavagem
com detergente neutro, (2) enxague com agua corrente, (3) enxague com agua
deionizada, (4) banho de &cido nitrico 10 % (v/v) por 24h, (5) enxague com agua
deionizada e (6) secagem a temperatura ambiente.

Os reagentes, de grau P.A, dioxido de titanio (TiOz2), sulfato de potassio
(K2S04), sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20), acido sulftrico (H2SO4)
e peroxido de hidrogénio (H202), Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, foram

utilizados.

3.3.3 Preparo de amostra
O procedimento analitico empregado no preparo das amostras e
determinacdo de TiO2 descrito a seguir, foi desenvolvido por Myers e
colaboradores [82], sendo o método de referéncia utilizado em analises desta
natureza no LANA.
1. Com o auxilio de uma balanca analitica, pesou-se 0,5 g de amostra de
fezes bovina, com o marcador TiO2, em tubos de digestdo Kjeldahl.
Utilizou-se também uma amostra de fezes de animais do grupo de

acompanhamento que nao receberam o marcador;
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2. Uma mistura catalitica contendo 3,5 gramas de K2SOs4 e 0,4 g de

CuS04.5H20 foi adicionada em cada tubo;

3. Adicionou-se 13 mL de H2SOa4 concentrado e prosseguiu-se a digestao,

em bloco digestor Tecnal com controle Wi-Fi (modelo TE 040/25), por 2

horas a 420 °C. Buscando evitar projecdo da mistura, elevou-se a

temperatura gradativamente;

4. Apo6s digestdo, o sistema foi resfriado em temperatura ambiente e

adicionou-se 10 mL de H202 30% (v/v);

5. A mistura foi transferida para um baléo volumétrico de 100 mL e o volume
aferindo com agua deionizada;

6. A absorvanciafoi medida a 410 nm em um espectrofotdmetro de absorcao
molecular, QUIMIS G798U (Diadema, Sao Paulo).

O procedimento descrito foi aplicado no preparo e leitura dos brancos,
padrbes analiticos e amostras. A curva analitica construida foi de 0, 2, 4, 6, 8 e
10 mg 100 g* a partir do padrao de TiOo.

3.3.4 Analise de imagem digital

Ap6bs leitura no espectrofotdmetro, as cubetas contendo brancos, padrées
e amostras foram condicionadas no sistema de andlise de imagem digital
apresentado no capitulo anterior. Utilizando um LED branco, fonte de tensdo em
intensidade maxima, posicionado na parte superior da cubeta, imagens em
triplicata foram capturadas.

Através do software de captura do computador utilizado, as imagens
foram compactadas em JPEG (1280x720 pixels) e transferidas para o software
de processamento de imagens, Chemostat (versdo: V2 030918.d3e5d19) [94].
Em seguida, selecionou-se as configuracdes de corte da imagem, ROI no pixel
central (tamanho 50x50), coordenadas x-13 e y-22. Os dados de cor,
intensidades dos canais RGB e os histogramas, foram obtidos.

3.3.5 Processamento matematico dos dados de cor

Em posse dos valores das intensidades de R, G e B, visando a construgéao
do sinal analitico, os seguintes processamentos matematicos foram avaliados:
(1) absorvancia efetiva, (2) cor relativa, (3) norma vetor e (4) o processamento

que considera a diferenca entre a intensidade méaxima (255) e a intensidade
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observada. A expressdo matematica de cada processamento pode ser
visualizada na Tabela 3.

Tabela 3 - Processamentos matematicos analisados na construcdo do sinal analitico a
partir dos dados de cor RGB

Processamento Expressdo matematica

Absorvancia efetiva P 1

S= —log— (15)
P,
Cor relativa §= R,GouB (16)
~R+G+B

Norma vetor 9

vl = 1/R?—b +Gs_p+ B5_, ©)
Diferenca entre a S =255—R (GouB) (17)

intensidade maxima

e a Iintensidade

observada

Fonte: Adaptado de Porto (2019), Rajeev (2021) e Lyra (2009) [& 9.17,

Nota:
(1) S: sinal analitico, P: intensidade RGB do padré@o analitico e/ou amostra, Po: intensidade

RGB do branco analitico, RGB: intensidades dos canais, V. norma vetor, s-b: diferenca
entre a intensidade do canal do padrédo analitico/amostra e o branco.

3.3.6 Validacéo e aplicacéo

Os seguintes parametros analiticos foram analisados na etapa de
validacéo: linearidade, limites de deteccao e quantificacdo, precisao e exatidao.
A metodologia proposta foi aplicada na determinacéo de TiO2 em cinco amostras

de fezes bovina.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.4.1 Preparo de amostra

Apbs digestédo, observou-se que o digerido apresentava uma coloragcéo
verde/azulada (Figura 23) cuja intensidade diminuiu, em pequena escala, com o
resfriamento & temperatura ambiente. E valido inferir que esta coloracéo se
relaciona ao CuS04.5H20 presente na mistura catalitica utilizada no processo de
preparo. Com a adi¢cdo do H202, observou-se que 0s brancos apresentavam a
coloracdo verde/azulada e as amostras/padrées analiticos variavam entre uma
intensidade média de verde a uma cor laranja intensa, dependendo da
concentracéo de TiOo.
Figura 23- Teste do procedimento de preparo das amostras de fezes bovina, contendo didxido

de titénio, (a) ao fim do processo de digestdo e (b) logo apds adicdo de H202, sem
homogeneizagéo

(b)

Fonte: acervo da autora.

Este comportamento foi relatado por Myers e colaboradores [82]. Mas,
considerando que verde e laranja possuem diferentes comprimentos de onda no
espectro eletromagnético e, no que tange a analise de imagem digital com o
espaco de cor RGB, apresentam cor correspondente distintas que refletem em
diferentes intensidades dos canais vermelho, verde e azul, ndo foi observado
interferéncia nos resultados.

A cor laranja/amarela utilizada como parametro para extracdo de dados
matematicos e construcdo do sinal analitico é caracteristica da reacéo, em pH
baixo, entre TiO2 e H202 [95]. Snell e Snell sugeriram que a espécie mais

provavel, resultante desta mistura, é H4TiOs; Vogel et al. [82] propuseram que 0
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fon TiO2(S04)% é formado e ambos 0s compostos podem estar presentes, com
a reacdo inicial formando H4TiOs que se dissocia em TiO2(S04)%.
3.4.2 Processamento matematico dos dados de cor

A partir de uma analise preliminar dos dados de intensidades dos canais
RGB, descritos na Tabela 4, verificou-se que os canais G e B apresentaram uma
significativa variacdo dos dados de intensidade com 0 aumento da concentracéo

de TiOz2, na faixa de trabalho estudada.

Tabela 4 - Intensidades RGB dos brancos e padrdes analiticos em triplicata

Concentracao R G B
(mg 100 g™)
0 178,6459 181,2137 110,5126
2,0 178,2615 174,3704 72,6722
4,0 176,6504 171,3581 44,2363
6,0 178,3244 162,2622 29,7174
8,0 177,3404 128,3385 18,6211
10 178,6978 111,7500 12,5767

Fonte: Elaborado pela autora.

O canal R ndo apresentou variacdo significativa nas intensidades. Assim,
os valores de R foram analisados apenas no processamento matematico norma
vetor, equacdo 17. Para os demais processamentos, considerou-se as
intensidades de G e B.

Examinando as curvas analiticas, expressas com intervalo de confianca
de 95%, trazidas no Apéndice A, e os parametros abordados na Tabela 5,
observa-se que o processamento absorvancia efetiva, S = - log P/Po, com dados
de intensidade do canal B, demonstrou uma melhor sensibilidade, expressa por
limites de deteccdo e quantificacdo inferiores aos outros processamentos, e
comportamento linear na faixa dinamica de trabalho (LQ — 10 mg 100 g1).

O desempenho satisfatério do processamento absorvancia efetiva que
apresenta conformidade com a lei de Lambert Beer, aplicado com os dados de
cor do canal B, coloca em destaque um conceito importante na andlise de
imagem digital, a complementaridade das cores. A cor azul € complementar a
cor laranja/amarela do produto resultante da reacdo entre TiO2 e H202 nas
condicbes estudadas.
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Parametro Absorvancia efetiva Cor relativa Norma vetor 255 - RGB
analitico
G B G B RGB G B
Inclinacéo da 0,0210 + 0,0952 + -0,0018 + -0,0191 + 11,6998 + 7,0634 + 9,5193 +
reta (Slope) 0,0021 0,0008 0,0018 0,0013 0,5093 0,6481 0,7561
R? 0,8575 0,9992 0,0554 0,9354 0,9706 0,8813 0,9084
Limite de 6,47 050 e s 2,83 5,84 5,08
deteccéo
(mg/1009)
Limite de 9,61 0,74 e e 4,24 9,70 9,39
guantificagao
(mg/1009)
Linearidade nao linear linear nao linear nao linear nao linear nao linear nao linear
(LQalo
mg/1009)

Fonte: Elaborado pela autora.
Notas:

@ Intervalo de confianca de 95%
@) oo valores negativos
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Nos trabalhos reportados na literatura, ndo ha uma indicacdo especifica a
respeito do processamento matematico adequado para cada aplica¢ao analitica.
A selecao do processamento e canal, a ser utilizado na construgéo do sinal, se
baseia no desempenho do método, expresso em termos das figuras de mérito,
e nos objetivos do estudo.

O desempenho ndo satisfatorio do processamento norma vetor pode ter
relagdo com a inclusé@o das intensidades do canal R na expressdo matematica.
Como apontado anteriormente, o canal R ndo apresentou uma correlacao
significativa com a variacdo da concentracdo de TiOo.

As expressGes matematicas dos processamentos cor relativa e diferenca
entre intensidade maxima (255) e intensidade observada ndo descreveram
adequadamente os dados do estudo aqui relatado. Assim, selecionou-se as
intensidades do canal B, tratadas com o processamento matematico absorvancia

efetiva, para construcdo do sinal analitico.
3.4.3 Validacéo e aplicacdo do método

3.4.3.1 Linearidade

Com coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,9992, seguindo
recomendacdes da IUPAC [96, 97], a linearidade do método foi verificada
comparando-se os valores de Fexp € F critico, no intervalo de confianga de 95%.
Sendo o valor de Fexp maior que o0 Foos1610 (3,048), observa-se que ha
correlacao linear na faixa dinamica de trabalho de LQ a 10 mg/100g.

3.4.3.2 Limites de deteccédo e quantificacao

Os célculos dos limites de deteccao e quantificacdo foram feitos com base
na recomendacédo da IUPAC [97], considerando os parametros da curva analitica
e o intervalo de confianca. Apesar de envolver calculos mais complexos, o
método apresenta maior confiabilidade. Valores de LD e LQ de 0,50 e 0,74 mg
100 g1, respectivamente, para o intervalo de 95% de confianca, foram obtidos a

partir das equacoes 18, 19 e 20.

LD: 2 /1+ ho ++ (18)
LQ: =2 11+ ho + = (19)
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Onde Syi trata-se do desvio padréo residual, A é a inclinagdo da curva
analitica e | é o numero de padrdes analiticos; ho € dado pela equacéo 20, onde

C..; € a média da concentracdo analitica e Ci € cada um dos valores de

concentracdo dos padrdes analiticos.

C_‘czal (20)

hO = Z{:l(ci_écal)z

3.4.3.3 Preciséo

A preciséo foi verificada em termos do desvio padréo relativo (DPR%), a
nivel de repetibilidade, a partir de nove medidas consecutivas de uma amostra
com concentracdo intermediaria da curva de calibragdo, 4,67 mg 100 g
obtendo-se o valor de DPR de 1,86%.

3.4.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada comparando-se os resultados obtidos
com a metodologia espectrofotométrica de referéncia, utilizando um
espectrofotbmetro molecular UV-Vis, a qual é de reconhecida exatiddo e
precisdo. Verifica-se na Tabela 6 que ndo héa diferenca significativa, intervalo de
confianca de 95%, entre os valores obtidos pelo método proposto e o de
referéncia.

Tabela 6 - Teores de TiO, has amostras A, B e C determinados pelo método proposto,
andlise de imagens digitais, e o de referéncia, espectrofotometria molecular UV-Vis

Amostra Absorvancia efetiva/Canal B Absorcéo molecular (410 nm)

(S = - log P/Py)
(mg/100g)
(mg/100g)
A 4,79+ 0,15 4,82 +0,12
B 8,26 + 0,21 8,33+ 0,08
C 6,08 + 0,17 6,47 £ 0,30

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4.3.5 Aplicagéo

O método proposto, baseado na andlise de imagem digital, foi aplicado na
determinacao de TiO2 em cinco amostras de fezes bovina, descritas na Tabela
7.
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Tabela 7 - Determinacado de TiO2 empregando analise de imagens digitais em cinco
amostras de fezes bovina
Amostra Absorvancia efetiva/Canal B
(S =-log P/Py)

(mg/100g)
4,79 + 0,15
8,26 + 0,21
6,08 £ 0,17
8,56 + 0,24
E 9,13+0,32

Fonte: Elaborado pela autora.

o O o >

Dito isto, algumas informacdes sdo necessarias para uma visdo mais
ampla dos resultados encontrados. Durante a realizagdo do experimento foi
adotado um teor diario de 10 mg de TiOz2, por animal, divididas em duas doses
de 5 mg, administrado junto a dieta em comedouros.

A amostra A foi coletada antes da segunda dosagem diéria; as amostras
B, C, D e E ap0s a segunda dose diaria. Foi identificado na amostra C, uma
sobra consideravel da dieta nos comedouros, indicando que ndo houve o
consumo da dosagem diaria em sua totalidade.

Os trabalhos disponiveis na literatura, sobre nutricdo animal, fazem
mencao aos teores do marcador externo TiO2, em amostras de fezes bovina, via
recuperacéo fecal, ndo possibilitando uma comparacao simples e direta com
valores aqui calculados para a determinacdo de TiO2 empregando analise de

imagem digital.
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3.5 CONSIDERACOES PARCIAIS

O emprego da analise de imagem digital como um sistema alternativo para
determinacao do marcador externo TiO2, em amostras de fezes bovina, viabilizou
o desenvolvimento de um método analitico, ndo reportado na literatura, simples,
rapido, eficiente e portatil, que pode ser aplicado no mesmo local de realizacéo
dos experimentos.

No estudo do processamento matematico dos dados de cor do espago
RGB, para construgcdo do sinal analitico, o processamento denominado
absorvancia efetiva (S = - log P/Po), aplicando-se as intensidades do canal B,
apresentou melhor desempenho quando comparado aos processamentos cor
relativa, norma vetor e o processamento dado pela expressao 255 — RGB.

O melhor desempenho apresentado pelas intensidades do canal azul na
construcdo do sinal analitico destaca a relacdo de complementaridade das cores
na andlise de imagem digital. A cor azul € complementar a cor laranja/amarela
resultante da reacdo, em pH baixo, entre TiO2 e H20x.

O método proposto apresentou desempenho satisfatério, analisado por
meio dos parametros analiticos calculados a partir de recomendac¢des da IUPAC,
apontando viabilidade de aplicacao para determinacao de TiO2. Considerando a
alta amostragem envolvida em estudos de nutricdo animal, a frequéncia analitica
do método poderia ser ampliada adaptando-se o sistema para captura de

multiplas imagens por vez.



Capitulo 4

DETERMINACAO FLUORIMETRICA DE QUININA EMPREGANDO UM
SISTEMA PORTATIL E PROCESSAMENTO DE IMAGEM DIGITAL
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4.1 INTRODUCAO

A andlise de imagem digital tem sido amplamente empregada em Quimica
Analitica, pela facilidade de operacgédo, portabilidade, rapidez e bom desempenho
analitico [66]. Resumidamente, uma imagem ou video de reacdes colorimétricas
ou luminescentes € convertida em dados mensuraveis que sao correlacionados
com a concentragdo do analito [13].

Diversos estudos séo reportados na literatura, empregando DIA como um
método alternativo a utilizacgdo de técnicas convencionais como
espectrofotometria UV-Vis [40], quimioluminescéncia [98], potenciometria [39],
cromatografia [43], espectrometria de absorcdo atdbmica [45, 48], fluorimetria
[99], entre outras.

Uma das tendéncias na pesquisa em Quimica Analitica € o
desenvolvimento de ferramentas de facil uso e universalmente acessiveis.
Desde o inicio dos anos 2000, tem havido um aumento significativo de
publicacdes cientificas empregando scanners, camera digital, webcam, e
smartphones em metodologias de analises quimicas [4, 6]. Apesar de existentes,
ha poucos estudos empregando microscopios digitais na captura de imagens
[47].

Os microscopios digitais sao dispositivos de captura de imagens que
podem ser conectados diretamente a um computador ou notebook. Estes
dispositivos possibilitam a utilizacdo de zoom para ampliacdo manual ou
automatica de objetos em um alcance 6ptico de 50 até 1000x, podendo ser
ajustado a diferentes sistemas [100].

Desenvolvimentos recentes em tecnologias optoeletrénicas lancaram
LEDs mais potentes, estaveis e baratos, que se tornaram uma ferramenta
interessante para projetos de dispositivos portateis e miniaturizados baseados
em reac0Oes colorimétricas [14]. O uso do LED dispensa o uso de lentes e filtros
opticos em relacdo a outras fontes de radiacdo, como as lampadas de xendnio
[66].

Um método fluorimétrico baseado em imagem digital, usando uma
plataforma impressa em 3D e uma camara UV-LED feita de acido polilatico
biodegradavel (PLA), para quantificacdo de quinina em bebidas foi proposto por
da Silva e colaboradores [66], apresentando limites de deteccédo e quantificacéo

de 6,9x10® e 1,39 x 10°° mol L't. Um smartphone foi usado como detector e a
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camera em 3D foi irradiada por quatro LEDs para excitacdo da molécula, sendo
necessario um sistema mais robusto para refrigeragcéo e alimentacao do sistema.

Leal e colaboradores [12] desenvolveram uma plataforma impressa em
3D, portatil, para determinacéo fluorimétrica. O dispositivo foi adaptado para
determinacao de sulfeto, em aguas, pela geracao de vapor de H2S com H3POa4
seguido pelo desbotamento da cor verde do acetato de mercurio-fluoresceina
quando excitado com um LED de 470 nm. O método apresentou limites de
deteccao e quantificacao de 0,02 e 0,1 uM, destacando a importancia da analise
de correntes constante para alimentacéo do LED.

Quando a radiacdo eletromagnética interage com a matéria, muitos
fenbmenos podem ocorrer isolados ou simultaneamente, como absorgéo de luz,
reflexdo, dispersao refracdo, entre outros. A percepcdo humana das cores €
criada no cérebro pela superposi¢cdo dos sinais neurais de diferentes tipos de
fotorreceptores que sdo sensiveis a regiées do espectro eletromagnético visivel
[14].

A cor ndo é propriedade intrinseca de um objeto, mas sua percepgao
envolve trés fatores importantes: a fonte de luz, o modo de deteccao da radiacao
apos interacdo com o objeto e o observador/detector. Portanto, a aquisicdo do
sinal analitico € uma das etapas mais importantes na andlise colorimétrica [14].

Assim, este trabalho foi realizado no Laboratério de Quimica Analitica,
Automatizacdo e Meio Ambiente, da Universidade das llhas Baleares, Palma de
Maiorca, Espanha, e apresenta o desenvolvimento de um sistema fluorimétrico,
baseado em analise de imagens digitais, para determinacdo de quinina em
amostras comerciais de agua tonica; empregando um microscoépio digital como
dispositivo de captura de imagem e um LED monocromatico como fonte de

radiacao.
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4.2 OBJETIVOS
4.2.1 Objetivo geral
+ Desenvolver um sistema fluorimétrico portatil, compacto e de féacil
alimentacéo, baseado na analise de imagem digital, para determinacao

de quinina em agua tonica.

4.2.2 Objetivos especificos
+ Projetar e imprimir em 3D um dispositivo para determinacéo fluorimétrica;
+ Empregar um microscépio USB como detector;
+ Aplicar o sistema desenvolvido na determinacdo de quinina em agua

tonica.
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4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.2 Reagentes e solucdes

Reagentes de grau P.A e agua duplamente deionizada (agua DDI,
resistividade 18,2 MQ) proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA) foram utilizados no preparo das solugbes. Preparou-se uma solucdo
intermediaria de 100 mg L* de quinina pela dissolucédo de sulfato de quinina
dihidratado, C20H24N202-2H20, extra puro (Scharlau, Espanha) em &cido
sulfarico, H2SOa4 (Scharlau, Espanha) 0,05 mol L e padrdes analiticos nas
concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 mg L! foram utilizados na construcéo da curva

analitica.

4.3.1 Sistema fluorimétrico

Assim como o sistema apresentado no capitulo 2, o sistema fluorimétrico
proposto constitui-se por um dispositivo, impresso em 3D, para acomodacao do
dispositivo de captura, cubeta e fonte de radiacdo, cuja alimentacéo é viabilizada
por portas USB de um computador, utilizando-se uma fonte de tenséo ajustavel.

O circuito elétrico exibido, na Figura 8, foi empregado na criacdo da fonte
de tensdo, com o diferencial da presenca de um interruptor, como mostra a
Figura 24. Assim, quando conectado ao computador, além do controle de
intensidade da fonte de radiacdo, é possivel permitir ou interromper a passagem

de corrente.

Figura 24 - Fonte de tensao ajustavel do sistema fluorimétrico

i

Interruptor

Fonte: Acervo da autora.

O design do dispositivo 3D foi elaborado com o auxilio do programa
Rhinoceros 5, Figura 25, semelhante ao dispositivo espectrofotométrico

anteriormente descrito; excetuando-se a posicédo da fonte de radiagédo. O LED
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foi posicionado perpendicularmente ao detector, isto €, dispositivo de captura de
imagem. Como fonte de radiacdo, visando excitagdo do composto quimico em
estudo, fez-se uso de um LED convencional de 5 mm, com comprimento de onda

(A) de aproximadamente 346 nm.

Figura 25 - Design do dispositivo 3D empregando no sistema fluorimétrico, elaborado com o
auxilio do programa Rhinoceros 5
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Fonte: Elaborado pela autora.
Uma fotografia do dispositivo 3D, impresso com uma base para suporte e
estabilidade, é apresentada na Figura 26, sendo possivel observar que um

microscopico digital, Knup KP-8012, foi utilizado para captura das imagens.

Figura 26 - Fotografia do dispositivo 3D empregado no sistema fluorimétrico

..

Fonte: Acervo da autora.
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4.3.2 Aquisicao e processamento das imagens

Na etapa de aquisicdo, com auxilio do software YouCam, as imagens
foram arquivadas no formato JPEG e processadas com software Chemostat
(versdo: V2 030918.d3e5d19); ROI no pixel central, tamanho 100x100,
coordenadas x230 e y-180. Em posse dos dados de cor do espaco RGB, o sinal
analitico foi calculado a partir das intensidades do canal B e o processamento

norma vetor foi analisado.

3.3.3 Validacéo e aplicacédo do sistema

Na validagdo, 0s seguintes parametros analiticos foram verificados:
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisado e exatiddo; mediante
comparacao dos resultados obtidos com aqueles empregando um espectrémetro
de luminescéncia PerkinElmer LS-50B.

O sistema proposto foi empregado na determinacdo de quinina em
amostras de agua tonica disponiveis comercialmente na cidade de Palma de
Maiorca, llhas Baleares, Espanha. Por se tratar de uma bebida gaseificada, as
amostras foram submetidas a agitacao para eliminacdo do di6xido de carbono
presente na composicdo. Em seguida, as amostras foram diluidas, fator de
diluicdo igual a 10, com uma solugéo de acido sulfdrico 0,05 mol L e as leituras

foram realizadas.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1 Sistema fluorimétrico

Como dito anteriormente, o design do sistema espectrofotomeétrico,
apresentado no capitulo 2, foi utilizado como projeto base. Para acoplamento do
dispositivo de captura no sistema fluorimétrico, o diametro do compartimento ndo
foi modificado, adicionou-se duas roscas (1/4 28) laterais visando uma melhor
fixacdo e o porta-cubeta foi projetado para acomodacao de uma cubeta padréo
de 10 mm.

Em solucdes diluidas de H2SOa4, 0 sulfato de quinina estd presente como
uma espécie di-catibnica, que é bastante estavel [101-103] e cuja estrutura
molecular € mostrada na Figura 27. Assim, branco, padrdes analiticos e

amostras foram preparados em solucdes de H2SO4 0,05 mol L.

Figura 27 - Estrutura do sulfato de quinina em solu¢des diluidas de H2SO4
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Fonte: Mishra (2006).

Observando o0s espectros, obtidos com um espectrdbmetro de
luminescéncia PerkinElmer LS-50B, notou-se que a maxima intensidade de
absorcdo e emissdo ocorre nos comprimentos de onda de 347 e 452 nm,
respectivamente. No sistema fluorimétrico proposto, como fonte de
radiacao/excitacao foi utilizado um LED convencional de 5 mm com comprimento
de onda de aproximadamente 346 nm.

Uma adequada excitacdo, com comprimento de onda especifico, permite
uma melhor emisséao; interferindo diretamente na sensibilidade do método [104].
Os LEDs, cuja adequacéo foi investigada e validada, apresentam caracteristicas
interessantes para aplicacdo em sistema fluorimétricos portateis como, por
exemplo, emissdo de luz monocromatica, popularidade, baixo custo e
disponibilidade de cores [105-107].
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Smartphones, webcam e scanner sao dispositivos comumente
empregados na analise de imagem digital [8, 20, 62, 63, 108, 109]; apesar de
existente, ha um numero limitado de trabalhos que utilizam microscopio portatil
na captura de imagem [110]. A aplicacdo de um microscépio USB no sistema
fluorimétrico proposto, apresentou resultados satisfatorios, sendo possivel uma
melhor focalizagdo da imagem.

Dois fatores foram analisados, visando aplicacdo do sistema: (1) A
intensidade da fonte de radiacdo; minima e maxima e (2) o emprego de uma
tampa no compartimento da cubeta para controle da iluminacdo interna. Apos
andlise das curvas e parametros analiticos apresentados no Apéndice B,
selecionou-se as condi¢Bes de intensidade maxima da fonte de radiacdo e
utilizacdo de uma tampa, impressa em 3D, na parte superior do porta-cubeta.
Com as condicdes definidas, as imagens dos brancos e padrdes analiticos foram

obtidas, como mostra a Figura 28.

Figura 28 - ROl 100x100, coordenadas x230y-180, das imagens digitais do branco e padrbes
analiticos

Branco 2,00 mg L* 4,00mg L* 6,00 mg L* 8,00 mg L* 10,00 mg L?

Fonte: Acervo da autora.

4.4.2 Processamento matematico dos dados de cor do espaco RGB

Apos obtencdo das intensidades dos canais RGB, considerando que o
fenbmeno da fluorescéncia esta relacionado a emissdo de radiacdo e que a
quinina, em solucéo &cida diluida, apresenta intensidade maxima de emissao em
comprimento de onda de 452 nm, correspondendo a cor azul no diagrama de
cromaticidade CEI [111], as intensidades do canal B apresentaram melhor
correlagdo com a variagao de concentragdo, como pode ser visto na Tabela 8.
Silva e colaboradores [66], em seu estudo de quantificacdo de quinina em
bebidas, também observaram que o canal B apresentou maior intensidade de

fluorescéncia e foi empregado nas determinacoes.
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Tabela 8 - Intensidades médias RGB para os brancos e padrbes analiticos em triplicata

[Quinina/H2S04 0,05 mol L- R G B

1 mg L?

0 (Branco) 0,00 0,00 0,00

0 (Branco) 0,00 0,00 0,00

0 (Branco) 0,00 0,00 0,00
2,00 0,29 0,26 24,25
2,00 0,50 0,26 23,60
2,00 0,42 0,24 24,31
4,00 0,60 2,65 66,73
4,00 0,57 2,92 66,87
4,00 0,64 3,04 67,99
6,00 0,60 10,01 104,05
6,00 0,67 9,56 102,35
6,00 0,66 9,67 103,41
8,00 0,67 20,74 139,35
8,00 0,65 20,84 139,99
8,00 0,65 20,73 139,73
10,00 0,66 34,50 170,52
10,00 0,65 34,54 169,93
10,00 0,68 34,19 170,65

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim, as intensidades do canal azul foram empregadas na construcéo
da curva analitica, Figura 29. Buscando-se verificar a constru¢cdo do sinal
analitico, considerando as contribuicdes das intensidades dos canais R, G e B,
0 processamento matematico norma vetor (Il v Il = /RZ, + G2, + BZ}) foi

avaliado.
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Figura 29 - Curva analitica para determinacao de quinina, construida a partir dos valores de
intensidade do canal B

Curva analitica - Canal B
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar, na Figura 30, que o processamento matematico
norma vetor apresentou um comportamento semelhante ao uso das intensidades
do canal B, sem processamento matematico. Apresentando uma maior
inclinacdo da curva analitica e sensibilidade, em termos dos limites de deteccao
e quantificacdo, o processamento norma vetor foi utilizado na aplicacdo do

sistema fluorimétrico.

Figura 30 - Curva analitica para determinacao de quinina, construida a partir do processamento
matematico norma vetor dos valores de intensidades RGB

Cruva analitica - Norma vetor
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.4.3 Validag&do do método

Como recomenda a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), comissédo da divisdo de Quimica Analitica sobre aspectos gerais nas
diretrizes para calibracéo [112], o branco analitico foi incluindo na projecéo da

curva analitica e todas as concentracdes da curva foram analisadas em triplicata,
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possibilitando uma regressao mais robusta e avaliacdo da linearidade da curva,
entre outros parametros analiticos [96]. A adequac¢do do ajuste da curva
analitica, construida a partir dos dados de cor para o sistema fluorimétrico para
determinacdo de quinina, foi confirmada pelo coeficiente de determinagdo (R?)
igual a 0,9965.

4.4.3.1 Linearidade

O R? da curva analitica € comumente empregado na avaliagdo da
linearidade de um método, a partir da analise de sua proximidade do valor 1. No
entanto, o valor de R deve ser associado a relagao linear entre a concentragéo
e o sinal. Assim, na avaliacdo da linearidade, os valores de F experimental e
critico devem ser analisados [113].

Buscando-se avaliar a linearidade do método proposto, o valor de F
experimental, correspondente a razdo entre a variancia residual e o erro puro

quadrado, dado pela equacéo 21, e o F critico tabulado foram comparados.

2
Fexp = (S;//x) (2 1)
y

Sendo Syx 0 desvio padréo residual e Sy o erro puro, existem duas
hipoteses estatisticas: Ho, denominada hip6tese nula e a hip6tese alternativa
(Hi1). A hipétese nula deve ser rejeitada, no nivel de significancia a estudado, se
Fexp exceder o valor critico no nivel a, F (a, 1 - 2, 1 = L), onde | € o niumero de
amostras de calibracdo e L € o nimero de niveis de concentragéo [112].

Considerado o melhor indicador de linearidade, adequado para verificar
estatisticamente se a variancia residual € maior do que o erro quadrado puro,
derivado do estudo das amostras em triplicata [96], o teste foi aplicado na analise
da linearidade do método fluorimétrico proposto. Observou-se um valor de F
experimental, 4449, muito superior ao F critico tabulado, 4.45, resultando na
rejeicdo da hipotese nula, havendo, assim, linearidade na faixa dinamica de
trabalho analisada, LQ a 10 mg L.

A recomendacéo do estudo da linearidade por meio da comparacgéo dos
valores de F, deve-se ao fato da ocorréncia do ajuste de dados de calibracéo a
uma analise de regressao linear, apresentando coeficiente de determinacdo

préximo a 1, mesmo ndo apresentando linearidade.
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4.4.3.2 Limites de deteccdo e quantificacao

A sensibilidade de um método € comumente expressa em termos dos
limites de deteccédo (LD) e quantificagdo (LQ). No entanto, muitos trabalhos
estimam o LD, quantidades minimas detectaveis, aplicando a antiga definicdo da
IUPAC, com base na concentracdo do analito que da um sinal pelo menos trés
vezes maior do que o desvio padrdo do sinal do branco, considerando a
inclinacéo da curva analitica [114].

Em termos gerais, a ultima recomendacéo da IUPAC [96, 114] define o
LD com um nivel de concentracdo para o qual o risco de falsos negativos,
também denominados erros [ ou erros Tipo Il, tem uma probabilidade [

associada, como mostra a equagéo 22.

LD = t(a,v)0,0 + t(B, V)0csp = 2Lt /1 + ho+ (22)

Onde, t(a,v)o. e t(B,v)o. . p S80 coeficientes de Student com v graus de
liberdade e probabilidade a e B, respectivamente; o, , e o, ;p S80 0s erros padréo
de concentracdo para o branco e os niveis de LD; A é a inclinacdo da curva de
calibracdo; | é o nimero de amostras de calibracdo e Syx € o desvio padrao
residual [96]. Assumindo o, = o, ;p, hivel de confianga de 95% (a =B =0,05) e
um grande namero de graus de liberdade, ho pode ser obtido pela equacéo 8. O
mesmo conceito € aplicado no célculo do LQ, dado pela expressao da equacgao
19.

A definicdo antiga subestima significativamente os valores de LD e LQ,
sendo comum a recomendacdo atual resultar em valores maiores. O método
proposto apresentou limites de deteccdo e quantificacdo de 0,99 e 1,46 mg L,
no intervalo de confianca de 95%, com os dados obtidos a partir do

processamento matematico norma vetor.

4.4.3.3 Precisao

A preciséao fornece a disperséao dos valores medidos em torno de um valor
meédio, e seu valor numérico € estimado pelo desvio padréo relativo (DPR) [115],
expresso na equacao 23, onde s € o desvio padrédo e x é o valor médio do numero

total de amostras.

1005

DRP = (23)
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A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade, seguindo as
recomendagOes da Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo (ICH, do
inglés, International Conference on Harmonisation), resolucdo 899 da Agéncia
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO) [116-118], realizando-se
nove determinagBes em amostras contendo uma concentracdo equivalente a
concentracdo média da curva analitica, valores de DPR de 1,15 e 1,13% foram

obtidos, como mostra a Tabela 9.

Tabela 9 - Precisdo do método verificada em termos de DRP%

Amostra Repeticdes (mg L?) DRP%
Amostra 4,82 4,73 4,80 491 486 4,80 4,88 4,87 4,88 1,15
F

Amostra 5,49 554 539 554 539 546 550 556 5,52 1,13
G

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.3.4 Exatidao

A exatidao reflete a proximidade entre o valor medido (xi)) e um valor de
referéncia considerado verdadeiro (Xv) e relaciona-se com o erro absoluto de
uma medida [115]. A exatiddo foi verificada comparando-se os resultados
obtidos no método proposto, a partir da analise de imagem digital, com os
resultados obtidos a partir de um espectrometro de luminescéncia PerkinElmer

LS-50B, comprimento de onda emissdo de 452 nm, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10 - Exatiddo do método proposto

Amostra Método proposto Luminescéncia PerkinElmer LS-
(hvi= \/RT,, +Gi_p + BYy) 50B (452 nm)
(mg L) (mg L)
1 55,0 +£0,19 55,1 +0,01
2 64,3 £ 0,02 64,2 + 0,02
3 47,8 £0,22 47,9 £ 0,02

Fonte: Elaborado pela autora.

Observou-se que ndo héa diferenca significativa entre os valores medidos

com o método proposto e os valores do método de referéncia.
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4.4.3.5 Aplicacao
O método proposto foi aplicado na determinacdo de quinina em 7
amostras de agua tdnica, como mostra a Tabela 11, e teores de 47, 8 a 66, 7 mg

L1 foram calculados.

Tabela 11 - Teores de quinina em amostras comerciais de agua tbnica, obtidos na
aplicacdo do método proposto

Amostra [Quinina] (mg LV Desvio padrdo
A 54,7 0,29
B 64,8 0,24
C 66,7 0,23
D 49,4 0,38
E 63,7 0,25
F 48,2 0,40
G 47,8 0,43

Fonte: Elaborado pela autora.

O decreto n®6.871, de 4 de junho de 2009, que regulamenta a Lei n®8.918
(de julho de 1994), que dispbe sobre a padronizacao, a classificacéo, o registo,
a inspecao, a producéao e a fiscalizagdo de bebidas, estabelece em seu Art. 25
que “Agua tdnica de quinino é o refrigerante que contiver, obrigatoriamente, de
trés a sete miligramas de quinino ou seus sais, expressos em quinino anidro, por
cem mililitros de bebida” e a FDA estabelece 83 mg L, como teor maximo de
quinina em agua tbnica [119, 120]. Assim, as concentra¢des calculadas, das
amostras estudadas, estdo dentro do padrdo estabelecido pela legislacdo

vigente.
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4.5 CONSIDERACOES PARCIAIS

O sistema fluorimétrico apresentou desempenho satisfatorio para
determinacdo de quinina em amostras comerciais de agua ténica. O sistema
apresenta possibilidades de melhorias, observando as figuras de mérito
calculadas, a partir de estudos detalhados de fatores que influenciam o sistema,
como faixa de ampliacdo de foco do microscopio digital e corrente elétrica de
alimentacéo do LED.

Estudos sobre a utilizacdo de diferentes angulos de posicionamento do
LED, distancia entre o porta-cubeta e dispositivo de captura, utilizacdo de
espelhos e quantidades de diodos emissores de luz foram iniciados mas nao
concluidos, em decorréncia do cenario de pandemia causado pelo novo

coronavirus.

O método proposto destaca-se pela simplicidade e boa faixa linear de
trabalho, considerando os altos teores de quinina nas amostras de interesse;

sendo uma alternativa ao método de referéncia.



90

5.0 CONSIDERACOES FINAIS

O crescimento no numero de trabalhos publicados na area de analise de
imagem digital se justifica pelas vantagens apresentadas pela técnica, como
simplicidade, baixo custo, rapidez, portabilidade, utilizacdo de dispositivos
comuns de captura, combinagcdo com outras técnicas e excelentes

desempenhos analiticos.

A variedade de materiais disponiveis comercialmente, amplia as
possibilidades de construcdo e adaptacdo de dispositivos adequados para
aplicacdo em sistemas desta natureza. Os sistemas aqui desenvolvidos, com a
otimizagdo adequada dos fatores que interferem significativamente na analise,

podem ser aplicados em diversas determinacdes analiticas.

A utilizacdo de LEDs, em conjunto com o desenvolvimento de sistemas
para alimentacdo da fonte de radiacdo, € um campo em expansao que vem
despertando o interesse de pesquisadores. A iluminagcédo por LED oferece uma
radiacdo homogénea que reforca o aspecto de portabilidade dos sistemas que
empregam analise colorimétrica digital.

Uma atencéo especial deve ser dada ao processamento matematico dos
dados de cor para construcdo do sinal analitico que interfere diretamente no
desempenho do sistema, expresso em termos das figuras de mérito.

A analise quimica, baseada no processamento de imagem digital, se
caracteriza como uma vertente promissora, ao apresentar possibilidades de alta
portabilidade, promovendo acessibilidade para aplicagcdo e divulgacdo da

pesquisa e do conhecimento cientifico.



APENDICE



92

APENDICE A — Curvas analiticas dos distintos processamentos matematicos aplicados

para determinacdo de TiO2 em fezes bovinas.

Figura 31 - Curvas analiticas construidas a partir do processamento matematico absorvancia efetiva para

oscanaisR,GeB
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 32 - Curvas analiticas construidas a partir do processamento matematico cor relativa para os canais
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 33 - Curva analitica construida a partir do processamento matematico norma vetor
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 34 - Curvas analiticas construidas a partir do processamento matematico dado pela expressao 255
— intensidades RGB
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APENDICE B — Curvas analiticas construidas na andlise univariada (etapa
de otimizacdo) da intensidade da fonte de radiacdo e desempenho do
sistema fluorimétrico, com/sem tampa, a partir dos valores de intensidades
do canal B.

Figura 35 - Dados obtidos com a intensidade de radiagdo no minimo
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 36 - Dados obtidos com a intensidade de radiacdo maxima
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Figura 37 - Dados obtidos sem posicionar a tampa no porta-cubeta
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 38- Dados obtidos com a tampa posicionada no porta-cubeta.
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