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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos sensiveis, seletivos, de custo reduzido com
potencial para serem utilizados em aplicacdes ambientais e tecnoldgicas. Os principios
utilizados para determinagao destes de diferentes analitos sdo baseados em reacdes de solucoes
aquosas, que produzem espécies coloridas, utilizadas como base de métodos 6ticos, envolvendo
a aquisi¢do e o processamento de imagens digitais. Os experimentos mostraram a viabilidade
da utilizacdo de sensores 6pticos de aquisi¢do de imagens digitais em sensores CMOS e CCD.
Como resultados preliminares foram comparados sinais analiticos obtidos por
espectrofotometro e imagens digitais para determinacdo de nitrito, fosfato inorganico e 0zonio
residual em dgua. As diferentes determinacdes mostraram que os resultados ndo diferem entre
si com indice de confianga de 95%. Os resultados obtidos nos procedimentos experimentais
que resultaram em dados confidveis foram base para que fossem estabelecidos novos métodos
para aplicagOes ambientais, como a determinagdo de SOz e NO; atmosférico

Para a determinacio de NO2 em ar foi utilizada a reacdo Griess-Saltzman (GS) com formagao
de corante réseo com absorcdo em 540 nm. As amostragens de ar foram feitas utilizado um
cartucho C18 impregnado com TEA (trietanolamina) com vazio de 0,5 L min! e tempo de 60
min. O analito foi solubilizado com solu¢do alcodlica de metanol/ 4gua e recolhido em baldo
de 10,0 mL contendo 4,0 mL do reagente GS. Uma aliquota de 4,0ml foi colocada em uma
superficie de acrilico e a imagens da solug¢do foi digitalizada com um scanner. O processamento
das imagens obtidas resultou em sinais analiticos proporcionais ao NO». O limite de deteccdo
foi de 12 ppb, com um erro relativo de 7,0 % e coeficiente de variacao de 3,2 %. Para melhorar
o limite de deteccdo o volume de solu¢do foi otimizado (300 puL) e novo procedimento de
aquisicdo e tratamento das imagens digitais foi proposto e isto resultou na reducdo do limite de
deteccao para 4,5 ppb. Como resultado foi possivel tornar o método mais sensivel o que
possibilita uma maior faixa de aplicacdo no ambiente e ainda com a vantagem de minimizagao
de residuos gerados.

Para determinacdo de SO atmosférico foi feita uma etapa inicial de amostragem com a coleta
do gis e fixacdo do enxofre na forma de sulfato. Com isto foi possivel eliminar a interferéncia
de NO; e outros oxidantes. Para o desenvolvimento do método foram gerados padrdes de SO»
obtidos por tubo de permeacao certificado. A reacao utilizada foi a que ocorre entre sulfato e
cloraniliato de bério gerando um produto colorido (r6seo) com absor¢do em 540 nm. Com a
utilizacdo de modelos de calibragdo multivariado, utilizando PCR (principal component

regression) e PLS regress (partial least squares regression) foi possivel quantificar o sulfato



na amostra. O modelo utilizando PLS regress apresentou melhor performance na previsdo dos
resultados com erro relativo de 8,0 %.

Outra possibilidade de aplicar o método do SO, € fazer sua adaptacdo para aplicagdo na
inddstria de servigos. Um problema analitico muito comum € a determinacao de sulfito livre
em vinhos. Para utilizar o método nesta matriz adaptou-se um sistema de extracdo liquido-g4s-
liquido contendo uma membrana de teflon para a difusdo do gas SO; e coleta do gis em solugdo
de dgua oxigenada. O S (IV) presente na bebida é emitido como gés SO» pela acidifica¢do do
meio com 4cido fosférico. O sulfato formado foi determinado através da reacdo com o sal de
cloraniliato de bédrio (BaCLA) que forma um produto que absorve na regido do UV, com
absor¢des maximas em 212 e 331 nm. O método para o sulfito livre em bebidas apresentou um

limite de detec¢do de 6,3 mg L, erro relativo de 7,5 % e coeficiente de variacdo de 6,0 %.

Palavras Chaves: Imagens Digitais; Diéxido de enxofre; Diéxido de Nitrogénio; Andlise

colorimétrica; Visdo Computacional; Sulfito em bebidas.



ABSTRACT
This work describes the development of sensitive, selective, and inexpensive methods with
potential for use in environmental and technological applications. The techniques are based on
reactions in aqueous solution that produce colored species that can be measured optically by
means of the acquisition and processing of digital images. The experiments demonstrated the
viability of using CMOS and CCD sensors to acquire digital images. In preliminary tests,
comparison was made of analytical signals obtained using the digital image method and
spectrophotometry, for measurements of nitrite, inorganic phosphate, and residual ozone in
water. No statistically significant differences were observed between the two techniques, at a
confidence level of 95%. The reliability of the results obtained using the new method then
enabled new methods to be developed for environmental applications such as the determination
of atmospheric SO> and NO».
The determination of NO> in air employed the Griess-Saltzman (GS) reaction, in which a rose-
colored product is formed that absorbs at a wavelength of 540 nm. Air sampling was performed
using C18 cartridges impregnated with triethanolamine (TEA), at a flow rate of 0.5 L min™! for
60 min. The analyte was solubilized using an alcoholic solution of methanol/water, and then
transferred to a 10.0 mL volumetric flask containing 4.0 mL of the GS reagent. A 4.0 mL aliquot
was placed on an acrylic surface and digital images of the solution were acquired using a
scanner. Processing of the images then resulted in analytical signals that were proportional to
the NO> concentration. The detection limit was 12 ppb, the relative error was 7.0 %, and the
coefficient of variation was 3.2 %. In order to improve the detection limit, the solution volume
was optimized (300 uL) and a new procedure for acquisition and treatment of the digital images
was implemented, resulting in a reduction of the detection limit to 4.5 ppb. The greater
sensitivity of the technique enabled a wider range of environmental concentrations to the
determined, while at the same time minimizing the amount of chemical waste generated.
Atmospheric SO; was determined using an initial sampling step in which the sulfur was fixed
in the form of sulfate, hence eliminating the interference of NO: and other oxidants.
Development of the method employed gaseous SO; standards generated using a certified
permeation tube. The reaction between sulfate and barium chloranilate resulted in a rose-
colored product that absorbed at 540 nm. Multivariate calibration models, with principal
component regression (PCR) and partial least squares regression (PLS), were used to quantify
sulfate in the samples. The PLS model provided the best results, with a relative error of 8.0%.
A further possible application of the SO, method is its adaptation for use in the food and drink

industry. A common analytical problem is related to the determination of free sulfite in wines.



In order to use the new method applied to this matrix, an adapted liquid-gas-liquid extraction
system was employed, containing a Teflon membrane for the diffusion of gaseous SO», which
was then collected in a solution of oxygenated water. The S(IV) present in the wine was emitted
as SOy after acidification of the medium with phosphoric acid. The sulfate formed was
determined by reaction with the barium chloranilate salt, generating a product that absorbed in
the UV region, with absorption peaks at 212 and 331 nm. The method for determination of free
sulfite in drinks presented a detection limit of 6.3 mg L, a relative error of 7.5 %, and a

coefficient of variation of 6.0 %.

Keywords: Digital Image; Sulfur dioxide; Nitrogen dioxide; Colorimetric analysis; Computer Vision;

Sulphite in beverages.
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1 INTRODUCAO

A atmosfera € composta majoritariamente por 78% de nitrogénio (N2) e 21% de
oxigénio (O2) e componentes diversos em composi¢cao minoritaria que podem se apresentarem
na forma de liquidos, gases e s6lidos (WAYNE, 2000).

As atividades humanas, resultam em emissdes de diversos tipos de substincias
organicas e inorganicas, em diferentes estados fisicos de agregagao. Essas substancias emitidas
pelas atividades antrépicas podem atingir niveis de concentracdes que modificam o ambiente e
podem causar prejuizos materiais e a saide humana (FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989).

Diante deste problema o monitoramento das emissdes destes compostos na atmosfera
deve ser constante e controle dessas emissdes passa a ser tarefa do poder publico. Cabe a
quimica analitica o papel de desenvolver métodos simples, confidveis e sensiveis o suficiente
para determinar espécies em concentragdes criticas que afetam o ambiente(IONEL; POPESCU,
2010).

O monitoramento constante de poluentes na atmosfera € uma etapa essencial para
reconhecer a composi¢do da atmosfera e com isso observar variagdes que possam afetar o
ambiente (IONEL; POPESCU, 2010).

O conjunto de dados adquiridos no monitoramento ambiental deve gerar uma visao
espacial e temporal dos poluentes mensurados. Esses dados apds sua interpretagcdo tem a fungdo
de ajudar na identificacao de fontes de emissdo e reconhecer quando um composto legislado
ultrapassa niveis estabelecidos (IONEL; POPESCU, 2010).

Os métodos utilizados em normas de monitoramento de diferentes espécies quimicas
em ar, devem apresentar qualidades analiticas como alta confiabilidade, precisdo e exatidao.
Porém, sdo desejdveis muitas vezes outras qualidades como custo reduzido de andlise e
simplicidade na aplicagdo para estabelecer um uso mais amplo deste processo de
monitoramento (FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989).

A frequéncia e o tempo de coleta do analito dependem das caracteristicas quimicas da
espécie na atmosfera. Substancias mais reativas tem tempo de residéncia curto devido a sua
reatividade. O tempo necessdrio para realizar uma amostragem deve ser suficiente para
proporcionar perfis das diferentes concentracdes analito estudado ao longo do dia
(FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989).

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos para a determinacao de didxido

de nitrogénio e didéxido de enxofre em ar. Estes poluentes foram escolhidos, pois geralmente
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estas moléculas podem ser emitidas por processos de combustdo e como consequéncia pode
fornecer uma visao da acdo do impacto das atividades humanas.

Um dos principais problemas analiticos para andlises de rotinas do NO2 e SO € que em
média essas moléculas possuem um tempo de residéncia de 24 e 48 horas respectivamente na
troposfera (FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989). Os métodos desenvolvidos até 0 momento
e abordados ao longo de texto apresentam uma frequéncia analitica, seletividade e limite de
deteccdo adequados para este tipo de medida, entretanto sio métodos que precisam de
equipamentos especificos para realizar esse tipo de medidas.

A aquisicdo e manutencdo destes equipamentos agrega um custo final embutido na
andlise. Para muitos paises em desenvolvimento nem sempre € possivel a aquisi¢do imediata
deste tipo de equipamentos para uma avaliacio do impacto da atividade humana ou um
monitoramento inicial de um ambiente em estudo.

Neste quesito a quimica analitica tem tomado um papel fundamental na resolucao deste
problema. Sensores eletroquimicos t€ém agregado destaque para diferentes tipos andlise pela
facilidade de aquisicdo de resultados e elevada frequéncia analitica, entretanto eletrodos
geralmente tem um tempo de vida menor e ndo sdo indicados para andlises diretas por longos
periodos de tempo.

Em contraposi¢do os métodos oOticos de andlise podem apresentar sensibilidade
adequada, sdo mais robustos, e também possuem uma instrumentacdo relativamente simples,
portétil e de baixo custo. Atrelado aos métodos 6ticos de andlise, o uso de imagens digitais tem
tomado um espaco relevante para a resolucao de problemas analiticos.

Aliando o uso de visdao computacional e métodos 6ticos de andlise neste trabalho foi
abordado o uso de sensores de aquisicdo presentes em webcams e scanners para aquisicao de
imagens de produtos coloridos provenientes de reagdes quimicas.

No capitulo I sdo abordados aspectos bdsicos para a composi¢do de cores do espectro
visivel e uma investigagdo inicial de sensores CCD (charge-coupled device) e CMOS
(complementary metal-oxide-semiconductor) para medidas colorimétricas resultando no
desenvolvimento de métodos para determinacdo de nitrito, fosfato solivel e 0zonio residual em
agua. Nos capitulos II e III foram desenvolvimentos de métodos analiticos para determinacao
de NO2 e SO> atmosférico culminado em uma investigacao e aplicacao de sensores de imagens

para resolucdo de problemas de cunho analitico-ambiental.
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Devido a uma influéncia direta no desenvolvimento de técnicas de amostragem em fase
gasosa, no capitulo 4, foi descrito um método com aplicacdes na industria de servigcos para a

determinacao de sulfito livre em bebidas alcodlicas.



Andlise de imagens digitais para fins analiticos: Aplica¢oes ambientais e tecnologicas

Capitulo |
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Transformando e interpretando os sinais
de imagens

= Conversdo da imagem digital em sinal
analitico

= Aplicagdes tecnoldgicas para a
determinagdo de nitrito, fosfato
inorgénico e ozénio residual em dgua
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2 TRANSFORMANDO E INTERPRETANDO OS SINAIS DE IMAGENS

A interpretacdo e processamento de sinais consiste em um ramo multidisciplinar para
extrair ou tornar um sinal vidvel para estimativas ou medidas qualitativas e quantitativas. Essa
importante drea da ci€ncia utilizada por engenheiros, quimicos, fisicos, matemadticos e
profissionais de dreas a afins podem incluir diferentes tipos de sinais obtidos por diferentes
sistemas de detec¢do podendo incluir sons, imagens, ondas de radio, sinais de infravermelho,
analisadores de massa, detectores que empregam detec¢do multicanal, etc (ORFANIDIS,
1995).

Os sinais adquiridos por diferentes instrumentos, apresentam inimeras varidveis que
quando analisadas em conjunto podem ser usadas para extrair informagdes relevantes para o
experimento em estudo. O uso do processamento de sinais permite modificar o sinal tornando-
o mais simples e util para resolver o problema abordado.

O uso do processamento de sinais € comumente utilizado na andlise de imagens digitais.
Este tipo especifico de sinal apresenta uma quantidade massiva de pontos de andlise que muitas
vezes pode dificultar ou inviabilizar seu uso por exemplo em um sistema de detec¢do e
comparacao entre sinais de amostras distintas (GONZALEZ; WOODS; EDDINS, 2004).

Desta forma, estudar e entender as configuracdes e geometrias dos experimentos
utilizados na aquisicdo de imagens podem trazer informacdes uteis sobre sinal estudado e trazer

novas perspectivas para o uso destes sinais na quimica analitica.

2.1 Imagens digitais

O conceito de imagem remete ao comportamento primitivo do ser humano, associando
sempre a aspectos relativos a percepc¢ao e sensagdo visual (LAND, 1977). Uma imagem é uma
representacao da interacdo e reflexdo entre luz e matéria e pode ser reproduzida levando como
parametro principal a simulacdo da visao humana(LAND, 1983).

Para realizar essa tentativa de simular a visdo humana, detectores do tipo CCD e CMOS
sao amplamente utilizados para a aquisicao de imagens (WALTHAM, 2013). Estes sensores
s30 materiais semicondutores e convertem a energia féton em energia elétrica (CARLSON,
2002). Neste tipo de deteccdo a luz refletida pelo objeto € convertida em energia elétrica e a
resposta obtida sdo alinhadas em coordenadas cartesianas composto por pontos denominados
pixels. Cada pixel do sensor € capaz de indicar variagcdes na intensidade de iluminacao, pela luz

refletida pelo objeto real. Quando alinhados no sistema de coordenadas x e y, em condicdes
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especificas de transmissdo da luz, esses sensores passam a fornecer como resposta uma matriz
com informagdes relevantes da luz refletida ou absorvida pela matéria trazendo contribui¢des
para diferentes dreas da ciéncia (OHTA, 2007).

Devido a grande quantidade de informacdes geradas por esses sensores, um recente
campo da computagdo vem sendo desenvolvido nos dltimos anos: a visdo computacional.

A vis@o computacional € um ramo da ciéncia que de desenvolve teorias e constroi
sistemas de artificiais para obter e interpretar sinais de imagens obtidas na regiao do espectro
visivel ou imagens hiper espectrais (multidimensionais)(CROWLEY; CHRISTENSEN, 1995).

Imagens adquiridas no espectro visivel sdo amplamente utilizadas para diferentes
aplicacdes como o desenvolvimento de robds autdnomos, aplica¢des na industria (certificagao
de qualidade) e a percepcao e acompanhamento de eventos de natureza fisica.

Dento do universo de imagens no espectro eletromagnético na regido do visivel,
acompanhar e perceber as variagdes de cores pode gerar varidveis relevantes para entender ou
distinguir particularidades sobre a deteccdo de luz nos sensores empregados, cujo a resposta

pode ser obtida na forma de uma imagem.

2.1.1 A relacao entre cor e espectro visivel

Em uma definicdo simples, o sentido da palavra cor expressa um fendmeno de percepcao
mental, intrinseco ao ser humano que depende da natureza fisica da luz que atinge o 6rgao
visual. Este fendmeno do ponto de vista antropolégico depende de aspectos psicolégicos que
sdo unicos para cada individuo. A chegada da luz aos olhos e sua eventual interpretacdo na
forma de uma imagem € formada pela percepcdo do cérebro humano e dependem da vivéncia
do individuo, transformando-a em uma sensa¢do unica para cada um que enxerga uma cena.
Este aspecto pode ser considerado filos6fico por que depende do individuo e sua tendéncia em
perceber e identificar uma determinada cor e suas tonalidades (FEITOSA-SANTANA et al.,
2006).

No dominio da fisica a definicao de cor foge dos aspectos perceptivos humanos e passam
a ser definidos como a diferenca de frequéncia de dois feixes de luz. Essa diferenca de
frequéncia entre os feixes luminosos definem uma medida de “aparéncia de cor” para um
observador. Para vias de normalizar o ensaio, o observador possui uma visao considerada média

definida como normal(HARKNESS, 2006).
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Assim, a cor propriamente dita sO existe no cérebro do observador dependendo
basicamente em um pensamento minimalista formado por trés condicdes fundamentais: 1) a
fonte luminosa 2) objeto iluminado e 3) detector empregado na aquisicao.

A fonte luminosa escolhida deve ter a propriedade de emitir um conjunto de frequéncias
que chegam até o objeto. O objeto reflete parte das radiagcdes eletromagnéticas oriundas da fonte
de emissdo. Essa faixa de frequéncias modificadas pela interacdo luz x matéria chegam até o
detector. O detector é responsdvel por gerar um sinal elétrico proporcional a luz incidente sobre
sua superficie promovendo a conversdao de energia de fétons para energia elétrica para ser
medida. Essa aquisi¢d@o € devido a uma perturbagdo promovida pelo estimulo luminoso oriundo
da faixa espectral na qual o detector gera uma resposta mesurdvel CROWLEY;
CHRISTENSEN, 1995).

Um exemplo cldssico deste comportamento estd representado na Figura 1. Ao
iluminarmos uma maca utilizando a luz do sol parte desta radiacdo € absorvida pelo objeto
devido a interagdes luz - matéria em nivel atdbmico molecular e parte desta radiacao € refletida.
Ao chegar aos olhos do observador humano, essa luz refletida, promove uma associagdo a cor
do objeto.

Porém se o mesmo corpo for iluminado por uma lampada de tungsténio que possui
frequéncias distintas as observadas para a luz do sol, resultard em uma nova sensagao aos olhos
do observador com percep¢ao de uma cor diferente a origina(CROWLEY; CHRISTENSEN,
1995).

Figura 1. Variacao da cor observada para um objeto iluminado de formas distintas.
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Desta forma, deve-se considerar que a cor representada por um feixe de radiagcdes
luminosas que chegam até o objeto € diferente da cor apresentada pelo corpo que recebe esté
radiacdo. Assim, diferente da percep¢ao humana, o conceito de cor pode ser atribuido a luz em

propagacdo no espaco e independe da fonte que a gerou e a no¢do de cor de um corpo,
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corresponde a luz refletida e absorvida interagindo com a matéria como representado na
Figura 2(a), onde cada comprimento de onda na regiao do visivel pode ser associado a uma cor
correspondente a visdo média humana.

As sensacoes de cor produzida por feixes monocromaticos sempre apresentam uma cor
propria perfeitamente definida sempre correspondendo a um determinado comprimento de
onda. As cores oriundas dos feixes monocromaticos sao conhecidas como “puras” ou “simples”.
Existem diversas tonalidades de cores ao longo do espectro visivel que corresponde a faixa do
espectro eletromagnético visivel entre 380 e 760 nm.

Uma vez que a visdo humana e consequentemente os métodos de visdo computacional
muitas vezes estdo baseados na mistura de cores primadrias, vale ressaltar que a cor atribuida a
luz refletida por um objeto iluminado por luz branca, nem sempre pode ser diretamente
associada a cor observada. Parte da luz emitida pode interagir com a matéria tornando a reflexao
de luz um fendmeno extremamente complexo. No modelo de mistura de cores primadrias, que
imita a visdo humana, as cores capturadas transmitem a uma resposta em funcdo apenas pela
mistura das cores vermelho, verde e azul, eliminando efeitos como trocas de energia entre a luz
e o material iluminado(CROWLEY; CHRISTENSEN, 1995).

Portanto, a cor do objeto ndo pode ser usada para gerar de forma fidedigna a curva

espectral de reflectancia emita pelo objeto como representado na Figura 2(b).

Figura 2. a) Cada percep¢do de “cor pura” corresponde a um determinado comprimento de
onda. b) Interacdo luz matéria ndo permite reconstruir o espectro de reflexdo apenas pela cor

observada.
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No dominio do estudo e entendimento fisico do significado das cores dentre os varios
estudos aceitos, as teorias de Maxwell e o diagrama de cromaticidade sdo amplamente
utilizados para o entendimento e design de equipamentos e dispositivos cujo o principal intuito

€ medir e reproduzir cores com alta qualidade para os padrdes de visdo humana.

2.1.2  Aquisicao e interpretacao de imagens digitais

A imagens digital é um registro do fendmeno fisico de espalhamento e reflexdo da luz
sobre um objeto. Essa luz refletida passa por um conjunto de filtros com as cores vermelho,
verde e azul agrupados na forma de um mosaico e conhecido como filtro de Bayer. A luz ao ser
transmitida através do filtro € absorvida em regides individuais que compdem o filtro de Bayer
(CROWLEY; CHRISTENSEN, 1995). A luz apds a passagem pelo filtro é atenuada antes de
chegar ao detector fotossensivel (HARKNESS, 2006). Os detectores fotossensiveis empregados
sdo constituidos por diversos pontos conhecidos como pixels. Cada ponto individual do detector
€ composto geralmente por um material semicondutor com propriedade de converter em energia
elétrica a luz que incide sobre sal superficie(CARLSON, 2002).

O sinal elétrico adquirido (sinal analégico), € agrupado espacialmente e a intensidade
de corrente elétrica € convertida em um numero bindrio (sinal digital). A partir das diferentes
transmitancias adquiridas para cada pixel e utilizando como base o modelo das misturas de
cores vermelho, verde e azul, o sinal convertido em unidades decimais entre O e 255 e alinhado
em layers (camadas) (HARKNESS, 2006). As camadas adquiridas sdo equivalentes a matrizes
numéricas que podem ser interpretadas por dispositivos de reproducdo de imagem geral assim

a imagem digital assim como representado na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama geral de aquisi¢do e reproducao de imagens digitais
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A imagem digital, apresenta proporcoes espaciais semelhantes a imagem original de
partida. Por ser composta por inimeros pontos a imagem pode ser representa por representada
por histogramas. Avaliar uma imagem por seu histograma é conveniente do ponto de vista
estatistico e matematico, pois € possivel determinar quali e quantitativamente varios parametros
como ponto central, variacao da distribui¢do, amplitude e simetria na distribui¢ao dos dados.
E como consequéncia determinar esses parametros pode auxiliar na interpretacdo de fendmenos

fisicos que podem ser observados em dispositivos que adquirem imagens.

2.1.3  Métodos analiticos utilizando imagens digitais

Diversos métodos analiticos vém sendo utilizados e constantemente desenvolvidos
baseados em reagdes quimicas que produzem produtos coloridos. Estas reagdes visiveis ao olho
humano podem ser facilmente registradas por sensores de webcams, scanners e cameras
digitais. A vantagem deste tipo de abordagem é a possibilidade de trabalhar com pequenos
volumes de solu¢des ou materiais submetidos a medidas. Em trabalhos onde a quantidade de
amostra € critica muitas vezes € necessario reduzir o volume de solug¢do para aumentar o sinal

medido. Os métodos baseados em imagens digitais apresentam vantagens na deteccao de cores
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em superficies de papel(CARDOSO; GARCIA; COLTRO, 2015; LI; TIAN; SHEN, 2010),
identificacdo de reacdes colorimétricas utilizando aparelhos comercias de scanner
(KOMPANY-ZAREH; MANSOURIAN; RAVAEE, 2002) ou a até a determinagdo em reagdes
colorimétricas que geram precipitados coloridos (ZAMORA et al., 2011).

Estes métodos podem ser usados e aplicados em diferentes ensaios quimicos baseados
na variacdo de cor. Dentre as vantagens apresentadas € possivel destacar: redu¢do de volume,
possibilidade de acompanhar a formacado de precipitados e os métodos baseados em imagens
digitais que empregam sensores de baixo de custo.

O uso destes sensores torna possivel a aplicacdo e desenvolvimento de diferentes
plataformas e geometrias experimentais para acompanhar e determinar analitos em reacdes

quimicas colorimétricas.



2.2 OBJETIVOS

Os objetivos buscados no estudo de transformacao e interpretacao dos sinais de
imagens digitais foram:

¢ Desenvolver uma estratégia de aquisicao e andlise de imagens digitais associadas a
reacOes quimicas colorimétricas.

¢ Processamento da imagem digital para conversdo em sinal analitico.

35
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23 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Medidas de absorcao molecular na regiao visivel e aquisicao de imagens

Para as medidas espectrométricas foi utilizado um espectrofotdmetro UV-VIS U-2000
(Hitachi, Tokyo, Japao) e cubetas de quatzo com caminho 6tico de 10.0 mm. O equipamento
foi desmontando para adaptacdo e aquisicdo de imagens de feixes de luz monocrométicos na
posicao do fotodetector. Para a aquisicao dos espectros de absor¢do foi utilizado na regido do
espectro eletromagnético visivel foi utilizado espectrofotdometro UV-PROV 1800
(SHIMADZU, Kyoto, Japao), e cubetas de quatzo com caminho 6tico de 10.0 mm. As imagens
das solucdes coloridas foram digitalizadas com o uso de um scanner Deskjet G4050 (Hewlett-
Packard, USA) e os suportes para as solu¢gdes foram colocados na regido central em um regiao
retangular delimitado por bordas laterais de 4 cm para esquerda e 7 cm na parte superior com a
mesma propor¢do para as bordas adjacentes.

Foi utilizado o software SANE (HAMMEL, 2003) com as fun¢des de autocorrecio
desligada, luminosidade e contraste iguais para todas as imagens adquiridas na posicao fixa de
recorte retangular em xo = 4 cm, yo = 7 cm. Os procedimentos foram realizados em ambiente
GNU/Linux e distribui¢ao Ubuntu 12.04 LTS. A resolugdo de digitalizac@o foi mantida em 300
dpi e 16 bits e na sequéncia as imagens foram processadas para conversdo da imagem em sinal

analitico. Os arquivos foram salvos em formato TIFF (Tagged Image File Format).

2.3.2 Montagens dos sensores CCD e CMOS no espectrofotometro

Foram avaliados neste estudo dois tipos diferentes de sensores para aquisi¢do de
imagens: CMOS (webcam) e CCD (scanner). Estes sensores foram irradiados com feixes de
luz monocromaticos entre 300 a 800 nm utilizando o sistema de emissdo de luz e

monocromadores de um espectrofotometro Hitachi U2000.

2.3.3  Aquisicao de informacoes dos sinais de imagem

O processamento das imagens foi utilizado o software ImageJ escrito em linguagem
JAVA, o software opensorce foi usado para inspecdes iniciais das imagens pois apresenta
interface grafica mais amigavel ao usudrio para obtencdo de coordenadas para recorte e

obtencdo do perfil RGB da regido de estudo (ABRAMOFF; MAGALHAES:; RAM, 2004).
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Apoés a etapa inicial exploratéria as imagens foram processadas utilizando software
Matlab R2014a (Mathworks) em conjunto com toolkit de processamento de imagens
(Mathworks) pela facilidade em transformacao das imagens em matrizes, cilculos matemaéticos

e automacao das etapas de processamento (GONZALEZ; WOODS; EDDINS, 2004).

2.3.4 Preparo de solucoes para investigaciao e construcao do modelo de aquisicao

Nos ensaios de quantificacdo foram escolhidas rea¢des descritas no manual padrio de
andlises de dguas. A determinacdo de nitrito em dgua pelo método 4500-NO>" (reacdo de
Griess), ozonio residual em &dgua pelo método 4500-Os (degradacdo do corante indigo
trisulfonado) e a determinagdo de fosfato em dgua utilizando o procedimento 4500-P (reagcao
com o complexo P-Mo) (CLECERI; GREENBERG; EATON, 1989). Apds os ensaios, as
imagens das solucdes resultantes foram digitalizadas utilizando os sensores CMOS (webcam)
e CCD (Scanner). Com a aquisi¢do, as imagens foram processadas e convertidas em sinais de

resposta em funcao da concentracdo do analito.

2.3.4.1 Solucoes do método de determinacio de nitrito em agua

O reagente de Griess (MOORCROFT; DAVIS; COMPTON, 2001) foi preparado
dissolvendo-se 5,000 g de 4cido sulfanilico (Carlo Erba, Itdlia) em solucdo contendo 600 mL
de dgua, 140 mL de 4cido acético glacial (MAIA F.A., Brasil), 0,020 g de N-(I-naftil)-
etilenodiamina (Merck, USA) O volume final de 1000 mL foi ajustado com dgua deionizada
em um baldo volumétrico.

A solucdo padrdao de nitrito de sédio (Mallinckrodt Baker, México) foi preparada
dissolvendo 5,816 g de nitrito de sédio em 1000,0 mL de dgua deionizada (Mili-Q, USA). A

solugdo de nitrito de so6dio foi padronizada por titulagcdo iodométrica antes do uso.

2.3.4.2 Solucoes do método para determinacao de fosfato em agua

A andlise de fosfato em 4gua foi realizada utilizando o método do azul de molibdénio
(MURPHY; RILEY, 1962). O 4cido sulftrico 2,5 molL! (Tedia, Estados Unidos) foi preparado
diluindo 70 mL do 4cido em 500,0 mL de dgua deionizada (Mili-Q, USA). O antimdnio tartarato
de potdssio 4,4 x10* mol L' (Gardena, New Brunswick) foi preparado dissolvendo 1,3715 g
do sal em 400,0 mL de 4gua deionizada (Mili-Q, USA). Apds a completa dissolu¢do o volume

foi ajustado para 500,0 mL em um baldo volumétrico. Para o preparo da solu¢do de molibdato
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de amoénio 3,2x1072 mol L' (Merck, Brasil), foram dissolvidas 20,120 g do sal em 500,0 mL de
dgua deionizada (Mili-Q, USA). A solugio de 4cido ascérbico 0,010 mol L' (Mallinckrodt
Baker, Franca) foi preparada dissolvendo 1,760 g do sal em 100,0 mL de 4gua deionizada (Mili-
Q, USA).

A solucio estoque fosfato 50,0 mgL™! foi preparada dissolvendo 0,210 g de
dihidrogenofosfato de sédio monobdsico (NaH2PO4.H>O) (Mallinckrodt Baker, México) em
1000,0 mL de dgua deionizada (Mili-Q, USA).

2.3.4.3 Padronizacio e geracao de ozonio residual em agua

O gas ozdnio foi gerado por efeito corona através da passagem de ar por colunas de
carvao ativado e iodeto de potdssio em um ozonizador de ar Gasozon (Gasozon, Brasil). O
ozoOnio residual em 4gua foi obtido borbulhando gis 0zonio durante 20 minutos em um tubo
impingir contendo 10,00 mL de 4gua deionizada (Mili-Q, USA) em um banho termostatizado
a 5,0 °C. A padronizacdio das solugdes ozdnio residual foram feitas por medidas
espectrofotométricas na regiao do ultravioleta em 280 nm (HART; SEHESTED; HOLOMAN,
1983)

A solugdo estoque de indigo foi preparada pesando 0,0400 g de indigo trisulfonado de
potéssio (Sigma Aldrich, USA). Essa massa de corante foi transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 100,0 mL, ao baldo foram adicionados 50 mL de dgua deionizada
(Mili-Q, USA), seguido por 1,00 mL de dcido fosférico 85 % (SINC, Brasil). O volume do
baldo foi completado com a mesma dgua. Foram pesados 2,650 g de NaH,PO4.H>O 99,60%
(Mallinckrodt Baker, México). A essa massa de sal foram adicionados 100 mL de dgua
deionizada (Mili-Q, USA) e em seguida 1,80 mL de 4cido fosférico 85 % (SINC, Brasil). A
solucdo resultante foi colocada em agitac¢ao e seu pH medido e ajustado para 2,2 +£ 0,1 (25,0°C)
com a adicao de 4cido fosforico. A solugdo foi transferida para um balao volumétrico de 250,0
mL completado com agua.

Para preparar a solucdo de trabalho de indigo trisulfonado foram transferidos 10,00 mL
da solucdo estoque de indigo para um baldao volumétrico de 100,0 mL. O volume do balao foi
completado com PBS pH 2,2 (+0,1). Uma aliquota de 1,00 mL da solu¢do de trabalho foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,00 mL e o volume do baldo completado com dgua

deionizada contendo ozonio residual.
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Em um baldo volumétrico de 10,00 mL foram adicionados 5,00 mL de uma solucao
contendo ozonio residual recém padronizado juntamente com 1,00 mL da solucdo de trabalho

de indigo trisulfonado. O baldo foi completado até o menisco com dgua deionizada.
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24  RESULTADOS E DISCUSSOES
2.4.1 Interpretando e transformando os sinais de imagens no modelo RGB

Para o estudo proposto inicialmente foi necessario entender como uma imagem obtida
por instrumentos de aquisicdo poderia tornar-se um analitico mensurdvel. Este processo €
complexo, pois uma imagem pode ser processada de diferentes maneiras (SOLOMON;
BRECKON, 2011). O modelo matematico mais simples estudado foi considerar o objeto
analisado como uma superficie de composi¢do homogénea em toda sua extensdo. Para isso os
estudos foram baseados na aquisicdo de imagens de solucdes coloridas, garantindo uma
concentracdo constante do cromoéforo por toda a drea analisada.

O objeto que tem sua imagem digitalizada significa que ela é transformada em um
modelo computacional de interpretagio de cores, por exemplo o modelo RGB (SUSSTRUNK;
BUCKLEY; SWEN, 1999) que expressa sua cor de forma reproduzi-la real ou parcialmente
para dispositivos de interface humana como monitores e impressoras. No modelo de falsas cores
RGB a cor analisada restringe o objeto a um conjunto de valores varidveis R, G e B (red, green
e blue) para reproduzir uma determinada cor em um modelo aditivo. Por exemplo, um objeto
de cor azul terd valores maximos para o componente blue quanto mais intensa for a tonalidade
da cor azul, ja os componentes G e R deverdo sofrer um decréscimo proporcional para
intensificar a cor azul do componente blue. Assim quanto maior a quantidade de moléculas que
refletem a cor azul maior serd o decréscimo de intensidade dos componentes G e R.

Em termos de qualidade da imagem, o melhor parametro encontrado para a obtencao foi
em resolucdes de 300 dpi para aquelas obtidas em cameras digitais e entre 300 e 600 dpi para
as obtidas em scanner de mesa convencional. O parametro dpi indica o ndmero definido de
pontos por polegada (dot per inch) que terd a imagem, quanto mais pontos por polegada maior
serd resolugao e qualidade grafica, porém os arquivos gerados apresentam tamanhos superiores
a 50 megabytes tornando o processamento das imagens mais demorado para computadores ou
dispositivos embarcados com capacidade de processamento limitadas.

Para desenvolver uma forma de observar o sinal de imagem como uma resposta analitica
quantitativa foi realizado experimentos exploratdrios utilizando uma solu¢io aquosa do corante
indigo trisulfonado. A solucdo de trabalho de indigo foi diluida em diferentes concentragdes no
intervalo de zero a 12,00 mmol L e colocadas em spots de acrilico transparentes de formato
cilindrico adaptado de um suporte de filtro (filter holder) Millipore catalogue no.M000037A0),

em um volume fixo de 5,00 mL.
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Os spots contendo solugdes de corantes tiveram suas fotos digitalizadas, utilizando um
scanner e sua imagem foi processada para obter os valores médios da composicdo em RGB das
amostras em diferentes concentracdes com o auxilio do software ImageJ (ABRAMOFF;
MAGALHAES; RAM, 2004) em uma 4rea de selecdo fixa de 0,2 cm?.

Os sinais adquiridos através das imagens no modelo RGB foram correlacionados para
cada concentragdo de corante como apresentado na Figura 4. O objeto azul teve um
comportamento similar ao descrito anteriormente, onde o componente blue praticamente nao
sofreu alteracd@o. Ja os sinais dos componentes G e R decresceram em funcao do acréscimo da

concentragdo de corante.

Figura 4. Sinais observados para diferentes concentracdes do corante indigo.
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Os dados obtidos para os valores RGB podem trazer informagdes importantes se
interpretados corretamente. Uma forma de interpret-los quantitativamente é assumir que a
concentracdo de corante € proporcional a intensidade dos valores RGB. Para padronizar o
resultado, um artificio é a conversdo da imagem colorida para a escala em tons de cinza

utilizando o algoritmo matricial f(RGB) representado na equacgdo 1:

f(RGB)=0,2989 R + 0,5866 G + 0,1145 B (Equacido 1)

Onde f(RGB) é uma escala que varia de zero a 255, R € o componente vermelho, B € o

componente azul e G o componente verde.
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2.4.2 Conversao para escala de cinza

A equacdo 1 foi utilizada para transformar os registros de cores no modelo RGB em
um modelo de escala de tonalidade de cinza. Esses valores estdo dentro de uma escala que varia
de zero a 255, onde zero corresponde a preto e 255 ao branco. Esse sinal byte convertido em
sua base decimal correspondente O procedimento foi utilizado porque é de simples aplicacao
dentro de um processo de quantificacdo. Uma maior quantidade de moléculas contra o fundo
branco resulta em uma intensificacao da cor visivel de solu¢@o e consequentemente incremento
na intensidade na tonalidade de cor cinza.

Desta forma € possivel associar a um sinal um tnico valor a quantidade de moléculas
presentes na soluc@o, como pode ser observado na Figura 5. Fato que possibilita medidas de

concentracao.

Figura 5. Variacdo da intensidade do sinal da escala de cinza em fun¢do da concentragdo de

corante indigo.
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2.4.3 Avaliacao do caminho 6tico da solucdo de corante

Outro fator estudado foi a variacdo da intensidade do sinal em func¢do caminho 6tico
entre a superficie do corante em relagdo ao fundo branco de referéncia. Este fator deve ser
considerado, porque a leitura do sinal (aquisi¢do da imagem) foi realizada sobre a superficie do
corante sobre um anteparo de cor branca. O acréscimo de volume intensifica a cor observada

em funcdo do incremento do caminho ético. Uma soluciio de concentracio 0,035 mmolL! de
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indigo foi preparada e escaneada da mesma forma do experimento anterior, variando apenas a
altura da coluna de corante presente em cada spot de medida (Figura 6). Com alturas maiores,
foram obtidas variacdes de sinal com maior intensidade, j4 que o maior caminho 6&tico
intensifica absor¢ao de luz. Caminhos 6pticos maiores ndo foram avaliados por que seriam
necessarios volumes maiores de corantes e estes fogem do objetivo analitico que foi trabalhar
com amostras de pequenos volumes. O uso de caminhos 6ticos maiores podem representam um
ganho de variacdo de sinal obtido, entretanto o sinal apresenta saturacdo diminuindo a

sensibilidade do método.

Figura 6. Variacdo de Sinais em escala de cinza obtidos para diferentes caminhos 6ticos.
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2.4.4  Avaliacido da area de selecao de imagem obtida

A érea selecionada da imagem para ser convertida em sinal de cinza também tem uma
influéncia significativa para as medidas realizadas. Isto ocorre porque a fonte de luz ndo é
homogénea no processo de digitalizacdo e com isto a imagem apresentas diferentes nuances em
sua totalidade. Isto pode ser verificado na mesma solu¢do que foram submetidas ao ensaio
anterior, utilizando um caminho 6tico de 1 cm (5 ml de solugdo). Com o auxilio do software de
processamento de imagem, ImageJ, diferentes dreas da imagem foram selecionadas. Cada uma
destas dreas foi correlacionada com o sinal obtido na escala de cinza (Figura 7).

Foi possivel observar que o valor absoluto medido produz tons de cinza mais intenso a

partir de uma 4rea de 0.25 cm?. Para dreas maiores é observado que o valor médio do sinal
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permanece constante, porém o erro associado a cada medida € maior, aumentando as incertezas

das medidas de sinais em dreas muitos grandes.

Figura 7. Variacdo do sinal analitico em fun¢do da drea escolhida para obten¢do do sinal.
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Foi observado que o desvio padrdao (SD) cresce de forma linear em fun¢do da 4rea de

selecdo da imagem, como € apresentado na Figura 8 e Equacao 2:

SD =2,20(A) + 0,90 R2=0,982 (Equagao 2)

Onde SD ¢ o desvio padrdo expresso em intensidade de escala de cinza e A € drea de
selecdo escolhida em cm?.

Esse fato era esperado porque mesmo a amostra apresentando um sinal médio constante,
uma drea de selecdo maior corresponde a um maior nimero de pixels analisados. Estes pixels
por sua vez trazem a informacdo de cor em uma determinada coordenada da imagem,
aumentando a sua variabilidade dos sinais. O sinal médio adquirido serd o mesmo, porém o

desvio entre eles serd proporcionalmente maior.
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Figura 8. Variacdo do desvio padrdo para cada drea analisada.
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O sinal em escala de cinza observado no experimento onde a concentracdo do corante é
variada, apresentou um decaimento de sinal inversamente proporcional a concentracdo do
corante (Figura 5). Para tratar o sinal observado como um valor puro de referéncia foi utilizado
a transformada de Laplace, onde admitimos que a fun¢@o inversa tem domino e imagem real

como representado na equagio 3.

f(RGB)! = k.[C] + constante (Equacdo 3)

Onde f(RGB) ! ¢ a funcio inversa dos sinais obtidos para a escala de cinza, f(RGB)
deverd ser entre zero e 255, k o coeficiente angular e [C] a concentracdo do analito em
mmolL!.

Na Equacdo 3 onde os valores plotados sdao obtidos pelo inverso da escala de cinza em
fun¢do da concentracdo do corante, é possivel observar que neste caso o fendmeno observado
assume valores lineares crescentes em func¢do do aumento da concentracdo do analito, como
pode ser observado na Figura 9. Foi constatado que existe uma boa correlagdo linear como

representado na Equacao 4.

)-1
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Figura 9. Variacdo do sinal analitico para diferentes concentragdes do corante.
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f(RGB)! = 0,103[C] + 0,006 R2=0,993 (Equagdo 4)

Assim como resultados dos testes iniciais em experimentos subsequentes, 0s parametros
de medidas foram fixados utilizando imagens com resolucdo de 300 dpi, drea de selecao das

imagens de 0,25cm? e caminho 6tico em 1,0 cm em relacdo ao fundo branco de referéncia.

2.4.5 Utilizando um Scanner como Ferramenta Analitica

Um scanner tem a funcdo de digitalizar uma foto, um documento ou até mesmo um
pequeno objeto. Os objetos cujas imagens passam por um processo de digitalizagdo, em
principio, sdo submetidos a uma luz que incide diretamente sobre sua superficie.

Quando uma imagem de scanner € obtida, na realidade o sinal obtido € um conjunto de
informacdes relativas a refletancia da luz que incidiu no objeto. Essa luz refletida pode ser
acompanhada de duas formas distintas:

1° - Observando a composi¢do de cores da imagem obtida e um modelo de cores utilizado

por computadores, como por exemplo o RGB.
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2° - Converter esse modelo de cores, para um sistema de escala e tons de cinza para
correlacionar densidade e quantidade de um determinado componente selecionado na

imagem estudada.

Nos experimentos exploratdrios, foi utilizada uma solu¢do aquosa de corante indigo
trisulfonado, que possui intensa cor azul. O corante foi inicialmente utilizado para avaliar o uso
de um scanner HP Scanjet G4050 para medidas quantitativas. A Figura 10 apresenta a

montagem do experimento no laboratorio.

Figura 10. Scanner HP Scanjet G 4050 contendo os spots com solugdes de corante utilizado
para as medidas quantitativas de concentracao.

Para a realizacdo deste ensaio foi utilizada uma solug@o indigo trisulfonado de trabalho.
Esta solucdo foi diluida proporcionalmente para diferentes concentracoes. Um volume de
5,00 mL de cada solucdo diluida foi transferido para recipientes de acrilico cilindricos
transparentes com 2 cm de altura e 5 cm de diametro.

Os recipientes de acrilico foram colocados no centro do scanner para fornecer uma
imagem digital da mesma forma que um documento convencional com uma resolug@o de 300

dpi, como representado na figura 11(a).
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Figura 11. (a) Imagem digital obtida para as solu¢des de corante indigo. (b) escolha da regido
de aquisi¢do de sinal. (c) especificacdo Branco de referéncia do scanner e variacao de sinais
entre duas concentragdes.
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A imagem digital obtida utilizando o recipiente de acrilico apresenta uma regido
selecionada para a aquisi¢do do sinal analitico. A drea de selecdo escolhida, foi elegida por
apresentar maior homogeneidade e menores efeitos de espalhamento de luz verificado na
imagem original devido ao suporte de acrilico. A regido delimitada para a imagem adquirida
no scanner foi de 90 x176 pixel com uma resolucdo de 300 dpi conforme representado na figura
11 (b,c).

A composicao RGB da imagem foi convertida para o sinal em grayscale. Converter o
sinal para escala de cinza confere a imagem um aspecto de escurecimento em fun¢do do
aumento da quantidade da espécie croméfora mensurada(KOMPANY-ZAREH;
MANSOURIAN; RAVAEE, 2002; SHISHKIN et al., 2004).

As mesmas solugdes de indigo que tiveram suas imagens digitalizadas, foram utilizadas
em um espectrofotometro Hitachi U-2000 para medida de suas absorbancias em comprimento
de onda de 600 nm e cela de caminho 6tico de 10,0 mm. Os sinais obtidos pelos dois
equipamentos foram transformados em um grifico de sinal VS concentragdo, como

apresentados na Figura 12.



49

Figura 12. Curvas analiticas obtidas das solu¢des com diferentes concentragdes do corante

indigo.
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Para os dois conjuntos de medidas foi observado uma correlagcdo linear para

concentracdo em func¢ao do sinal, representados pelas equagdes 5 e 6.

Abs = 14,9 (20,5) [Indigo mmol L] + 0,041 (0,037) R2?=0,992 (Equagio 5)
f(RGB)™! = 0,103(x0,001) [Indigo mmol L''] + 0,0060 (x0,0003) R? = 0,992 (Equacio 6)

Os resultados mostraram que foi possivel utilizar imagens digitais para realizar medidas

quantitativas corroborardo para: a aplicar o processamento de imagens em problemas praticos

de quantificacdo de conjuntos de moléculas que absorvam e reflitam luz na regidao do espectro

visivel.
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2.4.6 Aplicando visao computacional em ensaios de quantificacao

Métodos de deteccao baseados na absorcao ou reflexdo de luz sdo muito comuns em
andlises de rotina em laboratério. Existem diversos equipamentos comercias para ensaios de
reflectancia e absor¢do de luz para compostos com cor visivel. Em muitos casos, esses
equipamentos podem ser adaptados para realizar medidas simples de laboratério. A
universalizacdo da computacdo facilitou a forma de adquirir e processar fotografias digitais e
convergiu para utilizacdo de sensores baseados em imagens para extrair informacdes quimicas
qualitativas e quantitativas. Nesta etapa do trabalho foi desenvolvido um modelo simples
baseado no diagrama de cromaticidade € no modelo grayscale para quantificar e agrupar

diferentes produtos com formacao de corantes.

2.4.6.1 A utilizacdo do modelo CIE em quimica analitica (Abordagem teorica).

O modelo CIE (Commission Internationale d'Eclairage)(BROADBENT, 2004; HUNT;
POINTER, 1985) define o conceito psicofisico puro de avaliagdo de um observador padrdao
capaz de reagir a matizes, saturacdo e claridade sempre da mesma maneira. Uma grande gama
de matizes, perceptiveis para o olho humano, podem ser produzidas pela mistura na propor¢ao
correta das cores ditas como primdrias. O CIE € um sistema proposto internacionalmente e
aceito por varios paises. Este modelo propde trés tipos de radia¢des imaginarias, € a combinacao
dessas luzes primdrias seriam responsdveis por reproduzir combinacdes de diferentes cores
dentro do campo de visdo humano.

Os espectros de reflectincia representadas pela Figura 13 (a) representam
respectivamente as cores vermelho, verde e azul e podem ter seus espectros redistribuidos
segundo as ordenadas X, Y e Z chamados de valores tristimulos, conforme representado na

figura 13 (b).
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Figura 13. (a) Representacdo dos espectros de reflectancia das cores primérias Azul, Verde e
Vermelho e a faixa espectral relativo a cor branca. (b)Valores tristimulos e representacao
gréafica das fungdes X, Y, e Z ao longo do espectro eletromagnético visivel ( adaptado de

GAGE, 1999).-
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Para uma determinada distribui¢do de energia espectral, P (1), de uma fonte de emissao
como por exemplo um monitor de computador, os valores de tristimulos XYZ sao calculadas
em func¢do da integral dos comprimentos de onda das funcdes de emissdes das cores puras azul,

verde e vermelho, representados pelas Equagdes 7, 8 e 9 respectivamente.

X= J )_c(/l)P(/l)di (Equacgdo 7)

Y

J ?(/I)P(/l)d/{ (Equagdo 8)

Z

I Z(A)P(A)dr (Equagio 9)

Onde X, Y e Z sdo as funcdes de observador padrdo do modelo CIE e as integrais das fungoes

correspondem ao espectro visivel em um intervalo que varia entre 380 e 770 nm.
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Os valores tristimulos sdo proporcionais entre si (X: y: z), onde X + y + z = 1. Estes
termos podem ser definidos como ‘“coordenadas cromadticas” e sdao definidos como
representados nas Equacdes 10,11 e 12. Estas equagdes representam a correlagdo direta das
funcdes de emissdo agora convertidas em valores proporcionais X, y € z que podem ser
apresentas de forma gréifica em funcdo de suas “coordenadas de cromaticidade” também

chamado de “diagrama de cromaticidade”.

Coordenada de cromaticidade azul: x = B S (Equacao 10)
+Y+Z
Coordenada de cromaticidade verde: y = _r (Equagao 11)
X+Y+Z
Coordenada de cromaticidade vermelho: 7 = _z 1-x -y (Equagao 12)
X+Y+7Z

Cada curva de reflectancia cobre uma respectiva drea do espectro eletromagnético,
promovendo efeitos de combinagao de frequéncias e resultando em diferentes cores. Dentro do
diagrama de cromaticidade essas cores podem ser representadas em grafico bidimensional,
onde no eixo das ordenadas ficam os valores tristimulos X e no eixo das abcissas os valores
tristimulos y (Figura 14). O valor tristimulo z € uma varidvel complementar no diagrama de
cromaticidade e pode ser expressa em relacao dos valores tristimulos x e y, como representado

na Equacdo 12.
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Figura 14. Diagrama de cromaticidade CIE 1931( adaptado de GAGE, 1999).
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Uma combinacdo adequada destes valores tristimulos produzem uma cor conhecida
como ‘“Branco Tedrico” ocupando o centro do diagrama de cromaticidade. Ao longo do
diagrama as combinacdes representam diferentes cores dentro do espectro visivel e como
consequéncia essas cores correspondem a comprimentos de onda puros.

O uso do diagrama de cromaticidade é uma aproximagdo da interacdo entre as
propriedades fisicas de coloragdo de uma superficie e a resposta psicofisica gerada pela visao
de um observador humano de acuidade visual perfeita (HUNT; POINTER, 1985). Neste
trabalho o uso do diagrama teve um papel importante para distinguir diferentes cores produzidas
por diferentes reacdes quimicas. As imagens digitais adquiridas de reagdes quimicas através de
sensores CMOS ou CCD, tem suas informagdes registradas digitalmente em um modelo
conhecido como RGB. Neste modelo a informacio da imagem fica registrada em um sistema
de coordenadas cartesianas x e y, e cada ponto de coordenada ocupa um ponto com informacdes
dos componentes Red, Green e Blue.

Existem diversos modelos qualitativos para representar cores, porém, todos esses
modelos  utilizados tem uma  relacdo  direta com o  diagrama de

cromaticidade(INTERNACIONAL BUSINESS MACHINES CORPORATION, 1996). O
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modelo RGB foi usado neste trabalho como base de composi¢do de cores dos objetos
digitalizados, por ser um modelo estabelecido e considerado padrao em sistemas
computacionais. A relagdo entre os modelos pode ser descrita de forma matricial como

representado na equagao 13.

X R
Y| = M |G |(Equacao 13)
Z B

Onde X, Y e Z sao respectivamente os valores tristimulos que consequentemente sao
convertidos nas coordenadas cromaticidade x, y e Y (neste trabalho denominado com X, y e z
respectivamente), [M] € matriz de proporcionalidade, que depende da variacdo do branco
tedrico e a taxa de iluminagdo em relacio ao observador, neste caso foi a matriz correspondente
a taxa de iluminacdo D65-E (Daylight).

Com este conjunto de equacdes foi possivel realizar conversdes entre os modelos e
representar as cores contidas no digrama de cromaticidade com uma excelente congruéncia na
comparacao entre as cores das reacdes adquiridas digitalmente.

Para expressar de forma quantitativa a concentracao da substancia cromdéfora presente
na solucdo foi desenvolvido uma maneira mais simples de comparacdo. O modelo de
quantificacdo estd baseado na quantidade de luz refletida pelo objeto. A luz refletida por um
objeto iluminado por uma fonte de emissdo constante € capturada pelo sensor CMOS ou CCD
na forma de uma imagem digital. A imagem digital de um corpo homogéneo € um registro da
cor visivel refletida pelo objeto. A intensidade de luz adquirida varia inversamente
proporcional, como foi discutido anteriormente nos exemplos de utilizagdo do scanner em
exemplos de digitalizacdo de solugdes contendo corante. Objetos com auséncia de espécies
cromoOforas apresentam coloracdo de aspecto claro, que aumenta sua intensidade
proporcionalmente em funcao do acréscimo da concentra¢do da substancia cromoéfora. Entao
para termos de comparacdo de concentracdes, a imagem inicialmente colorida e homogénea
passa por uma transformagdo para o modelo de escala de cinza e normalizado O.D.R.
(densidade 6tica relativa) em uma funcao inversa logaritmica de base 10 da razdo do valor I
médio do modelo grayscale da concentragdo a ser mensurada, pelo valor Iy da imagem menor
concentracdo do cromoéforo ou um objeto considerado branco relativo a cada detector

representado pela Figura 15.
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Figura 15. Representacdo do modelo de normalizacdio da escala O.D. para medidas

quantitativas.

Grayscale = 0.299R+0.587G+(C
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Para avaliar de forma mais precisa o funcionamento do modelo, os comprimentos de
onda passiveis a serem adquiridos por sensores de imagem foram avaliados para medir o nivel

de resposta de cada detector.

2.4.7 Avaliacao detectores empregados

Foram avaliados neste estudo dois tipos diferentes de sensores para aquisi¢do de
imagens: CMOS (presente em webcams) e CCD (presente em scanners e camera digitais).

Estes sensores foram irradiados com feixes de luz monocromaticos entre 300 4 800 nm
utilizando o sistema de feixes monocromadticos de um espectrofotometro Hitachi U2000
conforme disposto na Figura 16. A luz emitida pela lampada de tungsténio (WI), chega ao
detector por reflexdes internas. O sistema € composto por uma lampada de tungsténio (WI)
como fonte de emissdo. Um slit (fenda) de entrada que leva a luz a grade de difracdo e o slit de
saida. A grade de difracao foi controlada por um motor simples de passo para guiar a luz em
comprimentos de onda até o slit de saida. A luz guiada chega até um filtro seletor de
comprimentos de onda. No final a luz foi guiada para um conjunto de espelhos que guiaram a

luz até o detector.
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Figura 16. Diagrama do sistema 6tico de um espectrofotometro Hitachi U2000 ao lado da foto

do equipamento.

Grade de difragédo
concava

[| Espelhos

O experimento proposto consistiu na substituicdo do detector do equipamento por um
sensor de imagem para aquisi¢cdo das cores oriundas de comprimentos de onda especificos. Para
esta avaliagdo foi utilizado um sensor CMOS encontrado em webcams logitech® como

representado na figura 17.

Figura 17. Sensor CMOS webcam logitech®.
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O sistema de deteccdo € composto por um uma lente convexa, um filtro de Bayer e o
sensor CMOS montado sobre uma eletronica simples de aquisi¢do, amplificacdo e
transformacao da luz registrada pelo sensor para um sinal digital.

O filtro ou mosaico de Bayer consiste em um conjunto de filtros que controlam a
transmissao de luz nos comprimentos de onda correspondentes as cores verde, vermelho e azul
que chegam em cada pixel (menor fracdo do detector sensivel ao estimulo luminoso em um
sistema de coordenadas bidimensional). O filtro € distribuido sobre os pixels do fotosensor

formando um mosaico sobre sua superficie como apresentado no esquema da Figura 18.

Figura 18. Esquema de distribui¢ao do filtro de Bayer montado sobre um sensor CMOS.

Filtro de Bayer

Pixel

Filtro de Bayer

Sensor CMOS

Os filtros de Bayer podem sofrer alteracdes entre os padroes de distribui¢do das camadas
vermelho, verde e azul do mosaico, entretanto a funcdo dele continua sendo controlar a
transmissdo das cores primadrias ao longo das coordenadas x e y do detector.

Como € possivel observar na Figura 18 o filtro de Bayer nao apresenta uma proporcao
equivalente das 3 cores. A presenga de pixels verdes ao longo do sensor € muito maior em
relacdo aos demais, seguindo uma propor¢do de 0.5 Verde: 0.25 Azul: 0.25 Vermelho. Esse
aspecto observado para a distribui¢do das cores ao longo do mosaico deve-se a tentativa de
simular a forma em que visdo humana reage ao ser sensibilizada pela luz (HUNT; POINTER,
1985).

O sensor CMOS montado como detector no sistema 6tico do espectrofotometro Hitachi
U-2000 foi ligada a um computador portitil com processador Intel Core2 DUO, 4 Gg de
memoria RAM operando sob o Kernel Linux na distribui¢do Ubuntu 12.04 LTS. O Software
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opensource utilizado para aquisi¢ao foi o Camorama v 0.19, que possui op¢des de aquisi¢ao de
imagens controladas em funcao do tempo. O Software foi pré-ajustado para adquirir imagens
em um intervalo de tempo de 5 segundos, durante um periodo de 4 minutos resolu¢do de
640x480 pixels. O periodo de tempo escolhido deve-se a velocidade de varredura ajustada para
o espectrofotdmetro que foi de 200 nm min!, irradiando luz em um intervalo de 300 4 800 nm.
O detector CMOS apresentou sinal relevante no intervalo de aquisi¢cao de 390 4 680 nm como

apresentado nas imagens da Figura 19.

Figura 19. Imagens de feixes monocromaéticos de luz em diferentes comprimentos de onda

adquiridos com o sensor CMOS.

630 nm 670 nm 660 nm 650 nm 640 nm 630 nm 620 nm 610 nm

600 nm 590 nm 580 nm 570 nm 560 nm 550 nm 540 nm 530 nm

460 nm 450 nm

440 nm 430 nm 420 nm 410 nm 400 nm 390 nm

As imagens obtidas correspondendo aos comprimentos de onda puros foram analisadas
e seus componentes R, G e B, maximos e médios dentro da matriz de resultados obtida como
resposta foram convertidos em coordenadas x e y do diagrama de cromaticidade como

apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Coordenadas de cromaticidade maxima e média do sensor CMOS para radiacdes

monocromaticas.
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Como pode ser observado na Figura 20, no modelo, os valores de x e y obtidos nas
imagens com diferentes comprimentos de onda estao distribuidos no diagrama contemplando
boa parte dos comprimentos de onda na distribui¢do espacial das coordenadas de cromaticidade,
apresentando pouca sensibilidade para as cores azul, roxo e rosa. E possivel observar também
que as coordenadas obtidas estdo muito proximas do centro do diagrama, o que indica uma
menor variagdo entre possiveis variagdes na luminosidade de cada cor.

Um experimento similar foi realizado utilizado um sensor CCD embutido em uma
camera digital Olympus T-100 de 12 megapixels, contendo um sensor semelhante ao CCD
contido no scanner. A camera digital foi montada no sistema 6tico de forma similar a webcam.
Entretanto foi adquirido um arquivo de video com um tempo de duragao de 4 minutos e 30 fps
e resolucdo de 640x480 pixels. O sistema de deteccao da camera digital, incluindo detector,
lentes e qualidade do filtro de Bayer € superior a webcam e foi submetido a0 mesmo
experimento.

Neste experimento o sistema de aquisicdo com o sensor CCD apresentou visualmente

imagens mais nitidas, porém apresentando uma satura¢io no ponto de incidéncia direta do feixe

de luz indicada pelo ponto branco no centro do feixe como pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21. Imagens de feixes monocromaéticos de luz em diferentes comprimentos de onda

adquiridos com o sensor CCD.
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O detector CCD apresentou sinal relevante no intervalo de aquisi¢do de 380 4 690 nm
como apresentado na Figura 21. As imagens obtidas foram tratadas da mesma maneira que as
imagens obtidas com o sensor CCD resultado em coordenadas x e y do diagrama de

cromaticidade como apresentado na Figura 22.

Figura 22. Coordenadas de cromaticidade mdxima e média do sensor CCD para radiacdes

monocromaticas.
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Neste diagrama € possivel observar que a distribui¢do de faixa espectral sensivel ao
detector é maior, garantindo ao detector CCD capturar uma gama maior de cores dentro do
espectro visivel. Os pontos distribuidos espacialmente mostram-se um pouco mais distantes do
centro do diagrama quando comparado com o sensor CMOS. A maior distancia observada no
diagrama significa uma maior diferenciacdo entre cores mostrando que o sensor €
significativamente mais sensivel para ensaios colorimétricos.

Os intervalos de aquisicdo para os diferentes comprimentos de onda mostraram a
possibilidade de realizar experimentos de aquisi¢cdo de imagens de solugdes cujo os produtos
de reacao apresentem reflexdo de luz na regido do espectro eletromagnético visivel. Para ambos
os sensores € possivel realizar este tipo de medida, porém o sensor CCD apresentou uma melhor
resolucao e intensidade de sinal.

Os experimentos realizados tiveram o objetivo apenas de verificar a resposta do sensor
em fun¢cdo de um comprimento de onda especifico aplicado. A calibracdo de monitores,
scanners, cameras ¢ demais dispositivos baseados em imagens com a funcido de reproduzir
fielmente as cores sdo realizados por meio de cartas de cores padronizadas pela CIE em
condic¢des normais de operagao do instrumento utilizado. As medidas realizadas apresentam um
cardter comparativo sem um compromisso real na comparagdo entre tipos especificos de cores.

As imagens neste trabalho sdo abordadas como um sinal de intensidade que variam em
funcdo de uma espécie cromodfora em solucdo. O sinal obtido pode ser comparado com
comprimentos de onda puros, conhecidos no diagrama de cromaticidade CIE 1931 e verificado
experimentalmente pelo procedimento apresentando.

Buscando um melhor entendimento da aquisicdo de sinais foram realizados
experimentos quali e quantitativos utilizando os sensores CMOS e CCD para aquisicdo de

imagens.

2.4.8 Experimentos de quantificaciao utilizando scanner e webcam

Nos experimentos de quantificagdo foram utilizadas duas formas distintas de aquisicao,
o primeiro sistema composto por uma lampada de 40 watts como fonte emissora de luz branca,
uma cubeta fixada em um suporte em cima de um fundo branco e uma webcam logitech ® de
2 megapixels montada sobre a cubeta para a aquisi¢cao da imagem da solu¢do como representado

na figura 23.
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Figura 23. Representacdo do esquema do sistema de aquisi¢do de imagens de solucdes usando
uma webcam e a foto do dispositivo montado.
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A segunda forma de aquisicdo, foi utilizando um scanner de mesa HP deskjet G4050,
similar aos experimentos exploratdrios iniciais. As solugdes resultantes das reagdes quimicas
estudas foram escaneadas usando recipientes de acrilico cilindricos transparentes com 2 cm de
altura e 5 cm de diametro.

Esses recipientes tiveram suas imagens digitalizadas utilizando o scanner que distribui
uniformemente a luz sobre o objeto irradiado e a luz refletida é guiada até o detector CCD onde
o sinal é posteriormente convertido em uma imagem digital assim como apresentado no

esquema presente na Figura 24.
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Figura 24. Esquema do sistema de aquisi¢do de imagens de solu¢gdes usando um scanner.
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Com montagens propostas foi possivel propor experimentos de quantificacdo utilizando
solucdes cujo os produtos de reacdo geram moléculas com absorc¢ao na regido do visivel, faixa

na qual os sensores estudados apresentam uma resposta satisfatoria.

24.9 Aplicacao em reacoes quimicas

Com a proposta desenvolvida para o processamento e aquisi¢do de sinais de imagens
digitais, foram realizados experimentos com solugdes resultantes de procedimentos de
quantificacdo de espécies quimicas de interesse ambiental. As imagens das solugdes foram
interpretadas de forma qualitativa e quantitativa aplicando os conceitos desenvolvidos para o

processamento e interpretacdo dos sinais de imagens.

2.4.9.1 Fosfato solivel em dgua

O fosfato tem um papel importante em sistemas bioldgicos e estd inserido nos ciclos
biogeoquimicos do nosso planeta. O método proposto para determinagao do fosfato solivel em
agua foi 4500-P e consiste na determinacdo colorimétrica do analito em estudo.

Na reacdo como representado na Figura 25 (a) o molibidato de amonio e antim6nio

tartarato de potdssio, em meio 4cido, reagem com o ortofosfato para formar o azul de
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molibdénio ((NH4);PO4 12Mo00Os3) que apresenta um maximo de absor¢do em 880 nm, porem
também apresentando absor¢des na regido da faixa do espectro visivel préximo a 600 nm (figura

25 (b)).

Figura 25. a) Reacdo entre molibidato de amonio e ortofosfato e formacao do corante azul de
molibdénio. b) Espectro de absorc¢do do azul de molibdénio (PO* = 0,012mmolL™).

a)  HPOs* (g + 3NHa"ug) + 12M004% (aq) + 23H™ > (NH4)3[P(M03010)4](s) + 12H.0

b)
0.80

0.00 °
400 600 800

Para a aplicacao deste método foi preparado uma solucao de reagentes combinados, pela
mistura de 50,0 mL de 4cido sulfdrico 2,5 mol L', 5,00 mL de solucdo de antimonio tartarato
de potdssio 4,4x10mol L', 15,0 mL de solucdo de molibdato de amdnio 3,2x102 mol L! e
30,0 mL de solug¢do de 4cido ascoérbico 1,0 x 10 mol L'!, misturando sempre a cada adi¢do de
reagente. A curva analitica foi preparada pela adicao de 5,00 mL de reagente combinado as
solucdes padrio de fosfato em diferentes concentracgoes.

Ap6s 12 minutos foram medidas as absorbancias das solu¢des padriao utilizando um
espectrofotometro Hitachi U-2000 em A = 880 nm. Os mesmos ensaios foram realizados
capturando as imagens das solucdes resultantes onde estas foram digitalizadas utilizando os
sensores CMOS (webcam) e CCD (scanner). Com a aquisi¢do, as imagens foram processadas
e convertidas em sinais de resposta em func¢do da concentracdo do analito como mostrado na
Figura 26 com curvas analiticas apresentadas na Equacgdo 14 para o sensor CCD e na Equacgaol5

para o sensor CMOS.
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O.D.R. =153 (#0,4) [POs*] R?=0,984 (Equagio 14)
O.D.R. = 8,04 (x0,75) [PO+*] R?=0,994 (Equacio 15)

Onde O.D.R. é o sinal obtido pelas imagens e [PO4*] é a concentracdo de ortofosfato
solivel em mmol L', As faixas de concentracdes analisadas para o sensor CMOS foi de

0,0120 - 0,0230 mmol L! e para o sensor CCD foram de 0,00250 — 0,0170 mmol L

As imagens adquiridas das solucdes foram processadas seguindo o modelo proposto,
onde as cores das imagens sao associadas ao diagrama de cromaticidade para certificar as cores
das solucdes comparando os valores méximos e médios de RGB dos pixels analisados na
imagem. Neste modelo € possivel observar uma faixa de cor relativa a reflectancia do material
e uma faixa de absorcdo tedrica, representado na figura 26 (a) e (b) respectivamente para os
sensores CCD e CMOS. A intersecc¢ao das tendéncias lineares exibidas entre os pontos ao longo
do diagrama de cromaticidade exibe as cores do objeto digitalizado e as cores complementares
indicando uma regido de previsdo qualitativa de absor¢do maxima.

Os resultados de comparagdo de cores foram consistentes com as cores das amostras
analisadas. Outro ponto que deve ser ressaltado € linearidade observada dentro dos valores de
cores analisados. Dentre os pontos analisados no diagrama cromaticidade verificou-se que
variacdo ocorre dentro da saturacgdo da cor apresentando algo que ja era previsto, pois as cores
das solugdes digitalizadas apresentam diferentes concentragdes das substancias cromoéforas,

mantendo o volume da solu¢d@o constante.



Andlise de imagens digitais para fins analiticos: Aplicacdes ambientais e tecnologicas

66

Figura 26. Diagramas de cromaticidade e curvas analiticas obtidas para os sensores CCD e CMOS para medidas colorimétricas para fosfato em
agua.
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2.4.9.2 Nitrito em agua

A reacgao de Griess € comumente utilizada para a identificacdo e a quantificacdo do anion
nitrito (N nox +3) e gads NO2 (N nox +4). Esta reacdo envolve uma etapa inicial de diazotizacao
do 4cido sulfanilico pelo nitrito, seguida de uma substituicao eletrolitica com o hidrogénio na
posicdo para do a-Naftalenamina formando como produto um corante azo rosa como

apresentado na reacao descrita na Figura 27 (a).

Figura 27. a) Reacdo De Griess. b) Espectro de absor¢ao do produto de reacdo formado
(NO; = 6,0 mmolL™").
a) NH, -H;C—COOH N=N—OOCCH;4

+ HNO, —> + 2H,0
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O corante formado absorve na regido de 540 nm (Figura 27 (b)) e pode ser quantificado
com o uso de um espectrofotdmetro. Para construir a curva analitica foram preparadas solugdes
com concentracdes conhecidas de nitrito. Estas solucdes foram preparadas pela dilui¢ao de uma
solucdo aquosa de nitrito de s6dio 80,0 mmol L', recém-preparada padronizada pelo método
1iodométrico e contendo 0,010 % de cloroférmio, para aumentar a estabilidade do nitrito em
solugdo.

Uma aliquota de 1,00 mL de cada solucdo de nitrito foi transferida para baldes
volumétricos de 10,00 mL. A estes baldes foram adicionados 5,00 mL do reagente de Griess e
completou-se o volume com 4dgua e um tempo de reacdo de 15 minutos.

Ap6s a formagdo do corante, medidas de absorbancia foram feitas com comprimento de
onda de 540 nm juntamente a obtenc¢do das imagens pelo scanner e a webcam. De forma
semelhante ao que foi feito nas solugdes do método para fosfato solivel em dgua, foram obtidas
as curvas analiticas para as medidas e os resultados estdo apresentados na Figura 28.

Os estudos mostraram que os métodos sdo lineares nos intervalos de
1,60 a 8,00 mmol L! para o sensor CCD e de 4,00 a 8,00 mmol L! para o sensor CMOS, como

apresentado respectivamente pelas Equagdes 16 e 17.

0.D.R. = 0,0230(x0,0010)[NO2] R?= 0,993 (Equagio 16)
0.D.R. = 0,0170(x0,0020)[NO>] R?=0,978 (Equagio 17)

Onde O.D.R. ¢é o sinal obtido pelas imagens e [NO>] € a concentracio de nitrito em
mmol L',

O conjunto dos resultados iniciais sugere que € possivel utilizar o método de imagens
para determinagdo de nitrito ou NO> em solugdo aquosa através da reacao de Griess através das
imagens obtidas por scanner e webcam. Porém € possivel observar que o limite de detec¢ao do

método € diretamente ligado a qualidade das imagens adquiridas.
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Figura 28. Diagramas de cromaticidade e curvas analiticas obtidas para os sensores CCD e CMOS para medidas colorimétricas de nitrito em agua.
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2.4.9.3 Ozonio residual em agua

A 4gua € um bem valioso para a manutencdo da vida, ela estd envolvida na maioria dos
ciclos bioquimicos que regulam a vida em nosso planeta. O crescimento do processo de
industrializac@o e a expansdo das cidades contribuiram para contaminagdo de grande parte das
aguas superficiais. Um processo utilizado para desinfeccdo de 4guas em larga escala € o baseado
na cloracao, porém um dos problemas da adi¢ao de cloreto ou di6éxido de cloro em dgua € a
possibilidade da formacgao de substancias organocloradas de elevada toxicidade. O uso do
0zOnio, substancia de alto potencial oxidante (E° = + 2,07 volts, meio 4cido) é uma alternativa
ao cloro. Além do seu potencial germicida, ele pode destruir compostos organicos responsdveis
por dar cor ou odor a dgua potavel(PASSARETTI FILHO, 2010).

A degradacao do corante indigo frente ao ozonio é uma reagao utilizada como método
padrio para a determinagio a quantidade de ozdnio dguas(BADER; HOIGNE, 1981). Na reacio
de ozondlise entre indigo e 0zdnio promove a degradacdo do corante indigo trisulfonado,
acompanhando da formacdo de isatinas e derivados sulfonados do &cido antranilico
(PASSARETTI FILHO, 2010).

A concentracdo de ozdnio em dgua foi acompanhada em funcdo da degradacdo do
corante indigo trisulfonado. As concentracdes nominais de 0zOnio, utilizadas na construc¢do da
curva analitica, foram acompanhadas pelo método na regido do UV. O ozdnio € pouco estavel
em solucao aquosa e ndo existem padrdes estaveis que possam ser utilizados. Desta forma torna-
se necessdrio gerar e determinar o ozoOnio in situ (BADER; HOIGNE, 1981). As curvas
analiticas paras os sensores CCD e CMOS estdo representadas respectivamente pelas Equacdes

18 e 19 e na Figura 29.

O.D.R. =4,76(x0,11)[03] R?*=0,991 (Equagdo 18)
O.D.R. = 3,48(x0,15)[03] R*=0,983 (Equagdo 19)

Onde O.D. € o sinal obtido pelas imagens e [O3] é a concentracdo de ozdnio residual

dissolvido em 4gua em mmolL.
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Figura 29. Diagramas de cromaticidade e curvas analiticas obtidas para os sensores CCD e CMOS para medidas colorimétricas de ozonio
residual em 4gua.
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2.4.10 Comparacao entre os resultados e figuras de méritos analiticos

Os resultados para os métodos de determina¢do de nitrito, ortofosfato e 0zonio residual

em dgua pelos sensores de imagens apresentaram concordancia quando comparados aos

métodos de referéncia com medidas espectrometria visivel. As figuras de mérito estdo dispostas

na Tabela 1.

Tabela 1. Figuras de mérito dos métodos desenvolvidos para os sensores CCD e CMOS

Sensores Parametros Analiticos Ozo6nio Nitrito Fosfato
Faixa de linearidade (mmol L") | 0,0300-0,0700 | 1,00 8,00 0,00300 - 0,0170
SD 0,0133 0,00551 0,0100
R2 0,984 0,995 0,990

CCD

LD (mmol L‘l) 0,0100 0,800 0.00200

(Scanner)
LQ (mmol L) 0,0400 2,40 0,00600
Erro Relativo (%) 3,20 5,30 11,2
Coeficiente de Variacao (%) 1,80 2,20 2,70
Teste F (95%) 5.33 (5,4)% 1.69 (5,5)* 5.34 (6,4)*
Teste t (95%) 0.481(4)* 0.192 (4)* 2.24 (4)*
Faixa de linearidade (mmol L'!) | 0,0400 - 0,120 4,00-10,0 0,0120 - 0,0230
SD 0,0210 0,0102 0,00520
R2 0,994 0,978 0,983

CMOS
LD (mmol L‘l) 0,0200 1,90 0,00200
(Webcam)

LQ (mmol L) 0,0600 6,20 0,00700
Erro Relativo (%) 4,20 7,30 9,30
Coeficiente de Variagdo (%) 3,60 6,10 5,70
Teste F (95%) 1.74 (4,5)* 1.71 (4,5)* 1.74 (5,4%)
Teste t (95%) 0,400 (4)* 1,43(4)* 0.357(4)*

*Graus de liberdade

Os sinais obtidos para os sensores CCD e CMOS sdao compativeis com as faixas de

concentracdo para os métodos colorimétricos dos respectivos analitos dos métodos

recomendados para a andlise dguas em um intervalo de confianca de 95%.(CLECERI;

GREENBERG; EATON, 1989)
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2.5 CONCLUSOES

Os sensores testados foram irradiados por feixes monocromdticos e as imagens
adquiridas exibiram cores nitidas em um intervalo comum de 370 4 650 nm. Os intervalos de
aquisicdo para os diferentes comprimentos de onda mostraram a possibilidade de realizar
ensaios colorimétricos para as reagdes escolhidas para ambos os sensores, porém o sensor CCD
apresentou uma melhor resolucio nas imagens e intensidade de sinal.

Ambos 0s sensores apresentaram boa aplicabilidade para a quantificagdo dos corantes
utilizados nos experimentos. Porém, quando o LD € critico nas amostras a serem determinadas
¢ recomendado o uso do sensor CCD. Esse conjunto de resultados confere aos detectores
empregados confiabilidade para serem utilizados em diferentes experimentos de cardter quanti

e qualitativo.
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Determinacdo de NO, atmosférico por
imagens digitais

= Método analitico utilizando imagens
digitais para a determinagdo de NO;
atmosférico com pré-concentragdo em
cartucho C-18
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3 DETERMINACAO DE NO: ATMOSFERICO POR IMAGENS DIGITAIS

O NO; é um poluente envolvido em diferentes processos que atuam na quimica
atmosférica. As emissdes antropicas sdo as principais fontes destas moléculas para atmosfera.
Determinar NO; € relevante para controle de emissdes e para o entendimento do seu efeito no
ambiente. Devido a indmeras fontes e pequeno tempo de residéncia do gds na atmosfera é
necessario que sejam feitas varias determinagdes distribuidas temporalmente e espacialmente.

Neste trabalho é descrito um método simples e de baixo custo para coletar e determinar o NO».

3.1 Os processos de combustao e a poluicao atmosférica: Uma questiao de energia

Os processos de combustdo perfazem grande parte da energia que consumimos no
mundo atual. Carros, motos, caminhdes, geracdo de energia elétrica e até o cozimento de
alimentos sdo em sua grande maioria fornecidos por processos que envolvem a queima de
algum tipo de material (ROCHA; ROSA; CARDOSO, 2004; SEINFELD; PANDIS, 1998)

Virios esforcos vém sendo realizados para diminuir a dependéncia da combustdo na
geragdo de energia, isso porque foi verificado que nosso modelo de consumo nao estd de acordo
com as capacidades do nosso planeta em absorver as mudancas realizadas pelo homem(CONT]I,
2005; SEINFELD; PANDIS, 2012)

Estudos conduzidos a respeito do modelo econdmico vigente, indicam que o consumo
desenfreado, sem uma mudanga na forma em que delapidamos nossos recursos naturais tende
a causar um impacto irreversivel em nosso planeta e como consequéncia uma reducao drastica
na qualidade de vida para os seres humanos (ROCKSTROM et al., 2009). O uso racional de
recursos naturais serd em médio e longo prazo fatores determinantes para encontramos um
equilibrio entre consumo e energia (TONON et al., 2006).

Entretanto, caso mudemos drasticamente nossa matriz energética, ou seja,
abandonarmos definitivamente os processos de combustao, ainda assim o planeta conviverd por
anos ou séculos com os produtos mais estdveis formados apds a queima dos combustiveis
(SEINFELD; PANDIS, 2012).

Assim, conhecer a composicdo do material que € queimado ajuda a prever os possiveis
gases ou particulas que podem ser geradas no processo culminando na formacao de 6xidos
como por exemplo o diéxido de enxofre (FINLAYSON-PITTS; PITTS, 1989). Porém, existem
compostos que fogem a essa regra e sdo formados em qualquer processo de combustdo,

independente do material que serd queimado.
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Estes compostos formandos indiretamente pelos processos de combustdo na presenga
de ar s@o os 6xidos de nitrogénio. Durante a queima do material ocorre a liberacao de energia
que reflete no aumento da temperatura. O aumento dos choques efetivos entre moléculas de
oxigénio e nitrogénio presentes no ar favorecendo a formacdo do 6xido nitrico (NO) como
representado na Equacdo 20. Na atmosfera, o NO oxida-se facilmente resultando na formacgao
do gés didxido de nitrogénio (Equacdo 21) (FINLAYSON-PITTS; PITTS, 1989; SEINFELD;
PANDIS, 1998)

N2 + 025 2NO (Equagido 20)
2NO + 025 2NO; (Equagido 21)

Entretanto o processo de emissao de compostos nitrogenados na atmosfera ¢ muito mais
complexo gerando outros compostos que contribuem com o efeito estufa como o N>O. Hé ainda
uma incerteza nos mecanismos que levam a formagdo destes produtos. Existem estudos que
demonstram experimentalmente que as taxas de formacdo envolvidos nos processos de
combustdo para os compostos de nitrogénio resultam na formacao do NO> e NoO (MILLER;
BOWMAN, 1989).

Diante do problema, torna-se conveniente 0 monitoramento constante destes compostos
na atmosfera. Esses poluentes podem ser provenientes de uma fonte primdria, ou seja, sdo
emitidos diretamente no ar, ou secundarios quando formados através de reacdes entre poluentes
primdrios ou com constituintes pré-existentes na atmosfera da Terra (ROCHA; ROSA;

CARDOSO, 2004).

3.1.1  As emissoes de poluentes atmosféricos

As emissOes primdrias podem ocorrer por fontes naturais ou antropicas. As emissoes
naturais sdo aquelas produzidas por processos biogeoquimicos como vulcdes, queimadas
naturais, processos geologicos e respiragdo ou metabolismo animal e vegetal (FINLAYSON-
PITTS; PITTS, 1989). Entretanto essas emissdes podem acontecer devido a agdo do homem
por processos ndo naturais de combustao que inclui consumo de combustiveis fosseis, biomassa
em atividades industrias e domésticas (CARDOSO; MACHADO; PEREIRA, 2008).

O tipo de emissdo primdria determina em parte os tipos de poluentes secundarios que

podem ser formados na atmosfera. Esse comportamento observado estd ligado a reatividade das
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moléculas emitidas no ar e depende de fatores como a presenca de luz, catalisadores,
temperatura, pressdo e concentracdo das espécies quimicas envolvidas na formagdo dessas
substincias mais estaveis no ar (WARNATZ et al., 2001).

A atmosfera pode formar e absorver diversas moléculas emitas pelas fontes primérias,
entretanto quando essas espécies quimicas atingem niveis de concentracdo superiores as
concentracoes que podem ser suportadas pelos processos naturais, essas moléculas em
desequilibrio podem causar prejuizos ao meio ambiente (FINLAYSON-PITTS; PITTS, 1989;
SEINFELD; PANDIS, 1998).

O monitoramento constante dos poluentes emitidos na atmosfera podem trazer
informacdes importantes das variacdes naturais destas substancias e como a a¢do do homem
pode alterar esses processos(SEINFELD; PANDIS, 1998). Esse monitoramento no seu termino
deve gerar uma visdo espacial e temporal dos poluentes emitidos (IONEL; POPESCU, 2010).

A frequéncia e o tempo de andlise podem variar em funcdo do tipo de analito a ser
determinado no ar. Muitas substincias tem tempo de residéncia diferentes e isso deve-se ao seu
tempo de meia vida na atmosfera e as reagdes que estas substancias podem sofrer na atmosfera
(FINLAYSON-PITTS; PITTS, 1989).

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a determinagdo de NO; atmosférico.
Para definir estratégias para quantificar foi necessdrio conhecer mais a fundo as suas
propriedades quimicas e consequentemente o seu comportamento na troposfera, camada recebe

a maior carga das emissdes primdrias das atividades antrépicas.

3.1.2 A quimica do NOz2 na troposfera

A reacdo de fotdlise do NO> € um dos tnicos caminhos conhecidos para a producao de
ozonio na troposfera (FINLAYSON-PITTS; PITTS, 1989; SEINFELD; PANDIS, 1998).
Reacdes atmosféricas de formacao de peréxidos, ou a oxidagdo dos compostos organicos nao
seriam possiveis sem a etapa prévia de conversdo de NO a NO,. Essas reagdes que ocorrem na
troposfera acontecem na presenca da luz formando radicais hidroxila e ozonio em reacdes de
oxidagdes fotocataliticas. Estas reacdes sdo responsdveis pela oxidagdo dos compostos
organicos emitidos na troposfera como representado no diagrama da Figura 29 (a) (WAYNE,
2000).

Na auséncia de luz solar, outras reagdes radicalares passam a ser ativadas envolvendo

os 0xidos de nitrogénio. Algumas reacdes entretanto podem ser iniciadas em processos noturnos



78

por radicais NO3" e estas na presenca de compostos organicos promovem um novo ciclo de
reacoes de oxidacgao resultando, na formagao de NO; e radicais hidroxila como representado na

Figura 29 (b) (WAYNE, 2000; WAYNE et al., 1991).

Figura 30. Diagrama representando as principais reacdes de oxidacdo dos compostos de
nitrogé€nio na troposfera (a) Oxidacdo de compostos organicos volateis (COV) na presenca da
luz do dia. A oxidagao € iniciada pelo ataque dos radicais OH" em moléculas de COV, seguidos
da adi¢@o de O para a formagao do radical RO:". (b) Oxidag¢do de compostos organicos voldteis
durante a noite. A oxidagdo € iniciada pelo ataque do radical NO3;  em moléculas de COV,
seguidos da adi¢do de O; para a formacao do radical RO>" (Adaptado de(SEINFELD; PANDIS,
1998)).
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Um dos problemas gerado devido as elevadas concentracdes de NO e NO> na atmosfera

¢ a formagdo do “smog fotoquimico”. A queima de combustiveis fosseis corresponde a
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aproximadamente 70% de todo o NOx emitido para atmosfera e estima-se que a emissao global
de 6xidos de nitrogénio corresponda a 50-120 x 10'2 g de N ano™! (MARTINS; DE ANDRADE,
2002).

Em 1972 nos EUA, medidas realizadas para a determinacao das concentra¢des de NO-
e NO em ar indicaram respectivamente 37 e 24 ppb em média para dreas urbanas apresentando
picos de concentragcdo de até 800 ppb de NO> em dreas urbanas nas regioes de Los Angeles
(FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989).

A partir de 1980 estudos brasileiros relataram elevados indices de NO> na atmosfera em
regides industriais e centros urbanos. Em Cubatdo, Sdo Paulo, durante a década de 80, indicou
concentra¢des médias didrias de 64 mg m~, sendo que os valores mais altos foram encontrados
em estacdes proximas as rodovias, bem como nas areas de influéncia direta da refinaria de
petréleo (MARTINS; DE ANDRADE, 2002).

Entretanto, o problema da emissdo de NO2 na atmosfera ndo ocorre exclusivamente em
regides urbanas. Em estudos conduzidos em cidades no interior do estado Sao Paulo em 2005
revelaram que as concentragdes de NO> e de outros poluentes eram elevadas e de mesma
grandeza a aquelas observadas em regides industriais. Um dos principais motivos deste
desequilibrio residia no plantio de cana de agicar onde a colheita era realizada através da
queima controlada da plantacdo. Novas legislagdes foram criadas com o intuito de inibir a
queima da cana de agucar, entretanto, ainda € possivel até o0 momento do termino deste trabalho
observar focos de queimada em diversos pontos do estado de Sdo Paulo. Os focos de queimada
e o transito intenso de veiculos para escoar a produgdo agricola acabam corroborando no
aumento das emissdoes de NO2 e NO, ou seja o nitrogénio reativo (ALLEN; MACHADO;
CARDOSO, 2011).

A troposfera possui mecanismos que podem remover os compostos emitidos para
atmosfera provendo a formacdo de oxidados tornando-os mais soliveis facilitando a sua
remog¢do da atmosfera. Em alguns casos € possivel realizar uma previsdo espacial e temporal
da quantidade de nitrogénio reativo depositado pelo ar (ALLEN; MACHADO; CARDOSO,
2011). Um dos efeitos diretos desta deposi¢ao € a eutrofizacado de rios e lagos em dreas impactas

pela emissao de nitrogénio reativo para a atmosfera.
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3.1.3 Uma visao dos métodos de analise de NO2

Quando os limites de deteccdo e quantificacdo do método analitico empregado estio
acima da concentracdo da espécie gasosa presente no ambiente, a amostragem associada a uma
etapa de preconcentracio é determinante para o bom resultado do processo analitico. O uso de
trietanolamina, reagente que coleta NO2 do ar com eficiéncia, tem sido estudado e utilizado em
diferentes métodos analiticos (GOLD, 1977; KIRBY; FOX; WATERHOUSE, 2000;
KROCHMAL; GORSKI, 1991; YANAGISAWA; NISHIMURA, 1982). Um procedimento
eficiente para coletar, pré-concentrar e determinar NO> gasoso envolve a utilizacdo de cartucho
C-18 impregnado com solucgdo de trietanolamina (TEA)(NISHIKAWA et al., 1986). Estudos
posteriores demonstraram que € possivel realizar a coleta do gds de forma ativa com posterior
eluicdo do analito com solucdo metandlica(UGUCIONE; GOMES NETO; CARDOSO, 2002).
A solucgdo contendo o analito € misturada com os reagentes de Griess-Saltzan (SALTZMAN,
1954; UGUCIONE; GOMES NETO; CARDOSO, 2002). O produto formado é um corante de
colora¢do rosa com absorcao maxima em 540 nm. O método de baixo custo e fécil de operar
tem sido utilizado em diferentes ambientes para a determinacdo da concentragdo de NO>
(UGUCIONE; MACHADQO; CARDOSO, 2009).

O desenvolvimento de hardwares e softwares mais amigéveis e velozes tem favorecido
autilizacdo de métodos analiticos baseados em processamentos de imagens digitais culminando
em aplicacdes para resolucdo de diferentes tipos de problemas (DUCHESNE; LIU;
MACGREGOR, 2012; PRATS-MONTALBAN; DE JUAN; FERRER, 2011).

A determinacdo analitica com cores foi explorada em um sensor para oxigénio
(EVANS; DOUGLAS, 2006). O uso de cameras digitais e webcams, possibilitou o
desenvolvimento de métodos analiticos para andlises em micro-flow-batch (LIMA et al., 2013),
titulagdes dcido-base (GAIAO et al., 2006; TORRES et al., 201 1) e até como sensor substituto
para a detec¢do de cores de chamas em técnicas de fotometria de chama(LYRA et al., 2009).

Outros dispositivos de aquisicdo de imagens presentes em dispositivos portdteis como
por exemplo smartphones e webcams aumentaram ainda mais possibilidade de aplicacdo dessa
nova abordagem de determinagdo analitica(GAIAO et al., 2006; LIM et al., 2008; LIMA et al.,
2013; LIN; SUSLICK, 2010; MUSTO et al., 2009; LYRA et al., 2009; TORRES et al., 2011;
ZHANG; SUSLICK, 2005).

Atualmente equipamentos de captura de imagens sdo manipulados por qualquer pessoa

e foram universalizados devido ao baixo custo de produgdo, contribuindo para sua
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popularizacdo. Métodos analiticos baseados no uso destes equipamentos podem ajudar no
controle de poluicdo de regides remotas onde o acesso a laboratério € invidvel e também em
paises em desenvolvimento, onde aquisi¢do e manuten¢do de equipamentos comerciais € um
fator limitante no procedimento de monitoramentos ambientais.

Dessa forma, neste trabalho buscou-se desenvolver e aplicar o processamento de
imagens digitais na regido do visivel para a determinacdo de NO> na baixa atmosfera. Essa
abordagem mostra ser uma alternativa altamente eficaz na determinacdo in sifu destes
compostos, o que poderd contribuir com 0 monitoramento de poluentes atmosféricos em

diversos tipos de ambientes e diferentes lugares do planeta.
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3.2 OBJETIVOS

Os objetivos no estudo de determinagdo de NO, atmosférico por imagens digitais foram:
e Aplicar e desenvolver novas estratégias de visdo computacional para o processamento e
interpretar imagens para mensurar o sinal analitico de uma imagem

¢ Desenvolver um método confidvel para determinacao de diéxido de nitrogénio em ar.
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33 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Preparo de amostras gasosas padronizadas de NO:

O sistema para geracao de padroes de NO; gasoso foi montado com tubulagdes de teflon
com 4 mm didmetro, medidores de vazdo 2,0 L.min"! (Coler Palmer, USA) e controlador de
pressdo em 60 psi (Norgreen, USA) para a dilui¢do e calibracdo dinamica. Foi utilizado para
geracdo de concentragdo padrao um tubo de permeagdo de NO», com taxa de permeacdo de
81.25 ng min™! (VICI Metronics, USA). Para conversio de unidades pode ser considerado que
a25,0 'C, 10,0 ppb = 18,8 ug.m>.

O sistema montado para a geracdo do padrdo gasoso estd apresentado na Figura 31. O
ar comprimido foi purificado através de colunas de 30 mm x 400 mm, contendo carvao ativado
e silica gel impregnada com iodeto de potdssio (2 e 3), para retengao de possiveis contaminantes
e oxidantes presentes no ar. Apds essa etapa de remoc¢do de oxidantes e umidade, o ar foi
redirecionado a cdmara contendo o tubo de permeacdo (TP) de NO», com taxa de permeagdo
certificada de 81.25 ng min™' (VICI Metronics, USA) (5) dentro de um banho com temperatura
controlada de 30 + 0,1°C (6). Uma serpentina de cobre (S) foi colocada dentro do banho para
ajudar no equilibrio da temperatura do gis. O amostrador foi montado no fim da linha de
geracdo do padrdo gasoso (8) e parte do ar descartado (7). Controladores de vazdo (CF) foram
adicionados para manter a vazao de ar constante em um valor preestabelecido. A montagem ¢é

conveniente pois possibilita a diluicdo da mistura de ar padrao.

Figura 31. Sistema de geracdo de atmosfera padrdo com diferentes concentracdes de NO». 1 —
Entrada de ar comprimido, 2 e 3 — Colunas de purificagdo de ar, 4 — Fluxo de dilui¢do, 5 — Fluxo
de permeacdo, S — Serpentina, TP — Tubo de permeacdo, 6 — Banho termostatizado, 7 — Fluxo

de descarte, 8 — Fluxo de amostragem, CF — Controladores de fluxo.
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3.3.2  Preparo de reagentes
3.3.2.1 Reagente de Griess-Saltzman(GS)

O reagente de Griess-Saltzman foi preparado nas condi¢des estabelecidas para o método

padrao 4500 —-NO2 (CLECERI; GREENBERG; EATON, 1989; LODGE 1989).

3.3.2.2 Solucio trietanolamina absorvedora (TEA)

A solu¢ao de TEA foi preparada com 11,0 % (v/v) de TEA, 3,6 % (v/v) etilenoglicol e
25,0 %(v/v) de acetona. Para a elui¢do foi empregada uma solu¢ao metandlica 5,0 % (v/v)

(UGUCIONE; GOMES NETO; CARDOSO, 2002)

3.3.2.3 Preparo do Cartucho C18 de amostragem

Foi usado como amostrador para 0 NO; um cartucho de silica-C18 300 mg (Waters,
USA) impregnado com solucdo de trietanolamina. Para a impregnagdo do cartucho C18 foi
utilizado uma seringa contendo cerca de 10 mL de solucdo de TEA para forcar a solugdo a
passar através da coluna C-18 (UGUCIONE; GOMES NETO; CARDOSO, 2002). O excesso
da solu¢do de TEA foi retirado passando-se ar puro isento de NO> por cerca 10 minutos. O
cartucho C18 pronto para uso € guardado dentro de saco plastico selado e mantido na geladeira

até o momento de uso.

3.3.2.4 Extracao e reacao para formacao do corante

Apo6s a amostragem, o analito retido no cartucho C18 foi eluido com o auxilio de uma
seringa contendo cerca de 5 ml de solucdo de eluicdo. Dois procedimentos diferentes foram
avaliados para o preparo da amostra. No procedimento (I), a solugdo foi recolhida em um balao
volumétrico de 10,00 ml contendo 4,00 ml do reagente de GS. O volume final foi acertado com
dgua e mantido em repouso por 20 minutos para formacdo do corante de cor rosa. No
procedimento (II), a solu¢do metandlica contendo o analito foi recolhida em um baldo

volumétrico de 5,00 ml e o volume completado com solugdo de eluigao.

3.3.3 Medidas espectrofotométricas e aquisicao de imagens

Para realizar as medidas espectrométricas foi usado um espectrofotometro UV-VIS (U-

2000, Hitachi, Tokyo, Japao) e cubetas de quatzo com caminho 6tico de 10.0 mm. O produto
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da reacdo possui absor¢do médxima na regido do visivel em 540 nm. Uma aliquota da solucao
obtida no procedimento (I) (balao de 10.00 ml) foi utilizada nas medidas usando o
espectrofotometro. Posteriormente da mesma solucdo foi retirado um volume de 4.00 ml da
solucdo contendo o corante e adicionado a um frasco transparente de policarbonato de 37 mm
de didmetro. Este frasco foi adaptado com parte de um filter holder (Millipore catalogue
No0.M000037A0) que foi colocado sobre a superficie do scanner. Com estes frascos adaptados
¢ possivel obter vérias imagens digitalizadas de diferentes amostras. No procedimento (II),
(balao de 5.00ml) foi retirado uma aliquota de 200 uL da solug@o do analito e esta foi colocada
no interior de wum spot de uma microplaca de acrilico com 96 furos
(BD FALCON, USA). Na sequéncia foi adicionado 100 uL da solucdo do reagente de GS. Apds
20 minutos procedeu-se a digitalizacdo da imagem do corante formado. Neste caso é possivel

trabalhar com 96 amostras diferentes.

3.3.4 Convertendo imagens em sinais analiticos método desenvolvido para NO:.

Na Figura 32 ¢ apresentado um esquema do modelo de processamento da imagem para
uma amostra aleatéria. Este processamento resultou em uma imagem digitalizada que
posteriormente tratada gerou um valor médio dentro da escala cinza

Obtida a digitalizacdo da imagem da solugdo colorida, foi selecionado uma fragdo da
imagem para ser utilizada no processamento. No procedimento (I) a imagem obtida (a) foi
recortada selecionado foi de uma fragdao de 90 x 176 pixel (b). A escolha da drea onde serd
selecionada a imagem € por simples avaliacdo visual, buscando uma regido onde a cor € mais
homogénea. A cor caracteristica desta area de trabalho pode ser representada pelo modelo RGB
onde os valores R, G e B caracterizam a cor digitalizada do retangulo destacado (c,d,e). Esses
valores foram separados em trés colunas. Os dados de cada coluna (R, G e B) (f) podem ser
transformados em escala de intensidade de cinza (/), valor que é proporcional a um padrao de

referéncia a luminosidade D65 (Equagdo 22):

I=0,299R + 0,587G + 0,114B (Equagdo 22)

Onde I € intensidade de luminosidade em escala cinza e R, G e B varidveis que

caracterizam a cor da drea de anélise, pelo modelo RGB. Uma média da somatéria dos vetores
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contidos na matriz I resulta em um valor L. (g) que corresponde a média de intensidade

presente na drea de trabalho transformado em escala de cinza.

Figura 32. Esquema da sequéncia de cdlculos adotados para conversdo da imagem digitalizada

para obtencdo da equacdo que resulta na intensidade média em escala de cinza.
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No procedimento (II) a imagem digital correspondente a solu¢do com volume de corante
de 300 pL foi similar ao anterior com algumas modificacdes. Foi recortada uma fragdo de 27 x
27 pixel selecionada da parte central imagem digitalizada. Importante destacar que mesmo esta
fracdo da imagem digitalizada possui uma cor menos homogénea que a fragdo de cor destacada
na imagem obtida no procedimento (I). Para contornar este problema, a cor da drea de trabalho
destacada passa por um processo de homogeneizacgao utilizando-se os pontos de cor dentro da
imagem que se repetem com maior frequéncia.

Para proceder a homogeneizagdo de cor, a drea de trabalho pode ser representada por n
pontos de observacdo gerando varidveis Ry, Gn € B, para cada ponto de cor que forma a imagem.
Nesse caso, € possivel representar em histograma os n nimeros de cores observadas pelos
respectivos Ry, Gn € By, Os histogramas s@o representados como a somatdria de mBi, mGi e
mRi e obedecem as condigdes previstas pelas trés equacdes resultantes derivadas da

substitui¢do dos valores de R, G e B na varidvel E apresentada nas Equagdo 23:
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E, = Z?:l mEi

E=R,GeB
(Equacao 23)

Satisfeitas essas condigdes, os valores maximos populacionais de intensidade Rmax, Gmax
e Bmax que foram obtidos dos respectivos histogramas R (histo(R)), G(histo(G)) e B (histo(B))
correspondentes a intensidade relativa do maximo populacional da imagem analisada

representado matematicamente pela equacao 24:

Emax = arg max (histo(E))
i

E=R,GeB
© (Equacao 24)

Os valores méximos de intensidade representam a intensidade média de cor da drea de
trabalho. Este podem ser convertidos para escala de cinza resultado em um valor I, de forma
semelhante ao célculo anterior, representado pela Equagdo 22. O modelo de processamento de
imagem obtido para uma solu¢do contendo o corante com volume de 300 pL é apresentado na

Figura 33.

Figura 33. Esquema geral de recorte e aquisi¢do dos histogramas de solucdo de corante com

300 uL de volume.
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Os histogramas adquiridos apresentam aspecto gaussiano, apesar de apresentar ruidos
caracteristico no sinal devido a fatores de heterogeneidade e tamanho da imagem final. Para

minimizar esses efeitos em vez de ser usado para o cdlculo de grayscale o valor médio final das
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varidveis R, G e B com ruido, apenas foi escolhido os valores méximos de intensidade para a

conversao (Figura 34).

Figura 34. Histograma caracteristico de imagens com dimensdes de 27 x 27 pixel e

representacdo da selecdo dos valores mdximos de R, G e B e conversdo em escala de cinza

(grayscale).
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Para concentragdes elevadas da espécie cromodfora a absor¢do de parte da energia
transmitida por uma fonte luminosa € semelhante ao descrito pela lei de Lambert Beer,
produzindo uma menor quantidade de radiacdo eletromagnética capturada pelo detector de
imagem.

Para corrigir o efeito de luminosidade de fundo, € utilizado equacao de densidade 6ptica

relativa (O.D.R.) representado pela Equagao 25:
0.D.R.= —logy, 5-) (Equagao 25)
0

Onde (R) € o valor final de intensidade em escala de cinza e (Ro) referente ao fundo
branco de referéncia do scanner. O sinal (O.D.R.) possibilita a minimizagdo de erros resultantes
da obten¢do de imagens com variacdes minimas de luminosidade provocadas pela absor¢ao de

luz por moléculas croméforas presentes na solucao de corante.

3.3.5 Aplicacao no ambiente externo

Para amostragem em ambientes externos utilizou-se uma bomba de suc¢do DOA-V722-

AA (Gast, USA), um controlador com medidor de vazdo (rotimetros de vidro e esfera de
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aluminio (Cole-Parmer, USA) um totalizador de volume (Cole-Parmer, USA) e cartucho C-18

300 mg (Waters, USA) como apresentado na Figura 35.

Figura 35. Esquema de amostragem do diéxido de nitrogénio em ambiente externo. a) Cartucho

de amostragem, b) controlador de vazao, c) totalizador de volume e d) bomba de Succao.
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34  RESULTADOS E DISCUSSOES
3.4.1 Otimizacao do tempo e vazio de amostragem

No método analitico proposto é importante conhecer limites de trabalho para vazoes e
tempos de amostragem. O cartucho C-18 impregnado com TEA foi utilizado em amostragem
da mistura gasosa padrio contendo 20.0 ppb de NO e vazio de 0.4 Lmin™'. Inicialmente foi
avaliada a capacidade de coleta do amostrador para tempos de amostragem variando entre zero
e 150 min. Na Figura 36 (a) sdo apresentados os resultados, que mostram que para uma
concentracdo de 20.0 ppb, a amostragem pode ser feita por até 150 minutos, sem que ocorra
saturacdo da coluna C-18. Nao foram avaliados tempos superiores porque o método deve
possuir como qualidade tempo curto de amostragem. Para um tempo de amostragem de 60 min
e concentracdo de NO> de 20 ppb, diferentes vazdes de amostragem foram avaliadas. Os
resultados apresentados na Figura 36 (b) mostram que € possivel trabalhar com amostragens

com vazio de 0,50 L min™' mantendo a eficiéncia de coleta pela coluna C-18.

Figura 36. (a) Tempo e (b) Vazdo de amostragem em funcao do sinal analitico medido.
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3.4.2 Etapa de calibracio e definicao da faixa de trabalho

Estabelecidos os parametros de amostragem, na sequéncia foi estabelecida a curva
analitica de calibragdo. Inicialmente foi utilizado o procedimento (I) no preparo da amostra e
sua determinacdo. Para esta curva analitica, utilizou-se amostragem de 60 min e vazdo de
amostragem de 0,50 L min™! e as concentra¢des de NO, foram variadas entre 15.1 e 100.0 ppb.
A cada concentragdo avaliada resultou em solu¢des de coloridas que foram utilizadas para obter
imagens digitalizadas. Estas imagens coloridas foram transformadas em sinais de tons de cinza.

Estes sinais foram finalmente transformados em O.D.R. Posteriormente com os valores de
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intensidade O.D.R. e valores de concentracdo, foi possivel plotar a curva analitica para o

método (Equacao 26)

O.D.R. =7,04(0,23) x 10 [NO»] (R*= 0,997 n =18 F=972,51) (Equagio 26)

Onde O.D.R. € a densidade 6ptica relativa da imagem digitalizada e transformada em
escala cinza e [NOz] a concentracdo de diéxido de nitrogénio em unidades de ppb. O limite de
deteccao baseado no critério na menor concentragdo que gera sinal 3,3 X maior que o sinal
branco de fundo obtido para estas condi¢des de amostragem € de 12,0 ppb. Os demais

parametros analiticos estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros analiticos obtidos para o procedimento (I) e (II) para determinacio de

NO,

Parametro Meétodo 1 Meétodo 2
Faixa linear (ppb) 15,1 - 100,0 5,10 -54,0
Erro relativo (%) (n=5) 7,00 1,60
Coeficiente de variacdo (%) 3,20 1,80
Limite de detec¢ao™ 15,0+ 1,0 5,10 £ 0,40
R? 0,997 0,998
SD 0,00239 0,0109
Teste F 1344 3310

3.4.3 Processamento de imagem para baixas concentracoes e menores volumes

A faixa linear de trabalho obtida para o método desenvolvido segundo o procedimento
(I) é adequada para andlises de NO> presentes em ar ambiente de regides impactadas por
atividades antrépicas(SPICER et al., 1994). Porém, € possivel aumentar a faixa de trabalho do
método. No caso de altas concentragdes de NO2, a reducdo do tempo de amostragem como
mostra os resultados apresentados na Figura 35 (a) € a solu¢do mais conveniente. Para baixas
concentracoes de NO> pode-se evitar trabalhar o tempo maior de amostragem, reduzindo o
volume de solucdo utilizado na solubilizacdo do analito coletado no cartucho de C-18. Em

paralelo € interessante também diminuir o volume dos reagentes formadores do corante, o que
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vem de encontro com o principio de uma quimica verde, reduzindo a geracdo residuos. Na
sequéncia apresentamos o procedimento (II) mostrando como € possivel viabilizar o processo.

Para reduzir o volume de reagente utilizados na etapa de formagao do corante, a reacao
foi efetuada sobre uma placa transparente com 96 furos (spots), com volumes de 300 pL de
solucdo para cada spot da placa. Um volume de 200 pL da aliquota da amostra de solugdo foi
transferida para um ponto da placa e foi adicionado 100 pL do reagente de GS. Apds 20 minutos
de repouso, a placa foi colocada sobre o scanner e sua imagem digital foi obtida.

Para minimizar o efeito de heterogeneidade, foram adquiridos os histogramas das
imagens para encontrar os valores de médximos populacionais. Esses valores de médximo
populacional passaram a ser utilizados como novo valor representando as intensidades das
imagens processadas.

Para avaliar o sinal médio de cor representa o valor de sinal analitico associado a uma
respectiva concentracdo de NO; foi necessario submeter o conjunto imagens resultantes a uma
andlise de variancia (ANOVA). Inicialmente, foram avaliadas as imagens digitalizadas
convertidas em sinais de escala de cinza. As imagens digitalizadas resultaram em solucdes com
diferentes concentragdes de NO» (5,10; 7,70; 15,4; 23,2; 30,9; 34,0; 38,6 e 54,0 ppb). Os sinais
convertidos na escala cinza foram ordenados em colunas de 1 a 8 (Figura 37 (a)). A mesma
avaliacdo de variancia foi repetida para a mesma concentracao de 34.0 ppb e foram convertidas

em sinais de escala cinza e ordenados em colunas de 1 a 3 (Figura 37 (b)).
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Figura 37. Boxplot representado variancias encontrada entre sinais da escala cinza para
diferentes concentragdes de NO»(a) e para uma mesma concentracdo de NOa(b).
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Na Tabela 3 s@o apresentas as varidncias comparadas para o conjunto de sinais de escala

cinza resultantes das imagens digitalizadas para diferentes concentracdes de NO,. Resultados

mostram que os sinais observados para escala de cinza sdo diferentes (p = 0), e que os sinais

analiticos obtidos sdo diferentes para cada concentragdo de NO,.

Tabela 3 Comparacao das varidncias ANOVA para as intensidades grayscale resultantes de

diferentes imagens digitalizadas obtidas de diferentes concentragdes de NOo.

Fonte SS gl MS F Prob>F
Blocos 5368565.2 7 7669379 1174091 O
Erro 380434.5 5824 65.3

Total 5748999.7 5831
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Realizado o teste t pareado para comparar os sinais de escala cinza obtidas para a mesma
concentracdo de um ponto intermedidrio, 34,0 ppb foi possivel observar que nao sao
significativamente diferentes em um intervalo de confianga de 95% e portanto, representam o

mesmo sinal (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagao de médias e desvio padrdes para os sinais de intensidades grayscale
obtidas de um conjunto de imagens 1, 2 e 3 digitalizadas resultantes de uma mesma

concentracdo de 34 ppb (teste t pareado).

Média Desvio padrao Comparagdo tealculado ttabelado
1 56,7 4,20 1-2 1,1414
2 56,4 5,06 2-3 0,7319 < 11,9632
3 56,5 4,70 1-3 0,4959
n 729 Gl 728

O boxplot apresentado na Figura 37 apresenta o esquema resumindo os resultados
obtidos para a avaliacdo das variancias entre diferentes concentragdes de NO> e também dos
sinais obtidos para uma mesma concentragao.

Para utilizacdo dos sinais de escala cinza em sinais de uso analitico, estes foram
recalculados em densidade Optica relativa (O.D.R.). A curva de calibracdo resultante estd

representada pela equagdo 27:

O.D.R.= 7.99(x0.14) x 10° [NO2] (R*=0.9981 n=21 F=3310,8) (Equagdo 27)

Onde O.D.R. é densidade Optica relativa e [NO2] a concentra¢do do gas em ppb. O limite
de deteccdo obtido para estas condi¢des de amostragem é de 5.10 ppb. Outros parametros
analiticos estdo apresentados na Tabela 1. A representacdo esquemadtica do modelo proposto

para o tratamento das imagens digitalizadas estd apresentada na Figura 38.
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Figura 38. Esquema de processamento das imagens e utilizagao dos dados para obtencdo da
curva analitica para determinacao de NO; em ppb.
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3.4.4 Avaliacao de interferentes

A reacdo colorimétrica utilizada para determinag¢do do NO» coletado foi a reacdo de
Griess-Saltzman. Esta reacdo ocorre em etapas e o meio dcido (pH 2.0- 2.5 (+ 0.1)) favorece a
transformacdo da espécie NO> coletada na espécie ionica NO*. Este fon NO* reage como o
grupo amina da molécula de 4cido sulfanilico (etapa lenta) formando o sal de diazonio. O sal
formado reage com o N-(I-naftil)-etilenodiamina (NED) em uma reacdo de substitui¢do
eletrolitica formando o corante de cor rosa estdvel em 15 min que apresenta absor¢cdo méxima
em 540 nm.

A reacdo colorimétrica de Griess-Saltzman e seu mecanismo proposto estdo
representados na Figura 39. Inicialmente é formado o fon HO*NO em meio 4cido (etapa 1). O
fon H2O"NO reage como o grupo amina da molécula de 4cido sulfanilico em uma etapa lenta
formando o sal de diazdnio (etapa 2 e 3). O sal formado reage com o N-(1-naftil)-etilenodiamina
em uma reacdo de substituicdo eletrolitica formando um produto majoritario (etapa 4) que

apresenta absorcao maxima em 540 nm.



Figura 39. Mecanismo proposto para reacio de GS.
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Como o procedimento de amostragem foi modificado, reavaliando a interferéncia de
SO> e O3 que sdo descritos como interferentes da reagcdo e invariavelmente estdo presentes em
atmosferas contaminadas com o NO». Para concentragdo de 20 ppb de NO; foi observado que
O3 e SO; causam interferéncia de cerca de 17% e 13% em concentracdes superiores a 200 e 800
ppb respectivamente. Estes valores ndo sao usualmente encontrados em atmosferas de
ambientes fechados ou abertos.

Outra possibilidade de acdo de interferentes podem ocorrer com espécies quimicas que
conferem com a solugdo diferente da esperada (rosa). Como o método proposto usa o sinal
analitico resultante da luz refletida pela solu¢do que € posteriormente transformada para escala
de cinza. A interferéncia no resultado pode ocorrer por formac¢do de uma cor diferente da
esperada e que resultard em sinal na escala cinza que corresponderd a uma concentragdo de NO>

ndo real.
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Para interferentes que formam solucdo de cor diferente da esperada é possivel, utilizar
um teste prévio avaliando se a imagem digitalizada corresponde a cor esperada prevista pelo

diagrama de cromaticidade (Figura 40).

Figura 40. Diagrama de cromaticidade (a) solu¢do de cores que podem ser aceitas para
quantificacado e (b) solu¢des que nao podem ser consideradas para quantificagao.
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O diagrama de cromaticidade é usado como base na composi¢do de misturas de cores
que imitam o espectro visivel(SMITH; POKORNY, 1996). A relacdo entre as coordenadas do

diagrama de cromaticidade e as varidveis R, G e B podem ser correlacionadas pela equagao 28.

X R
Y|(=M|G| (Equacgdo 28)
4 B

Onde X, Y e Z sdo os valores de coordenadas de cromaticidade, [M] é matriz de
proporcionalidade dependente da variagao do branco tedrico e da taxa de iluminagdo utilizada,
e os valores correspondentes das componentes Red (R), Green (G) e Blue (B) (MEYER;
GREENBERG, 1980; PUJOL RAMO; MARTINEZ VERDU; RYU et al., 2014). Desta forma
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€ possivel efetuar conversdes entre as varidveis R, G e B para as coordenadas X, y € z no
diagrama de cromaticidade. Neste trabalho foi utilizado como referéncia o diagrama CIE
1931(HOLMES, 1940; SMITH; POKORNY, 1996; WRIGHT, 1943), considerando as
coordenadas do diagrama equidistantes x=y=z=1. O arranjo desta proposta de conversiao

resultou em um conjunto de equacdes lineares, representado nas equagdes 29, 30, e 31.

x= ( 0,490R+0,310G+0,200B ) / ( 0,667R+1,132G+1,200B (Equacio 29)
y= ( 0,117R+0,812G+0,010B ) / ( 0,667R+1,132G+1,200B ) (Equacio 30)

z= ( 0,000R+0,010G+0,990B ) / ( 0,667R+1,132G+1,200B ) (Equacio 31)

Com equagdes 29, 30 e 31€ possivel converter os valores dos vetores R, G e B médios
da matriz de imagem nas coordenadas de cromaticidade x, y € z que resulta em uma posicao
espacial dentro dos eixos do diagrama de cromaticidade. Essa abordagem evita um episddio de
falso positivo de concentracdo produzido por uma solu¢do de cor diferente da esperada seja
transformado em sinal analitico. O diagrama apresentado na Figura 40, auxilia nas decisdes a
serem tomadas para que o valor de O.D.R. calculado para imagem digitalizada seja aceito como
sinal analitico correspondente apenas para determinag¢des de NO». Solugdes que correspondem
a cor esperada (rosa) e solugdes com cor amarela foram avaliadas para verificar o conceito. Os
valores obtidos das imagens digitalizadas para as duas matrizes de cor resultaram em valores
das coordenadas de cromaticidade que podem ser consideradas como agrupamento de cores
falsas e cores verdadeiras. Portanto foi possivel observar que a amostra analisada é coerente
com o grupo conhecido e decidir se a amostra poderd ou nao ser aceita como representando no

grupo de cores verdadeiras no fluxograma da Figura 41.



Figura 41. Fluxograma descrevendo o algoritmo qualitativo para tomada de decisdao
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3.4.5 Aplicacao em amostras ambientais

O método desenvolvido foi aplicado em ambiente externo. A amostragem com a coluna
C 18 foram feitas em intervalos de uma hora, no periodo da manha no Instituto de Quimica da
Unesp Araraquara, no dia 15 de setembro de 2012 (latitude -21.8076, longitude -48.1910,
elevacao 650 m). O método para determinacao por digitalizacao de imagem foi o procedimento
(IT). Para comparacao entre os resultados determinados por espectrofotdmetro e digitalizacao
das imagens uma aliquota de 4.00 mL da solucdo obtida na amostragem foi utilizada para
formar o corante, utilizando-se um baldo de 10.00 mL completando o volume com o de reagente
de GS.

Para avaliar os resultados analiticos obtidos com valores de concentracdo de NO»
presentes no ambiente os valores obtidos para concentracdo foram comparados com os medidos
com o equipamento comercial NOx Analyser (Thermoscientific, USA).

Os resultados estdao apresentados na Tabela 5, para os valores de NO> encontrados no
periodo descrito. Os resultados obtidos empregando-se o processamento de imagens e espectro
fotométrico nao diferem significativamente entre si em um intervalo de confianca de 95 % e

seguem a tendéncia do valor determinado pelo equipamento comercial.

Tabela 5. Resultados obtidos empregando-se o método proposto por imagens € comparagao
geral entre uso do espectrofotdmetro e o NOx analyser para a concentracdo de NO> em um

ambiente externo.

Método por imagens digitais

NOx Média de

Amostragem n SD 95 %  Diferenca
analyzer NO: (ppb)
07:10h— 08:10h 17,7 20,0 3 0,600 0,40 2,30
08:20h— 09:20h 16,1 18,0 3 1,90 1,20 1,90
09:10h— 10:10h 13,1 10,1 3 5,10 3,30 -3,00
10:10h— 11:10h 8,60 9,60 3 3,70 2,40 1,00
11:10h— 12:10h 5,60 7,00 3 0,30 1,20 1,00

*Média da diferenca = 1,8; Desvio padrio da diferenca = 3,6; teaiculado =1,15; 1=5 teaicutado<tiabelado
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3.5 CONCLUSOES

Nesse estudo foi descrito a determinacdo de um composto gasoso empregando a
abordagem de processamento de imagens digitais na regiao do espectro eletromagnético visivel.
O didxido de nitrogénio foi coletado e pré-concentrado em um cartucho C-18 impregnado com
trietanolamina. Posteriormente na etapa de amostragem, o NO: coletado foi eluido e submetido
a reacdo colorimétrica com os reagentes de Griess-Saltzman.

O produto da reacdo foi adicionado a uma microplaca de acrilico e sua imagem digital
foi obtida e processada de acordo com os modelos de cores adequados. O método apresentou-
se flexivel para determinar NO> gasoso em faixas de concentracdes de 5,1 a 54,0 e 15,0 a 100,0
ppb com tempo de amostragem de 60 minutos. Diéxido de enxofre, 0zOnio, sulfato e nitrato
foram avaliados e nao demonstraram interferéncia significativa. O método empregado pode ser
aplicado em medidas de NOz em ar na temperatura ambiente.

A grande vantagem da abordagem utilizada é a ndo necessidade de equipamentos de alto
custo para realizar medidas analiticas. A utilizacdo de dispositivos de aquisicdo de imagens e
laptops portéteis sdo uma alternativa para a amostragem in situ e determinac¢ao de componentes
gasosos em uma estacdo de trabalho sem a necessidade de transportar a amostra até o
laboratério com instrumentos simples baseados em imagens digitais.

Esse processo pode diminuir os custos relativos de andlises exploratdrias iniciais em
ambientes impactos pela acdo do homem. Também foi observado uma faixa linear para
concentracao maiores de NO», possibilitando que o método possa ser empregado em estudos de
saude ocupacional. O método desenvolvido apresenta um custo reduzido por ndo ser necessario

a aquisicao de equipamentos dedicados para as medidas realizadas.
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Capitulo Il

Determinacao de SO, atmosférico por
imagens digitais

= Método Univariado e
Multivariado utilizando imagens
digitais para a determinag¢do de
SO, atmosférico
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4 DETERMINACAO DE SO: ATMOSFERICO POR IMAGENS DIGITAIS

O diéxido de enxofre (SO,) é um gds proveniente da queima de combustiveis fosseis. Sua
emissdo estd associada a impactos diretos no ambiente promovendo a formag¢do de chuva 4cida e
formacdo de sulfato no material particulado responsavel pelo efeito albedo na atmosfera.

Nesta etapa do trabalho foi desenvolvido um método quimico baseado na reag@o de precipitagdo
entre sulfato e cloraniliato de bario para a determinagdo indireta de SO, em ar. A imagem da solugdo
resultante foi digitalizada e processada usando dois métodos distintos para comparacdo: (1) a varidvel
Green do modelo RGB e (2) uma abordagem quimiométrica decompondo a matriz RGB em um falso
espectro de intensidade composto por pardmetros de diversos modelos computacionais de falsa cor para
correlacionar a concentragdo de SO com a intensidade essa nova matriz em modelos de regressdao

multivariados.

4.1 A quimica do SOz na troposfera

Processos biogeoquimicos geralmente emitem enxofre em suas formas reduzidas como
o H»S, CS», COS, compostos organicos reduzidos de enxofre como CH3SH (metil mercaptano),
CH3SCH3 (dimetil mercaptano, DMS) e CH3SSCH3 (dimetil dissulfeto, DMDS). A oxidacao
destes compostos na troposfera é responsdvel pela producao de aerossoéis devido a formacgao de
nucleos de condensacao(SEINFELD; PANDIS, 2012).

O sulfeto de carbonila (COS) estd distribuido uniformemente devido ao seu tempo de
meia vida na atmosfera e pode ser emito por fontes naturais ou antrépicas. Na estratosfera esses
compostos sdo oxidados gerando o sulfato que constituem os aerosséis. No mar, 0s processos
bioldgicos sdao responsaveis pelas emissdes de SO», dcido metano sulfonico (CH3SOs), e sais
de sulfato (com excecdo dos sais de sulfato presentes no mar) (WAYNE, 2000).

Outro fator importante relacionado a contribui¢do do sulfato na atmosfera € a sua
contribuicdo para a formacgdo do efeito albedo, que influéncia diretamente na incidéncia de
radiagdo solar no planeta (WAYNE, 2000). Os sais de sulfato em suspensdo na atmosfera sdao
responsaveis por muitas vezes, formarem nicleos de condensacao responsaveis pelo regime de
chuvas e um dos efeitos responsaveis pela manutencdo da temperatura do planeta (WAYNE,
2000).

Estima-se que nos processos bioldgicos que ocorrem nos oceanos, a substincia
majoritdria emitida € o DMS. O enxofre em suas formas reduzidas também pode ser emitido
pelas atividades humanas em regides industriais e urbanas devido a queima de combustiveis

fosseis (WAYNE, 2000).
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O enxofre reduzido € passivel de sofrer diversas reacdes de oxidacdo na atmosfera
culminando em 6 possiveis etapas, onde o enxofre assume os estados oxidacdo que variam de
—II e -I até a formacao do SOz em +IV (WAYNE, 2000) conforme representado na Figura 42.
Estima-se que o SO, emitido globalmente estd na faixa de 130 - 180 x 102 g de
S ano’! (BRANDT; VAN ELDIK, 1995).

Comparando as fontes de emiss@o naturais e antropicas observa-se que as fontes naturais
sao globalmente distribuidas enquanto que as atividades humanas geram emissdes de
compostos de enxofre mais acentuadas em regides populosas e de maior desenvolvimento
urbano (FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989).

Levando em consideracao a média global das emissdes de compostos de enxofre na
atmosfera, foi observado que entre o periodo compreendido ao o uso intenso de maquinas a
vapor (1850) até meados de 1990 houve um crescimento na emissdo de compostos de enxofre
na atmosfera (LEFOHN; HUSAR; HUSAR, 1999). Ap6s 1945, com o termino da Segunda
Guerra Mundial observou-se emissdes mais acentuadas de compostos de enxofre na Asia,

Africa e América do Sul (SIEVERING et al., 1991).

Figura 42. Diagrama representado os diferentes estados de oxidag@o do enxofre nos compostos
na troposfera e sua progressao resultando na formacao do diéxido de enxofre (S+IV) (Adaptado

de (WAYNE, 2000)).
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Ap0s este periodo muitos paises comegaram programas governamentais para a reducao

do teor de enxofre em combustiveis, contribuindo desta forma para a redug@o da emissdo de
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SO, para a atmosfera, entretanto muitos paises em desenvolvimento como o Brasil ndo

atingiram esses objetivos(MARTINS; DE ANDRADE, 2002).

4.1.1 Métodos para determinar o SOz atmosférico

Viérios métodos sd@o desenvolvidos na literatura para medidas de SO atmosférico
empregando diferentes técnicas como lasers presentes em satélites meteorolégicos (WAYNE,
2000) e absor¢ao no infravermelho (FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989) apresentando
vantagens por serem métodos diretos e continuos para o monitorameto em tempo real do
poluente (LODGE; 1989).

Pérem por questdes relacionadas a custo de instrumentacgao, presenca de interferentes
(podem oferecer falsos positivos de concentragdo) e sensibilidade da técnica, fazem dos
métodos quimicos indiretos medida adequados para o monitoramento ambiental pela robustez
e ndo necessitar muitas vezes de instrumentagdo Otica dedicada para este tipo de determincao
(FINLAYSON-PITTS; PITTS JR, 1989; (LODGE; 1989).

O método indireto mais utilizado para a determinacdo do diéxido de enxofre em ar é
baseado na oxidacdo do S (IV) a S (VI), fixando o enxofre em uma espécie quimica mais estavel
(LODGE; 1989).

As vantagens deste tipo direto de determinacao sdo: (1) Possibilidade de coletar o analito
em um ambiente que contém a presenca de oxidantes; (2) Oxidar diferentes espécies presentes
na atmosfera que possam agir como interferentes no método de determinacdo empregado (por
exemplo NO e NO;). As desvantagens empregadas neste tipo de fixagdo quimica do SO, em ar
sd0: (1) Necessidade de métodos de determinacdo que possam ser utilizados na presenca de
oxidantes (2) Determinagdo indireta de diferentes espécies contendo enxofre, passiveis a serem
oxidadas a sulfato ou a formacdo de artefatos devido a coleta direta de S (VI) presente na
atmosfera. Apesar de criticos ambos os problemas podem ser contornados. Atmosferas que
contém SO dificilmente possuem quantidades aprecidveis de compostos reduzidos de enxofre,
visto a incompatibilidade entre os analitos. Quanto ao problema da geracao de artefatos podem
ser utilizados membranas de teflon minimizar a coleta de material particulado que contém
quantidades aprecidveis de Sulfato, previamente oxidado na atmosfera (LODGE; 1989).

Para a determinacgdo de sulfato apds a etapa de fixacdo quimica podem ser empregados

como métodos como a turbedimetria com o nitrato de bario, cromatografia de ions, entre outros
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(LODGE; 1989). Um método sensivel, bastante empregado para esse tipo de determinacao
utiliza a precipitagao do BaSO4 e como reagente o sal de cloraniliato de bario (LODGE; 1989).

Nesta reacdo ocorre a liberagao quantitativa do 4cido cloranilico que possui absor¢des
na regido do ultravioleta e visivel (LODGE; 1989). Esse método, portanto, permite liberacdo
de uma molécula organica que absorve luz na regido do espectro visivel resultando em solucdes
coloridas. Essas solugdes coloridas podem ter suas imagens capturadas e como consequéncia

revelarem a concentracdo de di6xido enxofre coletado em ar.
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4.2 OBJETIVOS

Os objetivos no estudo de determinacdo de SO, atmosférico por imagens digitais foram:

e Aplicar os conceitos de visdo computacional para processamento e interpretar imagens
para mensurar o sinal analitico de uma imagem proveniente do método padrao descrito
na literatura para a determinagdo de SO, em ar

¢ Desenvolver formas de processamento e interpretacdo de sinal para reducao de incertezas

nas imagens digitais empregando calibra¢do multivariada.
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43  MATERIAL E METODOS
4.3.1 Medidas de caracterizacio

Para realizar as medidas colorimétricas na regido do visivel foi utilizado um
espectrofotometro SHIMATZU 1800 UV-PROV e cubeta de quartzo com 10,0 mm de caminho
ético.

As medidas de infravermelho foram realizadas em equipamento Nicolet 6700 (Thermo-
Scientific, USA) acoplado a um acessério smart orbit em modo de reflectancia total atenuado
(ATR) em suporte de cristal de diamante e resolugio de 4 cm™.Os espectros de RMN '*C foram
adquiridos em um espectrometro Bruker Avance III 400WB a 100 mHz (9,4 T) (Bruker,
Alemanha).

Os experimentos de MEV e EDS foram realizados utilizado um MEV Topcon modelo

SM300 (Topcon, Holanda).

4.3.2  Solucoes e regentes
4.3.2.1 Sintese do cloraniliato de bario

Para sintetizar o cloraniliato de bario, utilizou-se uma solugao de acido cloranilico em
acetona (0,20g : 100 mL de &4gua). Esta solucdo foi agitada vigorosamente adicionou-se
lentamente um solugdo de nitrato de bario saturada (0,26 g : 200 mL de 4gua), até o termino da
formacao de precipitado. O produto de reacdo foi lavado com acetona, e mantido em repouso
por 4 horas. O precipitado foi colocado na estufa durante o periodo de duas horas 40,0°C e
levado para o dessecador. O produto da sintese foi pesado e submetido a medidas RMN *C e

infravermelho entre 4000 a 500 cm’.

4.3.3 Geracao e padronizacao do SOz no ar

A determinagdo do diéxido de enxofre foi realizada através da reacdo entre sulfato e o
cloraniliato de bério resultando em um produto que absorve em 540nm.

O sistema para geragao de padrdes de SO> gasoso foi montado com tubulagdes de teflon
com 4 mm didmetro, medidores de vazio 2,00 L min"! (Coler Palmer) e controlador de pressdo
em 60 psi (Norgreen) para a dilui¢do e calibracdo dinamica. Foi utilizado para geracdo de

concentragio padrdo um tubo de permeacio de SO», com taxa de permeacdo de 90,10 ng min™!
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(VICI Metronics, USA). Para conversio de unidades pode ser considerado que a 25,0 ‘C, 10.0
ppb =26,2 ug m>.

Para realizar a padroniza¢ao do di6xido de enxofre foi utilizado um sistema de geracao
de atmosfera padrdo gasoso para diferentes concentragdes do analito como representado na

Figura 31 e discutido no capitulo II.

4.3.4 Etapa de coleta do SO: (fixacdo quimica)

Para a fixacdo do SO; foi usado um tubo impingir com solucdo aquosa de dgua
oxigenada 0,1 % e 4cido cloridrico 0,100 mol L!. Este tubo impingir, foi montado com uma
membra de 45um de teflon para barrar a entrada de particulas s6lidas presentes no ar.

O amostrador foi conectado a um controlador de vazao de volume e uma bomba comum
para succio do ar analisado durante um periodo de 24 horas e vazio de 1,0 L min"!(LODGE;

1989).

4.3.5 A reacao colorimétrica

Ap6s a etapa de fixacdo do dioxido de enxofre a solugdo resultante foi avolumada em
um baldo volumétrico de 5.00 mL. Uma aliquota de 1,00 mL foi transferida para um baldo
volumétrico de 10,00 mL juntamente com 2,00 mL de solucdo de cloraniliato de bario
(500 mg L") e 1,00 mL de solu¢do Tampdo de acetato de sédio/ dcido acético 0,100 molL™! e
pH=4,0£0,1. O baldo foi avolumado utilizando uma solu¢ao de propanol 80 %.

Ap6s 10 minutos um volume de 300 pL foi transferido para microplaca de acrilico com
96 furos (BD FALCON, USA). A placa foi colocada em um scanner HP Scanjet G4050, para
aquisicdo de uma imagem digital da solucdo em 300 dpi e 16 bits. As solu¢des foram também
submetidas a medidas colorimétricas utilizando um espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1800
em 540 nm.

Com o valor adquirido nas intensidades de RGB foram convertidos para a escala de
cinza e como referéncia o modelo D65 de iluminacao que corresponde a luz do sol em um dia
claro. Os sinais adquiridos foram processados empregando um filtro de mediana r=50
(GONZALEZ; WOODS; EDDINS, 2004), selecdo do canal Green e normalizacdo em relacao

ao fundo branco de referéncia submetido ao mesmo filtro, conforme representado na Figura 43.
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Figura 43. Diagrama dos métodos utilizados para processar e interpretar os sinais de imagem

pelo método univariado aplicando filtros digitais
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4.3.6  Analise multivariada de dados

Para andlise multivariada dos dados os valores de RGB foram decompostos em uma
nova matriz de dados com modelos de falsas cores montada a partir das varidveis R, G e B da
matriz de imagem original, conforme pode ser representado na Figura 44 (SANTOS, P;
WENTZELL, P.; PEREIRA-FILHO 2012; SANTOS, P.; PEREIRA-FILHO, E. R 2013).

A decomposi¢do cor em um histograma de falsas cores , resultou em uma nova matriz
de intensidades para o uso de métodos calibracio multivariado PCR (principal component
regression) e PLS regress (partial least squares regress) (MARTENS; NAES, 1992). Nos
métodos propostos foram consideradas 25 amostras referentes ao conjunto de calibracdo a partir
de padrdes de SO; gerados por diluicao dindmica, 6 amostras de concentragdo conhecida do

conjunto de validacao
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Figura 44. Diagrama do método multivariado utilizado para processar e interpretar os sinais de
imagem aplicando a decomposi¢do de falsas cores.
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44  RESULTADOS E DISCUSSOES
4.4.1 Sintese e caracterizacio do cloraniliato de bario (BaCLA)

O rendimento alcancado na sintese do BaCLA foi de 72,1% por gravimetria. Em seguida
a amostra foi submetida a uma andlise utilizando espectroscopia no infravermelho. O espectro
representado na Figura 45 foi resultado da média de 32 medidas em série de 3 amostras da
sintese do composto cloraniliato de bario e do ligante dcido cloranilico. Esses dados
evidenciaram variacdes nas bandas de absorcdo na regido do infravermelho médio (MID-IR).

No CLA foi observado uma banda na regido de 3250 cm’!, a mesma banda foi observada
no produto formando da reacdo (BaCLA), entretanto com um sinal atenuado acompanhado do
aparecimento de uma banda entre 3500 e 3200 cm™" que pode indicar que hidroxila pode estar
ligada ao atomo de bario de forma semelhante ao observado em ligacdes metal-quelante. Esses
dados associado a variagio significativa do espectro na regidio de 1621 cm™!, explicado por uma
possivel ligacdo entre o fon Ba*? e oxigénio do grupo carbonila, promoveu a deslocamento da
banda C=0 para 1500 cm!, sendo este comportamento semelhante ao observado nas reacdes

de polimerizacdo com o composto CLA (LIU et al., 2011).

Figura 45. Espectro de infravermelho médio CLA e BaCLA.
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A caracterizacdo do produto de reacdo entre Ba>* e CLA foi realizada utilizando
espectroscopia de RMN unidimensional (">C) no estado sélido. Os dados de RMN de '*C de
CLA apresenta sinais atribuiveis a dois dtomos de carbono halogénados em 6c2 109,8 e dcs
114,9, dois carbonos carbindlicos conjugados em d¢3 154,9 e dce 154,5, além de dois carbonos
carbonilicos em & 175,8 (Ci e Cs4). A andlise comparativa dos dados de RMN de *C do sal
(BaCLA) e o material de partida (CLA) representado na Figura 46, evidenciaram diferencas

significativas principalmente nos deslocamentos dos carbonos carbinélicos e carbonilicos.

Figura 46. Espectros de RMN de '*C no estado s6lido do CLA (1 ---) e do BaCLA (2 ---) (9,4
Tesla).
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O produto de reacao apresenta sinais dos grupos carbonilicos em d¢ 176,72 e ¢ 166,03,
sendo este ultimo protegido (AS ~ 10 ppm) em relacdo ao CLA. Além disso, € observada a
desprotecao dos carbonos carbindlicos em 6175,17 (Cs e Cs) em relagao ao CLA em 6c¢3 1549

e 0ce 154,5. As variagdes nos deslocamentos quimicos indicam uma assimetria na molécula

causada pela interagdo do d&tomo de bario com o oxigénio e cloro ligados aos carbonos Cz e Cs
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e/ou Cs e Ce. Isso causa uma deslocalizacdo da densidade eletronica no carbono Cz e Cs,
resultando na desprotecao dos carbonos C3 e Cs. Foi observado um efeito de protecdo da
carbonila C4 quando comparado ao CLA(VON PHILIPSBORN, 1974).

O sal obtido na sintese foi misturado a dlcool isopropilico e a suspensdo submetida a
uma andlise por microscopia eletronica de varredura e EDS. As imagens obtidas neste
experimento revelam em geral a formacdo de cristais com formatos retangulares e andlise de
EDS indica que o cristal formado apresenta ligacdes entre Ba>* e oxigénio bem como a presenca

de cloreto e bario na regido selecionada conforme representado na Figura 47.

Figura 47. Imagens de MEV e EDS do sal de BaCLA.
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Estudos realizados de raio X para a determinacdo da configuracdo absoluta do
cloraniliato de bdrio demonstram concorddncia com os resultados e as observacdes
experimentais do BaCLA (KASHINO et al., 2001). Apds a caracterizagdo do cloraniliato de
bario, o produto foi utilizado para aplica¢des analiticas para a determinacao di6xido de enxofre

€m ar.
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4.4.2 Fixacao quimica e quantificacao do dioxido de enxofre

Durante a etapa de coleta foi utilizado um sistema de dilui¢do dindmico de gis com
liberacdo de uma concentragdo e conhecida do analito em estudo. O ar coletado contendo
di6éxido de enxofre reage em meio aquoso com peroxido de hidrogénio favorecendo a formacao
de é4cido sulfuroso (Equagdo 32). Os ions hidrogénio sulfuroso, provenientes do equilibrio
acido-base do acido sulfuroso em dgua, reagem na presenca de oxigénio formando fons sulfato
em solucdo aquosa. A adi¢do de peréxido de hidrogénio (Equacgao. 33) acelera a formacao de

sulfato em solucao (Equacgdo. 34) (MARTINS; DE ANDRADE, 2002).

SOz + H2O S HaS03(aq) S HSO37(aq) + H gy (Equagdo 32)
HSO3 aq) + H202(aq) S HSO4 (ag+ H2Oq) (Equagio 33)
HSOxs aq) S H*aq) + SO4*(aq) (Equacio 34)

Na presenca do cloraniliato de bédrio (BaCLA) os ions sulfato formados apds a etapa
amostragem reagem formando o sulfato de bério e a liberagdao do 4cido cloranilico conforme

representado na Equacdo 35(LODGE; 1989).

BaCLA(s) + HSO4 aq) 5 BaSOus) + HCLA (1)

0
Clscoglle 8
Onde CLA = l ”
0 '“;T” cl
0

(Equacao 35)

Nesta reac@o de precipitacdo, o bario ligado ao 4cido cloranilico BaCLA, na presenga
de ions sulfato forma cristais pouco soltveis de sulfato de bario. O sulfato de bario € um produto
pouco solivel em dgua apresentando um pequeno produto de solubilidade (kps) como expresso

na Equacao 36.

BaS045 Ba®* + SO4*
kps = 9,2x 10" (mol L')? = [Ba**][SO+*] (Equacdo 36)
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4.4.3 Aplicacoes analiticas utilizando o processamento de imagens digitais

As concentracdes de SO» foram correlacionadas com suas respectivas imagens para criar
um modelo quantitativo. Dois métodos distintos foram propostos para esse fim: (1) um método
univariado através do processamento de imagens; (2) um método multivariado baseado em na
constru¢do de um histograma de falsas cores.

No método univariado, o sinal da imagem foi processado empregando um filtro de
mediana. Nesta técnica os valores dos pixels sdo agrupados em ordem crescente para a selecao
da mediana. O valor da mediana € aplicado a toda a zona de amostragem, resultando em uma
imagem com menor variancia. As figuras de mérito do método univariado estdo representados

na tabela 6.

Tabela 6. Figuras de mérito analitico (método univariado)

Faixa linear 26,0 — 102,0 ppb
Erro relativo (%) 13,2 %
Coeficiente de variagcao (%) 3,3 %
Limite de detec¢ao 22,0 ppb
R? 0,9859
Tempo e amostragem 24 h

O método univariado proposto apresentou concordancia com os valores de intensidade
medidos pelo método visivel (Amax = 536 nm) em um intervalo de confianca de 95%. Dentro do
intervalo proposto, o0 método apresentou-se vidvel para a determinagdo de di6xido de enxofre
em ar.

No método multivariado as imagens das solucdes foram convertidas para um histograma
de falsas cores. Essa estratégia permitiu a geracdo de inimeras varidveis nao colineares, que
podem ser utilizadas em métodos cldssicos de calibragdo multivariada.

Os métodos selecionados foram o PCR e o PLSRegress. Ambos 0os métodos apresentam
algoritmos semelhantes, entretanto os modelos baseados em PLSRegress apresentam melhores
coeficientes de correlacdo linear.

Os dois métodos utilizados apresentaram figuras de mérito semelhantes, como
representado na Tabela 7, entretanto o método empregando o PLSRegress apresentou menores

erros relativos (PRESS).
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Tabela 7. Figuras de mérito analitico (método multivariado)

PCR PLSregress
PRESS 11,0 % 8,0 %
gl 23 21
RMSEP 4,7 % 3,8 %
Variaveis latentes 2 4
R2 0,9951 0,9989
CROSS 12,6% 11,2%

O método multivariado apresenta vantagem, pois nao € necessirio um pré-

processamento do sinal para a aquisic@o do sinal analitico. O uso de um conjunto de calibragdo

maior, pode melhorar a exatiddao e precisao do método, porém o tempo de amostragem € um

fator que precisa ser reavaliado.

Em funcdo do pequeno volume empregado para realizar as determinacdes utilizando

imagens digitais, o sistema de amostragem pode ser drasticamente reduzido. A redugdo do

sistema de amostragem outras vantagens como reducio reagentes empregados e menor tempo

de amostragem.
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4.5 CONCLUSOES

A adaptacdo do método mostrou-se de facil aplicagdo para determinacdo do diéxido de
enxofre em ar. Os métodos multivariados propostos apresentaram vantagens em relacdo ao
método univariado com menores erros relativos.

A sintese empregada para a obten¢do do sal de BaCLA teve éxito apresentando um
rendimento gravimétrico superior a 70 % e boa concordancia com os valores esperados para as
técnicas de infravermelho e RMN.

Os procedimentos utilizando imagens digitais podem ser utilizados para diferentes

experimentos quali e quantitativos.
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Capitulo IV

Aplicacdes tecnoldgicas utilizando a
técnica de extracdo liquido gas-liquido

= Método de mudanca de matriz para a
determinacdo de sulfito em bebidas
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5 APLICACOES TECNOLOGICAS UTILIZANDO TECNICA DE EXTRACAO
LIQUIDO GAS-LIQUIDO

O sulfito é um conservante utilizado ha muito tempo em diversos alimentos e bebidas.
Este conservante é usado em vinhos por prevenir a oxidacao da bebida evitando variagcdes nas
suas propriedades organolépticas. Neste trabalho foi desenvolvido um método que envolve a

mudanca de matriz do sulfito utilizando a técnica de extracao Liquido-Géas-Liquido.

5.1 Adicao de sulfito como conservante

Os métodos de conservacao sao destinados a preservar os alimentos e alongar sua vida
util, estando eles terminados ou ainda na matéria-prima alimentar, portanto um alimento
conservado é aquele que foi tratado convenientemente para evitar a sua alteracao por periodos
mais prolongados de tempo (MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006).

As mudancas de sabor podem ocorrer no vinho ao longo do tempo devido ao oxigénio
e a presenca de microrganismos, comprometendo a qualidade e consisténcia da bebida
(MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006). Para protegé-lo dessas alteracdes tem sido
utilizado, desde o século XVII, o diéxido de enxofre. Trata-se de um aditivo frequentemente
usado na industria de alimentos por ser capaz de retardar ou prevenir processos de oxidagcdao
excessiva de compostos fendlicos e outros elementos que conferem aroma a bebida, provocados
pelo oxigénio do ar ou por enzimas oxidativas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). Outras
fungdes do SO» no vinho sdo: inibir a a¢do e desenvolvimento de bactérias, fungos (JIANG et
al., 2014) e leveduras e evitar reacdes de escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico durante o
processamento e a estocagem da bebida (POPOLIM, 2009; RIBEREAU-GAYON et al., 20006).

Quando adicionado aos vinhos, o SO2 pode também ligar-se a acetaldeidos, retirando o
sabor caracteristico desses compostos que poderia prevalecer na bebida. A fragao de SO> que
nao se liga a outros compostos € denominada de SO; livre e somente nessa forma ele consegue
atravessar as paredes celulares de leveduras e bactérias e pode prevenir a acdo de
microrganismos e as oxidacdes (MACHADO, 2007; POPOLIM, 2009).

Em caso de adicdes em excesso do conservante pode haver alteragdes nas propriedades
organolépticas da bebida, conferindo ao vinho um aroma e sabor de fdsforo queimado

(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
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5.1.1 Efeitos na saude humana

Apesar da ampla utiliza¢do em alimentos, a aplicacdo do SO> pode implicar em efeitos
adversos a saide humana, principalmente em individuos alérgicos e asmaticos que podem
apresentar quadros de urticarias ou broncoespasmos se 0 consumirem mesmo em pequenas
quantidades. Outro problema quanto ao seu consumo diz respeito hé distirbios neurolégicos
diagnosticados em uma pequena parcela da populagdo que apresenta reduzida atividade da
enzima sulfito oxidase, responsavel por converter o sulfito a sulfato para que possa ser
excretado pelo organismo através da urina (MACHADO, 2007; POPOLIM, 2009:RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

5.1.2  Legislacao e impacto na producao de alimentos

O JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additivesand Contaminants),
expressa o uso seguro de um aditivo em termos de sua IDA (Ingestdao Diaria Aceitavel), que
representa a quantidade de uma substincia que pode ser ingerida diariamente sem afetar a saide
humana (MACHADO et al., 2006; POPOLIM, 2009).

O IDA de grupo para sulfitos estabelecida pelo JECFA € de 0,7 mg/kg de peso corporeo,
expressa como didxido de enxofre. Em estudos realizados na Franga, constatou-se que os vinhos
e as frutas secas sdo os principais responsaveis pela exposi¢do humana ao di6xido de enxofre
pela alimentacdo. Em outro estudo realizado na Itdlia, foi observado que alguns consumidores
de vinho podem alcancar até 99 % da IDA para sulfitos somente com a ingestdo dessa bebida
(MACHADO, 2007).

O uso de conservantes e outros aditivos alimentares sdo limitados por legislacdes
especificas em diversos paises, estabelecidas com base na seguranca de uso e necessidade
tecnolégica (MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006). De acordo com a legislacdo brasileira,
didxido de enxofre pode ser utilizado como conservante quimico em vinhos € sucos em uma

concentracdo méaxima de 350 mg L' (ANVISA, 2005).

5.1.3 Métodos para a determinacao de SOz em bebidas

O método que tem sido utilizado como referéncia para determinacio de sulfitos em
alimentos e bebidas é o método de Monier-Williams. Esse foi o primeiro método analitico

desenvolvido para essa finalidade e desde a sua criagdo sofreu diversas modificacoes a fim de
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torné-lo aplicdvel as diferentes matrizes, sendo ainda hoje utilizado como referéncia para novas
metodologias (MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006).

O procedimento é realizado aquecendo-se e acidificando-se a amostra de vinho com
HCI. A extracdo do SO; é feita através da passagem de uma corrente de nitrogénio pela amostra
que arrasta consigo o analito. O SO; € borbulhado em uma solucado de peréxido de hidrogénio
para que seja fixado e oxidado a 4cido sulftrico. A solugao obtida € titulada com hidréxido de
sodio, para que a quantidade de 4cido sulftirico gerado seja entdo relacionada a quantidade de
di6xido de enxofre presente no vinho (DEMOLINER, 2008).

Um dos inconvenientes do método é que espécies dcidas volateis presentes do vinho
também podem ser fixadas e tituladas. Além disso as reagdes de adicdo do nucledfilo sulfito a
moléculas organicas presentes no vinho, muitas vezes podem ser irreversiveis, tornando o
analito indisponivel para a titulagdo 4cido-base (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Apesar do método de Monier-Williams ser o oficial para essa andlise, no Brasil e em
diversos outros paises a industria de vinhos utiliza o método Ripper para quantificar o sulfito
devido a sua conveniéncia e rapidez. Esse método € pouco preciso e apresenta elevado erro
sistematico, por conta disso apesar de ser amplamente utilizado nao € adotado pela AOAC como
método oficia( MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006).

A baixa precisdo desse método deve-se a dificuldade em visualizar o ponto de viragem
em amostras de vinho tinto, pois 0 amido € responsavel por conferir uma coloracdo azul escura
a solugdo no ponto de viragem. Além disso, o custo com aparelhagem nesse método ¢ alto caso
utilize-se um titulador automdtico e as solucdes de iodo se oxidam rapidamente, devendo a

concentracdo do reagente ser regularmente verificada(DEMOLINER, 2008).

5.1.4 Método de extracao liquido-gas-liquido

O uso de técnicas baseadas em membranas € antigo e amplamente utilizado em
processos industrias e tecnoldgicos, porém, a sua aplicacdo analitica é mais recente e
normalmente estd associada a sistemas de escoamento de reagentes (SEGUNDO; RANGEL,
2001). Existem diversas técnicas que utilizam a extragdo por membranas, incluindo entre elas
filtracao e didlise (PACHECO et al., 2010).

Pela técnica de extracdo liquido-gés-liquido um analito pode ser separado da solugdo de
uma determinada amostra por meio da passagem através de uma membrana permedvel a gis e

ser coletado em outra solucdo. As membranas criam um pequeno espaco de ar entre as duas
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solucdes, servindo como uma terceira fase na extracdo, e a transferéncia de massa ocorre por
difusdo do analito na forma de vapor através da camada de ar que separa as duas fases. O volume
da fase de extragdo utilizado € muito pequeno em comparagdo com o volume da amostra de
vinho disponivel, de forma que a extracdo do analito ndo € exaustiva e as andlises de uma
substancia podem ser realizadas ao longo do tempo sem alteragdes significativas na matriz
(PACHECO et al., 2010).

Como a técnica de extracdo liquido-gés-liquido estd relacionada a volatilidade dos
componentes, a temperatura é um dos fatores mais importantes da extracdo e deve ser
controlada e otimizada, assim como o tempo de extracdo e a agitacdo. Apds um periodo de
tempo pode ocorrer saturacdo da reacdo pois todo o analito ja foi difundido para a solugdo
extratora, porém nao € necessario esperar que a reacdo se sature e sim que seja utilizado o
mesmo tempo para realizar todas as extracdes, dessa forma s@o criados um padrdo e uma
referéncia.

A agitacdo € outro fator que influéncia positivamente a extragdo principalmente no
inicio, pois ao longo da reagdo ocorre a passagem das espécies analisadas da solu¢do no
invélucro do reator para a solugdo coletora e dessa forma a concentragao da espécie de interesse
torna-se cada vez menor na solu¢do da amostra e maior na soluc¢do extratora (PACHECO et al.,
2010).

Possiveis efeitos de memoria estdo relacionados ao uso de membranas, o que pode
implicar no entupimento dos poros e necessidade de um passo adicional de limpeza apds cada
extracdo. Na extracdo liquido-gés-liquido € possivel descartar e trocar a membrana, o que
elimina esses problemas, portanto desde que a membrana utilizada ndo tenha dimensdes muito
grandes e sua troca ndo interfira na repetibilidade a técnica tem sido considerada
economicamente viavel (PACHECO et al., 2010).

Estudos mostrando a aplicabilidade da técnica para quantificacdo de sulfitos em vinhos
e outras matrizes que também contenham esse aditivo, como sucos de fruta e cerveja, tem obtido
resultados com boa repetibilidade e precisdo, para um periodo de tempo de extra¢do definido,

e mostrado vantagens em relacao a outras metodologias analiticas (GONCALVES et al., 2010).
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5.1.5 Reacio entre cloraniliato de bario (BaCLA) e sulfato

A reacdo entre o ion sulfato e o agente de derivacao cloraniliato de bério ja foi descrita
diversas vezes na literatura como sendo satisfatéria para a determinagdo desse analito em
solucdo (CLECERI; GREENBERG; EATON, 1989).

Ao reagir com o SO4* em meio 4cido, o cloraniliato desloca uma quantidade equivalente
de ions cloranilico em funcdo da formagao do precipitado de sulfato de bario. A leitura da
absorbancia na regido do ultravioleta em 331 nm mostrou ter uma sensibilidade adequada para
a realizacdo dessa andlise (CLECERI; GREENBERG; EATON, 1989; LODGE 1989).

Dentro desta perspectiva, o uso do método de extragdo liquido-gds-liquido apresenta
uma vantagem: volatilizacdo do analito da matriz resultando na difusdo e incorporagdo destas
espécies voldteis em uma nova matriz com uma quantidade substancialmente menor de
inferentes. Esse comportamento permite o uso de reagdes antes ndo exploradas para resolugdo
de problemas de quantificacio devido a presenca de uma grande quantidade de interferentes da

amostra.
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5.2 OBJETIVOS
Os objetivos no estudo de determinagdo de SO, em bebidas foram:

e Aplicar os conceitos para determinacdo de SO, atmosférico na andlise de sulfito em bebidas,

visando a aplica¢@o na industria de servicos.
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53  MATERIAL E METODOS
5.3.1 Equipamentos e dispositivos empregados

Para as medidas 6pticas das solucdes foi empregado um espectrofotdmetro Shimadzu
UV prov 1800, duplo feixe, com cubetas de quartzo e caminho 6tico de 10,00 mm. Foi utilizada
para a cromatografia de fons capilar, ICS 500, Dionex, equipado com coluna de anions fon
pac® AS19 capilar 0,4 x 250 mm. O sistema de elui¢do adotado foi com gradiente de hidréxido
de potdssio com supressdo auto regenerativa, deteccdo por condutividade e sistema de
amostragem automdtico (Dionex-As-Ap).

Para realizar o procedimento de extragdo liquido-gés-liquido foi utilizado um
amostrador para extra¢do conforme descrito por Gongalves (PACHECO et al., 2010), montado
sobre um agitador magnético IKA modelo RH Basic 2 mantendo a temperatura constante a 40

°C (Figura 48).

Figura 48. Amostrador liquido-gés-liquido montado sobre um agitador magnético e esquema
geral de funcionamento do amostrador nas etapas de adi¢do dos reagentes e disposi¢do da
solugdo extratora. Foto e diagrama do sistema de amostragem liquido-gas-liquido e diagrama
ilustrativo (a) Reator contendo amostra, (b) Seringa de injecdo, (c) regido reservada para
estabelecer o equilibrio da fase gasosa. (d) Liquido de extracdo (adaptado PACHECO et al.,
2010)
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5.3.2 Reagente s e solucoes
5.3.2.1 Solucao de cloraniliato de bario (BaCLA)

Uma massa de 15,00 mg de cloraniliato 4cido de bario (Sigma-Aldrich, USA) foram

dissolvidos em metanol (SINC, Brasil) e avolumados em um balao volumétrico de 25,00 mL.

5.3.2.2 Solucao extratora de peréxido de hidrogénio

Foi preparada uma 100 mL de uma solucdo de peréxido de hidrogénio (Dinamica,

Brasil) com 0,1 mg L

5.3.2.3 Acido fosférico

O 4cido fosfoérico foi utilizado com titulo de 98 % (Vetec, Brasil).

5.3.2.4 Solucio de cloreto de sédio

Uma massa de 2,003 g de NaCl (J.T. Baker, USA) foram diluidos em balao de 1000,00

mL com dgua destilada.

5.3.2.5 Solucio padriao de sulfato de sédio

O sulfato de s6dio anidro (J.T.Baker, USA) foi preparado pesando 56,2 mg do sal e
transferindo a massa para um baldo volumétrico de 250,00 mL. O balao avolumado até o

menisco com dgua MILIQ.

5.3.2.6 Solucio padrao de acido cloranilico

O 4cido cloranilico (Fluka, USA), foi preparado pesando 32,0 mg do sal e transferindo
a massa quantitativamente para um baldo volumétrico de 100,00 mL, dissolvido e avolumado

em metanol.

5.3.2.7 Sal de Sulfito de sodio

O sulfito de s6dio (Mallinkrodt, USA) foi previamente titulado pelo método iodimétrico

e apresentou um teor de 42,1 % em SOa.
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5.3.2.8 Solucao padrao de sulfito de sodio

As solugdes de sulfito de sédio foram preparadas em solugdo tampao Triplex de cloreto
de sédio em pH = 7,0 + 0,1 e concentraciio de 0,00100 mol L. As solucdes foram preparadas

nas concentracgdes de 15,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; e 70,0 mg L!

5.3.3 Procedimento utilizando a técnica de extracio liquido-gas-liquido
5.3.3.1 Eficiéncia do processo de extra¢ao

Para verificar a eficiéncia de coleta do SO2 gerado apds acidifica¢do e aquecimento da
amostra, o sistema de coleta foi montado adicionando-se quantidades conhecidas do sal de
sulfito de s6dio no invoélucro do reator. Para conversdao do sal a gés foi adicionado o 4cido
fosférico 98 % com auxilio de uma seringa promovendo o encontro entre os dois reagentes,
conforme representado na Figura 48.

A coleta do gés formado apds a reacdo entre o sal e o 4cido um volume de 2,1 mL de
uma solugio aquosa contendo peréxido de hidrogénio 0,1 mg.L"! foi utilizada para promover a
captura do gés formado e sua conversao a sulfato. Apds coletado o gés, 100,00 uL da solucao
extratora foram diluidos em 50,00 mL de 4gua destilada e submetido a uma andlise de
cromatografia de fons capilar para realizar a quantificacio das aliquotas recolhidas e observar
a eficiéncia do processo de extracdo do gés desprendido do reator. As amostras quantificadas
foram comparadas com o teor de SO» total que poderia ser gerado apds a reagao de acordo com
o teor de SO encontrado na titulagdao do reagente. As reagdes foram realizadas adicionando-se

massas de sulfito de sédio de: zero; 0,110; 0,036; 0,052 e 0,084 g.

5.3.3.2 Propriedade éticas do acido cloranilico

Para verificar as propriedades 6ticas do 4cido cloranilico foram adquiridos espectros de
absor¢do na regido do ultravioleta entre 440 e 190 nm. As solu¢des foram diluidas para as

concentracdes de zero; 0,00190; 0,0190; 0,0910; 0,300; 0,500 e 0,760 mmol.L.

5.3.3.3 Reacao entre cloraniliato de bario e sulfato de sédio

Foi realizado um estudo a fim de observar a variacdo do espectro da solucdo de
cloraniliato 4cido de bério apds a adi¢do de uma solucdo padrdo de sulfato de sédio. Em um

baldao 5,00 mL, foram adicionados 0,50 mL da solucdo de BaCLA e 20 puL da solu¢ao padrao
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de sulfato de sédio e o volume foi completado com metanol até o menisco. O mesmo
procedimento foi realizado variando o volume de solu¢ao padrdo de sulfato de sédio utilizada

para os volumes de zero; 20; 100; 200, 300; 400; 500; 600; 700; e 800 uL respectivamente.

5.3.3.4 Reacao do BaCLA para as aliquotas coletadas

Ap6s completada a reagdo das amostras ocorrida no reator e realizado o procedimento
de extracdo do analito, uma aliquota de 20 uL da solugao extratora foi transferida para um balao
volumétrico de 5,00 mL, para realizar as reagdes de derivacdo. Foi adicionado um volume de
0,50 mL de suspensdo de BaCLA e o baldo entdo avolumado com metanol. Apds um tempo de

15 minutos foi feita a leitura das absorbancias das solu¢des no espectrofotdometro.

5.3.3.5 Etapa de avaliacao analitica

Um volume de 5,00 mL de vinho foi transferido para baldo volumétrico de 25,00 mL e
avolumado com solugdo de cloreto de sddio. Com auxilio de uma pipeta volumétrica foram
transferidos 2,00 mL da solucdo diluida de vinho as solucdes padrao de sulfito de s6dio no
invélucro do reator. Apds feita a vedagdo do amostrador, um volume de 1,00 mL de acido
fosférico foi adicionado com uma seringa para promover, sob agitacio e aquecimento, a
liberagado do gas.

Para capturar o gés e converté-lo a sulfato foi utilizada uma solu¢io aquosa de peréxido
de hidrogénio 0,1 mg L!(solugdio extratora). A solu¢do permaneceu durante 30 minutos no
amostrador sob agitacdo constante a 40°C. 20 uL da solucao extratora foram transferidos para
um baldo volumétrico de 5,00 mL, para realizar as reacdes de derivacdo. Ao baldo foi
adicionado um volume de 0,50 mL de suspensdo de BaCsCloO4 € o volume completado
metanol. Ap6és um tempo de 15 minutos foi feita a leitura das absorbancias das solugdes no

espectrofotometro. Cada uma das andlises foi feita em triplicata.

5.3.4  Protocolo de analise para as bebidas
5.3.4.1 Procedimento para as amostras de vinho

Para preparar as solucdes de vinho uma aliquota de 5,00 mL de amostra foi diluida com
solucdo de cloreto de sddio e avolumada em baldo de 25,00 mL. Foram transferidos 2,00 mL

da solu¢do de vinho diluida para o reator com auxilio de uma pipeta volumétrica e apds feita a
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vedacdo do amostrador um volume de 1,00 mL de 4cido fosférico foi adicionado com uma
seringa para promover, sob agitacdo e aquecimento, a liberacdo do géds. Para capturar o gés
formado e converté-lo a sulfato foi utilizada uma solucdo aquosa de peréxido de hidrogénio
(solugdo extratora). A solucdo permaneceu durante 30 minutos no reator sob agitacio constante
a40°C. 20 uL da solucdo extratora foram transferidos para um baldo volumétrico de 5,00 mL,
para realizar as reagdes de derivagdo. Ao baldo foi adicionado um volume de 0,50 mL de
solucdo de BaCsCl,04 € o volume completado metanol. Apdés um tempo de 15 minutos foi
realizada a leitura das absorbancias das solugdes no espectrofotdmetro. As amostras submetidas

ao ensaio foram repetidas 5 vezes.

5.3.4.2 Procedimento para as amostras de cerveja

Uma aliquota de 2,00 mL de cerveja foi transferida para o reator com auxilio de uma
pipeta volumétrica. Apos feita a vedacdo do amostrador um volume de 1,00 mL de acido
fosférico foi adicionado com o auxilio de uma seringa para promover a liberagdao do gas sob
agitacdo e aquecimento. Para capturar o gis e converté-lo a sulfato foi utilizada uma solugao
aquosa de peroxido de hidrogénio. A solucdo permaneceu durante 30 minutos no reator sob
agitacdo constante a 40°C. 20 uL da solucdo extratora foram transferidos para um baldo
volumétrico de 5,00 mL, para realizar as reacOes de derivacdo. Ao baldo foi adicionado um
volume de 0,50 mL de suspensdo de BaCsCloO4 € 0 volume completado metanol. Apés um
tempo de 15 minutos realizou-se a leitura das absorbancias das solucdes no espectrofotometro.

As amostras submetidas ao ensaio foram repetidas 5 vezes.
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54  RESULTADOS E DISCUSSOES
5.4.1 Eficiéncia do processo de extracio

Para verificar a influéncia da quantidade de amostra de sais de sulfito de sodio e
eficiéncia do processo de extracao, foi realizado um procedimento inicial no qual as aliquotas
da solucdo extratora foram submetidas a andlise cromatogréifica para determinar a quantidade
de SO» livre e assim verificar o fator de extragao do amostrador. Diferentes massas do sal foram
submetidas a extracdo e andlise cromatografica para verificar a congruéncia entre a massa de
sal adicionada e a massa de sulfato recuperada apés a oxidacdo na solugdo extratora. Os
resultados estdo dispostos na Tabela 8.

A massa de sulfato obtida na solugdo extratora, aumenta em funcdo do aumento da
massa de sulfito adicionada. Existe uma correlagdo entre a massa coletada e a massa extraida
calculada com base no teor de SO; encontrado na titulagdo do reagente, apresentando uma

recuperacgdo de 98,0 % para o processo de extracdo realizado.

Tabela 8. Teores de SO» livre recuperados de aliquotas de sal de sulfito de sédio.

NaHSO:3(g) Area (uS.min?) SO42(g) 50: Teor %
livre (g) SO:Livre
0 0,2271 0,000 0 -
0,011 0,4264 0,003 0,0064 47,9
0,036 0,5267 0,005 0,0210 22,0
0,052 0,9164 0,011 0,0304 35,1
0,084 2,1239 0,029 0,0491 59.8

5.4.2 Estudo das propriedades opticas do acido cloranilico

Ao iniciar os estudos das propriedades Opticas do dcido cloranilico foram investigados
os comprimentos de onda de absor¢do mdxima da molécula e seu comportamento em diferentes
concentracdes. O espectro de absorcdo revela que esse composto absorve intensamente na
regido do ultravioleta, apresentando absor¢des maximas nos comprimentos de onda de 212 e

331 nm, como representado na Figura 49.
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Figura 49. Perfil de absor¢@o do éacido cloranilico de 700 — 190 nm
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54.3 A reacao entre cloraniliato de bario e sulfato de sodio

O cloraniliato dcido de bario apresenta um espectro de absorcao naregiao do ultravioleta
muito similar ao espectro do dcido cloranilico, com uma elevada absorcao na regiao de 212 e
331 nm como representado na Figura 50(a, b). Ap6s a adicdo de volumes conhecidos de SO4*
a solu¢do de BaCLA ocorre um aumento na absorcao nas regides de estudo no espectro do UV.
Por se tratar de uma solu¢do diluida os comprimentos de onda na regidao do ultravioleta foram
escolhidos por serem mais convenientes para determinar o dcido cloranilico em concentragdes
inferiores 2 0,1 mmol L.

O aumento da absorbancia foi gradual e proporcional a quantidade de sulfato adicionado
alcando um patamar em 400 pL da solucdo padrdo de sulfato de sédio, acima dessa
concentracdo ocorre saturacdo da reacdo e ndo é mais possivel determinar variagdes

significativas no sinal de absor¢ao.
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Figura 50. a) Espectro de absorc¢do cloraniliato de bério apds a adi¢ao de volumes conhecidos
de uma solucio padrdo de sulfato de sédio 0,00158 mol L!. b) Aumento gradual da variagio

de sinal absor¢cao em 212 e 331 nm.
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Os valores na variacao de intensidade de absor¢do na regido do UV foram convertidos
em quantidade de mols de 4cido cloranilico liberado pela reacdo, formados apds a reagdo com
uma quantidade molar conhecida de sulfato de sédio, conforme representado na Figura 51. A
relac@o entre o nimero de mols de sulfato de sédio adicionado e de dcido cloranilico liberado

apos a reacdo revelou uma provével relacdo entre as espécies em uma proporcao de 1:1 para

uma absorc@o em 331 nm.

Figura 51. Correlacao entre mol de sulfato adicionado e mol equivalente ao 4cido cloranilico

em solu¢do medido em 331 nm.
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5.4.4 Etapa de avaliacao analitica

Para a etapa de avaliagc@o analitica foi feito o procedimento de extracdo do analito de
interesse com solugdes de 2,00 mL de vinho diluido e concentragdes conhecidas das solugdes
padrao de sulfito e tracada uma curva em triplicada da variacdo da absor¢@o observada em 331
nm para o sal BaCLA, apds a reacdo de derivacdo com a solugdo extratora. A curva analitica
relativa ao sinal observado para diferentes concentracdes de SO> aquoso estd representado na

Figura 52.

Figura 52. Curva analitica do método proposto.
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O limite de deteccado foi calculado utilizando o critério do desvio de 20 solucdes do

branco (X # s.tess/n ) e os demais parAmetros analiticos estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Figuras de mérito analitico do método proposto.

Parmetros Valores obtidos
Faixa linear 15,0 - 60,0 mg.L!
Equagdo da reta As3iam = 0,00823(+0,00049)[s02 mg.L '] - 0,0515(0,0193)
Erro relativo (%) 7,5
Coeficiente de variagdo (%) 6,0
Limite de detec¢do 6,3 mg L'
R? 0,9859
SD 0,0192
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Os parametros analiticos obtidos mostram que o método pode ser usado para

quantificacao de amostras liquidas contendo sulfito.

5.4.5  Aplicacao em amostras de cerveja e vinhos.

As amostras de vinho e cerveja foram submetidas a ensaios quantitativos para a
determinacao de sulfito livre e os resultados foram posteriormente comparados com os valores
obtidos pelo método Ripper por ser esse um método de facil aplicacdo e utilizado por muitas
vinicolas.

As amostras de vinho tinto A e B foram escolhidas por apresentarem diferentes teores
de sulfito livre e a cerveja foi analisada para determinar teores menores de sulfito em bebidas e
testar uma matriz diferente para verificagao da aplicabilidade do método.

Na tabela 10 estdo apresentados os valores de sulfito encontrados pelo método proposto

e a comparacdo com os valores obtidos pela titulacdo pelo método Ripper.

Tabela 10. Teores de sulfito livre encontrados nas bebidas analisadas.

Meétodo proposto Titulacdo (Ripper) Erro relativo
Amostra CV (%)
(mg L) (mg L) (%)
Vinho tinto (A) 54,1 +1,1 57+3 5,9 2,1
Vinho tinto (B) 112,5+10,5 125 £5 9.9 8,3
Cerveja 332+19 29+4 13,7 5,6

Valores expressos com intervalo de confianca de 95%.

Os resultados encontrados para os teores de sulfito livre nas bebidas pelos dois métodos
ndo diferem significativamente entre si em um intervalo de confianga de 95%. O método
apresentou-se adequado para a determinacdo de sulfito livre nas bebidas analisadas
apresentando boa concordancia com o método Ripper, tradicionalmente utilizado em vinicolas
para testar a qualidade do vinho produzido e recomendado como comparativo para o

desenvolvimento de novas metodologias.
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5.5 CONCLUSOES

O método desenvolvido mostrou-se uma alternativa dentro dos métodos descritos na
literatura para a determinagdo de sulfito livre em bebidas. A utilizagao da técnica de extracdo
liquido-gas-liquido é muito conveniente porque ela elimina muitos dos possiveis interferentes
ndo volateis.

A amostra coletada em uma nova matriz permite a obtencdo de medidas sensiveis a
partir da reacdo entre o sal de cloraniliato de bario em suspengao e sulfato. O sinal analitico
pode ser determinado na regido do UV sem que ocorram interferéncias de outras espécies
comuns encontradas em bebidas. Esse estudo mostrou a viabilidade e a possibilidade de
aplicacdo do método em diferentes alimentos e bebidas que contenham o mesmo tipo de aditivo

alimentar.
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6 CONCLUSOES FINAIS

Visualizar, observar e extrair informacdes de fendmenos naturais sempre serdo agdes
relevantes para qualquer drea da ciéncia. A visualizacdo dos fendmenos acontece mediante a
nossa percepg¢ao visual, ou seja, uma interpretacao mental da luz, resultado da reflex@o oriunda
da interacdo luz x matéria, sensibilizando nossos olhos e interpretada pelo cérebro como uma
imagem.

Contudo essa mesma luz responsavel pela formagao sensorial da imagem, mediante a
evolucdo instrumental, passou a ser capturada e analisada por instrumentos Opticos. Essas
informacdes adquiridas pelos instrumentos agora agregam aspectos quantitativos, diferentes
das informagdes sensoriais qualitativas antes observadas.

A andlise de imagens tornou-se ferramenta de andlise a partir da década de 80 em alguns
laboratérios de quimica. Essa nova ferramenta passou a ser amplamente utilizada devido ao
surgimento de novas tecnologias de hardware e software mais complexas e velozes, o que
resultou crescimento exponencial de sua aplicacdo em diversas dreas da quimica.

O processamento de imagens digitais € relativamente recente e beneficia-se de uma
propriedade intrinseca as imagens: a sua transformac¢do em uma matriz de dados, onde cada
unidade desta matriz, denominado pixel, agrega informacoes relevantes do material analisado.
Sob este aspecto € importante ter como alternativa ferramentas matemaéticas, que possam, de
modo mais criterioso e cientifico, extrair um maior nimero de informagdes de um conjunto de
imagens e interpreta-las dentro de modelos quimicos qualitativos e quantitativos.

No trabalho desenvolvido foi possivel fazer a determinacio de ozonio residual, nitrito e
fosfato e dgua usando reagdes com formacgao de produtos colorido e leitura do sinal com o uso
de imagens digitais. Isto mostrou o potencial deste tipo de abordagem de medida. Para
aplicacdes diretas em problemas ambientais foi desenvolvido métodos para a determinagao de
SOz e NO; em ar, usando 0s mesmos principios.

Os métodos desenvolvidos baseados em imagens digitais apresentaram uma facil
instrumentacdo e parametros de mérito analitico aceitdveis para aplicacdo em diferentes
problemas analiticos e compativeis aos métodos colorimétricos de absorvimetria.

A reducdo do volume amostra e solugdo de trabalho, sempre que possivel, configurou

vantagens sob o aspecto ambiental considerando os residuos gerados nas andlises.
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Os métodos desenvolvidos tiveram foco a aplicacdo e resolucdo de problemas
ambientais e tecnoldgicos utilizando equipamentos de baixo custo e de grande disponibilidade
no mercado mundial.

As determinagdes utilizaram reacdes amplamente conhecidas pelos quimicos analiticos
e instrumentos acessiveis. A meta de ampliar a determina¢do de analitos pela disponibilizagcdo

de reagdes e instrumentagdo simples acreditamos que foi atingida.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Meétodos utilizando imagens digitais podem apresentar vantagens em relacdo aos
métodos colorimétricos tradicionais, pois a instrumentacdo € simples, apresenta uma fécil
aquisicao de sinal.

Uma gama maior de métodos baseados em reagdes qualitativas podem ser empregadas
para realizacdo de ensaios colorimétricos visando a quantificagdo de solucdes, suspensoes e
reacOes em fase solida.

Apesar do sucesso inicial na utilizagdo dos métodos propostos para a anélise dos analitos
estudados, novos ensaios devem ser realizados para melhorar o sistema de coleta de gis e
preconcentracdo para melhora de performance analitica. Comparacdes com outras técnicas
também sdo desejaveis para ampliar a gama de possibilidades de aplicacao de amostragens gas-
liquido e liquido-gas-liquido.

Estudos prévios ainda serdo necessarios para dar corpo a esta proposta, entretanto as
possiblidades deslumbradas neste trabalho que sdo reducdo de volume para uma medida
quantitativa, conversao do sinal de imagem em sinal analitico e métodos de extracdo e pré-

concentracdo em fase gasosa podem em breve abrir caminho para o desenvolvimento de outras

técnicas de baixo custo para diversas aplicacdes analiticas.
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Valores Trismulos XYZ (Obsevador padrao CIE 1931)
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AMnm | X(%) Y(h) 0 AMnm | X(A) Y(h) o)
380 | 0.00145 0| 0.0065| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
385 | 0.0022| 0.0001| 0.0105| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
390 | 0.0042| 0.0001| 0.0201| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
395| 0.0076| 0.0002| 0.0362| 605| 1.0456| 05668 | 0.0006
400 | 00143 | 0.0004 | 00679 | 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
405 0.0232] 0.0006| 0.1102| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
410 0.0435| 0.0012] 02074 | 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
415| 00776| 0.0022| 03713 | 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
420 0.1344|  0.004 | 0.6456 | 605| 1.0456 | 0.5668 | 0.0006
425| 02148 | 00073 | 1.0391| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 02839| 00116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 00116] 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 00116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 02839| 00116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 02839| 00116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 0.0116| 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 0.2839| 00116] 1.3856| 605| 1.0456| 0.5668 | 0.0006
430 02839| 00116 1.3856 [ 730| 0.0014 | 0.0005 0
430 02839| 0.0116| 1.3856| 735| 0.001 | 0.0004 0
430 02839| 0.0116| 1.3856 | 740| 0.0007 | 0.0002 0
430 0.2839| 0.0116| 1.3856 | 745| 0.0005| 0.0002 0
430 0.2839| 0.0116| 13856 | 750| 0.0003 | 0.0001 0
430 02839| 0.0116| 13856 | 755| 0.0002 | 0.0001 0
430 0.2839| 0.0116| 13856 | 760| 0.0002 | 0.0001 0
430 0.2839] 00116| 1.3856| 765| 0.0001 0 0
430 0.2839| 00116| 13856 | 770| 0.0001 0 0
430 | 0.2839| 0.0116| 13856 | 775| 0.0001 0 0
430 | 02839| 0.0116| 13856 | 780 0 0 0
430 0.2839| 0.0116| 13856 | 780 0 0 0
555 | 0.5121 1| 0.0057

560 | 0.5945| 0995| 0.0039 2

565 | 0.6784| 0.9786| 0.0027

570| 0.7621| 0952 | 0.0021 215

575| 0.8425| 09154|  0.001 3

580 | 09163 0.87| 0.0017 e !

585 | 0.9786| 08163 | 0.0014 £ o5

590| 1.0263| 0.757| 0.0011

595| 1.0567| 0.6949| 0.001 0

600 1.0522| 0.613| 0.0008 400 450 500 550 600 650 700 750
605 | 1.0456 | 0.5668 | 0.0006 am
605 | 1.0456| 0.5668 | 0.0006
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Diagrama do amostrador liquido-gas-liquido (PACHECO et al., 2010)
B

.............. - i st el e

] -T——o

A schame of GDME,
A - euploded computer-aided
design wview of the extractor,
B - schematic detail of the
chemical equilibria; 1 - extrac-
tor's superior piece, 2 — extrac-
tor's lower piece, 3 - sample
solution, 4 - magnetic stir bar,
5 - heating element with
magnatic stirring, g -
membrane, T — acceplor solu-
tion; o = analyte, [} = derivatiz-
ing agent, ¢ - dervate.
Reprinted from [31]  with
permission from Elsevier.
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Qp-card-203 — Prancheta de cores utilizada como padrio para calibragdo dos instrumentos
utilizados (Foto apenas ilustrativa, ndo possui validade para calibracao)
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nm | x y nm | x Y nm nm | x y nm | x nm y nm | x y nm | x y

380 | 0.17411| 0.00496 | 411 | 0.17249 0.0048 [ 442 0.16321| 0.01194 | 473 | 0.11581 | 0.07358 | 504 | 0.00364 | 0.62201 | 535| 0.19288 | 0.78163 | 566 | 0.41583 | 0.58262 | 597 | 0.61298 | 0.38648
381 | 0.17409 | 0.00496 | 412 0.17239 0.0048 [ 443 | 0.16255| 0.01252 [474| 0.11278 | 0.07989 | 505| 0.00386 | 0.65482 |536| 0.20031 0.7764 | 567 | 0.42292| 0.57563 [ 598 | 0.61778 | 0.38171
382 | 0.17407 | 0.00497 | 413 0.1723 0.0048 | 444 | 0.16185| 0.01314 [ 475 0.1096 | 0.08684 | 506 | 0.00464 0.6759 | 537 | 0.20769 | 0.77105 [ 568 | 0.42999 | 0.56865 [ 599 | 0.62246 | 0.37705
383 | 0.17406 | 0.00498 | 414 | 0.17219| 0.00482 | 445| 0.16111 | 0.01379 | 476 | 0.10626 | 0.09449 [ 507 | 0.00601 | 0.69612 | 538 | 0.21503 | 0.76559 [ 569 | 0.43704 | 0.56167 | 600 | 0.62704 | 0.37249
384 | 0.17404 | 0.00498 | 415| 0.17209 | 0.00483 |446| 0.16031 | 0.01449 | 477 | 0.10278 | 0.10286 [ 508 | 0.00799 | 0.71534 [ 539 | 0.22234 | 0.76002 | 570 | 0.44406 | 0.55472 | 601 | 0.63152| 0.36803
385| 0.17401 | 0.00498 | 416 | 0.17198 | 0.00486 | 447 | 0.15947 | 0.01523 | 478 | 0.09913 | 0.11201 [509| 0.0106 | 0.73341 | 540 0.22962 | 0.75433 | 571 | 0.45106 | 0.54777|1602| 0.6359| 0.36367
386 | 0.17397 | 0.00497 | 417| 0.17187| 0.00489 | 448 | 0.15857 | 0.01602 | 479 | 0.09531| 0.12194 [510| 0.01387 | 0.75019 | 541 | 0.23689 | 0.74852 | 572| 0.45804 | 0.54084 | 603 | 0.64016| 0.35943
387 | 0.17393 | 0.00494 | 418 | 0.17174| 0.00494 | 449 | 0.15763 | 0.01684 | 480 | 0.09129| 0.1327 [S11| 0.01777 | 0.76561 | 542 0.24413 | 0.74262 | 573 | 0.46499 | 0.53393 | 604 | 0.64427 | 0.35533
388 | 0.17389 | 0.00493 [ 419 | 0.17159| 0.00501 | 450 | 0.15664 | 0.01771 | 481 | 0.08708 | 0.14432 | 512 | 0.02224 | 0.77963 | 543 | 0.25136 | 0.73661 | 574| 0.4719 | 0.52705 | 605 | 0.64823 0.3514
389 | 0.17384 | 0.00492 | 420| 0.17141 0.0051 | 451 0.1556 | 0.01861 | 482 | 0.08268 | 0.15687 [ 513 | 0.02727 | 0.79211 | 544 | 0.25858 | 0.73051 [ 575 | 0.47878 0.5202 | 606 | 0.65203 | 0.34763
390| 0.1738 | 0.00492 | 421 | 0.17121| 0.00521 | 452 0.15452 | 0.01956 | 483 | 0.07812| 0.17042 [ 514 | 0.03282 | 0.80293 | 545 | 0.26578 | 0.72432 | 576 | 0.48561 | 0.51339 | 607 | 0.65567 | 0.34402
391 | 0.17376 | 0.00492 | 422 | 0.17099 | 0.00533 | 453 0.1534 | 0.02055 | 484 | 0.07344 | 0.18503 [ 515 | 0.03885| 0.81202 | 546| 0.27296 | 0.71806 [ 577 | 0.49241| 0.50661 | 608 | 0.65917 | 0.34055
392| 0.1737| 0.00494 | 423 | 0.17077 | 0.00547 | 454| 0.15222 | 0.02161 | 485| 0.06871 | 0.20072 [ 516 | 0.04533 | 0.81939 | 547 | 0.28013 | 0.71172 | 578 | 0.49915| 0.49989 | 609 | 0.66253 | 0.33722
393 | 0.17366 | 0.00494 | 424 | 0.17054 | 0.00562 | 455| 0.15099 | 0.02274 | 486 | 0.06399 | 0.21747 [ 517 | 0.05218 | 0.82516 | 548 | 0.28729 | 0.70532 | 579 | 0.50585| 0.49321 | 610 | 0.66576 | 0.33401
394| 0.17361 | 0.00494 | 425 0.1703 | 0.00579 | 456 | 0.14969 | 0.02395 | 487 | 0.05932| 0.23525 [ 518 | 0.05932 | 0.82943 | 549 | 0.29445| 0.69884 [ 580 | 0.51249 | 0.48659 | 611 | 0.66887 | 0.33092
395| 0.17356 | 0.00492 | 426 | 0.17005| 0.00597 | 457 | 0.14834 | 0.02525 | 488 | 0.05467 | 0.25409 [519| 0.06672 | 0.83227 [ 550 0.3016| 0.69231 [ 581 | 0.51907 | 0.48003 | 612 | 0.67186| 0.32795
396| 0.17351 0.0049 | 427 | 0.16978 | 0.00618 | 458 | 0.14693 | 0.02663 [ 489 | 0.05003 0.274 | 520 | 0.0743 0.8338 | 551 | 0.30876 | 0.68571 [ 582| 0.5256 | 0.47353 [ 613 | 0.67472 | 0.32509
397 | 0.17347| 0.00486 | 428 | 0.1695 0.0064 [ 459 | 0.14547 | 0.02812 | 490 | 0.04539 | 0.29498 | 521 | 0.08205 | 0.83409 | 552| 0.31592 | 0.67906 | 583 | 0.53207 | 0.46709 | 614 | 0.67746 | 0.32236
398 | 0.17342| 0.00484 | 429 | 0.1692 | 0.00664 [ 460 | 0.14396| 0.0297 [491 | 0.04076 | 0.31698 | 522 | 0.08994 | 0.83329 [ 553 | 0.32306 | 0.67237 | 584 | 0.53846 | 0.46073 | 615 | 0.68008 | 0.31975
399 | 0.17338 | 0.00481 | 430 | 0.16888 0.0069 | 461 | 0.14241 | 0.03139 [492| 0.0362| 0.3399 [ 523 | 0.09794 | 0.83159 | 554 | 0.33021 | 0.66563 [ 585 | 0.54479 | 0.45443 | 616 | 0.68258 | 0.31725
400 | 0.17334| 0.0048 [431 | 0.16853 | 0.00718 | 462| 0.1408 | 0.03321 [493| 0.03176| 0.3636 [ 524 | 0.10602 | 0.82918 | 555| 0.33736 | 0.65885 | 586 | 0.55103 | 0.44823 [ 617 | 0.68497 | 0.31486
401 | 0.17329 | 0.00479 | 432| 0.16815| 0.00749 {463 | 0.13912| 0.0352|494| 0.02749 | 0.38792 [ 525 | 0.11416 | 0.82621|556| 0.34451| 0.65203 [ 587 | 0.55719| 0.4421|618| 0.68725| 0.31259
402 | 0.17324 | 0.00478 | 433 | 0.16775| 0.00782 [464| 0.13737 0.0374 | 495| 0.02346| 0.4127 [526| 0.12235| 0.82277 | 557 | 0.35167 | 0.64517 | 588 | 0.56327 | 0.43606 | 619 | 0.68943 | 0.31041
403 | 0.17317| 0.00478 | 434| 0.16733 | 0.00817 | 465 0.1355| 0.03988 | 496 | 0.0197 | 0.43776 | 527 | 0.13055| 0.81893 [ 558 | 0.35881 | 0.63829 | 589 | 0.56926 | 0.4301[620| 0.69151 | 0.30834
404 | 0.1731| 0.00477 | 435 0.1669 | 0.00855 | 466 | 0.13351 | 0.04269 | 497 | 0.01627 | 0.46295|528| 0.1387 | 0.81478 | 559 | 0.36596 | 0.63138 | 590 | 0.57515| 0.42423 [ 621 | 0.69349 | 0.30637
405| 0.17302 | 0.00478 | 436| 0.16645| 0.00896 [ 467 | 0.13137 | 0.04588 | 498 | 0.01318 | 0.48821 529 | 0.14677 0.8104 | 560 | 0.3731| 0.62445 [ 591 | 0.58094 | 0.41846 | 622 | 0.69539 | 0.30448
406 | 0.17293 | 0.00478 [437 | 0.16598 0.0094 | 468 | 0.12909 | 0.04945 [ 499 | 0.01048 0.5134 | 530 | 0.15472 | 0.80586 | 561 | 0.38024 | 0.6175[592| 0.58665| 0.41276 | 623 | 0.69721 | 0.30267
407 | 0.17284 | 0.00479 [438 | 0.16548 | 0.00987 | 469 | 0.12666 | 0.05343 [ 500| 0.00817 | 0.53842 [ 531 | 0.16253 | 0.80124 | 562 | 0.38738 | 0.61054 [ 593 | 0.59222 | 0.40719 | 624 | 0.69894 | 0.30095
408 | 0.17275 0.0048 | 439 | 0.16496 | 0.01035 [470| 0.12412 | 0.0578 | 501 | 0.00628 | 0.56307 [ 532 | 0.17024 | 0.79652 | 563 | 0.39451 | 0.60357 [ 594 | 0.59766 | 0.40176 | 625| 0.70061 0.2993
409 | 0.17266 | 0.0048 | 440| 0.16441 | 0.01086 [ 471 | 0.12147 | 0.06259 | 502 | 0.00487 | 0.58712 [ 533 | 0.17785| 0.79169 | 564 | 0.40163 | 0.59659 [ 595 | 0.60293 0.3965 | 626 | 0.70219 | 0.29773
410| 0.17258 0.0048 | 441 | 0.16383 | 0.01138 [472| 0.1187 | 0.06783 | 503 | 0.00398 | 0.61045 [ 534 | 0.18539 | 0.78673 | 565 | 0.40873 | 0.58961 [ 596 | 0.60803 | 0.39141 | 627 | 0.70371 ] 0.29622

Coordenadas de cromaticidade CIE 1931
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nm | X y nm | X y nm | x
628 | 0.70516 | 0.29477 | 659 | 0.72968 | 0.27032 | 690 | 0.73439 | 0.26561
629 | 0.70656 | 0.29338 | 660 | 0.72997 | 0.27003 | 691 | 0.73444 | 0.26556
630 | 0.70792 | 0.29203 | 661 | 0.73023 | 0.27077 | 692| 0.73448 | 0.26552
631 | 0.70923 | 0.29072 | 662 | 0.73047 | 0.26953 | 693 | 0.73452 | 0.26548
632| 0.7105| 0.28945 | 663 | 0.73069 | 0.26931 | 694 | 0.73456 | 0.26544
633 | 0.71173 | 0.28823 | 664 | 0.7309 0.2691 [ 695 | 0.73459| 0.26541
634| 0.7129| 0.28706 | 665 | 0.73109 | 0.26991 | 696 | 0.73462 | 0.26538
635| 0.71403 | 0.28593 | 666 | 0.73128 | 0.26872 | 697 | 0.73465 | 0.26535
636 | 0.71512| 0.28484 | 667 | 0.73147 | 0.26853 | 698 | 0.73467 | 0.26533
637| 0.71616| 0.2838 | 668 | 0.73165| 0.26835|699| 0.73469 | 0.26531
638 | 0.71716| 0.28281 | 669 | 0.73183 | 0.26817 | 700| 0.73469 | 0.26531
639 | 0.71812| 0.28185]|670| 0.73199 | 0.26801 [ 380 | 0.17411 | 0.00496
640 | 0.71903 | 0.28094 | 671 | 0.73215| 0.26785
641 | 0.71991| 0.28006 | 672 | 0.7323 0.2677
642| 0.72075| 0.27922 | 673 | 0.73244 | 0.26756
643 | 0.72155| 0.27842 | 674 | 0.73258 | 0.26742
644 | 0.72232| 0.27766 | 675| 0.73272| 0.26728
645 | 0.72303 | 0.27695 | 676 | 0.73286 | 0.26714
646 | 0.7237| 0.27628 | 677 0.733 0.267
647 | 0.72433 | 0.27566 | 678 | 0.73314 | 0.26686
648 | 0.72491| 0.27508 | 679 | 0.73328 | 0.26672
649 | 0.72547 | 0.27453 | 680 | 0.73342 | 0.26658
650 | 0.72599 | 0.27401 | 681 | 0.73355| 0.26645
651 | 0.72649 | 0.27351 | 682 0.73368 | 0.26632
652 | 0.72698 | 0.27302 | 683 | 0.73381 | 0.26619
653 | 0.72743 | 0.27257 | 684 | 0.73394 | 0.26606
654 | 0.72786 | 0.27214 | 685 | 0.73405| 0.26595
655| 0.72827 | 0.27173 | 686 | 0.73414 | 0.26586
656 | 0.72866 | 0.27134 | 687 | 0.73422 | 0.26578
657 | 0.72902 | 0.27198 | 688 | 0.73429 | 0.26571
658 | 0.72936 | 0.27064 | 689 | 0.73434 | 0.26566

Continuagdo

Diagrama de cromaticidade CIE 1931
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Apéndice

Comandos Matlab+ toolbox de imagens

WXk Lo~

—
N - O

—_—
& W

—_ =
~N O\

DO =
O O oo

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

30.
31.

9% %Resumo de comandos individuas para processamento de imagens no matlab
9% %convertendo em escala de cinza

gl=rgb2gray(x1);

9 %convertendo imagens em linhas

cl =gl();

9% % Alinhameno varidveis

vn = [cl; c2;...]

%% %TRANFORMAR UNIT8 EM DOUBLE MATRIZ vn

90 %anova

. pvn = anoval(vn)

. %%histogramas curva

. h1 = imhist(gl);

. htotal = [h1]

. plot(htotal)

. %%histogramas curva aquisicao de Emax

. [elem, indice] = max(h1)

. %%Conversdo dos valores r,g e b para os valores X,y e z do diagrama de cromaticidade.D65-E (ASTM

E308-01)

. %%RGB -->XYZ -->xyz(xyY)
. %%input RGB = [R;G;B]
. M =[0.4887180, 0.3106803, 0.2006017; 0.1762044, 0.8129847,0.0108109; 0.0000000, 0.0102048,

0.9897952]
XYZ = M*RGB
a=XYZ(1,);
b=XYZ(2,);
c=XYZ(3.,);

d = a+b+c;

X = a/d;

y =b/d;

Y =c/d;

xyY =[x;y; Y]

% XYZ com rec709 display e branco D65

M2 =[0.4124564 0.3575761 0.1804375 0.2126729 0.7151522 0.0721750 0.0193339 0.1191920
0.9503041];
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Rotinas de andlise multivariada de imagens-adaptado (DOS SANTOS; PEREIRA-FILHO,
2013; SANTOS; WENTZELL; PEREIRA-FILHO, 2012).

XN R D=

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.

% Program to process digital images and calculate color parameters.

% The mean of color parameters are stored in the following order: R (red), G
% (green), B (blue), H (hue), S (saturation), V or I (value or intensity),

% 1R (relative Red), rG, rB and L (luminosity).

% The file names and Y matriz must to be in an Excel file (first two columns).
% To start digit imgprocess2('xIsFile','savename")

% Savename needs to be a string

function imgprocess2(xlsFile,savename)

[num,txt]=xIsread(xIsFile,1);

. Ydata=num(:,1);
11.
12.

FileDesc=txt(2:end,1);
img_count=0;

for i = 1:length(FileDesc)
img=imread([FileDesc{i} "jpg'l,'jpg");
ImgDat(:,:,:,i)=img;
[m,n]=size(img(:,:,1));
Xl=reshape(img,m*n,3);
Xout(:,1:3)=double(X1);

Xout(:,4:6) = rgb2hsv(X1);

soma = sum(Xout(:,1:3),2);

Xout(:,7) = Xout(:,1)./soma;
Xout(:,8) = Xout(:,2)./soma;
Xout(:,9) = Xout(:,3)./soma;
Xout(:,10) = soma;
index=isnan(Xout);

Xout(index)=0;
ImgPars(i,:)=mean(Xout);
img_count=img_count+1;

end

img_count=img_count-1;
ParsDesc=['R';'G";'B";'H";'S";'V';'r';'g';...
byL;

save(savename, TmgDat','FileDesc', TmgPars','ParsDesc',"Y data')



WA hA W=

% %ROTINA PCR (tool box matlab)

9% %Dados

[Dcm] = mean_c(abs);

figure(2)

plot(w,Dcm), xlabel 'Comprimento de onda (nm)', ylabel 'Absorbancia’

%PCA

[u,s,v] = svd(Dcm'); T=u*s; P=v; var_exp = diag(s).*2/sum(diag(s).”2)*100;
figure(3)

plot(var_exp,'-0'), xlabel 'n® de componente principais', ylabel '% Variancia PC'

. %Regressao

. b=1inv(T(,1:2)*T(;,1:2))*T(:,1:2)"*c'

. %Projecao valores conhecidos(testanto com valores da propria curva)
. Tp = Dem"*pinv(P(:,1:2)");

- yp=Tp*b;

. n=30

. ncpr=2

. RMSEP=(sqrt(sum((yp'-c).*2))/n-ncpr)
. PRESS= sum((c'-yp)."2)
.dof=n-ncpr-1

. MSEC = PRESS/dof

. RMSEP= (MSEC)"0.5

. Ep=100*(c-yp")./c

. figure(4)

. plot(c,Ep, '0'), xlabel 'Concentracao P mglL."{-1}', ylabel 'Erro relativo'
. Etotalc = mean(Ep)

. % R2

. ypi = mean(yp);

- ¢j1=yp(:)- ypi

. ¢j2=c(:)' - ypi

. cj3=yp-¢'

.ali=cj2' + ¢j3

. zeross= ali - ¢jl

. SQt=sum(cj1.2)

. SQr= sum(cj2."2)

. R2=SQr/SQt

. %Regressao (parametros)

. %Scores x loadings

. figure(5)

. plot3(T(:,1), T(:,2), T(:,3), '0"); xlabel 'PC1', ylabel 'PC2', zlabel 'PC3'
. %(descobrir concentracdes)

. Yoconjunto total (com calibracdo)

. Td = Dem"*pinv(P(:,1:2)");

. yd= Td*b;

. %(Conjunto validagdo cruzada)

. [DecmV] = mean_c(abs2(:,1:8));

. Tva = DemV"*pinv(P(:,1:2)");

. yva= Tva*b;

. VRMSEP=(sqrt(sum((yva'-cva)."2)/5))
. CROSS= sum((cva'-yva)."2)

.n2=8

156



51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
38.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.

ncpr2=2

dof2=n2 - ncpr2 - 1

VMSEC = CROSS/dof2

VRMSEP= (VMSEC)"0.5

Epv= 100*(cva-yva')./cva

figure(6)

plot(cva,Epv, '0"), xlabel 'Concentracao P mgl."{-1}', ylabel 'Erro relativo valida¢ao'
Etotalv = mean(Epv)

9% (Conjunto Amostras concentragdo desconhecida)
[Dcms] = mean_c(abs3);

Ts = Dems'*pinv(P(:,1:2)");

ys= Ts*b;

tudoper =[yp',ys', yva']

figure(2)

plot(tudopcr, '0")
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% %ROTINA PLS (tool box matlab)

figure(1)

[Dcm] = mean_c(abs);

X =Dcm;

y=c;

[XL,YL,XS,YS,BETA ,PCTVAR,MSEstats] = plsregress(Dcm',c',4);
figure(2)

plot(1:4,cumsum(100¥*PCTVAR(2,:)),-bo");

xlabel('Number of PLS components');

ylabel('Percent Variance Explained in y');

. figure(3)

. yfit = [ones(size(Dcm’,1),1) Dcm'|*BETA;
. residuals = ¢' - yfit;

. stem(residuals)

. xlabel('Observation');

. ylabel('Residual’);

. PRESS= sum((c'-yfit)."2)

. n=30

. ncpr=4

.dof=n-ncpr-1

. MSECpls = PRESS/dof

. RMSEP= (MSECpls)*0.5

. Ep= 100*(c-yfit")./c

. figure(4)

. plot(c,Ep, '0'), xlabel 'Concentracao P mglL."{-1}', ylabel 'Erro relativo'
. Etotalc = mean(Ep(:))

. ypplsi= mean(yfit);

. ¢j1=yfit(:)- ypplsi

. ¢j2=c(:)' - ypplsi

. ¢j3=ypplsi- c'

.ali=cj2' + ¢j3

. zeross= ali - ¢jl

. SQr=sum(cj1.2)

. SQt= sum(cj2."2)

. R2=SQr/SQt

. TSS = sum((c'-mean(c")).2);

. RSS = sum((c'-yfit).*2);

. Rsquared = 1 - RSS/TSS

. figure(5)

. plot(1:4,stats.W,'o-");

. legend({'cl','c2','c3",'c4",'c5','c6','c7",'c8",'c9",'c10','c11'},'Location’, NW")
. xlabel('Predictor");

. ylabel('Weight");

. figure(6)

. [axes,h1,h2] = plotyy(0:4,MSE(1,:),0:4, MSE(2,:));
. set(h1,'Marker','o")

. set(h2,'Marker','0")

. legend('MSE Predictors', MSE Response')
. xlabel('Number of Components')

. %Validacdo
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50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
38.
59.
60.
. VMSECpls = CROSS/dof
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.

61

[DcmV] = mean_c(abs2);
figure(7)

ypplsv = [ones(size(DcmV',1),1) DcmV']*BETA;
residuals = cva' - ypplsv;
stem(residuals)
xlabel('Observation');
ylabel('Residual’);

CROSS= sum((cva' - ypplsv).”2)
n=7

ncpr=4

dof=n - ncpr - 1

VRMSEPpls= (vVMSECpls)*0.5

Epv=100*(cva' - ypplsv)./cva'

figure(8)

plot(cva,Epv, '0'), xlabel 'Concentracdo P mgLA{-1}', ylabel 'Erro relativo'
Etotalc = mean(Epv(:))

9 (Conjunto Amostras concentra¢do desconhecida)
[Dcms] = mean_c(abs3);

ypplss = [ones(size(Dcms',1),1) Dcms']*BETA;
tudopls =[yfit' ,ypplss', ypplsv']

figure(9)

plot(tudopls, '0")
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Procedimento para padronizacao
Método Ripper:

O método Ripper é empregado pelas vinicolas brasileiras e também por outros paises
para realizar a quantificacdo de sulfito presente em vinhos por ser rapido e de facil execucao.
Nesse trabalho, esse método foi realizado para comparag@o com os valores de concentracao de
sulfito encontrados pelas técnicas desenvolvidas. O procedimento para realizagdo do método

Ripper esta descrito a seguir.

Materiais e métodos
Reagentes

Solucdo padronizada de tiossulfato: para preparar uma solucdo de tiossulfato com
concentragio de 0,05 mol L! foram pesados 12,417 g de tiossulfato de sédio e avolumados em
baldo volumétrico de 1,00 L com dgua destilada. A solugdo foi transferida e armazenada em

frasco ambar.

Solucio de iodeto de potassio: para preparar a solu¢do de iodeto de potdssio de concentragio
0,1 mol L', 4,154 g do sal foram dissolvidos e avolumados com 4gua destilada em um baldo

volumétrico de 250,00 mL.

Solucao de triiodeto de potassio: 0,06028 g de triiodeto de potassio foram dissolvidos e

avolumados em baldo volumétrico de 100,00 mL com 4gua destilada.

Solucdo de carbonato de sédio: uma solugio de 0,1 mol L' de carbonato de potdssio foi
preparada com 2,102 g de Na;CO3 em um baldo de 250,00 mL de preenchido com dgua
destilada.

Dicromato de potassio: 100,00 mL do padrido primario da titulagdo foram preparados com

0,2457 g do sal de dicromato de potéssio e dissolvidos com dgua destilada.

Procedimento Experimental
Padronizacio de tiossulfato

Para a padronizacdo do tiossulfato, 10,00 mL da solucdo de dicromato de potdssio de
titulo conhecido foram transferidos para um erlenmeyer, ao qual também foram adicionados

1,00 mL de 4cido fosférico, 10,00 mL da solucdo de iodeto de potdssio de concentragdo 0,1
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mol L1, 10,00 mL de solucdo 0,1 mol L' de carbonato de sédio e 50,00 mL de agua destilada.
Apds um tempo de cinco minutos iniciou-se a titulacdo com a solugao de tiossulfato adicionada
a bureta. Quando a solugao adquiriu coloragdo levemente amarela a titulacdo foi interrompida
e foram adicionadas 3 gotas de amido, tornando a solucdo azul escura. A titulacdo com

tiossulfato foi retomada até que a solug¢do adquirisse coloracdo esverdeada.

Titula¢ao iodimétrica com as amostras de vinho

Para a andlise com as amostras de vinho, foram adicionados ao erlenmeyer 10,00 mL
da solucao de triodeto de potassio e 10,00 mL da solu¢do de iodeto de potédssio e deixou-se o
recipiente reagindo no escuro por cerca de cinco minutos. Apds esse tempo foram adicionados
2,00 mL de vinho, 0,50 mL de 4cido fosférico e 50,00 mL de dgua destilada. A solugdo foi
titulada com a solug¢do padronizada de tiossulfato de concentracdo 0,05 mol L' contida na
bureta. Quando foi observada mudanga na coloracio escura da solucdo para tons esverdeados
foi interrompida a titulac@o e adicionado amido, tornando a solu¢do muito escura novamente.
A titulacdo foi retomada até que a solugao ficasse incolor. Foram realizadas trés repeti¢des para
cada amostra e uma titulacio foi feita com uma solug¢do de branco, sem adicao de vinho. A
diferenca entre o volume gasto na titulagdo com a solucao de branco e com as solu¢des contendo

vinho foi utilizado para calcular a concentracao de sulfito presente na amostra.

Titulacao iodimétrica com as amostras de cerveja

Para a andlise com a amostras de cerveja, foram adicionados ao erlenmeyer 10,00 mL
da solucdo de triiodeto de potdssio e 10,00 mL da solugdo de iodeto de potdssio e deixou-se
reagir no escuro por cerca de cinco minutos. Apds esse tempo foram adicionados 5,00 mL de
cerveja, 0,50 mL de 4cido fosférico e 50,00 mL de dgua destilada. A solugdo foi titulada com a
solucdo padronizada de tiossulfato de concentracdo 0,0500 mol L™ contida na bureta. Quando
foi observada mudanca na coloracdo escura da solucdo para tons esverdeados foi interrompida
a titulac@o e adicionado amido, tornando a solu¢do muito escura novamente. A titulagdo foi
retomada até que a solugdo ficasse incolor. Foram realizadas trés repeticdes para cada amostra
e uma titulagdo foi realizada para uma solucio de branco, sem adicdo de cerveja. A diferenca
entre o volume gasto na titulacio com uma solucdo de branco e com as solucdes contendo

cerveja foi utilizado para calcular a concentracdo de sulfito presente na amostra.



