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RESUMO

A presente dissertacdo apresenta uma alternativa ao uso de espectrofotémetros aplicados a
determinacdo do comprimento de onda de absor¢do méaxima e concentracdo de substancias que
absorvem radiacgdo eletromagnética na regido do visivel (400-800 nm), empregando-se imagens
digitais para tal fim. Cameras digitais foram usadas para obter todas as imagens digitais, sendo
utilizada em um primeiro momento uma camera e como segunda abordagem, visando diminuir
0s custos e aumentar a portabilidade, uma web cam. As variaveis fotograficas foram obtidas
utilizando-se um software desenvolvido utilizando a linguagem JAVA®. Ferramentas
matematicas foram desenvolvidas utilizando-se o Método dos Minimos Quadrados (MMQ),
considerando as variaveis fotograficas: R (Vermelho), G (Verde), B (Azul), H (Matiz), S
(Saturacdo) e Br (Brilho). Utilizando-se ANOVA verificou-se que todos os modelos foram
viaveis em um nivel de confianga de 95%. Para verificar a exatiddo, em um primeiro momento
0 método foi aplicado em trés amostras comerciais: Isoténico (Amarelo Tartrazina), Antiacido
(Amarelo Crepusculo) e Suplemeto de Ferro (Ferro total). Também foram coletadas amostras
de agua de mina, represas e corregos da regido focando a determinacdo dos seguintes analitos:
Aluminio, Ferro, Fésforo e Nitrito. Os limites de detec¢do (LOD) e de quantificacdo (LOQ)
obtidos foram semelhantes aos resultados obtidos pelos métodos de referéncia. Foram efetuados
testes de adicdo e recuperacdo, sendo as taxas de recuperacao obtidas entre 93,50 e 108,30%.
A precisdo foi avaliada com o coeficiente de variacdo (n=3), sendo menor que 1,53%. As
determinacGes com o método proposto e 0 método espectrofotométrico foram concordantes
(teste-t pareado com 95% de confiabilidade). Em conclusdo, este é um método simples e
versatil, e mostra que imagens digitais podem ser aplicadas em determinacdes de concentracédo

e ou comprimento de onda de maximo de absorc¢do de analitos coloridos em solugdo aquosa.

Palavras chave: Andlise de Imagens Digitais. Espectrofotometria. Fotografia. Minimos-

Quadrados.



ABSTRACT

This dissertation presents an alternative to the use of spectrophotometers applied to determine
the wavelength of maximum absorbance and concentration of substances that absorb
electromagnetic radiation in the visible region (400-800 nm), using for this purpose digital
images. Digital cameras were used to obtain all the digital images being used at first a camera
and, as second approach in order to reduce costs and increase portability, a web cam. The
photographic variables were obtained using software developed using JAVA®. Mathematical
tools were developed using the least squares method (LSM), considering the photographic
variables: R (Red), G (Green), B (blue), H (Hue), S (Saturation) and Br (Brightness). Thru the
use of ANOVA all models were feasible on a confidence level of 95%. To verify accuracy, at
first, the method was applied to three commercial samples: Isotonic (Yellow Tartrazine),
Antacid (Sunset Yellow) and Suplemeto Iron (Iron total). Also, samples of mine water, dams
and streams of the region focusing on the determination of the following analytes: Aluminum,
Iron, Phosphorus and Nitrite. The limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were
similar to results obtained by standard methods. Tests of addition and recovery, were performed
and the recovery rates obtained between 93.50 and 108.30%. Precision was evaluated as the
relative standard deviation (n = 3), being less than 1.53%. Determinations with the proposed
method and the spectrophotometric method were concordant (paired t-test with 95%
confidence). In conclusion, this is a simple and versatile method and shows that the use of
digital images may be applied to determinate the concentration and or the wavelength of

maximum absorption of analytes in colored aqueous solution.

Keywords: Digital Image Analysis. Spectrophotometry. Photography. Least Square Models.
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1 INTRODUCAO

A espectrofotometria UV-Vis é uma técnica analitica amplamente utilizada em larga
escala para a determinacdo das concentracfes de analitos [1]. Visando a determinacdo de
analitos em solucédo aquosa, € frequentemente explorada a capacidade que algumas substancias
possuem de absorver radiacdo na faixa espectral compreendida entre 400-800 nm.

Compostos que exibem cor sdo um exemplo, sendo alguns destes encontrados ja
coloridos, como exemplo os corantes, e outros analitos podem exibir cor a partir da reacdo com
reagentes cromogénicos. Ambas as substancias descritas sdo analisadas via espectrofotometria
de absorc¢do molecular [2].

Como alternativa as determinacdes espectrofotométricas de substancias coloridas é
empregada andalise de imagens digitais (AID) fundamentadas no sistema computacional RGB,
cuja sigla é proveniente dos nomes, em inglés, das trés cores primarias: vermelho (Red), verde
(Green) e azul (Blue) [3].

A AID revela-se um método de baixo custo comparado &s técnicas espectrofotométricas
e também preciso no que diz respeito a determinacdo de analitos de interesse ambiental, tais
como fdésforo em amostras de agua [4] e alcalinidade total de aguas minerais e de torneira [5].

Considerando o exposto, o método de AID se mostra um forte candidato como
alternativa as determinacdes espectrofotométricas visando a quantificacdo de analitos. Assim 0
presente trabalho apresenta uma investigacao da funcionalidade e aplicabilidade de AID para

determinac6es em quimica analitica.



2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serdo discutidos alguns aspectos teoricos relacionandos com os conteidos
relacionados a radiacdo eletromagnética, espectrofotometria UV-Vis e imagens digitais. Sera
efetuada uma correlagéo entre a instrumentacdo de espectrofotdmetros e 0s componentes

principais de uma méaquina fotografica.

2.1 Radiacédo eletromagnética

Existem duas teorias que exploram a natureza das radiacGes eletromagnéticas, sendo a
primeira a teoria classica, chamada de modelo de onda. Segundo este modelo é possivel
entender a radiacdo eletromagnética como ondas senoidais, as quais sdo caracterizadas e
guantificadas segundo os parametros: comprimento de onda (1), amplitude de onda (A) e
velocidade (v) [1]. Na Figura 1 sdo exibidos os parametros aplicados na caracterizacdo e

classificacdo da radiacdo eletromagnética.

A

Comprimento de Onda, A

T Amplitude, 4

Campo Elétrico

Tempo ou Distincia

A
\4

\ 4

Figura 1: Representacdo da radiacdo eletromagnética e parametros empregados em sua quantificagao.
Fonte: Do autor.

O comprimento de onda tem como unidade de medida o metro (m), sendo comumente
expresso em nandmetros (nm). Um feixe de luz (radiagdo eletromagnética) é composto pela

sobreposicdo em fase dos campos eletromagnéticos e elétricos na forma de ondas senoidais,



com 0s campos magnéticos e elétricos perpendiculares entre si [6]. Outro importante parametro
a ser considerado quando é discutida a hipdtese do modelo de onda é a frequéncia (f), que
expressa a taxa de oscilacdo sendo medida em Hertz (Hz), onde 1 Hz equivale a uma oscilagédo
por segundo. Os parametros v, A e f, descrevem a equacdo do modelo de onda representada em
EQUACAO 1 [1].

V=21 1)

Entender a radiacdo eletromagnética apenas como sendo uma onda ndo fornece
embasamento teorico suficiente para explicar alguns fendmenos, tais como a absor¢do ou
emissdo de radiacdo pela matéria. Para tanto foi introduzido um novo modelo, chamado de
modelo de particulas, que pautado sobre os principios da fisica quantica, classifica a radiacdo
como sendo pacotes discretos de energia, os fotons ou quanta.

Os fotons podem ser entendidos como sendo particulas carregadas de energia, onde a
energia de cada foton é diretamente relacionada a frequéncia da radiacdo. Com o uso da
EQUACAO 3 € possivel calcular a energia (E) de um feixe de radiagdo, a partir do valor da
frequéncia (v), e de uma constante de proporcionalidade chamada constante de Plank (h) e, a
partir da eq. 2, é possivel estabelecer uma relagcdo com a velocidade da luz (c) e o comprimento
de onda (1) [6].

E=hv= E @
A

O valor da energia é expresso, segundo o sistema internacional (SI), com a unidade joule
(J). A constante de Planck tem o valor de 6,63x10734 J.s, e a velocidade da luz, 3,00 x 10® ms*
para um feixe de luz se deslocando no vacuo. A absor¢do de fotons por moléculas e ions leva a
promocdo destas espécies de um estado fundamental para um estado energético mais excitado,
porém, apos determinado intervalo de tempo, estas espécies retornam ao seu estado energético

inicial emitindo a energia anteriormente absorvida [6].



O modelo ondulatério classico ndo é como um todo considerado erréneo, e tampouco o
modelo quéantico como sendo excludente, porém, ambos sdo considerados complementares; e
sdo utilizados para explicar fendmenos de interacdo da radiacédo eletromagnética com a matéria.
Esta dualidade de onda e particula da radiacdo eletromagnética ficou conhecida como o
principio de De Broglie e vérias situacdes praticas ora podem ser explicadas pelo modelo
oscilatorio, ora pelo comportamento corpuscular [1].

A separacdo e classificacdo das radiacGes eletromagnéticas podem ser realizadas
segundo sua distribuicdo no espectro eletromagnético, que compreende um grande intervalo de
comprimentos de onda e de frequéncias. Na Figura 2 € exibida uma representacéo qualitativa
do espectro eletromagnético, onde séo especificadas tecnologias que fazem uso de diferentes
tipos de radiacdo [1].
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Figura 2: Representacdo do espectro eletromagnético, destacando-se a faixa do visivel (400-800 nm).
Fonte: MADEIRA, (2010)

2.2 Espectrofotometria de absorcdo molecular UV-Vis

Os métodos espectrofotométricos sdo utilizados em larga escala para a determinacao das
concentracdes de substancias. Destaca-se a espectrofotometria UV-Vis, que exibe relativo
baixo custo, robustez e consequentemente um vasto nimero de aplicacdes [2]. Uma busca
realizada em 12/08/2012 utilizando o portal do “Science Direct” com as palavras chaves:
Spectrophotometry e UV-Vis, indicou 10.779 trabalhos publicados referentes ao uso da

espectrofotometria entre os anos de 1990 e 2012.



A espectrofotometria baseia-se na interacdo da radiacéo eletromagnética com a matéria.
A absorcdo de fotons por moléculas, 4&tomos e ions leva a promogdo destas espécies de um
estado fundamental para um estado energético excitado [1]. O que permite a quantificacdo de
espécies em solucdo aquosa, utilizando este método, é a relacdo direta existente entre a
quantidade de energia absorvida e a concentracdo. Esta relacdo pode ser escrita como uma razao
entre a poténcia de um feixe de radiacdo incidente (Po) e a poténcia do feixe de radiacdo apos

atravessar o recipiente onde se encontra o analito, a Figura 3 exibe o comportamento descrito

[1].
——
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Figura 3: Representacdo da atenuacdo de um feixe de radiacdo com a matéria.
Fonte: Do autor.

Onde P é a poténcia do feixe de radiacdo ap0s atravessar o recipiente onde se encontra
a solucéo do analito, b é o caminho 0ptico, e Po € a poténcia do feixe de radiacéo incidente, e a
razdo entre ambos os valores de poténcia luminosa obtida € chamada de Transmitancia (T),

podendo ser expressa em porcentagem, calculada segundo a EQUACAO 3 [6]:

Ty, = PE x100 ®)

0



A Absorbancia (A), pode ser obtida através da EQUACAO 4 [6]:

P 4
A:—IongzlogFO )

Com o intuito de se correlacionar a Absorbancia (A), com a concentragdo ou caminho
oOptico tem-se a Lei de Beer-Lambert, que pode ser escrita como o produto da absortividade (a),
do caminho optico (b) do recipiente onde se encontra o analito e da concentragéo do analito (c),

o resultado desta relag&o direta é chamado de absorbancia, expressa pela EQUACAO 6:
A=abc (6)

Para os valores de b e ¢ sdo empregadas como unidades centimetros (cm), e gramas por
litro (g L) respectivamente, as unidades utilizadas para a dependem de b e c. A absorbancia
(A) e adimensional. Para que a condicdo descrita anteriormente seja satisfeita, a € comumente
medido em L g* cm™. Outra expressdo, anadloga a EQUACAO 6, pode ser obtida através do
uso das unidades mol L para a quantificacdo da variavel absortividade, sendo chamada de
absortividade molar (¢), sendo esta Gltima a mais importante e utilizada.

Com a proposicdo da Lei de Beer-Lambert-Bouguer tém-se claro as potencialidades da
técnica espectrofotométrica para determinagdes quali e quantitativas, sendo 0s espectros
caracteristicos de cada substancia e da magnitude da absorbancia proporcional a concentracéo.
Considerando que as técnicas fotograficas também estabelecem relagdes entre interacbes da
radiacdo eletromagnética com a matéria, em principio, esta também pode ser explorada para

fins de quimica analitica.
2.3 Obtencdo de imagens digitais

A digitalizacdo de uma imagem envolve a captura de um sinal luminoso obtido no
mundo real e sua transformacdo em sinal digital [7]. Estes processos podem ser divididos em
dois estagios: a coleta das informagdes e sua quantificagdo [8].

Na Figura 4 € exibida uma representacdo da coleta de informacGes de uma imagem,

estampada sobre uma grade de amostragem, onde os valores para sua quantificacdo séo obtidos



a partir das distancias horizontais (dn) e verticais (dv). Cada unidade bidimensional é
denominada pixel. Uma variavel relacionada a AlD ¢ bits por pixel (bpp) e a resolugdo de uma

imagem digital (ID) esta relacionada com a densidade de amostragem, expressa em pixels por

polegada (ppi) [8].

dv

<

1 dh |
Figura 4: Representacdo da coleta de informagfes de uma imagem real para compor uma ID.
Fonte: Do autor.

A quantificagdo de um sinal obtido no mundo real a partir da coleta de informagdes
utilizando uma grade de amostragem da-se segundo a integracdo da amplitude de um sinal em
um determinado tempo e espa¢o. O sinal luminoso obtido no mundo real é transformado em
um sinal numérico (virtual) e continuo cuja magnitude é definida pela quantidade de bits de
informacdes atribuida a esse sinal [9].

Na maioria dos casos para se representar uma ID em cores utiliza o sistema True color,
e 0 padrdo escolhido para a composicao das cores da imagem neste sistema é o padrdo RGB.
Este sistema que seu nome traduzido do inglés significa Cor Verdadeira é o que, dentre todos
0s sistemas para a composi¢cdo de cores em imagens digitais, melhor representa as cores do
mundo real, de forma que promove a composicao das cores pixel a pixel, porém, cada um destes
pixeis contém informacdes a respeito de trés cores basicas, verde, vermelho e azul. Utilizando-
se combinacdes de 3 cores apenas € possivel compor 16.777.216 cores [9]. Devido a
versatilidade do sistema True color, este € amplamente usado para compor imagens em, por
exemplo, uma tela de computador, telas de televisbes e muitos outros dispositivos eletronicos

gue geram imagens [10].



2.4 Pixeis

Quando é considerada a formacdo de uma ID em qualquer um dos dispositivos
previamente mencionados é necessario se ater ao fato de que as imagens digitais sdo formadas
por pequenas partes, que quando agrupados em uma grade retangular, (perfazendo uma matriz),
compdem a imagem como um todo. Conforme mencionado acima, estas pequenas partes sao
chamadas de Picture Elements (Pels), ou simplesmente Pixeis. Em uma ID em branco e preto,
cada pixel representa um Unico componente do sistema relacionado a iluminagdo. A
combinacdo de diversos pixeis, com diferentes condi¢bes de iluminagdo geram uma imagem
composta por tons de cinza, a qual é chamada de escala de cinza [9].

Na Figura 5 € representada uma imagem onde € utilizada a escala de cinza, e desta forma,
sdo visualizados os pixeis com diferentes intensidades de iluminacdo, bem como é explorada o
conceito de diminuicdo do nimero de pixeis utilizados para compor a imagem. Nesse caso,
observa-se a diminuicao da resolucéo da fotografia a medida que o nimero de pixeis é reduzido.
Desta forma quanto maior for a area a ser representada por meio de uma ID, se torna necessario
um maior nimero de pixeis para que a imagem apresente resolucdo adequada e ndo se torne

desfocada ou borrada [8].

Figura 5. Quatro representacdes da mesma imagem, com variacdo do nimero de pixeis utilizados:
a) 256 x 256;
b) 128 x 128;
) 64 x 64;
d) 32 x 32.
Fonte: RUSS, (2007, p. 22)



25 O sistema RGB e a composicéo das cores em imagens digitais

Um dos padrdes mais utilizados para se representar uma cor em um espaco virtual é
conhecido como padrdo Bayer. Seu nome faz referéncia a seu criador, Bryce Bayer, entdo
pesquisador da empresa fotografica Kodak. Esse padréo baseia-se na combinacgéo das trés cores
béasicas (vermelho, verde e azul) em diferentes intensidades para a composi¢do das demais que
promovem a construcdo do espectro eletromagnético visivel (380-700 nm). Esse sistema
também é conhecido pela nomenclatura usual RGB, uma sigla que é composta pela primeira
letra de cada uma das cores citadas anteriormente em inglés (R= Red, G= Green e B= Blue) [3]

O sistema RGB foi concebido de uma maneira muito similar a percepcdo de um
estimulo luminoso pelo olho humano e possibilita descrever o espectro visivel baseado na
deteccdo de luz, no mesmo instante que toda a informacgdo necessaria para sua visualizagéo,
processamento e armazenamento é adquirida [8].

Uma das fundamentacdes tedricas a qual se baseia o sistema RGB é a Teoria
Tricromatica, (baseada no trabalho de Maxwell, Young e Helmholtz), que afirma a existéncia
de trés tipos de fotorreceptores no olho humano, sensiveis as luzes: vermelhas, verdes e azuis,
que quando combinadas, comp8em o espectro visivel [11].

No olho humano, mais precisamente na regido central da retina do olho humano,
também chamada de fovea, existem de fato trés tipos de fotorreceptores (bastonetes), chamados
de Long (L), Middle (M) e Short (S), referentes aos trés tipos de comprimentos de onda
(Longos, Médios e Curtos) aos quais sdo sensiveis. Dessa forma os trabalhos de Maxwell,
Young e Helmholtz sdo condizentes com os estudos fisioldgicos do corpo humano [12]. Como
resultado das pesquisas, todos os dispositivos de captura de imagens apresentam detectores do
tipo L-, M- e S-, aos quais sdo chamados de detectores RGB [8].

O sistema True color, € comumente empregado em computacdo para representar as
cores de imagens digitais coloridas e se utiliza do padrdo Bayer. Uma cor gerada por esse
sistema é considerada uma componente que contém 1 byte formado de 8 bits de informacdes.
Como esse sistema combina 3 cores basicas para compor as demais e cada uma possui 8 bits de

informagao um pixel pode conter 24 bits de informagé&o de cores [10].



2.6 Consideracoes a respeito de Maquinas Fotograficas e Espectrofotometros

A evolucdo da tecnologia permitiu a existéncia de diversos tipos de aparelhos voltados
para medicGes de absorcao das radiacOes ultravioleta, visivel e infravermelha [1]. Este trabalho
tem como enfoque medidas de radiacdo eletromagnética na faixa do Visivel.

Verifica-se também uma variedade de dispositivos voltados para a captacdo de sinais
luminosos e conversdo destes em imagens digitais, destacam-se as cameras digitais. Sendo
encontradas nas mais diversas configuracOes, estes dispositivos oferecem um rol de
possibilidades para a captacdo de imagens digitais, sendo inclusive muitos destes portateis
permitindo total mobilidade ao usuario para efetuar captura de imagens nas mais diversas
situacoes.

Em relacdo aos espectrofotdbmetros e seus componentes basicos, seja para um aparelho
de alto ou baixo custo, de maneira geral, sdo os mesmos, sendo estes: fontes de radiagéo,
monocromadores, recipientes para a amostra, detectores de radiacdo processadores de sinal [1].

Os dispositivos fotograficos exibem instrumentacéo similar aos espectrofotdmetros, no
que tange ao conjunto Optico, monocromadores, sensores de captacdo de luz, sistema de
amplificacdo de sinal e conversao analdgica digital. Nas proximas sessdes sdo correlacionados
seus componentes principais e tecidas algumas consideragdes a respeito das semelhangas e

diferencas entre estes componentes.

2.7 Fontes de radiacéo

A fonte de radiacdo tem como funcdo a emissdo de radiacdo, desta forma gerando o
feixe de radiacdo incidente (Po), previamente discutido. Uma fonte de radiacdo aplicavel para
determinacbes espectrofotométricas UV-Vis, ndo deve apresentar variagdes significativas na
poténcia do feixe de luz gerado em todo o intervalo de comprimentos de onda emitidos,
evitando assim variagdes na intensidade do feixe de luz incidente, podendo promover variagdes
no valor da absorcéo calculada. Outras caracteristicas desejaveis para uma fonte de radiacdo
s8o 0 baixo custo e alta durabilidade [6].

Dentre a grande diversidade de fontes de radiacdo aplicadas a espectrofotometria de

absorcdo molecular, destacam-se as lampadas de Tungsténio e Tungsténio-Halogénio, sendo
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estas as mais utilizadas na construcdo de dispositivos voltados para a determinagdo de analitos
que absorvem radiagdo na regido do Visivel [6].

Em uma camera fotografica a principal fonte de iluminacdo é decorrente da radiacéo
eletromagnética que sensibiliza o filme fotografico (no caso da utilizacdo de uma camera
analdgica), ou na sensibilizagdo de um sensor de luz (no caso da utilizagdo de uma maquina
digital). Desta forma a qualidade da fotografia é diretamente dependente das condi¢des de
iluminacdo, bem como da intensidade luminosa [9].

Existem outras fontes de luz auxiliares que podem ser utilizadas quando se deseja obter
fotografias em locais escuros, por exemplo, o flash fotogréafico. Alguns dispositivos
fotogréficos portateis apresentam incorporados em sua estrutura algum tipo de fonte de
iluminacdo que forneca luz com intensidade continua, e emita radiacdo eletromagnética que
permita a cobertura de uma ampla faixa do espectro eletromagnético, desta forma evitando o
favorecimento de um tipo de comprimento de onda especifico, ou até mesmo de uma faixa de
comprimentos de onda, o que é indesejavel para a obtencdo de imagens digitais, uma vez que
poderia promover distor¢des nas cores geradas alterando assim a qualidade da imagem gerada
guando comparada com a imagem real [13].

Neste trabalho optou-se, por utilizar luz proveniente de ldmpadas fluorescentes bem
como LED’s de alta luminosidade. Outros trabalhos também retratam o uso deste tipo de
iluminacdo para a obtencao de imagens digitais aplicadas a quimica analitica [14] [15].

2.8 Seletores de comprimento de onda

Os seletores de comprimento de onda sdo componentes essenciais em um
espectrofotdmetro. Dentre as maneiras de se selecionar comprimentos de onda para uma
determinacéo, destacam-se o uso de filtros de absor¢do e monocromadores com rede de difragéo
ou prisma [6].

Os filtros de absorgdo absorvem uma porcao do espectro emitido pela fonte de radiacéo,
permitindo a passagem apenas dos comprimentos de onda de interesse [1].

Este tipo de filtro também € aplicado em dispositivos para a obtencdo de imagens
digitais, uma vez que 0s sensores que realizam a captagdo do sinal luminoso e o transformam
em sinal elétrico, ndo exibem a caracteristica de discernir qualitativamente o tipo de luz que

estd incidindo sobre sua superficie, sendo atribuida a estes sensores a nomenclatura inglesa
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color blind (cegos a cor). Em um dispositivo fotografico sdo empregados trés tipos de filtros
coloridos, baseados no sistema RGB, e na teoria tricromatica, o padrdo empregado é o padrdo

Bayer, que pode ser visualizado em Figura 6 [8].

Figura 6: Representacéo dos Filtros RGB comumente empregados em sensores 0pticos.
Fonte: RUSS, (2007, p. 14)
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Estes filtros sdo posicionados sobre a superficie fotossensivel do sensor, sendo criados
pixeis compostos por trés cores (vermelho; verde e azul). Para que seja realizada a leitura é feito
um mapeamento via software que € responsavel por identificar as coordenadas dos filtros, desta
forma obtendo informacdes quantitativas a respeito da luz incidente em cada por¢éo do sensor.

A montagem descrita é exemplificada na Figura 7 [16].

Luz
Policromatica

Filtro de
radiagao UV

Milhoes
de
sensores

Filtros RGB

Sensores
fotossensiveis

Figura 7: Representacdo da anatomia de um sensor optico
Fonte: Adaptado de: CCD and CMOS Sensor Technology, (2010, p.1)
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2.9 Recipientes para a amostra

Recipientes comumente denominados cubetas que tem a funcao de conter o analito, que
se encontra geralmente em solucéo aquosa, 0s recipientes para a amostra sao constituidos por
algum material que permita a passagem do feixe de radiacdo incidente [1].

Dentre os materiais utilizados empregados na construcdo de cubetas estdo o vidro,
(comumente utilizado para leituras de absorbancia na faixa do visivel), e 0 quartzo (para leituras
realizadas na faixa do ultravioleta). A espessura comumente empregada na construgdo de
cubetas é de 1 cm, sendo este o caminho Optico (b) previamente mencionado [6].

Diferentemente da espectrofotometria de absor¢do molecular o uso de imagens digitais
ndo requer um recipiente especifico para conter a amostra, uma vez que se deseja obter uma
fotografia digital, e ndo a medida de um feixe de luz que atravessou o analito.

Os trabalhos que retratam o uso de imagens digitais em quimica analitica utilizam
diversos recipientes para conter os analitos: papeis de filtro [15], placas de toque de porcelana,

membranas fotossensiveis [17], formas de bombom [3] e até mesmo cubetas de fluxo [5].

2.10 Detectores

Os detectores utilizados em espectrofotometria e fotografia digital seguem a mesma
premissa, a conversdo de um sinal luminoso em um sinal elétrico, desta forma algumas
correlacbes entre estas técnicas sdo possiveis [7]. Neste trabalho serdo abordados
0s detectores de estado solido, com enfoque em dois tipos especificos: O CMOS

(Complementary Metal Oxide Semiconductor) e CCD (Charged Coupled Device).

2.10.1 CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor)

Em 1964 nos laboratorios das industrias Radio Corporation of America (RCA, Nova
lorque, USA) foi desenvolvido o primeiro sensor de estado solido, visando a substitui¢do da
pelicula fotografica, o CMOS. Este sensor exibia uma baixa sensibilidade a luz, e foi necessaria

grande evolucao tecnoldgica no campo da microeletrdnica para que este sensor pudesse ser
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utilizado com o propésito de realizar a captacdo de sinais luminosos e transforméa-los em uma
imagem com qualidade [16].

O sensor em questao exibe vantagens significativas frente ao outro sensor que também
é empregado em maquinas fotograficas digitais (CCD). Como pode ser observado em Figura 8,
um CMOS incorpora em sua estrutura, todos os amplificadores operacionais e conversores
analdgico-digitais (A/D), o que permite uma condensacdo destas unidades no proprio sensor,
dispensando qualquer outro circuito eletrénico adicional externo a este dispositivo para realizar
as funcdes descritas. Tais caracteristicas permitem a miniaturizacéo, propiciando a utilizagéo
destes em microcameras, cameras de celular, cameras de seguranca, dentre outros. Destacam-
se também o baixo consumo de energia elétrica e rapida velocidade de leitura [16].

Como desvantagem principal, quando comparado a um CCD, exibe baixa sensibilidade
a luminosidade, ndo permitindo sua aplicacdo, por exemplo, em cémeras fotograficas
profissionais, telescopios eletrdnicos, microscopios eletrénicos, dentre outros dispositivos onde
é requerida alta sensibilidade luminosa [8].

Pixeis

e o e e

Figura 8: Representacdo Esquemética de um CMOS.
Fonte: CCD and CMOS sensor technology, (2010, p.2)

Amplificacdo

10011100100...

A Figura 8, exibe a estrutura de um CMOS, uma superficie fotossensivel é dividida em
pixels e recoberta por um conjunto de filtros RGB. Neste arranjo cada pixel responde a uma
cor, diferentemente de um dispositivo utilizado para a visualizacdo de imagens, onde a

combinacdo das trés unidades: R, G e B, comp8em o pixel [8].
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2.10.2 CCD (Charged Coupled Device)

Os sensores do tipo CCD surgiram em 1969 nos laboratérios Bell, na reparticdo de
pesquisa e desenvolvimento da empresa AT&T (American Telephone & Telegraph) Norte
Americana, e substituiram por um periodo os CMOS, devido ao fato de apresentarem alta
sensibilidade a luminosidade e de produzirem fotografias com melhor resolucgéo [16].

Devido a sua alta sensibilidade, o0 CCD é amplamente utilizado em espectrofotometria
de absorcdo molecular [1] e atdbmica [18] e especrometria com plasma indutivamente acoplado
[19]. Recentemente relata-se uso desse dispositivo em espectrometria de absor¢do atbmica de
alta resolucdo HR-AAS [24].

O CCD exibe uma superficie fotossensivel, onde coexiste um conjunto de eletrodos
metalicos que através de sua polarizacdo deslocam as cargas geradas por este sensor para a
leitura [7]. Um Oxido, comumente SiO2, € empregado como superficie fotossensivel, e na parte
inferior, chamado de substrato, € composta por um semicondutor de silicio dopado do Tipo-p.
[1].

Na Figura 9 esta exibida a estrutura de um sensor do tipo CCD e todos seus componentes

descritos anteriormente.

Eletrodos de
‘ ' polarizacdo

Superficie
Fotossensivel
(Porta)

B silicato (Si0,)
- Silicio Tipo “p”

Poco Potencial

L

Figura 9: Representagdo esquematica de um CCD.
Fonte: Do autor.
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O sistema de leitura atua de maneira similar a uma cadeia transportadora de elétrons,
onde cada espaco vazio funciona como um light collecting bucket que significa “balde coletor
de luz’’, uma vez que apresenta cargas armazenadas que foram geradas na superficie
fotossensivel. Um aumento no tempo de exposicdo de luz permite ao CCD armazenar mais
informacdes na forma de luz e, desta forma, a obtencdo de uma imagem no caso de fotografias,
ou de sinal em aplicacOes espectrofotométricas, com uma maior riqueza de detalhes [8].

Como desvantagens o CCD exibe um alto consumo de energia, uma vez que € requerida
a aplicacdo de potencial elétrico sob os eletrodos para que a leitura possa ser efetuada, a este
maior consumo de energia € atrelado o alto aquecimento do dispositivo, 0 que pode levar a
desvios e interferéncias dos sinais obtidos, sendo este refrigerado com uma célula de Peltier em
algumas aplicacdes espectrométricas. O CCD ndo permite a coexisténcia de outros circuitos
eletrénicos em seu chip, como o CMQOS, portanto, sua miniaturizacdo é menos viavel [16].

E importante mencionar que, tal como na técnica espectrofotmetrica, o uso de imagens
digitais também necessita de relagdes matematicas entre sinais mensuraveis bem como dos

parametros analiticos.

2.11 Método dos minimos quadrados

O desenvolvimento de modelos matematicos baseados em dados experimentais que
permitam estabelecer uma relacdo entre as varidveis de um sistema e uma resposta, sdo
comumente utilizados em quimica analitica. Os modelos matematicos sdo concebidos a partir
de duas matrizes, sendo uma formada pelo conjunto de dados referentes aos experimentos
planejados e executados, a segunda matriz se refere aos dados obtidos como
resultados/respostas na execucao dos experimentos [20].

A Figura 10 exibe uma matriz (M), gerada a partir de um conjunto de experimentos
realizados, por exemplo, em laboratdrio, sendo a estes atribuidos um namero que identifica as
condicBes as quais estes foram realizados. As variaveis do sistema aqui foram denotadas como
sendo genéricas, e agrupadas em colunas, nomeadas segundo caracteres: bo, b1, b2 até b, [22].

As respostas obtidas experimentalmente sdo nomeadas segundo os caracteres R1, Rz, Rs
até Ry, sendo geradas na forma de outra matriz chamada de matriz resposta (R), representada

também em Figura 10 [23].
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Experimentos Variaveis Respostas

1 bo b11 boo1  bos1 Xn R1

2 bo b21 boz2  bos2 Xn R

3 bo b31 bozs  bosgs Xn R3
bo D41 bo,s  b034 Xn

4 bo bosi  bozs  boss Xn Rn

Figura 10: Matriz M, relacionando um conjunto de experimentos e as variaveis as quais regem o sistema em estudo,
e Matriz R, exibindo as respostas obtidas através do conjunto de experimentos.
Fonte: Do autor

Para a obtencdo do modelo matematico (y), calculo matricial é executado segundo a
EQUACAO 7 [21].

y=(M'M)*(M'R) ()

Onde: M' é a matriz M transposta constituida do conjunto de experimentos realizados;
a expressdo (M'.M)? indica que calculou-se a matriz inversa do produto entre as matrizes; R é
0 vetor resposta descrita anteriormente.

Como exemplo pode-se mencionar a averiguacdo da influéncia de trés fatores que
compdem um sistema, estes fatores podem assumir as seguintes variagdes no caso do

desenvolvimento de um modelo matematico descrito em EQUACAO 8 [23]:

— 2 2 2
y_ bO + blxl,l + b2X2,2 + b3x3,3+ b1,2X1,1X2,2 + b1,3X1,3X3,3 + b2,3X2,3X3,3 +bl,lxl,l + b2,2x2,2 + b3,3X3

Onde:
y (resposta)
bo; (intercepto com o eixo y)
bixi1; baXo2; baxss (termos lineares que dependem unicamente dos 3 fatores)
b1oX11X22; b13X11X33; b23X2oXa3 (interagdes entre os fatores).

b11x112; b2oX22%; basxas? (termos quadréticos que dependem unicamente dos 3 fatores)

Desta forma, utilizando-se 0 método dos minimos quadrados é possivel: i) gerar

equac0es lineares se considerarmos a contribuigdo dos fatores apenas, € ou, ii) interacfes entre
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os fatores; iii) gerar equacGes quadraticas ou de maior grau, considerando-se a interacao de cada
fator consigo mesmo [21].

2.12 Analise de imagem digital (AID)

Andlise de imagem digital (AID) é uma ferramenta de grande abrangéncia, sendo
utilizada em diversas areas da ciéncia, tais como: ciéncias dos materiais, biologia, medicina,
sensoriamento remoto e em quimica analitica, para a determinacdo das concentracdes de
analitos que apresentem cor em solucdo aquosa, ou até mesmo em fase solida [15].

A facilidade da realizacdo de um trabalho utilizando imagens digitais se encontra no
tratamento que é possivel ser aplicado para a obtencdo e quantificacdo de diversos parametros,
devido a existéncia de softwares de tratamento de imagens disponiveis em computadores

pessoais, tais como Paint (Microsoft), Photoshop (Adobe) e Corel Photo Paint (Corel). [3].

2.13 AID aplicada a quimica analitica

Uma aplicacdo para AID em quimica analitica foi relatada por Gomes et al., onde foi
empregado um scanner para a determinacdo da concentracdo de acido ascoérbico em
medicamentos utilizando o método do Azul da Prussia, que consiste na adi¢cdo do reagente
cromogénico Ferrocianeto de Ferro (I11) (Fes[Fe(CN)e]3) em meio nitrico. Para a aquisicao das
imagens digitais pelo scanner as solugGes das amostras, bem como os padrdes utilizados para
a construcao da curva de calibracdo, foram depositadas em um recipiente plastico comumente
empregado para a fabricacdo de bombons de chocolate [3].

As concentracdes de acido ascorbico obtidas pelos autores, utilizando um scanner,
foram semelhantes aquelas obtidas por espectrofotometria, e ainda o coeficiente de correlagéo
linear da curva analitica (r?) gerada demonstra que 99,97 dos resultados podem ser explicados
pela equacdo gerada [3].

Outro analito determinado pelo método fotogréafico foi o fosforo. Anélise de fosforo em
aguas minerais utilizando calibragdo multivariada e AID foi relatada por Chuan-Xian et al. [4],
onde foi constatado que existe uma relagdo entre as quantidades das componentes RGB e a

concentragéo dos analitos.
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Paciornik et al. [15], também menciona o uso de AID para a determinagéo de analitos,
na metodologia empregada foi utilizado um scanner para a determinacdo de mercdrio em
amostras de peixe utilizando spots tests. Os autores relatam o uso do sistema HLS (Hue-
Lightness-Saturation), das quais o uso da variavel H exibiu uma relacdo linear com maior
sensibilidade, obtendo-se assim baixos valores de limite de deteccdo (0,007 pg g™2).

Outra aplicacdo para este método foi e a utilizacdo de uma cadmera para a determinacgéo
de AI(II) e Fe(lll) em ligas metélicas utilizando o reagente cromogénico cromo azurol S
(ACS), e, utilizando-se algoritmos de redes neurais foi possivel construir um modelo para
calcular a concentragéo dos analitos em questéo [17]

AplicacGes em titulometria de &cido base para a determinagdo de alcalinidade de aguas
minerais utilizando-se AID também sdo possiveis, visando aumentar a sensibilidade na
deteccdo do ponto final de uma titulacdo, um sistema desenvolvido por Gaiao et al. [5], realiza
as determinacgdes conectando-se o sistema de titulagdo a uma cubeta de fluxo através de um
sistema FIA e para a obtencdo das imagens digitais € utilizada uma web cam.

As imagens obtidas por este sistema se encontram comprimidas e armazenadas no
formato “jpg” utilizando o proprio software do fabricante da cAmera. Para quantificar os valores
de RGB de cada imagem obtida foi desenvolvido um software utilizando a linguagem de
programacédo Kylix com o intuito de avaliar a variagcdo das componentes RGB, em fungéo do
aumento da intensidade da cor do indicador acido base utilizado na titulacdo nas imediacGes do
ponto de equivaléncia [5].

Os resultados obtidos através do sistema descrito anteriormente permitiram, através da
variacdo dos tons das cores basicas que compdem o sistema RGB determinar a concentracéo e
simultaneamente avaliar os dados com um espectrofotdmetro de varredura para observar a
variacdo da intensidade do comprimento de onda dos analitos em questéo [5].

Como alternativa ao uso do sistema RGB, Cantrell et al. [24], discutem a utilizacdo do
variaveis H, oriunda do padrdo H (Hue), S (Saturation) e V (Value Color Space), para a
quantificacdo de analitos, mediante a utilizacdo de um sensor Optico bitonal, basicamente
constituido de uma membrana de PVC que contém um ionoforo seletivo (L), e um reagente
cromoionoforo (HC™). O sensor bitonal testado pelos autores [24], apresentava como reagente
cromoiondforo o composto Azul do Nilo, que exibe cor azul quando protonado e magenta
quando desprotonado, o sistema foi aplicado para determinagdo de potassio em aguas minerais.

As membranas foram dispostas de forma similar a um spot test, lado a lado, e sobre estas
foram adicionadas os padrdes. Utilizando uma maquina fotografica e um scanner foi possivel

obter as imagens. Os valores de HSV foram obtidos utilizando softwares de edi¢do de imagem.
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Segundo os autores [24], o uso do padrdo HSV, melhora a robustez do método AID, quando
comparado ao padrdo RGB, uma vez que o sistema HSV apresenta maior precisdo para a
quantificacdo de dados obtidos a partir da utilizacdo de um sensor bitonal.

O uso de sensores de membrana, bem como do sistema RGB para a analise de fotografias
foi relatado visando a determinacdo da dureza total de aguas minerais e também a quantificacdo
dos analitos magnésio e potassio [14].

Com um carater qualitativo, a identificacdo e caracterizacdo de adocantes naturais e
artificiais utilizando-se AID também foi estudado, onde uma reacdo entre o adogante a ser
caracterizado e um corante foi executada em um sensor em uma membrana de sol gel. A
utilizacdo de sensores de membrana como spot tests promove um aumento na quantidade de
imagens obtidas, pois em uma Unica fotografia é possivel obter informacdes de até seis solucdes
distintas incluindo, duplicatas e triplicatas [25]

Uma web cam equipada com um dispositivo de carga acoplada (CCD), combinada com
o sistema de RGB foi usada para determinar a turvagéo de solucGes que contém concentragoes
baixas de sulfato de bario. O método alternativo e de baixo custo, revela elevada sensibilidade
guando comparado com o método padrdo turbidimétrico, e também mostra boa linearidade e
reprodutibilidade [26].

Todos os trabalhos mencionados exploraram o uso de AID em quimica analitica e 0s
resultados obtidos até o momento tém sido comparados com sucesso com espectrofotometria
de absor¢do molecular. Com relacdo ao uso de AID, ndo existem trabalhos que facam
inferéncias a determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo ou ao uso do método dos
minimos quadrados para determinacdo da concentracdo de analitos. Assim, no presente
trabalho, pretende-se explorar essa ferramenta matematica e obter, além das informacdes
guantitativas, mais informacdes sobre a seletividade (comprimento de onda) que até o momento

nao foi mencionado.
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3 JUSTIFICATIVA

A necessidade de técnicas sensiveis, de baixo custo, rapidas e que possam ser realizadas
em loco no que diz respeito a analise de aguas faz-se necessaria, uma vez que a demanda cresce
diariamente com o fortalecimento das politicas e legislacfes de cuidado com o meio ambiente.

No que tange o uso de AID, aplicada a determinagdes de carter ambiental, a literatura
relata apenas as determinacdes de Fdsforo e da alcalinidade total em aguas. Este trabalho teve
como foco a determinacdo dos analitos Aluminio, Ferro, Fosforo e Nitrito que sdo importantes
parametros ambientais a respeito dos sistemas lacustres.

A aplicacdo de AID como técnica analitica voltada a analises ambientais se viavel para
aplicacBes ambientais, principalmente devido ao baixo custo e portabilidade (permitindo sua
realizacdo em loco) e com sensibilidade comparavel com a técnica de referéncia

(espectrofotometria de absorgcdo molecular).
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4 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi propor o uso de Imagem Digital para a determinacao
do comprimento de onda de maxima absorcdo, bem como da concentracdo de analitos de
interesse ambiental. A correlacdo entre os pardmetros da ID e as informagdes analiticas
desejadas foi efetuada com modelos matematicos empregando modelos matematicos baseados
nos minimos quadrados para calcular comprimento de onda de absor¢do maximo, bem como as
concentracdes de analitos que sdo normalmente determinadas por espectrofotometria,
utilizando AID. Aplicar a metodologia na determinacéo dos analitos: Ferro, Amarelo Tartrazina
e Amarelo Crepusculo, em analitos comerciais e Aluminio, Ferro, Fosforo e Nitrito em amostras

de &guas coletadas na regido de Alfenas-MG.
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5 MATERIAIS E METODOS

Foram desenvolvidas duas metodologias uma para a determinacdo do comprimento de
onda e outra para a determinacdo da concentracdo dos analitos. As metodologias e 0s materiais
empregados para seus desenvolvimentos deram-se segundo os fluxogramas descritos em Figura
11le12.
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Figura 11: Fluxograma descrevendo a metodologia para a obtencdo dos modelos matematicos para célculo do
comprimento de onda de maximo de absorg&o.
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Figura 12: Fluxograma descrevendo a metodologia para a obtencéo dos modelos matematicos para calculo do das
concentragdes dos analitos.
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5.1 Instrumentacao e acessorios

Todos as medidas espectrofotométricas foram feitas utilizando um espectrofotdmetro
modelo USB 4000 (Figura 13) Ocean Optics (UV-Visivel), equipado com fibra Optica, lampada
de tungsténio e cubetas de quartzo (Zeiss). A aquisi¢do dos dados foi efetuada utilizando-se o

Software Spectroscopy Spectra Suite e 0s registros feitos em um microcomputador PC.

Figura 13: Detector empregado e seus acessorios: Espectrofotdbmetro USB 4000 (UV-Visivel), fonte de luz, fibra
Optica e cubeta de quartzo.

5.2 Varredura espectral

Efetuou-se varredura espectral de 400 a 800 nm para cada substancia, empregada na
constru¢do do modelo matemético, com o intuito de analisar os espectros obtidos e se
determinar os valores dos comprimentos de maximo de absorcéo e estabelecer comparacfes

com os valores obtidos em outros trabalhos.
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5.3 Construcdo da camara fotografica

Em uma primeira etapa deste trabalho, para otimizar o sistema de varidveis, optou-se
por desenvolver um modelo que permitisse a obtencdo das fotografias no laboratorio, desta
forma, para obter condigBes fotogréficas homogéneas foi necesséria a construgdo de uma
camara fotogréfica simples com dimensdes de comprimento, largura e altura respectivamente
(20x20x20 cm), que foi construido usando quatro placas quadradas de isopor. Cartolinas
brancas coladas sobre as placas de isopor foram usadas para criar um fundo homogéneo. A fim
de evitar o reflexo da luz, a cubeta foi colocado em cima de um pedago quadrado cartolina preta
de dimensGes de (5x5 cm). As fotografias foram obtidas a uma distancia de 30 cm. O esquema

da camara fotografica descrita anteriormente € descrito na Figura 14.

(o

wo 07

O

|

Figura 14: llustracdo que representa a montagem desenvolvida para a obtencdo das fotografias, sendo seus
componentes: Lampada Fluorescente de 40 watts (110v), camara fotografica e cAmera fotogréafica utilizada
(NIKON COOLPIX P-90).

O sistema foi iluminado com uma luz fluorescente (110 V, 40 W). Para evitar a
interferéncia da luz difusa o flash da camera nédo foi utilizado, e para atingir os padrbes de
fotografia descritos anteriormente, a cadmera digital foi usada na configuracdo manual,
garantindo que todas as fotografias foram obtidas com as mesmas configuragoes.

A camera fotografica empregada na obtencdo das imagens foi uma camera de carater
semi profissional da marca NiKON, modelo COOLPIX P-90, com valor estimado de R$900,00.
O obturador da camera (membrana mecanica que permite contato do sensor luminoso com luz

do meio) foi configurado para uma velocidade média de abertura (1/50 segundos), e a abertura
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foi ajustada para 5,0 cm, ISO para 100. Todas as fotografias foram obtidas com redugéo de
ruido automatica. Todas as fotos foram tiradas em méaxima qualidade de imagem, definida pela
camara como "6timo" pela configuracdo da camera. Esta configuracdo permitiu a obtencéo de
imagens com 4000x3000 pixels.

A fim de evitar a interferéncia o zoom digital ndo foi utilizado, e todas as imagens foram
obtidas a uma distancia de 30 cm. Como a fonte de luz era fluorescente, foi utilizado um filtro
digital de correcédo de luz para este tipo de iluminacdo, disponivel dentre os ajustes da camera
fotografica. As configuracdes descritas acima permitiram obter a imagem de forma que os
pardmetros digitais da maquina ndo promovessem distor¢des na imagem, desta forma

promovendo alterac6es na cor das fotografias.

5.4 Portabilidade: Utilizando uma web cam

Para a obtencdo das fotografias foi necessaria a construcdo de uma camara fotografica
utilizando-se uma caixa de madeira, de 8,0 cm de altura, 15,0 cm de comprimento e 10,0 cm de
largura. Optou-se por revestir a camara com Etil Vinil Acetato (EVA) branco na porgéo interior
visando a obtencéo de um fundo homogéneo ideal para as fotografias.

Para a colocacdo da cubeta em seu interior foi desenvolvido um suporte de madeira que
permitiu assim a estabilidade da mesma, ndo havendo mudanca de posicdo, ou trepidacao,
qguando sob agitacdo, ou sob acdo de movimentos bruscos, desta forma, o dispositivo
desenvolvido apresentou-se robusto e adequado para aplicaces e no campo.

A captacdo das imagens utilizando uma webcam Multilaser, com 5,0 megapixels de
resolucdo fotografica, equipada com lente 2G de vidro. A webcam foi fixada no interior da
camara fotografica, a uma distancia de 8,5 cm do porta cubeta até a lente do aparelho, visando
a obtencdo das fotografias sem o uso do zoom mecénico disponivel na lente.

A conexdo entre a web cam e o computador foi realizada via USB, através do cabo da
prépria webcam, que foi exposto através de um orificio na parte traseira da camara de fotografia
de 4 cm de diametro. Em Figura 15-A, 15-B, 15-C e 15-D sdo exibidas imagens do dispositivo

descrito anteriormente.
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Figura 15: A camara fotografica portatil desenvolvida empregando-se uma web cam
Fonte: Do autor

5.5 Software para a obtencdo das fotografias

Os primeiros experimentos, utilizando-se uma camera fotografica, dispensaram a
utilizacdo de qualquer software especifico para a captacdo das imagens uma vez que foi
utilizada a interface digital da propria camera. Em um segundo momento, com o uso de uma
webcam, foi utilizado o software Dell Webcam Central para a obtencdo das fotografias, tendo
suas configurac@es ajustadas visando a obtencdo de fotografias com as condi¢gdes homogéneas,
melhorando assim a reprodutibilidade e, portanto, a precisdo dos resultados.

Tais configuragdes foram adotadas visando também evitar diferencas significativas
entre a fotografia obtida e a imagem real, previnindo desta forma que o software modificasse a
imagem através da insercéo de filtros digitais e ou calculos matematicos de interpolacdo. Para
que as condicBes supracitadas fossem alcangadas, optou-se por configurar os pardmetros da

seguinte forma: Backlight = 1; Brilho = 0; Contraste = 10; Cor = 5; Gama = 110.
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5.6 Software para obtencéo das variaveis fotogréaficas

Foi realizada uma avaliacao dos softwares para processamento de imagens disponiveis
no mercado, destacando aqueles que se apresentam na forma gratuita. Apesar da grande
quantidade de softwares disponiveis para este fim, optou-se pelo desevolvimento de um
programa, uma vez que se almejava a quantificacdo das variaveis R; G; B; H; S e Br, de
determinada area (conjundo de pixeis) de uma fotografia e os programas para tratamento de
imagem existentes se utilizam da selecdo de um Unico pixel para a obtencéo de tais parametros.

Visando sanar as questdes levantadas acima foi desenvolvido um software utilizando a
linguagem JAVA®, que permitisse a selecdo dos pardmetros previamente descritos. O programa
desenvolvido permite calcular o valor médio dos pixeis selecionados em determinada area da
fotografia.

Em Figura 16 tem se a interface do software desenvolvido, exibindo uma situagéo onde
ocorre selecdo de determinada area da fotografia e € realizada a coleta dos valores médios das

variaveis fotograficas acima descritas.

" |2 Seletor de Cores e o534

Arquivo [ Pontos [ R | 6 | B [ H | B
Ci\User... [486.0  [157,111 [166,148 |108,148 |73465 [34,843  |65,156

Exibir Pontos

e
I Carregar

Figura 16: Software desenvolvido exibindo a obtencdo das varidveis fotograficas R; G; B; H; S; Br (esta Ultima
denotada como B no software).
Fonte: Do autor

30



5.7 Obtencdo dos Modelos Matematicos para determinacdo do comprimento de onda

de mé&ximo de absor¢ao

Foi utilizado o método dos minimos quadrados para a obtencdo de um modelo
matematico que, baseado nas variaveis fotograficas R; G; B; H; S; Br, permitisse a obtencéo
do comprimento de onda de absorc¢éo do analito.

A escolha das variaveis se deu segundo o seguinte critério: Atraves da utilizacdo do
sistema RGB, € possivel a geracdo de 16581375 cores, porém outros parametros adicionais
podem ser utilizados para descrever cores em uma ID, estes parametros sao as variaveis H, S e
B. As variaveis H, S e B sdo obtidas indiretamente através dos calculos matematicos, sendo,
portanto parametros derivados do sistema R, G e B que permitem aumentar a quantidade de
variacgoes entre cores distintas, melhorando-se a exatiddo do resultado obtido matematicamente.

Em um primeiro momento optou-se por desenvolver um modelo matemaético linear,
porém os melhores resultados foram obtidos considerando-se um modelo quadréatico, onde as
variaveis R, G e B foram escolhidas para serem consideradas como quadraticas. Na Tabela 1
estdo dispostas as varidveis escolhidas para o desenvolvimento do modelo de determinacéo do
comprimento de onda de absorcéo dos analitos.

Tabela 1: Variaveis utilizadas na constru¢cdo do modelo matematico para determinacdo do

comprimento de onda de absor¢do maximo.

Natureza das Variaveis Representacéo
Variaveis R, G, B, H,SeBr
InteracOes RG, RB, GB, HS, HBr e SBr

Quadraticas R?, G2 e B?

O modelo quadratico é descrito em EQUAGCAO 9:

v =Po+ iR + PG + 3B + PsRG + PsRB + fsGB + p7H + PsS + foBr +p10HS +
PuHBr + 12BrS + p13R? + 14G? + p15B? 9)
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Onde y é a variavel dependente (comprimento de onda de absor¢cdo em nm), e i sdo 0s
coeficientes de todas as variaveis e suas interacGes descritas anteriormente. Para o calculo dos
valores dos coeficientes gi foi utilizada a EQUACAO 10:

Bi= (XX) XYy (10)

Onde X é a matriz com todas as variaveis fotograficas e y € a matriz composta pelos

comprimentos de onda obtidos na literatura.

5.8 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e todas as solugdes
preparadas em agua deionizada proveniente de sistema de purificagdo Milli-Q 18MQ.cm™
(Milli-Q, Bedford, MA, USA). Visando evitar contaminacdo das amostras, todas as vidrarias e
frascos de polietileno foram mantidas em solucdo de HNO3 10% v/v durante 24 h, sendo estas
lavadas com &gua deionizada e secas em ambiente livre de impurezas antes da utilizacao.

Foram preparadas solucbes dos seguintes corantes (Merck) com suas respectivas
concentragdes: Amarelo Tartrazina (4,0, 5,0 e 6,0 mg L), Amarelo Crepusculo (6,50, 7,50 e
8,50 mg L), Azul de Metileno (0,80, 1,20 e 1,60 mg L), Azul Brilhante (0,30, 0,60 e 1,20 mg
LY.

Também foram preparadas solucBes onde a coloragdo era proveniente de reagdes
quimicas entre um analito e um reagente cromogénico, dentre estas: Tiocianato de Ferro
contendo ferro nas concentracdes de: (20,00, 25,00 e 30,00 mg L), preparadas através da
adicdo de aliquotas de solucBes estoque de KSCN e Fe(NH4)(S04)2.12H20, solucbes de
Ferroina contendo ferro nas concentragdes de : (0,75; 1,00; 1,25; 2,00; 3,00 e 4,00 mg L),
preparadas a partir da adigio de solugdo estoque de Fe*? (Vetec), Acido Ascorbico (Vetec) (1%
m/v), solugdo tampéo de acetato de aménio (Merck) (4 mol L?) e 1, 10-fenantrolina (0,25%
m/v). As solucdes de Aluminio foram preparadas nas concentra¢fes 100; 200; 300; 400 e 500
ug L foram obtidas a partir da adicdo de solugéo estoque de AI®* (Fluka), Acido Ascorbico
(2% m/v), solucéo tampéo de Acetato de Amonio pH=6,4 (Merck) (4 mol L) e Eriocromo
Cianina R (0,1% m/v). Para determinacdo de nitrito a cor foi obtida mediante a adi¢cdo do
reagente de Griess que foi preparado a partir da reacdo entre Sulfanilamida (Isofar) e N-(1-

naftil) (Vetec) em presenca de Acido Fosforico (HsPOs) (Vetec) as solucdes padrdo de Nitrito
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de Sodio (Vetec) tiveram concentragdo de: 100pgL™; 250 pgLt; 500 pgLt; 750 pgLte 1000
ugL. Solugdes de fosforo foram preparadas segundo o método oficial para analise de fésforo
em agua (AOAC Official Method 937.55), a partir de adi¢bes de aliquotas de uma solucéo
estoque de dihidrogeno fosfato de potassio (KH2PO4) (Vetec) (200ugL™; 525ugLt; 800ugL™;
1000pgL™ e 1500ugLt) a um reagente combinado obtido a partir da mistura de Acido Sulfarico
(H2S04) 2,5 mol L, Tartarato de Antimonio e Potéssio (K(SbO)C4H406.0,5H20) (Lafan),
Molibdato de Aménio ((NH4)sM07024.4H20) (Vetec) e Acido Ascorbico (Vetec).

5.9 Amostras

Em um primeiro momento o método desenvolvido foi aplicado na determinacéo de trés
amostras distintas, obtidas em farmécias e supermercados locais. As amostras de origem
farmacéutica escolhidas foram: um antiacido sabor laranja, onde se desejava a determinacédo da
concentracdo do amarelo crepusculo e um medicamento que continha basicamente sulfato de
ferro (I1), onde se almejou obter a concentracdo de Ferro através de sua reacao com o reagente
colorimétrico 1,10-Fenantrolina. A terceira amostra foi um isotonico sabor lim&o, onde se
desejava quantificar o corante amarelo tatrazina.

Como segunda abordagem, visando determinar os analitos de interesse ambiental:
Aluminio, Ferro, Fosforo e Nitrito, foram coletadas amostras de d&gua de ambientes lacustres na

regido de Alfenas — MG.

5.10 Descricao da area de coleta das amostras de agua.

Foram coletadas amostras de dgua. Os pontos de coleta bem como suas coordenadas
geogréficas sdo descritos em Figura 17 e suas coordenadas geograficas sdo exibidas em Tabela
2. As aguas coletadas nos pontos P1, P2 e P3 sdo proveniente de ambientes lacustres proximo
ao parque industrial de Alfenas-MG. A amostra coletada no ponto P4 se tratava de agua de
mina. As amostras coletadas nos pontos P5 e P6 s&o ouriundas de ribeirdes onde é despejado
esgoto tratado.
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Figura 17: Mapa da cidade de Alfenas-MG indicando os pontos onde foram efetuadas as coletas.
Fonte: Google Maps

Tabela 2: Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta

Ponto Coordenada Geografica
P1 -21° 24'53.48" S, -45° 59' 52.16" W
P2 -21° 23'53.58" S, -45° 58' 52.14" W
P3 -21° 23'64.52" S, -45° 48' 53.12" W
P4 -21° 25'34.44" S, -45° 56' 20.70" W
P5 -21° 25'33.23" S, -45° 56' 32.64" W

P6 -21°22'1.92" S, -45° 56' 4.74" W




5.11 Preparo das amostras

Das amostras comerciais houve a necessidade de diluir o isoténico (fator de diluicdo
1:2) e também para o sulfato de ferro 1l (fator de dilui¢cdo 1:100). A amostra de antiécido, foi
medida uma massa de 5,10 g, e ap6s ser dissolvida em agua, foi necessario um periodo de espera
de 10 minutos, até que todo o dioxido de carbono fosse liberado, entdo a solucéo foi diluida
(fator de diluicédo 1:3), resultando em uma concentracdo de 1,79 de antiacido por litro.

As amostras ambientais foram submetidas a filtracdo utilizando bomba a vécuo
(Prismatec 131) com pre-filtro de fibra de vidro 85/70 BF (Marcherney-Nagel) de tamanho 47
mm de membrana. Apos a filtracdo as amostras foram armazenadas em frascos de polietileno
de 500 ml previamente descontaminados, foi adicionado a cada frasco 0,5 ml de &cido nitrico
(HNO3) concentrado (Vetec) como preservante quimico. Para as amostras em que foram feitas
determinacdo de nitrito foram preservadas com &cido cloridrico. As amostras foram mantidas

em geladeira.

5.12 Figuras de mérito

5.12.1 Linearidade

O conceito de linearidade de um método analitico esté relacionado com a capacidade de
demonstrar que os resultados obtidos, dentro de determinada faixa (faixa linear dindmica), estdo
diretamente relacionados com a concentracdo do analito. O coeficiente de determinacdo é o
parametro matematico que caracteriza a linearidade de uma curva analitica [6]

Neste trabalho a linearidade foi determinada a partir do calculo do coeficiente de
correlacdo obtido nas curvas analiticas dos analitos: Amarelo Tartrazina, Amarelo Crepusculo,
Ferro 11, Aluminio, Nitrito e Fosforo. As curvas construidas para os analitos foram obtidas a
partir de sucessivas dilui¢des de solugdes estoque com concentragdo 1000 mgL™. As leituras
foram efetuadas em espectrofotdmetro e as curvas de calibragcdo, bem como os coeficientes de

correlagdo, foram obtidos com o software Origin®.
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Para o método proposto na primeria abordagem, onde se aplicou a metodologia na
determinacéo de corantes e de ferro, calculou-se o coeficiente de correlagéo a partir dos valores
deR,GeB.

Na segunda abordagem, para a determinacéo de analitos em amostras de agua, os valores

de R, G e B foram convertidos em absorbancias, conforme sera abordado a seguir.

5.12.2 Limites de Deteccéo (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ)

Em métodos analiticos que se baseiam nas determinacdes de baixas concentracdes de
analitos sao necessarios os calculos dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para que
seja possivel avaliar o desempenho e aplicabilidade do método [27].

Também se define limite de deteccdo como sendo a menor quantidade passivel de
deteccdo que difere de uma solugéo do branco.

O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo que pode ser quantificada

com precisao e exatidao consideraveis por determinado método [28].

O célculo dos limites de deteccdo e quantificagdo, segundo a IUPAC (International
Union Pure and Appliled Chemistry), baseia-se na raz&o entre o desvio padrdo (o) obtido de
dez leituras de sinal da solugdo do branco e o coeficiente angular da curva analitica (m),
multiplicando-se esta razao por trés para obter o limite de deteccdo e multiplicando-se este por
dez para obter o limite de quantificacéo.

Segundo o sistema RGB, o branco é o resultado da interacdo das trés cores (Vermelho,
Verde e Azul) em seus maximos valores de escala, sendo estes 255, a obtencdo destes valores
das solucdes de branco, geram valores de alta magnitude no sistema RGB, sendo necessaria a
subtracdo dos valores de bo das equacdes. Os valores de LD e LQ foram obtidos, por fim, a
partir dos desvios padrdo do branco e subtracdo dos coeficientes lineares obtidos em cada
equacao.

Nos experimentos com a web cam os valores de LD e LQ foram determinados a partir
da conversdo dos valores de R, G e B em absorbancia. Foram obtidas dez fotografias da solugao
do branco, foi entdo calculado um valor médio de R, G e B para os valores e utilizou-0s para 0s
calculos de LD e LQ.
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5.13 Precisao

A precisdo, expressa em condicdes experimentais, a dispersdo dos resultados obtidos
dentro de um conjunto de ensaios independentes, reproduzidos nas mesmas condi¢des, em uma
mesma amostra ou amostras diferentes. Avaliou-se entdo a precisdo do método proposto para
ambos os célculos, do comprimento de onda e da concentracédo, obtidos segundo o calculo do

desvio padréo relativo (n=3), em todas as amostras.

5.14 Erros

Para um modelo matematico obtido por meio do método dos minimos quadrados é
possivel calcular os erros e os coeficientes da equacdo do modelo. As estratégias para célculo
dos erros remetem ao calculo da variancia para cada um dos fatores.

A matriz z = [(M'M)™] é obtida através do calculo matricial descrito em EQUACAO 7.
O célculo do valor da Média Quadréatica dos Residuos (MQr), obtido a partir do calculo da
ANOVA, , fornece informacoes a respeito do erro do modelo. Sendo MQr multiplicado pela
matriz z, o valor do erro a matriz toda. A diagonal da matriz resultante esta € composta pelos

valores das variancias de cada um dos efeitos. O procedimento descrito se encontra em
EQUACAO 13 [22].
b -
z:(M‘.M)l:(O j
- b,

2 el

O valor do erro (E) pode ser obtido finalmente pela radiciacdo de cada termo que

(13)

compde a diagonal principal da matriz obtida em EQUACAO 13, multiplicados por um valor
de t tabelado com 95% de probabilidade estatistica, com o nimero de graus de liberdade
correspondente ao utilizado na obtencéo da MQ, demonstrado pela EQUACAO 14 [22]:

E = (V¥ Kty 14)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ConsideracOes a respeito dos resultados obtidos

Os resultados obtidos neste trabalho sdo apresentados em duas etapas, sendo que na
primeira etapa, os resultados foram obtidos utilizando-se uma camera fotografica
semiprofissional. Foram empregadas as variaveis R, G e B na construcdo dos modelos
matematicos. As amostras estudadas na primeira etapa foram: isoténicos e sulfato ferroso.

Na segunda etapa, visando-se a reducdo de custos e aumento da portabilidade, optou-se
por desenvolver uma camara fotografica portéatil, onde as fotografias foram obtidas utilizando-
se uma webcam. Visando aumentar a sensibilidade e explorar diferentes metodologias os
valores de R, G e B foram convertidos em absorbancias. Na segunda etapa a metologia descrita
foi aplicada na determinacdo de analitos de interesse ambiental, tais como aluminio, ferro,

nitrito e fésforo.

6.2 Etapa I: Determinagao de substancias coloridas comerciais

6.2.1 Varredura espectral

Procurando abranger a faixa de comprimentos de onda da regido visivel do espectro
eletromagnético, a escolha das substancias utilizadas na construcdo do modelo foi segundo seu
comprimento de onda de maxima absorcdo. A Figura 18 exibe 0s espectros obtidos em uma
faixa de comprimento de onda de 400 a 800 nm para os analitos utilizados na construcéo dos
modelos matemaéticos para determinacdo do comprimento de onda de maximo de absorg¢do. Em
Tabela 3 se encontram os valores de comprimento de onda de absor¢édo obtido para cada analito
através da varredura espectral, para efeito de comparacdo também s&o apresentados valores da

literatura.
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Figura 18: Espectros obtidos para os analitos empregados na constru¢do do modelo matemético para a
determinacdo do comprimento maximo de absorcao.
Fonte: Do autor

6.2.2 Determinando o comprimento de onda de maximo de absorcao

Para calcular o comprimento de onda de absor¢do das amostras utilizando a camara
fotogréfica, foi obtidaa EQUACAO 15. Os valores das variaveis utilizados para o calculo est&o

dispostos no Apéndice A.

ycondy= —19408,65 (+684,10) + 168,79 (+10,09)R — 48,09 (+2,57)G + 93,45
(+4,38)B — 0,74 (+0,05)RG — 0,58 (+0,01)RB — 0,40 (+0,01)GB + 12,75 (+3,59)H
+ 111,47 (+4,35)S + 147,96 (£5,66)Br + 0,39 (0,08)HS — 0,20 (+0,06)HBr -
3,24 (£0,15) BrS + 0,09 (£0,01)R? + 0,63 (20,03)G2 + 0,07 (+0,01)B?

15)

Como foram utilizados 6 analitos distintos em trés niveis de concentragdo, um total de
18 experimentos foram realizados. Na Tabela 3 se encontram dispostos todos os analitos
empregados, bem como os niveis de concentracdo utilizados na construcéo deste modelo. Como
respostas (yi), foram considerados os comprimentos de onda de absorcao teéricos compilados

na literatura.
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Tabela 3: Experimentos realizados para avaliar os resultados obtidos pelo modelo
estabelecendo comparagdo com dados obtidos por espectrofotometria de absor¢do molecular e

os valores teoricos.

Analitos Conc.(mgL™)  ATeirico MitodoProposta ETTO (%)  AReferéncia ETTO (%0)
4.00 426,002 424.84 -0.27 42733 0.31
A Tartrazina 5.00 426,002 426.99 0.23 430.63 1.09
6.00 426,002 425,89 -0.03 431.87 1,38
6,50 480,002 484.16 0.87 483.48 0,72
A. Crepiisculo 7.50 480,002 475.67 -0.90 484.60 0.96
8.30 480,002 479.96 -0.01 484.90 1.02
0.80 665,002 665,10 0.02 639,57 -0.82
A. Metileno 1.20 665,002 663,98 -0.15 639,76 -0.79
1.60 665,002 665,78 0.12 659,57 -0.82
2.00 512,009 512.81 0.16 501,01 -2.15
Ferroina 3,00 512,009 509,95 -0.40 502,43 -1.87
4.00 512,009 513,00 0.20 502,02 -1.95
30,00 629.00° 629,05 0.01 626,48 -0.40
A. Brilhante 60.00 629.00° 628.81 -0.03 626,09 -0.46
70,00 629.00° 629.12 0.02 626,09 -0.46
20,00 450,002 450.90 0.20 439,50 -2.33
T. de Ferro 25.00 450,002 450.27 0.06 445.26 -1.05
30,00 450,002 449.72 -0.06 445.26 -1.05

aDisponivel em: MARCZENKO e BALCERZAK, 2000
bDisponivel em: PRADO e GODOY, 2003

Para verificar a viabilidade do modelo, estes foram submetidos a analise de varincia
(ANOVA). Os resultados obtidos para os experimentos realizados se encontram dispostos em
Tabela 4. Com 95% de confianga a regresséo foi significativa, uma vez que a razao M Sregressio/
M Sresiduos Toi de 58.031,44, maior do que o0s respectivos valores tabelados de Fs,2) de 19,43. O
modelo também apresenta coeficiente de correlacdo adequado (r>0,997) indicando que, nesse
nivel de confianga (95%), mais de 99% da variancia dos dados sdo explicados pelo modelo.
Também, baixos valores de erro percentual foram obtidos e podem ser verificado na Figura 19
para o primeiro modelo. A porcentagem de residuos ndo foi maior do que 1% em ambos 0s

Casos.
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Tabela 4: Andlise de varidncia para 0 modelo quadratico desenvolvido para o célculo do

comprimento de onda utilizando-se o modelo desenvolvido

Fonte de Soma Graus de Média
L L . L. Fcalculado Feritico
Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 133552,56 15 8903,50
Residuos 45,60 2 22,80 58.031,44 19,43
Total 133835,00 17 7872,65
% de variancia explicada pelo modelo: 99.79%
0,2 T T T T T T T T g T U
) (0]
0,1 _
g o]
~ @)
2 0,0 O
: 0
R=
E -
0,1 s
1 o
-0,2 . T : T . T g T : T .
400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 19: Erro percentual para o modelo desenvolvido para a determinagéo de comprimento de onda utilizando-

se a camara fotografica.
Fonte: Do autor

Também foi estabelecida uma comparacdo entre o0s dados obtidos por
espectrofotometria, 0 modelo matematico proposto e os dados obtidos na literatura, que podem
ser verificados em Tabela 3, previamente descrita. Pode ser verificado que os desvios
percentuais sempre foram menores do que 2,33 % para os dados obtidos através da
espectrofotometria e menores do que 0,90 % para 0 método proposto, portanto, 0 modelo

proposto se mostra preciso. Os comprimentos de onda obtidos pelo modelo foram comparados

com os valores da literatura (Tabela 3) mediante a aplicagdo do teste-t pareado, onde o valor de
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tealculado (5,18x107) foi menor do que 0 valor de trbelado (2,11), indicando que os dados s&o
similares com 95% de confiabilidade.

6.2.3 Obtencdo do Modelo Matematico para determinacdo da concentracdo dos analitos

Os modelos utilizados na determinagédo da concentragdo foram obtidos utilizando apenas
as componentes fotograficas R, G e B. Da mesma forma que o modelo matematico anterior, 0
método dos minimos quadrados (Equacédo 11), foi empregado para o céalculo dos coeficientes
Bi. Nesse caso, a matriz resposta é composta pelos valores da concentracdo de trabalho dos
padrBes de calibracdo. Utilizando-se a cdmara fotogréfica descrita previamente, foram obtidos
os valores de R, G e B descritos em Apéndices B, C e D, obtendo-se também as EQUACOES

16, 17 e 18, para os analitos: amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e ferroina respectivamente.

y= 6,62 (+1,55) + 0,62R (+0,12) — 0,62G (0,14) — 0,04B (+0,02) (16)
y=-13,32 (+1,81) + 0,59R (+0,08) — 0,51G (+0,07) + 0,03B (+0,01) (17)
y= 7,92 (+0,75) + 0,136 (0,013)R — 0,083 (0,008)G + 0,004B (+0,001) (18)

Os modelos matematicos foram também submetidos a ANOVA para avaliar sua
viabilidade, e os resultados obtidos estdo dispostos em Tabelas Tabela 4, 5 e 6. Com 95% de
confiabilidade todas as trés regressbes sdo significativas. As porcentagens de variancia
explicadas pelas regressdes foram maiores do que 99,98% para todos os analitos determinados.
Os coeficientes de correlagdo obtidos para os modelos foram maiores do que 0,9998, indicando
ajustes satisfatorios para os modelos.

Nas Figuras: Figura 20, Figura 21 e Figura 22; sdo exibidas as curvas analiticas, bem
como as equacles obtidas para os analitos: amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e ferroina
respectivamente. Também sdo exibidas as equacdes lineares obtidas bem como os coeficientes
de determinagio (R?), em todas as curvas analiticas os coeficientes de correlagdo nio foram
menores do que 0,9975, portanto as curvas exibem linearidade adequada dentro da faixa de
concentracdo de trabalho escolhida. Para avaliar a viabilidade de todos os trés modelos, um
gréfico dos erros percentuais em relacdo as concentracdes foi feito, e é exibido em Figura 23.
A porcentagem de residuos ndo é superior a 2%, assim, o0 método desenvolvido se mostra

preciso.
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Tabela 5: Andlise de variancia para o modelo linear desenvolvido para o célculo da
concentracdo do analito amarelo tartrazina.

Fonte de Soma Graus de Media
L. L . L. Fcalculado Feritico
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 9,99 3 3,33
Residuos 1,37x10* 1 1,37x10* 24354,43 215,70
Total 10,00 4 2,50

Tabela 6: Andlise de variancia para o modelo linear desenvolvido para o calculo da
concentracdo do analito amarelo crepusculo.

Fonte de Soma Graus de Media
L . . . Fealculado Feritico
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 9,99 3 3,33
Residuos 3,38x10* 1 3,38x10* 8597,45 215,70
Total 10,00 4 2,50

Tabela 7: Andlise de variancia para o modelo linear desenvolvido para o célculo da
concentracdo do analito ferroina.

Fonte de Soma Graus de Média
. L. . L. Fealculado Feritico
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 9,98 3 3,32
Residuos 0,01 1 0,01 360,39 215,70
Total 10,00 4 2,50
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Figura 20: Curva analitica, equagdo linear e coeficiente de correlagéo obtido com Espectrofotometria UV-Vis, para
o0 analito amarelo tartrazina no comprimento de onda 429,33 nm.
Fonte: Do autor
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Figura 21: Curva analitica, equagdo linear e coeficiente de correlagéo obtido com Espectrofotometria UV-Vis, para
0 analito amarelo crepUsculo no comprimento de onda 484,32 nm.
Fonte: Do autor
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Figura 22: Curva analitica, equagdo linear e coeficiente de correlagéo obtido com Espectrofotometria UV-Vis, para
0 analito ferroina no comprimento de onda 501,82 nm.
Fonte: Do autor
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Figura 23: Erro percentual versus concentragdo dos analitos.
Fonte: Do autor

45



6.2.4 Limites de Deteccao e Limites de Quantificagéo

Na Tabela 8 se encontram os valores de LD e LQ obtidos para o método desenvolvido
comparados com os valores obtidos utilizando-se espectrofotometria de absor¢do molecular
(método de referéncia). Pode se notar a similaridade entre os valores sendo, em geral, melhores

para 0 método proposto.

Tabela 8: Figuras de mérito (LD, LQ e Faixa Linear)

_ AID Meétodo de Referéncia
Analitos
LD LQ FL® LD LQ FL?
A. Tartrazina 0,37 0,75 0,75-500 0,31 0,80  0,80-5,00
A. Crepusculo 0,17 0,56  0,56-5,00 0,20 0,67  0,67-5,00
Ferroina 0,05 0,18  0,18-5,00 0,09 0,29  0,29-5,00

aFaixa Linear

Emmg L*
6.2.5 Determinagdes em amostras comerciais

Em todas as amostras foram determinados o comprimento de onda bem como a
concentracdo dos analitos: Amarelo Tartrazina, Amarelo Crepusculo e Ferro. Na Tabela 9 estdo

os resultados obtidos para todos os analitos citados:

Tabela 9: Determinac6es em amostras comerciais

_ AID Metodo de Referéncia®
Analitos
Concentracao A (nm) Concentracéao A (nm)
A. Tartrazina 5,39+0,272 431,87+0,25 5,21+0,202 435,69+2,80
A. Crepusculo 2,95+0,19° 486,44+0,13 3,04+0,17° 483,88+0,55
Ferro 2,12 x 10%+0,112 514,82+0,82 2,18x10%+0,122 506,47+1,05

Valores em mg L
b\/alores em mg g!
¢ Método de Referéncia: Espectrofotometria UV-Vis
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Os resultados obtidos utilizando-se AID foram comparados com o método de referéncia
através de um teste-t. Os valores de tcaiculado para os analitos foram 0,78; 2,84 e 1,40 para as
amostras de isotdnico (amarelo tartrazina), antiacido (amarelo crepusculo) e suplemento de
ferro (ferroina), respectivamente. Os valores de tcaiculado fOram sempre menores do que o valor

de tranelado de 3,18, indicando que com 95% de confianga os dados sdo similares.
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6.3 Etapa Il: Determinagéo dos analitos de interesse Ambiental

6.3.1 Varredura espectral

Similarmente ao descrito na sessdo 6.2.1 anteriormente foi obtido o espectro na regiao do
visivel dos analitos a serem determinados, permitindo dessa forma uma compara¢do com 0s
resultados obtidos utilizando-se 0 método de referéncia e com o método proposto. A Figura 24
exibe 0s espectros obtidos em uma faixa de comprimento de onda de 400 a 800 nm para 0s
analitos utilizados na construcdo dos modelos matematicos para determinagdo do comprimento
de onda de maximo de absorcdo. Na Tabela 11 se encontram os valores de comprimento de
onda de absorcdo obtidos para cada analito através da varredura espectral, permitindo
estabelecer correlagdo com os valores obtidos na literatura, sendo esses condizentes. Os valores
obtidos com o método de referéncia sdo condizentes tanto com os valores obtidos na literatura
guanto com os da espectrofotometria. De uma maneira geral os erros variaram entre e 0,90% e

0,20% o que comprova a exatiddo do sistema proposto.

0,75 T l T ' T I T I T
Aluminio-ECR 0,300 mg L."
———Nitrito 0,200 mg L' ]
i Fe-Ferroina 1,000 mg L™
——A. Crepiiseulo 4,000 mg L
050 4 A. Tartrazina 4,000 mg I 4
- Fosforo 0,525 mg L
.5 -
=
<«
= i
=
o
2]
=
<
0,25 -
0,00
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 24: Espectros obtidos para os analitos empregados na constru¢cdo do modelo matematico visando a
determinacdo do comprimento maximo de absorgéo.
Fonte: Do autor
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6.3.2 Obtencdo dos Modelos Matematicos para determinacdo do comprimento de onda

Assim como foi descrito na primeira etapa, foi utilizado o método dos minimos
quadrados (MMQ) para a obtencdo de um modelo matematico, que baseado nas variaveis
fotogréficas R; G; B; H; S; Br, permitisse a obtencdo do comprimento de onda de absorcéo dos
analitos. As varidveis empregadas, bem como as interacGes sdo descritas em Tabela 1 descrita
no item 5.7 supracitada. Foram utilizadas 16 variaveis e foram realizados 18 experimentos (6
analitos de cores diferentes em 3 niveis de concentracdo). Foi desenvolvido um modelo
quadratico, da mesma forma como descrito na SECAO 6. Para calcular o comprimento de onda
de absorcdo das amostras utilizando a camara fotografica, foi obtida a EQUACAO 19. Os

valores das variaveis utilizados para o calculo estdo dispostos no Apéndice D.

y(c.onda)= —1974,91 (+113,80) + 37,32 (+8,01)R — 16,75 (+0,57)G + 35,46 (+1,08)B —
0,07 (+0,01)RG — 0,12 (0,01)RB — 0,04 (+0,01)GB — 14,07 (+2,12)H — 13,71 (+1,18)S — 36,99
(£2,74)Br — 0,11 (20,01)HS + 0,20 (£0,02)HBr + 0,45 (+0,05) BrS — 0,10 (+0,01)R? + 0,04
(+0,03)G? - 0,01 (+0,01)B2 (19)

O modelo foi submetido a ANOVA para avaliar sua viabilidade, os resultados obtidos
para 0s experimentos realizados se encontram dispostos em Tabela 11. Com 95% de confianca
a regressao foi significativa, uma vez que a raz80 MSegressio/ MSresiduos fOi de 166,94, maior do
que os respectivos valores tabelados de Fs,2) de 19,43. O coeficiente de correlacdo calculado
para 0 modelo foi adequado (r>0,999) indicando que, com 95% de confiabilidade e com mais
de 99% da variancia dos dados sdo explicados pelo modelo e também, exibe baixos valores de
erro percentual relativo o que pode ser verificado em Figura 25 para o primeiro modelo.

Obsreva-se que os residuos ndo foram superiores a 0,06 % em ambos 0s casos.
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Tabela 10: Os experimentos realizados para avaliar os valores de comprimento de onda de
absorcdo méximo obtidos pelo modelo estabelecendo comparacdo com dados obtidos via

espectrofotometria de absor¢cdo molecular e os valores tedricos.

Erro Erro

Analitos Conc (mg L) Atesrico®  AMétodo Proposto AReferéncia
(%) (%)
4,00 426,00 424,42 0,37 427,33 0,31
A. Tartrazina 5,00 426,00 425,87 0,03 430,63 1,09
6,00 426,00 427,31 -0,31 431,87 1,38
6,50 480,00 479,71 0,06 483,48 0,73
A. Crepusculo 7,50 480,00 482,92 -0,61 484,60 0,96
8,50 480,00 478,14 0,39 484,90 1,02
0,20 535,00 536,95 -0,36 534,01 -0,19
Aluminio ECR 0,30 535,00 533,02 0,37 534,08 -0,17
0,40 535,00 535,54 -0,10 534,16 -0,16
0,75 512,00 510,44 0,30 507,71 -0,84
Ferroina 1,00 512,00 516,71 -0,92 506,31 -1,11
1,25 512,00 507,88 0,80 507,35 -0,91
0,10 543,00 545,00 -0,37 541,82 -0,22
Nitrito 0,20 543,00 541,49 0,28 542,37 -0,12
0,50 543,00 543,40 -0,08 542,07 -0,17
0,53 700,00 696,86 0,45 715,00 2,14
Fésforo 0,80 700,00 704,10 -0,59 716,92 2,42
1,00 700,00 698,24 0,25 714,95 2,14

aDisponivel em: MARCZENKO e BALCERZAK, 2000

Tabela 11: Analise de variancia para o modelo quadratico desenvolvido para o célculo do

comprimento de onda utilizando-se o modelo desenvolvido

Fonte de Soma Graus de Meédia
.. L . L. Fcalculado Feritico
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 127971,79 15 8531,45
Residuos 102,21 2 51,11 166,94 19,43
Total 128074 17 7533,76

% de variancia explicada pelo modelo: 99.92%

50



0,10 y | ' T : T : T : T — y
0,08 - i
0,06 - o .

0,04 o ]

0,02 -

0,00

Erro (%)

-0,02 - 4
: o
-0,04 - ]

-0,06 1

-0,08 )

-0,10 e [ [ B L
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 25: Erro percentual para o modelo quadratico desenvolvido.
Fonte: Do autor

Comparando-se ambos 0s modelos matematicos desenvolvidos, com uma camera semi-
profissional e com uma web cam, e possivel perceber que o segundo modelo exibe uma média
quadratica de residuos ligeiramente maior (MQr = 51,11) do que o primeiro modelo (MQ =
20,80). Isso pode ser atribuido a perda de sensibilidade, uma vez que a web cam apresentava
uma resolucdo de 5.0 megapixels sendo desses 1.3 reais e o restante interpolados, a camera
semiprofissional exibia 12 megapixeis de resolugdo sendo, portanto 10 vezes mais sensivel. Por
outro lado empregando-se a web cam foi possivel obter erros percentuais relativos menores.
Dessa forma o uso de uma web cam para o desenvolvimento de um modelo matematico que
permita o calculo do compriemento de onda se mostra possivel, uma vez que o exibe precisdo
e exatiddo adequadas. Para averigurar se o0s resultados obtidos pelo modelo estavam
condizentes com 0 método de referéncia foi efetuado o teste-t, onde o valor de tcaiculado fOi de
0,986, menor do que o valor de tipelado de 2,11, indicando que os dados sdo similares com 95%

de confiabilidade.
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6.3.3 Estudo de variaveis e construcao de curvas de calibracéo

Para o calculo da concentracdo dos analitos, optou-se por uma abordagem diferente da
utilizada anteriormente, os valores de R, G e B foram convertidos em absorbancia como descrito
segundo Gomes et al. Onde foram obtidas 10 fotografias do branco, os valores médios de R, G
e B foram adotados como valor de poténcia do feixe de luz méxima (Po), foram obtidas entdo
trés fotografias dos padrdes e amostras. Calculado o valor médio das varidveis fotograficas da
mesma forma como efetuado para o branco. Os valores de R, G e B dos padrGes e amostras
foram adotados como sendo a potencia do feixe de luz que atravessou a cubeta (P). Aplicando-
se as equacles 4 e 5 descritas no item 2.2, € possivel transformar as variaveis fotograficas em
absorbancias.

Nesta abordagem ndo foi utilizado um sistema multivariado, dessa forma, para se
determinar qual das variavies é mais significativa para cada analito foram construidas curvas
de calibracdo com as absorbancias obtidas a partir das variaveis R, G e B dos analitos a serem
determinados. Foi escolhida como variavel de trabalho a que apresentou maior sensibilidade
(analisando-se a sensibilidade analitica da equagdo obtida), e melhor correlacio linear (R?).

Na Figura 26 sdo exibidos os resultados de variaveis para os analitos: Alumino (26-A),
Ferro (26-B), Fosforo (26-C) e Nitrito (26-D) respectivamente. Observa-se para 0 Aluminio
boas correlagdo linear (R? = 0,9962), e sensibilidade (m = 0,7431) quando se utiliza como
variavel de trabalho o Verde. O analito Ferro exibiu maior sensibilidade para o uso da variavel
Azul, porém, baixa correlacdo linear (R? = 0,9878), desta forma optou-se por trabalhar com a
variavel Verde pois apresentou melhor linearidade (R? = 0,9926). Para o analito Fésforo optou-
se por somar as variaveis Vermelho e Verde (representada pela curva em lilas), uma vez que
obteviram-se melhores sensibilidade (m = 0,6321) e linearidade (R? = 0,9961). A variavel de
trabalho escolhida para quantificar o Nitrito foi o Verde exibindo linearidade (R? = 0,9910) e
sensibilidade (m = 0,5573) adequadas.

Em Tabela 12 sdo exibidas as variaveis utilizadas na quantificacdo de cada analito, as
equacdes obtidas e correlagdo linear. Todas as curvas de calibracdo obtidas através do método
proposto exibiram coeficientes de correlagéo superiores a 0,9910, indicando ajuste satisfatorio

para 0s modelos.
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Figura 26: Estudos de varidveis de trabalho para os analitos: Aluminio (A), Ferro (B), Fésforo (C) e Nitrito (D).
Sendo representadas em Vermelho as equacdes referente a variavel R, em Verde referente a variavel G, em Azul
referente a varidvel B e em Lilas referente a R+G.

Fonte: Do autor

Tabela 12: As variaveis utilizadas na determinacdo da concentracdo de cada analito, bem como

as equacdes obtidas e os coeficientes de correlagio (R?)

Analito Variavel Equacéo R?
Aluminio Verde (G) Abs =0,07431C + 0,01088 0,9962
Ferro Verde (G) Abs =0,07637C + 0,001471 0,9926
Vermelho + Verde
Fosforo Abs = 0,6321C - 0,01347 0,9961
(R+G)
Nitrito Verde (G) Abs = 0,5573C - 0,02712 0,9910

Sédo apresentadas na Figura 27 as curvas analiticas obtidas com espectrofotometria bem

como as equacles obtidas para os analitos: Aluminio (27-A), Ferroina (27-B), Fosforo (27-C)
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e Nitrito (27-D) respectivamente. Também séo exibidas as equagdes lineares obtidas bem como

os coeficientes de correlacdo (R?), em todas as curvas analiticas os coeficientes de correlacio

ndo foram menores do que 0,9998. Portanto as curvas exibiram linearidade adequada dentro da

faixa de concentracdo de trabalho escolhida. Em ambos, estudos de variaveis e curvas analiticas,

Abs é o sinal de absorbancia obtido para cada solugéo, e C é a concentragdo do analito.
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Figura 277: Curvas analiticas obtidas, utilizando-se espectrofotometria UV-Vis, para os analitos: Aluminio (A),

Ferro (B), Fasforo (C) e Nitrito (D).

Fonte: Do autor
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6.3.4 Figuras de mérito e validacdo da metodologia

Visando descrever o desempenho analitico da metodologia desenvolvida foram
investigadas as seguintes figuras de mérito: Faixa linear da curva analitica, limites de detec¢do
e quantificagéo, precisdo e exatiddo. Em Tabela 13 se encontram os valores de LD, LQ e faixa
linear obtidos para 0 método desenvolvido comparados com os valores obtidos utilizando-se
espectrofotometria de absorcdo molecular (método de referéncia), nota-se a similaridade entre
os valores obtidos. Em Tabela 14 estdo dispostos os limites preconizados pela legislagéo
brasileira (CONAMA, resolucdo 357) para a classificacdo das &dguas em classes I, 11 e IlI.
Comparando-se os valores de LQ fornecidos pelo método e os teores maximos estabelecidos
pela legislacdo, este se mostra eficiente para a classificacdo de aguas segundo as classes I, Il e
I11, uma vez que os limites de quantificacdo obtidos pelo método séo todos inferiores aos teores
estabelecidos, podendo ser usado para tal fim.

Tabela 13: Faixa linear da curva analitica, limites de deteccdo e quantificagdo, em mg L

) Método Proposto Método de Referéncia
Analitos
LD LQ FL? LD LQ FL?
Aluminio 0,007 0,023 0,023-050 0,003 0,011 0,011-0,50
Ferro 0,049 0,164 0,164-2,00 0,038 0,127 0,127-2,00
Faosforo 0,016 0,052 0,052-150 0,091 0,291 0,291-5,00
Nitrito 0,006 0,022 0,022-1,00 0,007 0,025 0,025-1,00

aFaixa Linear,

Tabela 14: Teores maximos preconizados pela legislacdo ambiental brasileira para os analitos

determinados em mg L.

Teores
Classe
AlS* Fe2* P NO,
Classes I e 11 0,100 0,300 0,100 1,00
Classes 111 0,200 5,00 0,150 1,00

Foi determinado o comprimento de onda utilizando-se 0 modelo matematico descrito

pela Equagdo 19, os resultados obtidos estdo dispostos em Tabela 15. Foi realizada a
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comparacéo entre as metodologias utilizando teste-t pareado, os valores de tcaiculado foram todos

menores doque o valor de trabelado.
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Tabela 15: Comprimentos de onda obtidos utiliando-se AID e comparacdo com metodologia de referéncia

A AID (nm) A Espectrofotometria (nm)
Amostras
AR Fe* POs* NO2 AP Fe?* POs* NO2
P1 542,45+0,23  505,87+0,16  701,52+0,24 531,86+0,30 533,66+0,13 501,39+1,16 701,17+0,15 541,92+0,28
P2 539,20+0,42  507,93+0,45 701,64+0,26  535,59+1,08 533,24+0,13 504,93+0,53 703,61+0,07 542,82+0,28
P2 540,49+1,22 514,56+0,53 705,60+0,32 534,65+0,78 533,30+0,10 506,05+0,40 702,09+0,21  542,43+0,33
P4 535,38+0,42  506,94+0,83 701,57+0,37 544,72+0,26 532,82+0,11 505,22+0,40 701,83+0,14  541,92+0,35
P5 531,47+0,44  505,55+0,35 703,14+0,41 542,20+0,79 532,92+0,12 504,93+0,23 702,69+0,08 541,86+0,29
P6 536,69+0,93  506,32+0,84 700,53+0,17 542,44+0,50 532,80+0,12 506,16+0,34 703,18+0,16 541,77+0,26
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Para verificar a exatiddo do método foram realizados testes de adi¢do e recuperacdo, 0s
resultados s&o exibidos em Tabelas: Tabela 16, Tabela 17, Tabela 18 e Tabela 19 para o0s
analitos Aluminio, Ferro, Fosforo e Nitrito respectivamente. O método exibiu boas taxas de
recuperacdo, desta forma precisao e exatiddo adequadas.

Os resultados obtidos utilizando-se AID foram ainda comparados com o método de
referéncia através de um teste-t pareado. Os valores de tcaiculado para os analitos foram 1,23;
0,14; 1,47 e 0,33 para os analitos Aluminio, Ferro, Fosforo e Nitrito respectivamente. Os valores
de teaiculado foram sempre menores do que o valor de tianelado de 2,45, indicando que com 95% de
confianga os dados sdo similares, assim foi confirmada a exatiddo do método de AID. A Tabela
14 traz a classificacdo das aguas coletadas segundo o teor dos analitos determinados e segundo

os limites pré-estabelcidos pela legislacdo brasileira utilizando-se o método desenvolvido.

Tabela 16: Avaliacdo dos valores de recuperagdo para uso de AID na determinacdo de

Aluminio em amostras ambientais.

Concentracéao Concentracéao .
o Recuperacao

Amostras Adicionada Encontrada

4 . (%)

(Mg L) (Mg L)

0 60,80+0,82

P1 95,83
300 363,49+0,36
0 96,82+1,28

P2 96,52
300 410,61+1,11
0 96,30+0,24

P3 91,07
300 393,58+1,53
0 114,54+0,59

P4 102,17
300 449,66+0,70
0 119,34+0,39

P5 108,30
300 420,36+0,50
0 104,42+0,86

P6 98,54
300 426,13+1,19
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Tabela 17: Avaliagéo dos valores de recuperacdo para uso de AID na determinacéo de Ferro

em amostras ambientais.

Concentracao Concentracéao .
o Recuperacéo
Amostras Adicionada Encontrada
1 (%)
(ng L) (ug L)
0
p1 252,73+0,42 102,90
1000 1231,13+0,12
0 ND
P2 98
1000 987,63+0,56
0 107,54+0,26
P3 92,98
1000 929,78+0,40
0 ND
P4 104,94
1000 1049,40+0,30
0 769,95+0,42
P5 96,51
1000 1581,05+0,28
0 1096,93+0,19
P6 97,92
1000 1856,71+1,20
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Tabela 18: Avaliagdo dos valores de recuperacdo para uso de AID na determinacdo de Fdsforo

em amostras ambientais.

Concentracéao Concentracéao .
o Recuperacao
Amostras Adicionada Encontrada
4 . (%)
(Mg L) (Mg L)
0
P1 ND 98,01
525 514,56+0,90
0 ND
P2 99,87
525 524,32+1,53
0 ND
P3 97,03
525 509,41+1,07
0 ND
P4 99,36
525 521,62+0,81
0 ND
P5 99,07
525 520,14+0,69
0 ND
P6 99,61
525 522,97+£1,04
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Tabela 19: Avaliacédo dos valores de recuperagéo para uso de AID na determinacdo de Nitrito

em amostras ambientais.

Concentracéao Concentracéao .
o Recuperacao
Amostras Adicionada Encontrada
) (%)
(g L™ (mg L)
0
P1 ND 101,62
250 306,02+0,87
0 ND
P2 98,30
250 245,75+0,53
0 ND
P3 98,38
250 245,95+0,74
0 ND
P4 93,50
250 233,76x0,12
0 70,88+0,12
P5 98,98
250 324,07+0,10
0 ND
P6 105,03
250 262,58+0,36
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7 CONCLUSOES

Uma camera digital foi utilizada para determinar o comprimento de onda de absorc¢éo
assim como as concentracdes de diferentes analitos coloridos. O uso do método dos minimos
quadrados tornou possivel a construgdo de um modelo quadratico que correlacionasse as
variaveis: R, G, B, H, S e Br para o calculo dos comprimento de onda, e a constru¢do de um
modelo que permitisse a correlacdo das variaveis: R; G e B para o célculo das concentracfes de
analito.

Também foi possivel o uso de uma webcam para realizar as determinacgdes, sendo
convertidos os valores de R, G e B em absorbéancias. O método foi aplicado amostras ambientais
e os resultados estdo de acordo com a metodologia padrdo. As faixas de respostas lineares do
método proposto sdo adequadas para a aplicacdo em amostras ambientais e comerciais.

As principais vantagens do método proposto foram: baixo custo, simplicidade de uso,
versatilidade, precisdo e exatiddo adequadas. Com base nos resultados apresentados, conclui-
se que a fotografia digital € adequada para determinar comprimentos de onda e a concentracao
de analitos coloridos e as figuras de mérito sdo semelhantes as do método espectrofotométrico,

permitindo assim sua aplicacao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos utilizando-se uma web cam revelam-se satisfatorios para
determinagOes dos analitos de interesse ambiental propostos, focando-se principalmente em sua
portabilidade, como futuras aplicacdes sugere-se a exploracdo de determinacGes em campo

utilizado-se o sistema proposto.
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APENDICE A - VALORES DE R G B UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA EQUACAO 15

by b, bs b bs bs by bs be bis b bis b by by Y
Exp C b g G B RG RB GB H s B HS HB BS R? G? B? A
200 1 15433 16307 10974 2516770 1693666 1789590 69,84 3260 6305 228312 446602 209075 2381867 26593,13 1204300 42600
ATart 500 1 15200 16250 97,52 2471414 1482289 1585591 69,77 4002 6376 279105 444861 255156 2310400 2643648  9500,96 426,00
600 1 15196 164,85 8496 2505140 1291123 1400632 6968 4845 6465 337623 450461 313245 2300275 2717618 721871 426,00
650 1 15015 15659 11682 2351213 1753954 1820241 69,72 2539 6141 177017 428137 155017 2254442 2452137 1364574 480,00
ACrep 750 1 14837 15382 107,96 2282153 1601847 1660633 67,05 2080 6032 199784 404421 179742 2201366 23659,05 1165601 480,00
850 1 14978 15307 97,41 2202712 1458043 1491048 6351 3636 60,03 230905 381226 218250 2243345 23431,65 948812 480,00
080 1 137,70 15459 15652 2128807 2155329 2419674 18563 1218 6150 226028 1141575 74878 1896239 23899,00 2449820 66500
AMet 120 1 12226 15800 14630 1931692 1788600 2311477 16038 22,61 6196 362644  9937,12 140106 1494726 24964,00 2140252 66500
160 1 11282 15674 14404 1768274 1624953 2257650 16260 28,02 6147 455855 1000000 172231 1272722 24567,74 2074666 66500
200 1 14989 14844 11689 22250,12 1752038 17351,47 57,47 22,09 5884 126933 338124 129961 2246671 2203562 1366304 512,00
Ferroina 300 1 15289 141,67 10226 2165033 1563428 1448673 4669 3311 5006 154587 279911 198526 2337505 20069,54 1045690 512,00
400 1 15452 137,04 8404 2117482 1298531 1151618 4510 4561 60,60 205706 273302 276362 2387612 1877914 706222 512,00
50000 1 630 10696 179,44 67344 112078 1919387 20510 9649 70,37 1979023 1443254 679021 39,64 1144108 3220015 629,00
CAzul 60000 1 556 10452 16378 58071 909,05 1711701 20246 9661 6423 1955026 1300327 620491 30,87 1002422 2682323 629,00
70000 1 519 10037 16122 52042 83504 1618185 20339 9678 6322 1068451 1285888 611907 26,88 1007414 2599253 629,00
2000 1 14659 13837 8052 2028407 1180352 1114141 5255 4507 5749 236808 302083 250,65 2148951 1914626 648331 450,00
FeSCN 2500 1 14833 12867 36,22 1908556 537292 466058 49,47 7557 5817 373872 287773 439614 2200268 1655520 131203 450,00
3000 1 14859 117,05 833 1740737 123823 976,19 4654 94,39 5827 439310 271204 550041 2207988 1372365 6944 450,00
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APENDICE B: VALORES DE R G B UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA EQUACAO 16

Variaveis Concentragdo Tedrica (mg L)
bo R G B Y
1,00 142,04 160,15 174,37 1,00
1,00 132,82 153,89 172,15 2,00
1,00 119,15 143,37 168,00 3,00
1,00 108,11 13552 166,04 4,00
1,00 101,89 132,26 166,89 5,00
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APENDICE C: VALORES DE R G B UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA EQUACAO 17

Variaveis Concentragdo Tedrica (mg L)
bo R G B Y
1 150,59 151,41 145,00 1,00
1 152,33 150,30 129,52 2,00
1 153,63 149,74 125,96 3,00
1 153,82 147,78 113,59 4,00
1 152,59 143,52 102,44 5,00
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APENDICE D - VALORES DE R G B UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA EQUACAO 18

Variaveis Concentragdo Teérica (mg L)
bo R G B Y
1 151,67 147,33 109,85 1,00
1 155,44 135,30 76,07 2,00
1 155,04 122,48 37,19 3,00
1 157,22 114,33 20,04 4,00
1 161,59 109,26 0,00 5,00

71



APENDICE E - VALORES DE R G B UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DA EQUACAO 19

by b, bs b bs bs by bs bs b b bas bao by b Y
Exp Conc* b g G B RG RB GB H s B HS HB BS RA2 Gn2 BA2 A
075 1 17641 15784 15338 2784413 2705704 2420002 1139 1305 6018 14864 787,91 90286  31119,66 2491336 2352634 512
Ferroina 100 1 17642 14932 13459 2634315 2374478 2000742 21,10 2373 69,18 50054 145956 164147 3112402 2229666 1811510 512
125 1 17786 14202 11558 2526108 2055752 1641521 2547 3503 6075 89203 177629 244323 3163560 20171,01 1335874 512
300 1 17180 16478 13433 28309,19 2307878 2213513 4882 2181 6737 106404 328945 146056 2051604 27151,68 1804544 480
ACrep 400 1 18053 16628 11836 3001936 21367,25 1968104 4625 3447 7080 150425 327414 244051 3250132 2765037 1400862 480
500 1 17926 16398 9857 29304,17 1766917 1616270 4865 4505 7030 219141 341900 316662 3213391 2688802 971558 480
010 1 17609 17180 20728 3025210 36499.88 3561104 24724 1712 8129 423303 2000781 139173 3100640 29516,16 42966,66 543
Nitrito 020 1 177,44 14767 21238 2620261 3768610 3136184 26761 3048 8320 815602 2228847 253838 3148649 2180544 4510640 543
050 1 18232 10205 21736 1860570 3962886 2218124 28176 5306 8524 1494005 2401698 452263  33240,83 10414,07 4724450 543
020 1 20616 8891 3623 1833050 747016 322176 1860 8246 8085 153384 150390 666643  42502,22 790564 131295 535
AECR 030 1 21388 7583 3515 16217,60 751740 266519 1365 8360 8387 114144 114512 701209 4574300 574973 123541 535
040 1 21130 6549 3600 1383866 760668 235778 1009 8299 8286 837,30 83613 687636 4464628 428046 129600 535
020 1 13606 16152 20089 2197651 2733331 3244720 21646 3230 7878 699222 1705276 254481 1851287 2608817 4035626 700
Fésforo 052 1 101,22 13807 19873 1397621 2011575 2743928 217,34 4910 7793 1067018 16937,50 382611 1024596 1906452 3949295 700
080 1 7611 11856 19873 902339 1512541 2356037 21923 6172 7793 1353120 1708520 481015 579288 1405545 39492,95 700
300 1 170090 18344 16285 3120144 2769890 2987422 9899 1123 71,94 111200  7121,31 80811 2892047 33651,82 2652067 426
ATart. 400 1 16668 18231 138,63 30387,00 2310670 2527339 8144 2397 7149 195228 582268 171377 2778200 3323645 1921818 426
500 1 16754 18231 15161 3054454 2540036 2763891 8883 1686 7149 149761 635085 120531  28070,66 3323645 2298408 426

*Concentragdo em mg L
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