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RESUMO

DETERMINACAO IN SITU DE ANALITOS DE INTERESSE ALIMENTICIO
EMPREGANDO TRATAMENTO DE IMAGENS DIGITAIS DE SPOT TESTS. Neste
trabalho foi desenvolvido um método analitico simples, rapido e de baixo custo, para
realizar determinagbes in situ de etanol e ion sulfito em amostras de produtos
alimenticios. O método utilizado foi baseado em imagens digitais capturadas por
cameras fotograficas e/ou celulares, utilizando um sistema construido para este fim.
A técnica utilizada foi a colorimetria indireta, em que foi medida a intensidade de luz
refletida pela solugdo, abordando o modelo de cores RGB. A quantificacdo dos
analitos foi realizada a partir do método da curva de calibragéo, utilizando um
software de tratamento de imagens para se obter os valores numéricos de cada uma
das trés cores primarias (vermelha (R), verde (G) e azul (B)). No primeiro
procedimento foi determinado o teor (em %) de etanol em bebidas, obtendo-se
limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) da ordem de 0,25 e 0,85 %,
respectivamente, com uma curva analitica linear no intervalo de 1 a 20 % v/v (r =
0,999), utilizado o canal R por ter apresentado melhor linearidade e resultados mais
proximos do método espectrofotométrico utilizado como método referéncia, a um
nivel de confianga de 95 %. O percentual de recuperacdo nas amostras comerciais
variou entre 85,0 e 106 %. Na sequéncia, foi determinado sulfito em amostras de
vinhos, vinagres e sucos, obtendo-se LD e LQ da ordem de 3,3 x 10 mol L™" e 1,0
10~ mol L™, respectivamente, com uma curva analitica linear de 1,0 x 10™ a 3,0 x
10 mol L™" (r= 0,997), utilizando o canal B por ter apresentado melhor linearidade e
resultados mais proximos do método de referéncia, baseado na titulacao
iodométrica, com um nivel de confianga de 95 %. O percentual de recuperacéo de

sulfito nas amostras comerciais variou entre 84,4 e 103 %.
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ABSTRACT

IN SITU DETERMINATION OF FOOD ANALYTES EMPLOYING DIGITAL IMAGES
PROCESSING BY SPOT TESTS. In this work a simple, fast and inexpensive
analytical method was developed to carry out in situ determinations of ethanol and
sulfite ions in food samples. The method was based on digital images captured by
cameras and / or mobile phones, using a proper device for this purpose. Indirect
colorimetry was employed, where it was measured the intensity of the light reflected
by the solution, employing the RGB color model. The quantification of the analytes
was performed by calibration curve method, using image processing software to
obtain the numerical values for each one of the three primary colors (red (R), green
(G) and blue (B)). In the first procedure, it was determined the ethanol concentration
in drinks, obtaining limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 0.25 and
0.85 %, respectively, with a linear calibration curve in the range from 11020 % v /v (r
= 0.999), using the R channel due to better linearity and results in close agreement to
the spectrophotometric method used as reference method, with a confidence level of
95 %. The recovery study was carried out in six commercial samples and the
recovery percentage ranged between 85.0 and 106%. The sulfite ions were
determined in wines, vinegars and juices samples, with limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) of 3.3 x 10° mol L " and 1.0 x 10 * mol L™, respectively, and
with a linear calibration curve from 1.0 x 10 to 3.0 x 10° mol L™ (r = 0.997) using
the B channel supplying a good linearity and results in close agreement to the
iodometric titration method employed as reference method, at a confidence level of
95 %. The recovery percentage of sulfite in commercial samples ranged between
84.4 and 103%.
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1. INTRODUCAO

1.1- Spot tests

O spot test, ou analise de toque, € uma técnica aplicada as reacdes
quimicas sensiveis e seletivas, e sua principal caracteristica € a manipulacdo de
pequenos volumes de reagentes e da solugdo a ser analisada [1]. Neste tipo de
analise, gotas de reagentes sdo adicionadas a gotas de uma amostra com a
concentracdo da espécie quimica de interesse desconhecida, obtendo-se, como
resultado, a formagcdo de um precipitado [1] ou a evolugdo de uma reacao
colorimétrica [1, 2], indicando a presenca do analito de interesse na amostra.

E uma técnica simples [2, 3], rapida, de baixo custo operacional [2, 3] e
bastante confiavel [3], aplicavel a compostos organicos ou inorgéanicos [1], podendo
ser empregada em determinagbes semi-quantitativas [2] ou quantitativas [4] para
diversas espécies quimicas. Entre as matrizes que podem ser avaliadas via spot
tests, estdo urina e sangue em analises clinicas, em residuos de armas de fogo,
drogas e venenos em estudos forenses, controle de qualidade do ar, da agua, solos,
plantas, e em estudos de adulteragdo ou composigdo de alimentos [3]. Na grande
maioria das vezes, os spot tests sado realizados sobre papéis de filtro, onde a
superficie de contato permite distinguir diferentes concentragbes por meio da
intensidade da cor desenvolvida [2], sendo a concentracdo do analito proporcional a
intensidade dessa cor [4].

Desde o seu surgimento, varias empresas tém investido em spot tests
compactos para analises qualitativas e também quantitativas, especialmente para
analises de agua, urina e sangue com o objetivo de fornecer procedimentos com
resposta rapida quanto a presenga ou auséncia de certas substancias [3] (screening
analysis). Atualmente, sdo largamente utilizados em testes de gravidez e para o
controle do diabetes [2].

Segundo Kompany-Zareh et al. [5], os spot tests foram desenvolvidos
até por volta da década de 1960, sendo as analises baseadas apenas sob o ponto
de vista qualitativo. Ainda hoje, como um método quantitativo, sua aplicagédo néo
costuma ser tdo usual e, segundo o autor, isso talvez se deva a dificuldade em
manusear quantidades diminutas de reagentes com precisdo, ou devido a existéncia

de uma grande variedade de técnicas analiticas instrumentais mais atrativas que
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apresentam baixos limites de detecgdo, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de massas acoplado, por exemplo. Ainda assim, seu
potencial quantitativo € inegavel, existindo na literatura diversos trabalhos que os
utilizam desta forma [2, 4-9 ].

A origem dos spot tests € desconhecida mas, segundo Fritz Feigl [10],
em 1834, Friedlieb Ferdinand Runge usou papel de filtro impregnado com amido e
iodeto de potassio para detectar cloreto livre, sendo este papel reagente
comercializado desde entéo [3]. A partir dos seus estudos com cromatografia, Runge
foi um dos pioneiros a usar papel em reacdes quimicas, sendo por isso considerado
o criador das analises de spot tests [3]. J& o desenvolvimento moderno dos spot
tests é atribuido a Fritz Feigl, o qual contribuiu significativamente no
desenvolvimento e aprimoramento da técnica, realizando aplicagbes tanto em
reagdes organicas como em inorganicas [3]. E devido as inumeras vantagens, esta
técnica continua sendo bastante utilizada atualmente.

Zeraik et al. [1] desenvolveram um spot test para o monitoramento da
atividade da enzima peroxidase num procedimento de purificagdo. A enzima foi
obtida a partir do extrato de batata doce e o ensaio baseado na reacido entre o
peroxido de hidrogénio e o guaiacol, a qual €& catalisada pela presenca da
peroxidase, produzindo o tetraguaiacol colorido. Nas fragbes que apontavam a
presencga da peroxidase, a atividade foi determinada. A absorbancia do tetraguaiacol
formado foi medida em 470 nm, e a sensibiidade do procedimento
espectrofotométrico foi de 26.600 L mol™" cm™ (€470) (usando cubeta de quartzo com
caminho 6tico de 1cm), com um limite de detecgéo de 12,4 ug de guaiacol.

Paciornick et al. [2] desenvolveram um método para quantificacdo de
mercurio baseado na reacao colorimétrica obtida entre o vapor de mercurio e iodeto
cuproso. Um scanner comercial foi utilizado para capturar a imagem, a qual foi
analisada a fim de estabelecer uma relagdo quantitativa entre os componentes da
cor e a concentracdo de mercurio, sendo a sua intensidade relacionada a
concentragdo na amostra original. Diferentes modelos de separagao de cor foram
comparados quanto a sensibilidade, frente a variagcdo da concentragdo de mercurio.
O modelo HLS (Hue, Lightness, Saturation) apresentou os melhores resultados,
mostrando a relagdo linear mais sensivel entre o valor da componente H e a

concentracdo de mercurio. Os limites de detecgéo foram estimados em 0,007 pg g™ ".
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Matias et al. [4] desenvolveram um método para a determinagao
quantitativa de acido acetilsalicilico (ASA) em medicamentos comerciais utilizando
procedimentos spot test e refletancia difusa. O método baseou-se na formacao de
um complexo de cor roxa intensa entre o acido salicilico, obtido a partir da hidrélise
alcalina do ASA, e ions Fe(lll). As determinag¢des nao necessitaram de separagao
prévia e a medida da refletancia da mistura final foi realizada diretamente. Este
método apresentou um desvio padrao relativo (RSD) de 0,9%, com um limite de
determinagcdo quantitativa de 0,6 mg de ASA na solugdo de trabalho. Em
comparagao com o método de referéncia, o desvio padréao relativo foi de 0,6%.

Ribeiro et al. [11] desenvolveram um meétodo de spot test simples e
rapido para determinar metildopa em formulagbes farmacéuticas de modo
quantitativo, utilizando a espectroscopia de refletancia difusa a 410 nm. O método foi
baseado na reacao entre metildopa e ions molibdato, formando um complexo de cor
amarela na superficie do papel de filtro. A curva analitica obtida a partir do grafico de
densidade Optica do sinal de refletancia vs. log da concentragdo de metildopa foi
linear entre 6,30 x 10 a 1,89 x 1072 mol L™', com um coeficiente de correlagdo de
0,998. O limite de detecgdo obtido foi de 2,74 x 107 mol L' (RSD = 1,02%). Os
resultados obtidos por este método foram comparados com o método oficial, com

um nivel de confianca de 95%.

1.2- Métodos screening de analises

Métodos screening sao procedimentos analiticos realizados com
objetivo de identificar um composto ou grupos de compostos com 0 menor numero
de etapas possiveis e, com 0 minimo de manipulagdo da amostra [12].

Estes ensaios sdo realizados com o intuito de confirmar a presenca ou
auséncia de certa substancia sob analise, fazendo uso de técnicas rapidas e de
baixo custo. Basicamente, € um método que visa responder “sim” ou “nao” quanto a
presenca de determinada espécie na amostra [12]. Caso a resposta seja positiva
quanto a presencga de determinada espécie, novas amostras sdo selecionadas, para
posterior investigacdo mais detalhada do problema [13].

Entre as principais metodologias utilizadas em analises de screening,

estdo: sistemas empregando sensores quimicos, métodos com imunoensaios e
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testes com papel de filtro [13]. Estes e outros métodos podem ser miniaturizados ou
simplificados para realizar analises em campo.

Alguns métodos convencionais de analise sdo projetados para fornecer
informagdes detalhadas (qualitativa e/ou quantitativa) sobre os analitos em uma
amostra, 0 que pode ser desnecessario em alguns casos [14], especialmente
quando se deseja uma resposta imediata. Sendo assim, € importante o
desenvolvimento de métodos que fornegam informagdes analiticas mais rapidas,
precisas, de execu¢cao em campo e com baixo custo operacional e, neste contexto, o
desenvolvimento de metodologias do tipo screening € uma tendéncia importante em

quimica analitica [14].

1.3- Sistemas de padroes de cores RGB

Avancgos significativos na eletrénica e programacgéao tém possibilitado a
obtencdo de novas tecnologias para a aquisicdo e tratamento de dados aplicados
em diferentes areas da ciéncia, sobretudo na quimica [15].

O uso de cameras fotograficas, webcams, scanners e celulares com
cameras fotograficas embutidas, tém-se tornado ferramentas analiticas poderosas
no desenvolvimento de procedimentos analiticos para as mais variadas aplicacdes.
Isso é possivel gragas ao desenvolvimento de dispositivos integrados com melhores
resolugdes, o que Ihes confere melhor desempenho na aquisicdo e processamento
das imagens.

Softwares comerciais altamente eficientes estao facilmente disponiveis
— mesmo para uso em computadores pessoais — permitindo que o0 usuario possa
coletar um grande conjunto de dados e obter resultados estatisticamente
significativos [2].

Assim que as imagens sao digitalizadas, as informagbes de cor sdo
convertidas em matrizes numéricas e armazenadas na memoria do computador [2].
Dessa forma, a imagem é mostrada em matrizes de digitos binarios (0 e 1), que se
transformam numa estrutura quadriculada, chamada matriz de pontos, sendo que
cada ponto, ou unidade basica, equivale a um pixel na imagem, e cada pixel
apresentando uma intensidade especifica [2].

Diversos modelos podem ser abordados para o estudo das cores. A

maioria dos métodos analiticos baseados no uso de imagens digitais emprega o
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modelo de cores RGB (do inglés, Red, Green e Blue), que utiliza as cores primarias,
vermelha, verde e azul, e o conceito fundamental de que todas as demais cores sao
baseadas nas varias combinacbdes destas [2]. Este modelo € chamado aditivo
porque utiliza a luz transmitida para exibir as cores [16], € a combinacio linear
destas trés cores primarias geram todas as demais cores percebidas no espectro [2],
0 que permite a aquisi¢cao de cerca de 16,7 milhdes de cores diferentes (2563) [17].
O espaco de cor RGB pode ser melhor visualizado a partir da
representacdo geométrica desse sistema em um espago tridimensional cubico

conhecido como cubo de cor (Figura 1.1).

B (0,0, 1)

CIANO

MAGENTA A BRANCO (1, 1,1)

ESCALA DE/
cnza
Vd

PRETO (0, 0, 0) |/ G(0,1,0)
, 1,

R(1,0,0) AMARELO

FIGURA 1.1: Representagdo geométrica do cubo de cores RGB.

Neste cubo, as cores vermelha, verde, azul, magenta, ciano e amarelo
sdo representadas nos vértices do cubo, com intensidades variando de 0 a 255 (8
bits por canal) — ou, de 0 a 1, respectivamente, como valores normalizados. Na
origem (0, 0, 0), encontra-se o preto puro, ou auséncia de cor, a qual ndo possui
contribuicdo de nenhuma das cores primarias; € na extremidade oposta, encontra-se
0 branco, ou maximo de cor, a qual recebe a contribuicdo das trés cores primarias
em suas intensidades maximas (255, 255, 255; ou 1, 1, 1). Na diagonal, encontra-se
a escala de cinza, formada pela adicdo das trés cores primarias nas mesmas
proporgdes (R = G = B).

O modelo RGB baseia-se na deteccdo de cor caracteristica do olho
humano, o qual possui células sensiveis (chamadas cones) a estas trés regides do
espectro eletromagnético [2]. E o padréo utilizado nos tubos de raios catddicos
(CRT), como telas de TV e computadores, sendo a gama de cores exibidas

dependente do dispositivo em questao [16].
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O uso do padrao RGB como resposta analitica esta fundamentado no
fato de que os valores de RGB variam proporcionalmente com a cor em uma reagao
colorimétrica. Este efeito pode, muitas vezes, estar associado a variagdo da
concentracdo de uma substancia de interesse e, € baseado neste principio que as
analises baseadas em imagens digitais sdo empregadas em quimica quantitativa.

Um segundo modelo de cor, conhecido pelas siglas CMY, ou CMYK, &
baseado nas cores usadas nas impressoras, Ciano, Magenta e Amarelo — do inglés
Cyan, Magenta e Yellow. E chamado de modelo subtrativo porque as demais cores
sao obtidas através da absorcdo sucessiva de luz pelas camadas de tinta [2].
Quando a luz branca incide sobre tintas translucidas, certos comprimentos de onda
sao absorvidos, enquanto outros sao refletidos para os olhos [16]. A combinagao
destas trés cores primarias deveriam absorver todos os comprimentos de onda da
luz e, assim, produzir a cor preta. No entanto, isso ndo acontece, e um tom castanho
escuro é produzido [16]. Isso se deve ao fato de as tintas utilizadas para impresséao
nao serem totalmente puras. Sendo assim, uma quarta cor, a cor preta (do inglés,
black) se faz necessario para produzir um preto verdadeiro, ou preto puro.

Como pode ser visto na Figura 1.2, as cores primarias do modelo
aditivo RGB, sao as respectivas cores secundarias do modelo subtrativo CMYK. Em
outras palavras, as cores primarias de um modelo é a respectiva cor secundaria do

outro.

RGB CMYK

FIGURA 1.2: Representagdo dos modelos de cor RGB e CMYK [18].

Um terceiro modelo chamado HSB (do inglés Hue, Saturation e
Brightness), € baseado nas componentes Matiz (comprimento de onda ou frequéncia
da radiagédo), Saturacdo (corresponde a quantidade de luz branca misturada a
matiz), e Brilho (descreve a intensidade da cor — numero de fétons que atingem o
olho) [19].
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A Figura 1.3 apresenta este modelo, cuja principal caracteristica € que
a representacao cognitiva da informagéao de cor é dada por um unico parédmetro: a
componente H a qual é representada por um circulo, onde vermelho (R) é
representado por 0° amarelo (Y) por 60° Verde (G) por 120° Ciano (C) por 180°
Azul (B) por 240 ° e Magenta (M) por 300° [2]. A saturagcdo é representada pela
distancia do centro as bordas do circulo; e o brilho pelo eixo perpendicular ao centro
[19].

RED (02)
|

MAGENTA (3002) ™ ~ YELLOW (502)

& b o
BLUE {2402) GREEN (120)

[
CYAN (180%)

FIGURA 1.3: Representagao do circulo cromatico, representando o modelo HSB.

1.4- O uso de imagens digitais em quimica analitica

A tecnologia das cameras digitais tém tido uma melhora significativa
nos ultimos anos e seu uso se disseminou por grande parte da populagao,
acompanhando o aumento da inclusao digital. Consequentemente, é possivel obter
cameras digitais cada vez melhores e a menores custos. Com isso, a combinacéo de
fotografia digital com os testes colorimétricos, oferece uma opgéao interessante para
aquisicao de dados qualitativos e quantitativos em determinagdes analiticas [20].

As cameras digitais comerciais mais comuns sdo baseadas no uso de
sensores do tipo dispositivos de carga acoplada, conhecidos na literatura pela sigla
CCD (Charge-Coupled Device). Estes sensores apresentam boa resolugcdo e a
possibilidade de gerar uma grande quantidade de informagbes por imagem,
vantagem essa que €& superior a de muitos espectrofotdbmetros e
espectrofluorimetros, nos quais uma varredura espectral é necessaria. Além disso,
estes equipamentos utilizam dispositivos o6ticos como lentes, monocromadores e
grades de difracdo, que sao responsaveis pelo aumento no custo de aquisicéo

destes tipos de equipamentos.
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O trabalho de Monemi et al. [21] foi um dos primeiros a utilizar imagens
digitais para fins analiticos. Em um ensaio quimiluminescente usando capilares de
vidro, e uma camera CCD, os autores determinaram a proteina ligante do retinol
(RBP). A faixa linear de trabalho ficou entre 0,11 pg mL™" a 11 ng mL™", com um
coeficiente de correlacao de 0,98.

Maleki et al. [22] tém empregado o uso de cameras digitais como
sensores para a determinagéo simultadnea de Al (lll) e Fe (lll) em ligas empregando o
cromo azurol S como reagente cromogénico. Tanto o Al (lll) quanto o Fe (lIl) foram
determinados no intervalo de concentracdo de 0,25 a 4 mg mL™' com exatiddo e
precisao satisfatérias.

Gaiao et al. [23] empregaram uma webcam como detector do ponto
final em titulagdes acido-base (DIB — digital image-based). Assim como na titulagédo
convencional, ha uma descontinuidade nas curvas de titulagdo (variagcdo das
componentes RGB da imagem) proximo ao ponto de equivaléncia. Para cada pixel
da imagem obtida pela webcam, o valor de cor das componentes RGB foi baseado
no produto 2R x 2G x 2B, e entdo o valor médio de todos os pixels da imagem foi
usado para construir as curvas de titulacao.

Lyra et al. [24] por sua vez, tém empregado webcams como detectores
em técnicas de emissdo atbmica em chama (DIB-FES). O método DIB-FES emprega
uma webcam para capturar imagens que estdo associadas a radiagao emitida pelo
analito numa chama de ar-butano. Como o detector da webcam é baseado no
sistema RGB, um novo modelo matematico foi desenvolvido a fim de construir as
curvas DIB-FES. Nesta abordagem, cada imagem €& decomposta nas trés
componentes individuais R, G e B e seus valores usados para definir um vetor
posicdo no espaco tridimensional RGB. O método DIB-FES foi aplicado na
determinacao de litio, sédio e calcio em drogas antidepressivas de soro fisiolodgico e
agua, obtendo-se excelente precisao e exatiddo. Os limites de detecgcéo (LD) foram
de 0,9; 0,4 e 1,0 mg L™" para litio, sodio e calcio, respectivamente.

Safavi et al. [25] exploraram imagens digitais para desenvolver um
sensor Optico visando a determinacado de pH, empregando diversos indicadores
acido-base e modelos matematicos como Minimos Quadrados Parciais (Parcial Last
Squares — PLS) e Redes Neurais Artificiais (Artificial Neural Network — ANN).

Lima et al. [26] apresentam a combinagao de imagens digitais e um

microanalizador de fluxo batelada (DIB-um FBA) como uma nova estratégia para a
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execucao de analises quimicas quantitativas. Este sistema utiliza imagens digitais
obtidas a partir de uma webcam com sensor CCD, com base no modelo de cor RGB.
O analisador foi utilizado para a determinagao de taninos em cha verde empregando
o método do tartarato ferroso. As curvas estudadas foram lineares de 10,0 a 100,0
mg L™ de acido tanico, e o limite de deteccao foi de 2,74 mg L™".

Kompany-Zareh et al.[27] aplicaram calibragdo baseada em imagens
digitais para determinar ferro (lll), como um catalisador na oxidagdo do indigo
carmim, utilizando ions bromato. Durante a reacao, o produto incolor foi produzido e
a concentragdo de Fe*" foi dependente do tempo gasto para que a cor da solugao
desaparecesse. O esvaecimento da cor foi registrado por video como uma mudanca
nos padrdes das cores vermelha, azul e verde (%RBG). fons Fe*" foi determinado
numa faixa de 6 a 16 ppm, em pH 2, a 25°C. O limite de detecgéo dos ions foi de
1,994 ppm.

Alguns pesquisadores tém empregado webcams como sensores para o
desenvolvimento de métodos baseados em titulagcdo acido-base. Torres et al. [28]
determinaram a acidez total de vinhos tintos por meio de titulagdo acido-base sem o
uso de indicador e sem pré-tratamento da amostra. As antocianinas presentes no
vinho mudam de cor de acordo com o pH. Valores de RGB foram utilizados para
construir a curva de calibragdo, e a partir da variagcdo de cor das imagens obtidas
durante a titulacao, o ponto final pode ser localizado com exatidao e preciséo.

Byrne et al. [20] investigaram os meios de tratamento da alta densidade
de pontos das matrizes geradas pela imagem digital. Foi utilisada uma camera digital
com CCD de alta resolugéo, onde cada ponto da matriz de uma imagem colorida foi
tomada e processada utilizando o software de desenvolvimento LabVIEW, para
retornar aos valores numéricos dos componentes da cor vermelha, verde e azul de
cada ponto.

Lampen et al. [29] usaram as imagens digitais adquiridas pela camera
da sonda Mars Pathfinder (IMP) para obter informag¢des sobre as propriedades
quimicas e mineraldgicas das pedras e do solo do planeta Marte, usando técnicas
espectroscopicas e fotométricas. Mars Pathfinder foi a primeira sonda espacial
desde as missdes Viking na década de 1970, e foi construida e operada pelo
Laboratério de Propulséo a Jato (JPL), em Pasadena — CA, sendo langada em 04 de

dezembro de 1996 de Cabo Canaveral, Flérida.
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Yam et al. [16] desenvolveram um método simples que utiliza a
combinagdo de camera digital, computador e software de tratamento grafico para
medir e analisar a cor da superficie de produtos alimenticios. As imagens obtidas
dos produtos alimentares podem ser vistas na tela de um computador ou impressos
em papel para analise qualitativa de cor e estrutura. Informagdes quantitativas tais
como a distribuicdo de cor e médias (em termos dos valores de L*, a* e b*) também
podem ser determinados facilmente. Na analise qualitativa (aspectos n&o facilmente
quantificados), os termos subjetivos como “mais leve”, “mais escuro”’, e “mais
atraente” foram usados para descrever ou comparar as amostras de alimentos. Em
outras pesquisas, apenas informacao quantitativa (como a cor média) foi relatada.

Santos et al. [30] propuseram um método screening de baixo custo
para detectar e quantificar adulteracdo em amostras de leite de vaca. O estudo de
adulteragdo foi realizado com agua e com NaOH, e as imagens digitais das
amostras adulteradas foram obtidas utilizando um scanner de mesa. Para avaliar as
informagdes a partir das imagens, foram utilizados 10 parametros de cor: vermelho,
verde, azul, matiz, saturagao, valor, cores relativas (r, g, e b), e intensidade. Para a
adulteragdo com agua, foram propostos os modelos de regressao linear multipla
(MLR), regressédo de componentes principais (PCR), e de minimos quadrados
parciais (PLS). Cada imagem gravada foi recortada, e os valores de RGB
convertidos para o sistema HSV. Os desvios padrdes obtidos para o leite adulterado
com agua, para cada cor, foram de 0,26% para H, e 6,28% para S. A adulteragéo
com NaOH, por sua vez, foi investigada usando analise dos componentes principais
(PCA).

Lupetti et al. [31] desenvolveram um método didatico simples para
monitorar o escurecimento dos tecidos de frutas causadas pela enzima oxidase de
polifendis. As imagens capturadas de diversas frutas em diferentes momentos foram
analisadas por meio do método de Monte Carlo (reprodutibilidade de 95%) e por
programas de tratamento de imagens digitais.

Ramanathan et al. [32] desenvolveram um método simples, confiavel e
de baixo custo para monitoramento de negro de carbono no ar, baseado no uso de
um telefone celular. O método utiliza imagens capturadas pelo telefone, as quais sao
comparadas com uma escala de referéncia calibrada (também incluida na fotografia)
para estimar o teor de negro de carbono. O sistema também integra um filtro

amostrador miniaturizado junto ao telefone celular, que coleta, analisa e transmite os
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dados em tempo real, via wireless. A concentragao de negro de carbono variou de
0,1 a 1 ug m~ no sul da Califérnia; e de 10 a 200 mg m™ na zona rural da india.

Borin et al. [33] desenvolveram um procedimento baseado em imagens
digitais obtidas de scanners para a determinagao de Lactobacillus em leite
fermentado fazendo uso de ferramentas quimiométricas para executar e validar os
modelos de calibragdo empregados na analise qualitativa e quantitativa. Os
resultados obtidos utilizando maquina de vetor de suporte com minimos quadrados
(LS-SVM) apresentou uma média de erros de 10%.

Além do uso de imagens, na literatura tém sido reportados
procedimentos baseados no uso de videos para o monitoramento de alguns
procedimentos analiticos.

Novales et al. [34] empregaram um procedimento baseado no uso de
um instrumento de imagem de video para monitoramento rapido e nao destrutivo de
sistemas dispersos como emulsdes e suspensdes para estudos de sedimentagao,
coalescéncia, inversdo de fase de floculagcdo, entre outros. O método pode ser
aplicado para analises de qualquer tipo de emulsdo ou suspensido, como agua em
Oleo e 6leo em agua, uma vez que o método baseia-se apenas nas variagdes de
intensidades de niveis de cinza nas imagens.

Sena et al. [35] desenvolveram um procedimento empregando analise
de imagem de video projetado para otimizar a deteccédo de baixas concentragbes de
sulfato de bario em suspensao coloidais. Para tal, uma webcam convencional foi
utilizada como sensor de baixo custo. Os resultados obtidos foram comparados com
aqueles empregando o meétodo turbidimétrico como referéncia, e baseado nos
resultados obtidos, os autores justificam que esse tipo de procedimento é uma boa
ferramenta alternativa ao uso do método turbidimétrico e pode ser utilizado também
em outros sistemas deste tipo, como em estudos de precipitagdo de outros sais
inorganicos e até mesmo em estudos de cristalizagbes. A webcam foi configurada
para capturar imagens de 24 bits a uma taxa de 30 imagens/s, com uma resolugao
espacial 640 x 480 pixels. Os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram avaliados para concentragdes abaixo de 15 mg L‘1, e variaram de 0,51 a 0,84;
e de 1,70 a 2,80, respectivamente, dependendo da configuragdo utilizada —
configuracéo A: brilho 60% e ganho 50%; ou configuragdo C: brilho 60% e ganho
100%.
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1.5- Teorias das cores

A cor pode ser definida como a aparéncia subjetiva da luz, a qual &
detectada pelo olho apds sua interagdo com a matéria [19], ou seja, é a percepgao
visual individual de diferentes comprimentos de onda do espectro eletromagnético.
Mas o olho humano pode visualizar as cores apenas numa pequena parte desse
espectro — chamado espectro visivel (Figura 1.4), nos comprimentos de onda da luz
num intervalo entre 400 nm (minimo, cor violeta) a 700 nm (maximo, cor vermelha)
[19].
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FIGURA 1.4: Espectro eletromagnético destacando a regiao do visivel [19].

Em 1704, o fisico inglés Isaac Newton em seu livro Optics, apresentou
sua teoria do que era a luz, chamado de Modelo Corpuscular, que considerava a luz
como um feixe de pequenas particulas ou corpusculos [19]. Atualmente, todas as
experiéncias mostram que a luz e sua interacdo com a matéria sdo melhores
descritas em termos de foétons.

Independente da forma como € descrita, a luz ndo tem cor como tal. A
cor, ou mais precisamente, sua percepg¢ao, € o resultado da combinagdo entre o
cérebro e o olho, que discrimina a luz de diferentes comprimentos de onda ou
energias [19].

A cor que vemos se deve a muitos fatores, incluindo a propagacao de
energia da fonte de luz, a adi¢do ou subtragdo de energia durante as interagées com
outros materiais e da sensibilidade do olho de cada individuo [19]. Se uma

substancia absorve seletivamente certos comprimentos de onda da regiao visivel do
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espectro eletromagnético, a cor resultante é dita complementar e é formada pela
combinagdo dos comprimentos de ondas restantes [17]. Desta forma, a cor
percebida por um corpo representa a radiagdo que nao € absorvida, sendo por isso
denominada cor complementar. Assim, um objeto € azul porque absorve,
preferencialmente, a luz vermelha e verde, refletindo a cor azul (Figura 1.5). Se o
objeto reflete intensamente a radiagdo, muito pouco € absorvido e por isso vemos a
cor branca; mas se pouco é refletido, a radiagdo incidente é majoritariamente
absorvida, e por isso vé-se a cor preta. No entanto, o caso intermediario € o que

geralmente ocorre na natureza.

luz branca luz branca luz branca

‘B

luz azul
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FIGURA 1.5: Representacdo das cores de um objeto em relagdo a luz incidente
sobre este.

Se uma fotografia ou cena real é observada, o olho humano
imediatamente associa os comprimentos de onda refletidos com os padrbes de
cores e o cérebro interpreta as imagens [17]. Uma camera digital trabalha de forma
analoga ao olho humano, capturando a cena e convertendo-a em dados numeéricos.
Na forma digital, as imagens podem ser manipuladas de varias formas, fazendo uso
de uma grande variedade de programas computacionais, conforme discutido

anteriormente [17].

1.6- Etanol

O etanol, também conhecido como alcool etilico, € um liquido incolor
de odor caracteristico e miscivel em agua, podendo ser obtido a partir da
fermentagdo ou destilagdo de diferentes biomassas, como mandioca, milho, sorgo,
ou mesmo de frutas. No Brasil, a fonte principal deste composto € a cana-de-acucar
e, em geral, é usado em diversas aplicagdes, como solvente industrial (em farmacos,
tintas, cosmeéticos, entre outros), desinfetantes domésticos e hospitalares e,

principalmente, como combustivel de carros e motos [36].
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O etanol esta presente em todas as bebidas alcodlicas, e sendo uma
substancia depressora do sistema nervoso central, € capaz de provocar mudangas
indesejaveis no comportamento de quem o consome como euforia (estagio inicial),
falta de coordenagdo motora, dores de cabega ou mesmo coma (consumo
excessivo), sendo que seu consumo frequente pode ocasionar dependéncia. Seus
efeitos podem variar, de acordo com o organismo e estrutura fisica de cada um,
devido as diferengas na capacidade de metabolizar o alcool [37].

As bebidas alcodlicas podem ser divididas em dois grandes grupos
principais, de acordo com o método de produgao, podendo ser fermentadas (como
vinhos e cervejas) ou destiladas (aguardentes em geral). Em qualquer um dos
casos, o etanol esta presente, o que caracteriza as bebidas em alcodlicas e nao
alcodlicas. Na producao de qualquer bebida alcodlica, independente se fermentadas
ou destiladas, o processo fermentativo € o primeiro passo da fabricagdo. Esse
processo envolve a transformacao da glicose (CgH1205) em etanol (CH3CH,OH) e
diéxido de carbono (CO;) a partir da agdo de micro-organismos (bactérias ou

leveduras), em condigbes anaerdbias (EQ. 1.1) [38].

C6H1206(aq) _— 2CH3CH20H(|) + 2C02(g) + energia EQ. 1.1

Durante o processo fermentativo, o teor de etanol produzido chega a
no maximo 14%, e acima deste teor, o etanol formado destr6i as enzimas e a
fermentacdo cessa [36]. Assim, para se obter bebidas com teores alcodlicos mais
elevados, recorre-se ao processo de destilagao, que pode produzir bebidas com um
teor alcodlico de até 70%. Com isso é possivel obter bebidas com diferentes teores
alcodlicos a partir da mesma matéria prima. E o caso, por exemplo, do malte, que

produz tanto a cerveja (bebida fermentada), quanto o uisque (bebida destilada).

1.7- Métodos para determinagao de etanol em bebidas

Com o uso do etanol em bebidas sendo legal e largamente aceitavel, o
custo social e pessoal do seu abuso é enorme. A cada dia, mais pessoas se
tornando usuarias e até mesmo alcodlatras, ha uma crescente preocupag¢ao quanto
a pureza e aos teores de etanol nas bebidas [39]. Mas o custo instrumental, assim

como as dificuldades na manipulagao, tem dificultado sua detec¢gao de modo preciso
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e exato, tanto nos ensaios in vivo, como no teste do bafémetro, por exemplo, como
em bebidas [39].

Existem diversos métodos para a determinagdao da concentragdo de
etanol em bebidas alcodlicas, os quais se subdividem em métodos fisicos, quimicos
e enzimaticos [40].

O método oficial designado pela AOAC (Association of Official
Analytical Chemists) para a determinacdo de etanol em bebidas alcoodlicas é a
picnometria [40], cujo principio se baseia na diferenca de densidade entre as
substancias. O método consiste em medir a massa de um volume conhecido do
liquido analisado usando um picndmetro, cujo volume tenha sido calibrado
previamente em termos de peso de agua pura, a 20°C [40, 41]. Desta relagdo de
massas e volumes resulta a densidade relativa a agua e, a partir de valores pré-
tabelados, o percentual de alcool por volume pode ser determinado [41].

Medidas da concentracdo de etanol em bebidas também podem ser
realizadas por outro método fisico conhecido, a refratometria. Como o indice de
refragdo de uma solugao varia regularmente com a concentragdo do soluto, o teor de
etanol pode ser estimado por meio de seu indice de refracdo comparado com
valores pré-tabelados como referéncia [40].

Devido as vantagens analiticas utilizando sistemas em fluxo, diversos
métodos para a determinacdo de teores alcodlicos em bebidas foram propostos
empregando esta técnica.

Fletcher & Staden [42] desenvolveram um método de analise de
injecdo sequencial com detecgdo espectrofotométrica para determinar o teor de
etanol em bebidas alcodlicas. Foi utilizado dicromato de potassio 0,2 mol L' em
acido sulfarico 4,0 mol L™", sendo o etanol monitorado em 600 nm, comprimento de
onda na qual a interferéncia do dicromato € minimizada. O método foi linear até 6%
(v/v) de etanol (R?= 0,9995), apresentando um limite de detecgdo de 0,09% (v/v). O
desvio padrao (n = 10) foi menor que 1% e uma frequéncia analitica de 19 amostras
h™", sendo gastos cerca de 200 uL de reagente por analise.

Uma proposta espectrofotométrica para a determinagdo do teor de
alcool em bebidas foi desenvolvida por Lau & Luk [43]. O método €& simples e
relativamente rapido (cerca de 15 minutos), e baseia-se na reagédo colorimétrica
entre etanol e Ce (IV). A curva de calibragéo foi linear até 0,78% v/v, com desvio

padrao relativo de 5,0% ao nivel de 0,34% v/v de etanol.
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Pais et. al. [44] propuseram um sistema de injecdo sequencial com
deteccao espectrofotométrica para a determinagdo enzimatica de etanol em vinhos.
A determinagédo foi baseada na reagdo enzimatica envolvendo etanol e NAD®
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo) na presenga de alcool desidrogenase. Uma
unidade de difusao gasosa foi introduzida para executar uma diluicdo em linha. Os
resultados obtidos para as amostras apresentaram boa reprodutibilidade e um
desvio padrao relativo inferior a 1%. Os limites de detecgdo (LD) e quantificagéo
(LQ) foram de 0,05 e 0,3 % v/v, respectivamente.

Nitrato de cério IV e aménio tém sido usados para analises qualitativas
de etanol. Pinyou et al. [45] desenvolveram um método colorimétrico em fluxo para a
determinacao de etanol em diversas bebidas, baseado na reacdo do etanol com ion
cério IV em meio acido, produzindo um complexo de cor vermelha. Neste método foi
empregada uma célula de difusdo gasosa para permear o etanol e assim melhorar a
seletividade. O sinal do detector foi registrado num computador, sendo a altura do
pico diretamente proporcional a concentragdo de etanol na solugao injetada. Curvas
de calibragdo foram construidas e utilizadas para quantificacdo de etanol nas
amostras. Os desvios padrdes relativos para 11 injegcdes repetidas de 1,0, 5,0 e
10,0% de etanol (v / v) foram 1,2, 0,5 e 0,3, respectivamente, com um limite de
deteccgao de 0,03% v/v.

Hnaien et al. [46] desenvolveram um biossensor condutométrico para
determinacdo de alcoois alifaticos primarios de cadeia curta. O biossensor foi
preparado imobilizando alcool oxidase de Hansenula sp. e catalase de figado bovino
numa membrana foto reticulada de alcool polivinilico na superficie de microeletrodos
interdigitados. O sensor foi aplicado com sucesso para a determinagao de etanol em
diferentes bebidas alcodlicas, com resposta linear até 70 ymol L™' de etanol e limite
de detecgéo de 1 pmol L' (S/N = 3).

Wen et al. [47] desenvolveram um biossensor para medir etanol em
vinhos no qual a enzima alcool oxidase foi imobilizada numa membrana da casca de
ovo (pelicula entre a casca e a clara), utilizando quitosana como suporte e um
sensor de oxigénio comercial. A determinacao de etanol foi baseada na deplecao do
teor de oxigénio dissolvido, apds a exposi¢cao a uma solug¢do de etanol. O biossensor
respondeu linearmente para concentragdes de etanol entre 60 umol L™" a 0,80 mmol
L™", com um limite de detecgdo de 30 umol L™ (S/N = 3), com tempo de resposta de

1 min. A fim de determinar a estabilidade de armazenamento do biossensor, sua
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sensibilidade a etanol 0,40 mmol L™ foi avaliada periodicamente, em intervalos de 3
dias durante meses e com isso concluiu-se que o biossensor retém cerca de 86,6%
da sua sensibilidade original apés 3 meses de armazenamento. O biossensor era
armazenado em tampao fosfato (pH 7,4, 25 mmol L™") a 4 C°, quando n3o utilizado.

Kirgoz et al. [48] desenvolveram um biossensor que permite a
detecgao de duas substancias diferentes, aspartame e etanol, sem nenhum pré-
tratamento das amostras. O sensor possui um sistema bioenzimatico, composto de
carboxilesterase e alcool oxidase sequencialmente integradas sobre a superficie de
um eletrodo compdésito de grafite epoxy (GECE). Na determinagédo de etanol — em
vinhos e cervejas — o biossensor desenvolvido mostrou-se linear na faixa de 2,5 a 25
umol L™", com um tempo de resposta de 70 s. Os desvio padrao (SD) e coeficiente
de correlacdo (CV) calculados foram de + 0,055 mol L™ e 0,4%, respectivamente.
Para a determinagéo de aspartame, a linearidade foi de 2,5 a 400 umol L™", com um
tempo de resposta de 170 segundos, e os desvios padrdao (SD) e coeficientes de
correlagao (CV) foram de + 4,92 e 3,9%, respectivamente.

Yarita et al. [49] propuseram um meétodo para determinagédo de etanol
em bebidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ionizagéo
em chama (HPLC-FID), usando agua pura na fase mével e silica gel (C30) na fase
estacionaria. Os resultados obtidos indicaram que o método proposto é eficaz para a

determinagao de etanol, com um desvio padrao relativo de 1%.

1.8- Sulfitos

Os termos “agente sulfitante” e “sulfito” sao utilizados como referéncia
as seguintes espécies: didxido de enxofre gasoso ou aos sais de sodio, potassio e
calcio de hidrogenossulfito (bissulfito), dissulfito (metabissulfito) ou ions de sulfito
[50]. Estes compostos sdo utilizados como aditivos alimentares, atuando como
conservantes, inibindo a agdo provocada pelas bactérias, fungos e leveduras em
alimentos acidos; e como antioxidantes, na inibicdo de reag¢des de escurecimento
enzimatico e ndo enzimatico tanto durante o processo de produgdo, quanto na
estocagem. Atuam também como agentes redutores, provocando a diminuigdo dos
niveis de oxigénio (O,) do meio, e desta forma evitam o crescimento de micro-
organismos aerobios. Os sulfitos podem ser adicionados em diferentes formas

(Tabela 1.1) e em diversos alimentos, desde bebidas a produtos farmacéuticos [50].
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TABELA 1.1: Formulas quimicas € numeros de identificagdo dos agentes sulfitantes
[50]

Substancia Férmula INS*

Dioxido de enxofre SO, 220
Metabissulfito de sodio NazS20s5 223
Metabissulfito de potassio K2S,05 224
Sulfito de calcio CaSO0s3. 2H,0 226
Sulfito de sodio NaSOs; 221

Sulfito de potassio K2SO3 225
Hidrogenossulfito de potassio KHSO; 228
Hidrogenossulfito de calcio Ca(HSO3). 227
Hidrogenossulfito de sédio NaHSO; 222

INS = International Numbering System (Sistema Internacional de Numeragao de

Aditivos Alimentares)

Segundo Pizzoferrato et al. [51], o ion sulfito pode reagir por adigao
com compostos que apresentam grupos carbonilicos, ligagées duplas carbono-
carbono, quinonas, compostos heterociclicos nitrogenados ou também por clivagem
de ligagdes dissulfeto (como nas proteinas).

Os sulfitos podem ser encontrados nos alimentos em duas formas
distintas: livre ou ligado. Sulfito livre é definido como o dioxido de enxofre que ndo
esta associado a nenhum tipo de composto, constituindo uma mistura de diéxido de
enxofre (SO,), ions bissulfito ou hidrogeno sulfito (HSO3") e sulfito (SO3%7), em um
equilibrio quimico dinamico. Essas espécies sdo prontamente convertidas a diéxido
de enxofre assim que o meio se torna acido. Ja o sulfito ligado, € aquele associado a
algum composto que contenha os grupos funcionais acima mencionados, e desta
forma, o teor de sulfito total ird corresponder a soma das formas livre e ligada [50].

Os agentes sulfitantes, uma vez incorporados aos alimentos ou
bebidas, tornam-se quimicamente equivalentes, e a distribuicdo das espécies no
meio € dependente dos valores de pH [50]. Na Figura 1.6, esta ilustrada as
porcentagens de cada espécie em relacdo ao pH, em solug¢do aquosa. O ion
hidrogenossulfito &€ a espécie que predomina entre os pHs 3 e 7; em pHs inferiores a
3 e maiores que 7, as espécies predominantes sao o didxido de enxofre e sulfito,

respectivamente [50].
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FIGURA 1.6: Distribuicao de diéxido de enxofre e das espécies ionizadas de dioxido
de enxofre em diferentes pHs.

As equacgdes 1.2 a 1.4 apresentam os equilibrios quimicos envolvidos
para as espécies de enxofre que, em meio aquoso, formam &acido sulfuroso (pKa

1,91 e 7,18), ion hidrogenossulfito e sulfito [52], além da forma molecular, SO,:

SOg(aq) + H20(|) —— HzSO3(aq) EQ. 1.2
H2803(aq) + H20(|) _—_— HSO3_(aq) + H30+(aq) EQ. 1.3
HSO3 (aq) + H20py =———== S03" (aq) + H30"(aq) EQ. 1.4

A espécie metabissulfito (S;0s°7), quando em solucdo aquosa, é

convertida a hidrogeno sulfito (HSOs3 ") e esta representada na Equacéo 1.5:
82052_(aq) + H Oy == 2 HSO3 (4 EQ. 1.5

Embora largamente utilizado na industria alimenticia, a ingestdo de
agentes sulfitantes tém sido associadas a diversas patologias, tais como nausea,
irritacdo gastrica local, urticaria e broncoespasmos em individuos asmaticos
sensiveis [53, 54]. Pessoas com reduzida atividade da enzima sulfito oxidase,
responsavel por realizar a conversao de sulfito a sulfato, também apresentaram
diversos disturbios neuroldgicos [50].

O uso de conservantes e outros aditivos alimentares em diferentes

paises sdo limitados por leis especificas. No Brasil, estes sao fiscalizados e
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controlados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que estabelece
quais aditivos sao permitidos para cada categoria de alimento e também seus limites
maximos permitidos, levando-se em conta o efeito esperado no alimento, mas sem
oferecer riscos a saude. O emprego destes compostos segue critérios restritos
apoiados em regulamentagdes e sugestdes emitidas a nivel mundial por comités de
especialistas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizagdo para
Alimentacdo e Agricultura (FAO), os quais administram o JECFA (Comité de
Especialistas da FAO/OMS em Aditivos Alimentares) [55].

Com base em estudos toxicolégicos, o JECFA estabelece a ingestao
diaria aceitavel (IDA) de todos os aditivos, sendo que para os sulfitos, essa ingestao
diaria aceitavel é de 0,7 mg de sulfito por kg de massa corporea/dia, expressa como
SO, [50]. Ja no Brasil, segundo a Resolugdo RDC n° 34 da ANVISA, de 09 de margo
de 2011, o limite maximo de sulfito permitido para a ingestéo diaria é de 350 mg L™,
expresso como SO, [56, 57].

Muitos estudos ja foram realizados alertando a respeito do uso
excessivo de agentes sulfitantes, especialmente em alimentos que s&o consumidos
in natura, como as frutas desidratadas e bebidas alcodlicas. Estes estudos
demonstram que muitas pessoas podem ultrapassar a ingestao diaria aceitavel pelo

consumo destes tipos de alimentos [50].

1.9- Métodos para a determinagao de sulfito

Diversos métodos ja foram desenvolvidos para a determinagao deste
analito. Muitos utilizam solugdes acidas ou basicas para promover a conversao das
varias formas de sulfito a diéxido de enxofre. O procedimento de Monier-Williams foi
um dos primeiros procedimentos adotados para a determinacdo de sulfitos em
alimentos e bebidas, e é baseado na separacdo do didxido de enxofre da matriz
alimentar por aquecimento com acido cloridrico. Uma vez liberado, o dioxido de
enxofre é coletado em uma solugdo de perdéxido de hidrogénio, e em seguida
oxidado a acido sulfurico. Posteriormente, o acido é titulado com uma solugcao de
hidroxido de sédio. A quantidade de acido sulfurico gerada na reagao é proporcional
a concentracdo de didxido de enxofre na amostra. Esta determinacdo quantifica
sulfitos totais, correspondendo ao sulfito livre mais uma fragdo dos sulfitos ligados
[50].
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No Brasil, principalmente nas industrias de vinho, a titulagédo
iodométrica, baseada no método de Ripper, para a quantificacdo de sulfitos totais
(livre e ligado) em bebidas, € o método mais comumente utilizado [58]. No entanto, é
um método que apresenta baixa precisdo e sendo susceptivel a erros sistematicos
[59]. A maior dificuldade na obtengao de bons resultados por este método esta na
interpretacdo do ponto de viragem para amostras de vinho tinto, pois este produto
apresenta variagdes nas cores e a presenga de adutos formados pela ligagao entre
as antocianinas e os ions hidrogenossulfito dificultam a obtengéo de resultados com
apreciavel exatidao. Para contornar este problema analitico, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com detector eletroquimico foi implantada em algumas
industrias para a determinacdo de SO, total em vinhos [50] e assim minimizar os
erros nas analises.

Anderson et al. [60], propuseram um método para determinar sulfitos
(SO, e SO3%) em alimentos, baseado na extracdo com acido fosférico e analise por
cromatografia i6nica com detector eletroquimico. Os resultados obtidos s&o
concordantes com aqueles empregando o método de Monier-Willians para uma
variedade de matrizes. A cromatografia idnica ofereceu alta velocidade, maior
sensibilidade e baixo custo, sendo uma alternativa as técnicas convencionais para a
determinacao de sulfito em alimentos.

Pizzoferrato et al. [61] propuseram um procedimento de Monier-
Williams modificado empregando-se a técnica de HPLC para a detecgao de sulfitos
em diversas matrizes alimenticias. O SO, foi coletado, oxidado a sulfato com
peréxido de hidrogénio, e neutralizado com hidroxido de sodio. As solugdes
neutralizadas foram diluidas e injetadas num aparelho de HPLC constituida de uma
coluna de troca anidnica. A eluicdo se deu com uma solugao de hidrogenoftalato de
potassio (0,15 g L™"; pH 5,7) a uma taxa de 3 mL/min e detecgdo espectrofotométrica
(UV-vis), a 280 nm. Este método foi comparado com o método de Monier-Williams,
e apresentou bom limite de deteccdo e resolugdo cromatografica elevada, evitando
assim a interferéncias de outros compostos volateis.

Safavi & Ensafi [62] desenvolveram um método empregando um
sistema em fluxo para determinacdo de sulfito. O procedimento foi baseado na
reacao de adicao entre o sulfito com verde brilhante, em pH 7 e a 25°C. A reacéao é
monitorada espectrofotometricamente e mede a diminuicdo da absorbancia do

corante a 615 nm. A diminuicdo da absorbancia se deve ao descoramento do
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corante, passando de azul (forma +R, solugédo neutra) para incolor (solugéo alcalina),
devido a presencga do sulfito (um nucledfilo). O limite de detecgéo foi de 5 ng/ml de
sulfito, e desvio padrao relativo de 1%.

Corbo & Bertotti [63] propuseram um método por injegao em fluxo (FIA)
para a quantificagdo de sulfito em bebidas alcodlicas e nao alcodlicas. O método é
baseado na detecgdo amperométrica (0,60 V vs Ag/AgCI (NaClsat)) do analito numa
superficie de cobre em meio alcalino (solugdo 1 mol L' de NaOH), apds passar por
uma membrana de politetrafluoretiieno (PTFE). Assim como o sulfito, o etanol,
presente nas bebidas alcodlicas, também é eletroativo e permeia através da
membrana. Desta forma, num primeiro momento, apenas o etanol foi medido, a
partir da manipulagdo do pH, restringindo a passagem do sulfito pela membrana
hidrofobica (condig&o alcalina). Isto foi possivel através da operagédo em condigdes
alcalinas (NaOH 1 mol L™"), em que S (IV) existe como o anion sulfito (SOs>), e nédo
permeia através da membrana de PTFE. Em seguida, trabalhou-se com uma
solucdo de H,SO4 1 mol L°, como doador de protons, no qual tanto o sulfito quanto
o etanol sdo oxidados. Desta forma, foi realizada a medida de ambos, etanol e sulfito
juntos, no eletrodo de cobre (0,40 V vs. Ag/AgCl ( NaClsat), sendo a concentragao
de sulfito determinada pela diferenca. A repetibilidade da resposta do eletrodo nesta
configuragéo FIA foi avaliado como 4% (n = 20), o limite de detec¢do do método foi
de 0,04 mmol L™ (S/N = 3) e a frequéncia de amostragem foi de 50 h™".

Rawal & Pundir et al. [64] propuseram um biossensor para a
determinacdo de sulfito em vinhos branco, tinto e rosé. A enzima sulfito oxidase
purificada das folhas de jamboldo (Syzygium cumini) foi imobilizada junto a nano
particulas de azul da Prussia/polipirrolina (PBNPs/PPY), formando um filme
eletrodepositado na superficie de um eletrodo de ouro. O biossensor apresentou
uma otima resposta dentro de 2 s, quando operado a 20 mV s™', em tamp&o Tris-
HCI, 0,1 mol L™", pH 8,0, mantido a uma temperatura de 30°C. A curva analitica foi
linear de 0,5 a 1.000 pmol L™ e o limite de detecgao foi de 0,1 pmol L™ (S/N =3). O
percentual de sulfito recuperado ficou em torno de 95,0 %. Quando armazenado em
baixas temperaturas (4°C), o eletrodo péde ser utilizado por 300 vezes, num periodo
de quatro meses.

Sartori et al. [65] determinaram sulfito em vinhos branco e tinto usando
um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e

nanoparticulas de ouro em um filme de poli(cloridrato de alilamina). Esta abordagem
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fornece um método eficiente para imobilizar polifenol oxidase (PPO) obtida a partir
do extrato bruto de batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.). O método é baseado
no efeito inibitério de sulfito na atividade da PPO. Sendo assim, a determinagao de
sulfito ocorreu de forma indireta. A técnica utilizada foi voltametria de pulso
diferencial e a curva analitica foi linear de 0,5 a 22 umol L™" com um limite de
deteccdo de 0,4 pmol L', Os resultados obtidos com o biossensor estiveram de
acordo com os obtidos com o método de referéncia — iodométrico — com um nivel de

confianca de 95%.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivos gerais

Desenvolver métodos analiticos simples, rapidos e de baixo custo, que
possibilite a determinagéo in situ de alguns analitos de interesse alimenticio. Neste
método também devera ser minimizado o consumo de reagentes quimicos,
contribuindo assim, com o0 meio ambiente, por envolver procedimentos em quimica

verde com perspectivas sustentaveis.

2.2- Objetivos especificos

— Testar a aplicabilidade de um software livre no tratamento das
imagens obtidas e correlacionar estes dados com a concentracédo de etanol e sulfito
em amostras alimenticias.

— Comparar os resultados do método proposto com os de referéncia a
fim de verificar sua eficiéncia quanto a exatiddo, precisdo e outros parametros

analiticos de desempenho.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1- Calibracao do sistema

O sistema proposto (caixa com iluminagdo interna controlada e o
emprego de um software para o tratamento das imagens) foi calibrado utilizando os
corantes PA: Azul de Comassie brilhante — Azul Brilhante (Vetec®), Amaranto
(Aldrich Chemical Company, Inc. ®) e Tartrazina (Sigma AIdrich®), 0s quais foram
preparados por dissolugdo e posterior diluicdo em 4agua deionizada. As

especificagoes das cameras/celulares utilizados estdo apresentadas na Tabela 3.1.

TABELA 3.1: Especificagbes de cada camera utilizada na captura das imagens das
solucdes reagentes

Modelo / Marca Resolugdo em Megapixel (MP)
Cyber-shot / Sony (Camera digital 1) 12.0
DSC-W50 / Sony (Camera digital 2) 6.0
FinePixA500 / Fuijifilm (Camera digital 3) 5.1
GT-C6112 / Samsung (Camera digital 4) 2.0
Q9 / Aony* (Camera digital 5) 0.3

* Padrao VGA (Video Graphics Array) — maxima resolugao = 640 x 480 pixels

3.1.1- Determinacgao de Etanol

A solucdo de dicromato de potassio PA (Synth®) 0,05 mol L™ foi
preparada por dissolugédo do sal em agua deionizada.

O é&cido sulfarico PA, 95- 98 % (Qhemis®) foi utilizado diretamente na
forma concentrada, 18 mol L.

As solucdes padrdes de etanol foram preparadas diluindo etanol
absoluto PA (Qhemis®) em agua deionizada.

As amostras de bebidas alcodlicas e de alcool comercial foram obtidas
no comércio da cidade de Sao Carlos — SP. Algumas foram analisadas diretamente,
e outras foram diluidas com agua deionizada para adequagao na curva analitica.
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Estas amostras estéo

apresentadas na Tabela 3.2.
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TABELA 3.2: Amostras de bebidas utilizadas para a determinagao de etanol

Cerveja (A1) Alcool comercial (D)
Vinho branco (B1) Vodka (E1)
Vinho branco (C+) Cachaga (F1)

3.1.2- Determinacgao de Sulfito

A solugdo de Fe* 0,05 mol L™ — a partir de nitrato de ferro (lIl)
nonahidratado (Merck®) — foi preparada dissolvendo o sal em uma solucéo de acido
sulfurico PA, 95-98 % (Qhemis®) 0,5 mol L™,

A solucéao de 1,10-fenantrolina 0,05 mol L‘1, assim como as solugdes
padrdes de sulfito de sddio anidro, 98 %, P.A. (ambos Synth®) foram preparadas em
tampéao de acido acético/acetato (ambos Vetec®), pH 4,5. As solugdes padrbes de
sulfito de sodio foram preparadas diariamente, sempre evitando exposicdo ao ar
para prevenir sua oxidacdo. A concentragcdo real da solugdo foi determinada
adicionando-se um excesso de iodo e realizando uma titulagdo de retorno com
solucao padrao de tiossulfato de sédio PA.

As amostras utilizadas foram obtidas no comércio da cidade de Sao
Carlos — SP. Algumas foram analisadas diretamente, e outras foram diluidas com
agua deionizada para adequagao na curva de calibracdo. Estas amostras estao

apresentadas na Tabela (3.3).

TABELA 3.3: Amostras selecionadas para a determinagao de sulfito

Vinho branco (Ap) Vinho rosé (Do)
Vinagre de alcool (By) Suco de caju concentrado (E)
Agua de coco (Cy) Suco de caju pronto para beber (F)

3.1.3- Equipamentos utilizados

Um espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-vis 2550 com duplo feixe
e cubeta de quartzo de 1 cm foi utilizado no método comparativo para a
determinacao de etanol.

Para sulfito, foi realizado titulacdo iodométrica como método

comparativo, na qual foram utilizados basicamente, buretas e Erlenmeyers.
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No mais, para ambos os métodos, foram utilizados apenas vidrarias
simples de laboratdrio, entre as quais, uma placa de porcelana (toque), para realizar
as reacdes de spot test.

Micropipetas Eppendorf automaticas de volumes variaveis foram
utilizadas para garantir a transferéncia de volumes precisos dos reagentes na placa
de porcelana.

Uma balanga analitica Shimadzu, modelo AUW220D, com precisédo de
1 0,01 mg foi utilizada na medi¢gdo das massas dos reagentes.

Cinco diferentes cameras digitais, incluindo as cameras de dois
telefones celulares (Tabela 3.1), foram utilizadas para o procedimento de calibragéo
do sistema, sendo que para as determinacgdes dos analitos propostos, etanol e

sulfito, foi utilizada apenas uma destas cameras.

3.1.4- Desenvolvimento do aparato para aquisi¢cao das imagens

Foi construido um dispositivo para acondicionar uma placa de
porcelana (toque) e uma camera digital para capturar as imagens das cores
desenvolvidas nas reagdes quimicas entre o analito e o reagente dos métodos
propostos, como mostrado na Figura 3.1. O uso deste aparato teve o objetivo de
evitar saturagdes (excesso de brilho) ou sombra, em um ambiente com luminosidade

controlada.

(A) (B)

FIGURA 3.1: Sistema usado na captura das imagens: visdo lateral mostrando os
detalhes da caixa (A); visado frontal, mostrando a placa de porcelana com a camera
digital acoplada no topo (B).
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O dispositivo de captura de imagens €, basicamente, uma caixa
plastica na cor preta de dimensdes 21 x 15 x 7 cm, composta de uma bateria
(Unipower, 12 V de 1,3 ampéres/ hora); quatro LEDs (Light Emitting Diodes) de luz
branca (Bluex, 12 V) de 20 a 100 mA (ultra brilho) com controle de intensidade
(potencidmetro); chave de liga/desliga e conectores para acoplar um carregador de
bateria de 12 V.

No interior da caixa, ha espaco suficiente para acomodar uma placa de
porcelana de 12 cavidades (pogos); e na parte superior ha uma abertura circular
para acomodar a objetiva (lente) de uma camera fotografica digital convencional.

A reagao ocorre na placa, fora ou dentro da caixa, a qual é
devidamente fechada. A camera digital € acoplada no topo, de onde sao capturadas
as imagens, e em seguida estas imagens sao transferidas a um microcomputador
via cabo USB ou cartdo de memoaria, e posteriormente analisadas (Figura 3.2). Para
o tratamento das imagens foi usado um software comercial livre chamado ImageJ

[66], além dos programa Excel 2007 e Origin 6.0™.,

FIGURA 3.2: Sistema utilizado na captura e tratamento das imagens.

3.1.5- Otimizagao dos parametros operacionais

Estudou-se a quantidade dos LEDs, sua melhor disposicdo na parte
superior interna da caixa, e distancia destes a placa de porcelana, assim como a
intensidade da luz incidente sobre a mesma e o volume de solugdo em cada
cavidade da placa. Para minimizar ainda mais os efeitos de saturagédo (excesso de
brilho devido a maior incidéncia da luz), a parte interna da caixa recebeu uma
cobertura de tinta preta fosca. Desta forma, garantiu-se um ambiente mais

homogéneo, com minimizag&o de reflexos, gerando assim, menor interferéncia.
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Foram realizados tratamentos matematicos utilizando os parametros de
média e moda (dados obtidos pelo software Imaged), para verificar qual parametro
apresentava uma melhor resposta, levando-se em conta fatores como inclinagao da
curva analitica (sensibilidade analitica) e desvio padrao.

Também foram selecionados diferentes tamanhos de area (w x h) das
imagens para verificar se haveria interferéncia nos resultados obtidos.

Diferentes regides da imagem foram selecionadas pelo software
ImageJ, sendo escolhidas regides com e sem brilho (maior e menor incidéncia da luz
dos LEDs, respectivamente) a fim de verificar variagbes nos valores de RGB.

Todos estes parametros foram estudados utilizando cinco diferentes
cameras digitais, incluindo as cameras de dois telefones celulares. As

especificagcoes de cada camera estao listadas na Tabela 3.1.

3.1.6- Procedimento para calibragao do sistema

O sistema proposto foi ajustado de modo a responder de forma
eficiente as determinacdes analiticas. Assim, a calibragdo permitiu verificar o
comportamento dos corantes frente as variagdes das concentragdes, ou seja, como
o sistema estava respondendo, de modo a garantir a reprodutibilidade e preciséo
das medidas, sendo, por isso, ajustados diversos parametros.

A calibragao foi realizada utilizando os corantes: Azul de Comassie
Brilhante; Amaranto e Tartrazina, cujas principais caracteristicas podem ser vistas na
Tabela 3.4.

TABELA 3.4: Caracteristicas dos corantes utilizados para a calibragao do sistema
[18]

Corante Cor Cor Absorvida Intervalo de
Utilizado Complementar comprimento de
onda (nm)
Azul Brilhante Azul Esverdeado Vermelho (R) 605 -700
Amaranto Vermelho Verde (G) 500 - 560
Tartrazina Amarelo Azul (B) 435 - 480

Curvas analiticas explorando as faixas lineares de calibracdo foram

obtidas para avaliar a variabilidade dos valores médios de R, G e B, bem como
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testes de repetibilidade e precisdo. Foi necessaria a obtencdo de trés curvas
analiticas, sendo a primeira de carater exploratério, verificando regides de maior
linearidade e sensibilidade (inclinagdo da curva analitica); sendo as demais
otimizadas, quanto as faixas lineares e sensibilidades analiticas, trabalhando com
regides cada vez menores até a obtengdo de uma regido linear com um numero
significativo de pontos, neste caso, até a terceira calibragéo.

Os intervalos de concentragdo em quantidade de matéria por litro (mol

L’1) para cada corante na calibragado do sistema podem ser vistos na Tabela 3.5.

TABELA 3.5: Curvas analiticas (mol L™") obtidas para cada um dos corantes na
calibracio do sistema

Calibracao Intervalo de concentragdao em quantidade de matéria por
litro (mol L™") para cada corante
Primeira 1,0x10° a1,0x 107
Segunda 1,0x107° a5,0x10™
Terceira 1,0x10° a1,0x 107

Para calibrar o sistema, primeiramente foi preparada uma solucédo de
cada corante, a qual foi diluida com agua deionizada, de acordo com a Tabela 3.3.
Uma vez realizada as diluices, estas solugdes foram adicionadas nas cavidades da
placa de porcelana, partindo da solugdo mais concentrada para a mais diluida, até o
volume total de cada cavidade da placa (800 pL). A ultima cavidade da placa foi
preenchida com agua destilada (branco), sendo a partir desta obtidos os valores em
unidades arbitrarias.

Apos a adicao das solugdes na placa de porcelana, esta era levada a
caixa, e uma unica imagem capturada.

O procedimento acima descrito — diluicdo das solugdes, adicdo na
placa de porcelana e captura da imagem — foi realizado em triplicata para cada
corante, sendo as imagens capturadas com as cinco cameras descritas na Tabela
3.1. Para cada procedimento de diluigdo, uma unica imagem era capturada. Apos a
captura, as imagens eram transferidas ao microcomputador via cabo USB.

As imagens das placas com as respectivas solu¢gdes dos corantes azul
brilhante, amaranto e tartrazina, no intervalo de concentracdo em quantidade de
matéria por litro (mol L™") de 1,0 x 107> a 1,0 x 107* (terceira calibracdo), podem ser

vistas na Figura 3.3.
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(A) ©

Arul Brilhante Amaranto Tartrazina

FIGURA 3.3: Imagens obtidas de cada corante na placa de porcelana, no intervalo
de concentragdo em quantidade de matéria por litro (mol L™") de 1,0 x 107 a 1,0 x
107 (terceira calibrago)

No tratamento das imagens empregando-se o software comercial, foi
empregada a primeira imagem capturada (primeira diluicdo), a qual foi tratada em
triplicata. Em seguida, a segunda e terceira imagens (segunda e terceira diluigéo,
respectivamente) foram tratadas apenas uma vez cada. Para o tratamento das
imagens, seguiram-se 0s seguintes passos:

- Abriu-se o programa.

- Em File — Open, uma janela foi aberta para a escolha de uma
imagem do arquivo desejado.

- Escolhida a imagem, o tamanho de area desejado (w x h = 32 x 26)
foi selecionado.

Em Analyze — Tools — Color Histograms, foram obtidos os valores
(results) da média, moda e desvio padrédo de cada canal R, G e B da area
selecionada, e também um histograma mostrando a regido de maxima absorgéo de
cada canal, variando de 0 (maxima absor¢ao) a 255 (minima absorgéo). Estes dados
podem ser observados na Figura 3.4, em que foi utilizado o corante Amaranto na
faixa de concentragdo em mol L' de 1,0 x 107 a 1,0 x 107 (terceira calibracdo). A
figura mostra os dados da area selecionada, da primeira cavidade da placa de

porcelana (1 x 107 mol L™).
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FIGURA 3.4: Imagem do software ImageJ aberto, mostrando os dados obtldos da
area selecionada da primeira cavidade da placa de porcelana (1,0 x 10 mol L™),
do corante Amaranto na faixa de concentragdo em mol L™ de 1,0 x 10°a 1,0 x 107*
(terceira calibragao); o histograma obtido e os resultados numéricos de RGB (canal,
média, moda e desvio padr&o).

- Em Edit — Copy, era possivel copiar estes resultados (média, moda e
desvio padrao) e transferi-los ao Excel, onde os dados numéricos da cor absorvida
(vermelho (R), verde (G) ou azul (B)) eram tratados.

- No Excel calculou-se a média dos valores de —log (l/lp), para cada
canal (RGB), assim como os valores de desvio padrdo e desvio padrao relativo. No

programa Origin™, apenas por comodidade, foram gerados os grafico de —log (/1)

vs. concentracdo de cada corante (mol L™).

A equacéo logaritmica usada é analoga aquela empregada no calculo
de transmitancia utilizado em colorimetria. Contudo, neste caso, como € utilizada
uma imagem digital, tem-se uma medida da cor complementar associada a
refletdncia da luz incidente, onde |y € o sinal de RGB do branco, que neste caso &
agua destilada; e | é o sinal de RGB para uma dada concentragao do corante [67].

Para a determinacdo dos analitos propostos, etanol e sulfito, Iy €,
também, o sinal de RGB do branco, mas neste caso, tem-se toda a composicao da
matriz da amostra, exceto o analito; e | € o sinal de RGB para uma dada

concentracao destes analitos (na curva de calibragao).
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3.1.7- Avaliagao do procedimento de calibragao do sistema

Para avaliar a precisdo dos procedimentos de preparo das solugdes e
do tratamento dos dados analiticos, trés procedimentos idénticos de diluicdo foram
realizados e imagem de cada procedimento foi capturada.

Para esta avaliacdo, escolheram-se duas imagens, sendo uma
capturada com a camera de maior resolugao (Camera 1 = 12 MP), e outra com a
camera de menor resolugdo (Camera 5 = 0.3 MP). De cada imagem, foram
selecionadas, aleatoriamente, trés diferentes concentragbes para realizar o
tratamento. Entdo, as imagens foram devidamente selecionadas com o auxilio do
programa ImageJ e determinados seus respectivos valores de RGB para cada

corante e, em seguida, estes valores foram convertidos em —log(l/lp).

3.2- Método analitico para a quantificagdao dos analitos

A partir de testes preliminares com algumas amostras e também a
partir dos resultados obtidos no processo de calibragdo do procedimento analitico e
do sistema de obtencdo das imagens, observou-se que os resultados obtidos
sofreram pouca influéncia quanto a resolucdo da camera utilizada. O parametro
sensibilidade, o qual esta correlacionada com a resolugao das cameras nao foi muito
critico, uma vez que as concentragdes dos analitos nas amostras eram
relativamente altas, e as absortividades dos compostos eram elevadas levando a
sensibilidades analiticas satisfatérias com todas as cameras empregadas. De fato,
com uma camera de 12 MP apresentando uma resolugao 40 vezes melhor que uma
de 0,3 MP, resultados satisfatorios foram encontrados para ambas. No apéndice A, é
possivel fazer esta verificagdo por meio de graficos de regressdo, em que foram
usadas as cinco diferentes cameras para monitorar o canal de maxima absorcao de
cada corante, a partir dos dados da terceira calibragao.

Sendo assim, para a determinagcdo dos analitos propostos, optou-se
por utilizar apenas uma das cameras digitais, sendo a Camera Sony DSC-W50
6.0MP (Camera 2) pois, além dos resultados obtidos serem independentes da

resolucao, esta era a cAmera mais facilmente disponivel.
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3.2.1- Determinacgao do teor de etanol

Para a determinacdo do teor de etanol, foram selecionadas seis
diferentes amostras de bebidas alcodlicas e uma de alcool comercial, de acordo com
a Tabela 3.2. A reacéo utilizada foi a de reducao do dicromato de potassio em meio

acido [68], como descrita na equacéao 3.1:
Cr2072'(aq) + 8H+(aq) + 3CH3CH20H(|) — 2CF3+(aq) + 3CH3CHO(|) + 7H20(|) EQ. 3.1

A reagao se processa em meio acido, o qual é capaz de levar a
reducao do ion Cr (VI) (laranja) a Cr (lll) (verde) ou a Cr (ll) (azul), ao mesmo tempo
em que oxida o etanol a aldeido aceético.

Esta reacdo evolui com o tempo e, dependendo da concentracéo de
etanol e do tipo de acido, o ion Cr (IV) passa rapidamente para Cr (ll), o que pode
ser observado pela mudanca da cor laranja para azul.

Esta € a mesma reagdo utilizada nos bafémetros mais simples,
descartaveis, os quais utilizam uma mistura de dicromato de potassio e silica,
umedecidos com acido sulfurico. A detecgdo da embriaguez por esse instrumento é
visual, sendo a coloracéo inicial amarelo-alaranjada, devido ao dicromato, e ao final

é verde-azulada, devido a mistura de Cr (lll) e Cr (IlI) [68].

3.2.2- Parametros estudados para a determinagao de etanol

Os testes iniciais foram realizados com gotas, utilizando pipetas
Pasteur de vidro. Nesta fase foi estudada a proporcdo em volume de cada solugéo
reagente que deveria ser adicionada nas cavidades da placa de porcelana a fim de
se obter uma escala de cores, essencial para uma analise rapida e semi-quantitativa
do tipo screening. ApoOs estes testes, os volumes foram aferidos com pipetas
automaticas para melhor precisao e exatidao na transferéncia dos volumes.

Apods as solugdes reagentes serem adicionadas na placa de porcelana,
cada cavidade era agitada com um bastdo de vidro (lavagem do bastdo com agua
deionizada entre uma cavidade e outra) e aguardado o tempo necessario para

ocorrer a reagao, sendo em seguida capturada a imagem.
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Nos teste iniciais, optou-se por utilizar o acido sulfurico concentrado; no
entanto, outros acidos também foram testados. Estes incluiram:

- Solugado de agua régia (mistura de acido cloridrico com acido nitrico,
na propor¢ao de 3:1, respectivamente);

- Solugdo piranha (mistura de acido sulfurico com perdxido de
hidrogénio na proporgao de 3:1, respectivamente);

- Acido nitrico concentrado;

- Acido cloridrico concentrado.

Foram estudadas diferentes concentragdes de dicromato de potassio,
sendo: 0,5; 0,1; 0,05 e 0,02 mol L~

Como a reacdo evolui com o tempo (variando a cor da solugéo), os
seguintes tempos foram estudados: 2, 4, 6, 10, 12, 14 e 15 minutos. Nesta etapa, o
objetivo era realizar a reagdo no menor tempo possivel e com a maxima
sensibilidade, assim como obter uma escala de cores para possibilitar, num primeiro

momento, uma analise screening.

3.2.3- Método de referéncia para etanol

O método de referéncia para etanol foi o espectrofotométrico [39].
Neste caso, empregou-se a mesma reacao utilizada na placa de toque. Apds o
preparo da reacdo de modo similar, estas necessitaram ser diluidas
convenientemente antes de serem analisadas no espectrofotdmetro.

Para o calculo do teor de etanol, utilizou-se o comprimento de onda de
maior absor¢ao do dicromato, em aproximadamente 350 nm — regido do UV. Assim,
o método foi empregado analisando-se o desvanecimento da cor da solugdo de
dicromato, haja vista que a coloragdo amarela diminuia, enquanto as cores verdes e

azuis se sobrepujavam, conforme o aumento no teor de etanol.

3.3- Determinacgao de sulfito (expresso em mg de SO,/L)

Para a determinacdo de sulfito, foram selecionadas 6 diferentes
amostras, de acordo com a Tabela 3.3. A reacao utilizada foi a de Fe (lll) com 1,10-

fenantrolina (C42HgN2), de acordo com as equacgdes 3.2 e 3.3:
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Fe* (aq *+ 3(Ci2HaN2)@q) [Fe(C12HeN2)3]*" (aq) EQ. 3.2

2[Fe(Ci2HgN2)s] " aq) + SOs” @y + H30'aq === 2[Fe(CioHsN2)s]"(aq) +
S04* (aq) + 3H" g EQ.3.3

Nesta reacdo, a 1,10-fenantrolina reage com o Fe (lll) formando o
complexo [Fe(C12HsN2)s]*" que é incolor. Assim que SO5*” é adicionado, este reduz
os fons Fe (lIl) & Fe (Il), formando o complexo [Fe(C12HgN2)s]** de cor vermelha, que
pode ser monitorado em 500 nm [69].

Durante a reacdo, os fons sulfito (SO5%7) passam a sulfato (SO4%°). O
estado de oxidacdo do enxofre passa de +4 para +6 (2 elétrons envolvidos), e 0
complexo de ferro com fenantrolina passa de +3 para +2 (um elétron envolvido).
Desta forma, tém-se uma estequiometria de 1 para 2.

A reacado foi realizada em meio acido, utilizando solugdo de acido
sulfarico 0,5 mol L™" para preparar a solugéo de Fe (Ill). Um meio tamponante de
acido acético/acetato pH 4,5, foi usado na preparacédo da curva padrao de sulfito e
na preparagdo da solugdo de 1,10-fenantrolina, com o objetivo de garantir a
estabilidade das espécies participantes da reacao, e evitar a reducado dos ions Fe

(ll1) a Fe (Il), e sua posterior hidrdlise.

3.3.1- Parametros estudados para a determinagao de sulfito

Como a reagao ocorreu em meio acido, testou-se um tampao de acido
acético/acetato em diferentes pHs, sendo 3,5; 4,5 e 5,5, para preparar as solucdes
padrdes de sulfito e de 1,10-fenantrolina.

Diferentes concentragdes dos acidos cloridrico, nitrico e sulfurico foram
utilizadas para preparar a solucdo de Fe** 0,05 mol L™", as quais foram devidamente
testadas na reacao.

Assim como na reagao para determinagao de etanol, a reagdo para
determinacao de sulfito também evolui com o tempo, intensificando a cor da solugao.
Assim, os seguintes tempos de reagao foram estudados: 3, 5, 10 e 15 minutos.

O volume ideal de cada solugao reagente, em cada cavidade da placa
de porcelana, também foi ajustado para esta reagdo, de modo a resultar numa

escala de cores, util para analises screening.
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3.3.2- Método de referéncia para sulfito

O método de referéncia utilizado para determinar sulfito foi a iodimetria
[70] — método direto de titulagdo com iodo. Procedeu-se com a titulagao direta do
analito (agente redutor) por uma solugéo padrdo de iodo em iodeto de potassio,
usando suspensdo de amido como indicador redox. A presenca de ions iodeto
permitiu a formacao de um complexo de amido-iodo de cor azul intensa, indicando o
ponto estequiomeétrico na titulagao.

Com os dados obtidos, calculou-se a concentracao de sulfito nas

amostras, expressando os resultados em termos de mg de SO,/L.



Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Otimizagao dos parametros operacionais

Os LEDs foram testados em algumas configuragdes e/ou disposicoes,
assim como a sua quantidade. Note que cada LED é constituido por outros quatro
LEDs acoplados ao mesmo. O numero de LEDs e a configuragdo adotada é descrita

na Figura 4.1.

(A) (B)

FIGURA 4.1: Representacéo ilustrativa do interior da caixa para obtengcdo das
imagens: quantidade e disposi¢cao dos LEDs na parte superior interna, numerados
de 1 a 4 (A); placa de porcelana acondicionada no fundo da caixa (B).

O volume ideal para cada cavidade da placa foi ajustado para 800uL, e
desta forma os fenbmenos relacionados com excesso de brilho ou sombra foram
amenizados, e as imagens obtidas apresentaram regido homogénea maior,
facilitando a selecao da area a ser analisada via software.

Quando empregado os valores de média ou moda de cada canal R, G
e B, nao foi observado variagdes dos resultados obtidos quando qualquer destes
métodos, média ou moda, foram utilizados. O tamanho da area selecionada das
imagens (w x h) também n&o alterou os dados obtidos, desde que esta fosse
mantida constante para todos os experimentos realizados.

No entanto, foi observado que a selegdo de diferentes regides da
imagem (da mesma cavidade da placa de porcelana), alterou significativamente os
valores encontrados. Observou-se que, uma vez selecionadas as regides com mais
brilho, como por exemplo, a imagem de emissdo do LED na cavidade (como se
fosse sua imagem especular), estas apresentaram valores de RGB maiores que as
regides sem brilho. Da mesma forma, as regides com alguma sombra, apresentaram

valores de RGB menores. Para minimizar estes efeitos, uma calibragdo minuciosa foi
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realizada empregando-se o0s reguladores de poténcia de cada LED
(potencidbmetros), e também a melhor disposicdo destes, para homogeneizagdo da
iluminagao interna, evitando a incidéncia direta de luz nas cavidades da placa de
porcelana e, desta forma, padronizando a iluminagao interna.

O flash das cameras foi desnecessario, como forma de diminuir a
dependéncia da qualidade e da configuragdo da camera utilizada. Mesmo com
esses cuidados, evitou-se a selegdo destas areas, a fim de se obter pixels mais
representativos, em termos dos valores de RGB. E interessante observar que a
iluminagao artificial a base de LEDs é importante no caso de alguns modelos de
cameras de celulares ou de webcams, os quais, ndo possuem flash. Além disso,
esta iluminagdo é importante por manter um padrdao nas fotografias, seja em
qualquer ambiente, ou horario do dia, conferindo maior portabilidade ao método
digital desenvolvido.

Na Figura 4.2 sao mostradas duas regioes diferentes, selecionadas de
uma mesma imagem, obtida de uma solugao do corante amaranto 1,0 x 10™* mol L™

(primeira cavidade da placa).

(A) (B)

FIGURA 4.2: Diferentes regides selecionadas de uma mesma imagem do corante
amaranto 1,0 x 10™* mol L™ (primeira cavidade da placa), mostrando a selegédo de
uma regido sem brilho (A); e de uma regido com brilho (B).

Na Tabela 4.1, é possivel observar a variagdo nos valores de RGB
deste corante nestas condigdes. Como o corante é vermelho, sua cor complementar
é verde (G). Quando selecionada a regido com brilho, ndo apenas o valor de G, mas
também os de R e de B aumentaram, indicando uma menor absor¢cao dos trés

canais (cores vermelha, verde e azul).
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TABELA 4.1: Resultados de média, moda e desvio padréo (SD) dos canais RGB da
mesma imagem, da selecdo de areas sem brilho e com brilho, obtidas do corante
amaranto 1,0 x 10™* mol L™ (Figura 4.2).

Regiao sem brilho Regiao com brilho
Canal Média Moda SD Canal Média Moda SD
R 162 163 2 R 171 165 21
G 55 54 2 G 88 85 43
B 89 89 2 B 119 110 36

Pelos resultados apresentados na Tabela 4.1. observou-se que a
selecdo da regido com brilho, conduziu a valores de RGB mais proximos dos valores
do branco (255) como discutido anteriormente. Assim evitou-se selecionar estas
regides das imagens capturadas em todos os ensaios realizados.

Quanto aos estudos das diferentes resolugdes em pixels das cameras,
estes revelaram que a resolugdo ndo € um parametro essencial na obtencédo de
resultados exatos e precisos, 0os quais sofreram pouca influéncia quando diferentes
cameras foram utilizadas, mesmo quando confrontadas as cameras 1 e 5 (12.0MP e
0.3MP, respectivamente). Os resultados foram similares, indicando a nao
necessidade de uma maquina com alta resolugédo (e, consequentemente, com alto
valor comercial) para realizar a captura das imagens. Essas observagdes podem ser
confirmadas a partir dos graficos de regressdo dos trés corantes, listados no
Apéndice A, em que foram utilizadas as cinco cameras para capturar as imagens, a
partir dos dados da terceira calibragdo. De fato, mesmo a cadmera 1 com uma
resolucéo 40 vezes melhor que a camera 5, as sensibilidades analiticas obtidas nao

aumentaram na mesma ordem de grandeza.

4.1.1- Calibragao do sistema

Num primeiro momento, foram monitorados os trés canais, R, G e B,
para cada solucido de corante. Neste ponto, péde-se observar qual dos canais
respondia linearmente com a concentragdao. Apods este estudo, focou-se no canal
Cuja absorgao era maxima para cada solugao do corante, sendo monitorado o canal
R para azul brilhante, o canal G para amaranto, e o canal B para o tartrazina,
medindo-se os valores de RGB da cor complementar associada a refletdncia da

radiacao incidente. Os graficos de regressao dos canais R, G e B de cada corante
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nas faixas de concentracdo em quantidade de matéria por litro (mol L™") de 1,0 x
10° a 1,0 x 10™ (terceira calibragdo) podem ser vistos no Apéndice A, cujas
imagens foram capturadas com as cinco cameras digitais.

A intensidade da cor complementar para cada corante nas diferentes

concentragdes produziram dados que obedecem a uma relacéo linear.

4.1.2- Avaliagao do procedimento de calibragao do sistema

Avaliou-se a precisdo do procedimento e do tratamento dos dados
analiticos, assim como a repetibilidade do método de diluicdo dos corantes. Na
Tabela 4.2 é possivel verificar a precisdo do método a partir dos valores de desvio
padrao (SD) e de desvio padréo relativo (RSD).

TABELA 4.2: Valores de média, desvio padréao (SD) e desvio padrao relativo (RSD)
do tratamento das imagens, utilizando a Camera 1 e a Camera 5.

Camera 1

Camera 5

Corante amaranto (canal G)

Corante amaranto (canal G)

Média SD RSD Média SD RSD
0,456 0,002 0,439 0,629 0,003 0,477
0,297 0,002 0,763 0,404 0,004 0,990
0,1717 0,0005 0,2912 0,233 0,001 0,430

Corante azul brilhante (canal R)

Corante azul brilhante (canal R)

Média SD RSD Média SD RSD
1,34 0,010 0,75 2,081 0,004 0,192
1,01 0,020 1,98 1,13 0,010 0,88

0,528 0,004 0,758 0,636 0,002 0,314

Corante tartrazina (canal B)

Corante tartrazina (canal B)

Média SD RSD Média SD RSD
1,19 0,010 0,84 1,092 0,008 0,733
0,680 0,004 0,588 0,577 0,002 0,347
0,350 0,001 0,286 0,346 0,002 0,578
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Como os desvios padrdes relativos (RSD) foram menores do que 2,0%

pode-se inferir que o método de calibracdo do sistema foi adequado e preciso.

4.2- Determinacao do teor de etanol

4.2.1-Curva analitica do etanol

A curva analitica do etanol foi obtida diluindo etanol anidro PA em agua
deionizada, nas seguintes concentragdes (% v/v de etanol/agua): 1, 3, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 e 50.

Por se tratar de uma reagao colorimétrica, na qual a cor resultante ndo
€ pura, mas sim uma mistura de cores onde qualquer canal pode ser utilizado,
optou-se, primeiramente, por monitorar os trés canais, R, G e B, verificando qual
respondia linearmente com a variagao da concentragado. Sendo assim, o canal R foi
selecionado por atender a este requisito, sendo utilizado para a determinacdo de
etanol nas amostras. Neste caso, levou-se em conta apenas a absor¢dao da cor
vermelha (canal R).

No Apéndice B, sdo mostrados os graficos de RGB obtidos a partir da
curva analitica do etanol, mostrando o comportamento de cada canal.

Na Figura 4.3 é apresentada a curva analitica para o etanol no intervalo
de concentragao de 1 a 50 %vV/v; enquanto a Figura 4.4 apresenta a regido linear da

curva analitica utilizada para a determinacéo do teor de etanol nas amostras.

1,0

0,84

0,64

0,44

-log(I/1,)

0,24

[
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Teor de etanol (% v/v)

FIGURA 4.3: Correlacao entre —log(l/lp) e concentragéo do etanol (canal R).
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FIGURA 4.4: Curva analitica utilizada para a determinacéo de etanol (faixa linear de
trabalho: 1 a 20 %v/v; Coeficiente linear: — 0,001; Coeficiente angular: 0,03; r: 0,999;
LD: 0,25% v/v; LQ: 0,85% v/v)

A regido linear de 1 a 20 %vV/v da curva analitica foi utilizada devido os
resultados calculados utilizando esta regido serem os mais proximos dos valores
obtidos empregando o método de referéncia.

Na Figura 4.5 é apresentada uma fotografia da placa de porcelana
(toque) contendo solugcbes de etanol com dicromato de potassio em meio acido,
empregadas para a obtengdo da curva analitica no intervalo de concentragdo de 1 a

50% v/v. A curva analitica para etanol foi feita em triplicata.

o200
oes

FIGURA 4.5: Fotografia da placa de porcelana (toque) referente a solugao obtida da
reacdo entre etanol com dicromato de potassio em meio acido, na faixa de
concentracéo de 1 a 50% v/v (curva analitica).

Conforme discutido previamente, observou-se a presenga de imagens
especulares da emissao de luz dos LEDs nas margens das cavidades da placa de
porcelana (pontos luminosos devido ao excesso de brilho), como mostrado na Figura
4.5. Contudo, a area util e representativa dos pixels nao foi afetada, existindo ainda
muitas regides possiveis de serem analisadas. Sendo assim, esta foi a melhor
configuracdo obtida e a empregada nos demais estudos, tanto para determinar

etanol quanto para determinar sulfito.
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A seguir discutir-se-do os estudos realizados para a selecdo das
melhores condigdes experimentais para a determinagao de etanol em bebidas e em
etanol comercial.

No estudo da acidez da reacao do etanol com o reagente cromogénico,
foram empregados os acidos sulfurico, nitrico e cloridrico, nas formas concentrada
(18,0, 14,0 e 12,0 mol L respectivamente) e diluida (acido sulfurico 1,8 e 3,5 mol
L™"; acido nitrico 1,4 e 2,8 mol L™ e acido cloridrico 1,2 e 2,4 mol L™). Testaram-se,
também, solugdo de agua régia (acido cloridrico e acido nitrico, 3:1,
respectivamente) e solugdo piranha (acido sulfurico e peroxido de hidrogénio,3:1,
respectivamente). Curvas analiticas lineares foram obtidas apenas quando
empregados os acidos sulfurico e nitrico concentrados, sendo selecionado o acido
sulfurico devido ao tempo da reagao ter sido menor — a escala de cores foi obtida em
menor tempo.

A solugdo piranha oxidou muito rapidamente o Cr (VI) a Cr (ll),
evidenciado pela intensa cor azul em todas as cavidades da placa de porcelana; por
outro lado, o acido cloridrico reagiu muito lentamente, e a escala de cores nao foi
perceptivel, e todas as cavidades da placa apresentaram tons de amarelo. Em
ambas as situagdes, uma curva analitica linear ndo foi possivel. Os acidos diluidos
nao deram resposta quanto a mudancga de cores, permanecendo a cor amarela do
dicromato, devido aos seus menores potenciais oxidantes.

A melhor concentracdo em quantidade de matéria por litro (mol L™) de
dicromato de potassio foi 0,05. Concentragbes maiores resultaram em cores muito
intensas; enquanto concentragdes menores geraram escalas de cores bastante
discretas, dificultando uma analise screening eficaz.

O tempo da reacdo foi ajustado em 12 minutos, pois, tanto abaixo
quanto acima deste, torna-se dificil a discriminacéo e interpretacdo dos valores de
RGB pelo software, devido a perda do gradiente de cores e sensibilidade. Ou seja,
abaixo de 12 minutos, as cores permaneceram em tons amarelos; enquanto que
acima deste, praticamente todas as cavidades da placa de porcelana mudaram a cor
de amarelo para azul. Isso interferiu nos resultados, pois, em ambos os casos, 0s
valores de RGB de todas as cavidades da placa ficaram praticamente constantes,
impossibilitando a obtencdo de uma curva analitica linear.

O volume final ideal foi de 835 uL para cada cavidade da placa de

porcelana. Isto foi bem préximo do volume usado na calibragdo do sistema (800 pL),
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e desta forma, conseguiu-se manter uma razao volumétrica de cada reagente capaz
de gerar uma escala de cores no tempo otimizado. Esta razdo volumétrica ficou
assim estabelecida:

- 640 pL de solucdo de dicromato de potassio 0,05 mol L™";

- 160 pL de cada solugao padrao ou amostra;

- 35 pL de acido sulfarico concentrado, 18,0 mol L™;

- 12 minutos de reacéo;

- Captura da imagem;

- Tratamento dos dados.

4.2.2- Método de referéncia para etanol

No método de referéncia para a determinagcdo de etanol, a regido
espectral de maxima absor¢cdo do dicromato foi em aproximadamente 350 nm,
correspondente a absorcao de Cr2072‘(aq). Na Figura 4.6 esta apresentado o
espectro de absorcao (UV-vis) obtido do branco e dos padrbes de etanol para um

tempo de reagdo de 12 minutos.

—— BRANCO
1% ETANOL
3% ETANOL
5% ETANOL
10% ETANOL
— 15% ETANOL
20% ETANOL
—— 25% ETANOL
— 30% ETANOL
— 35% ETANOL
—40% ETANOL
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—50% ETANOL

Absorbancia
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FIGURA 4.6: Espectro de absor¢ao dos padrdes de etanol e do branco

Durante a reagao, a cor laranja do ion Cr,0;% (g foi substituida pelas
cores verde ou azul, referentes as espécies Cr (lll) ou Cr (Il), respectivamente.
Sendo a concentracdo de dicromato mantida constante, o esvaecimento da cor da
solugéo foi proporcional a concentragdo de etanol, promovendo a diminuigdo doo

sinal de absorbancia.
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Na Tabela 4.3 estdo apresentados os valores de etanol encontrados
empregando-se o método proposto e comparados com aqueles empregando o

método de referéncia, assim como os respectivos erros relativos.

TABELA 4.3: Resultados da determinagdo do teor de etanol em amostras
comerciais (n = 3)

Amostras Método de Método Proposto Erro Relativo
Referéncia (%v/v) (%viv) (%)

Cerveja (A1) 6,63 £ 0,01 6,704 +1,0
Vinho branco (B1) 16,31 £ 0,07 17,7 £ 0,7 +8,5
Vinho branco (C+) 22,07 £ 0,03 24.8+0,8 +12,4
Alcool comercial (D) 54,78 + 0,07 54,3 +0,2 -0,9
Vodca (E1) 30,07 £ 0,08 26,3+0,2 -12,5
Cachaga (F1) 30,21 £ 0,05 28,2+0,2 -6,7

Observa-se que tanto os vinhos como a vodca apresentaram erros
relativos maiores que as demais amostras. No caso dos vinhos, por se tratar de uma
matriz complexa, isso se deve, possivelmente, a presenca de outras espécies
redutoras no meio, as quais sao oxidadas juntamente com o etanol, como alcodis
superiores e sulfitos, por exemplo. A vodca, por sua vez, € aparentemente livre de
substancias que possam interferir na determinagcdo de etanol, sendo outras
possibilidades investigadas.

Os resultados obtidos empregando-se os dois métodos foram
comparados aplicando-se o teste t pareado. O valor do teste t obtido foi de 1,01,
valor menor que o tabelado (2,57), a um nivel de confianga de 95%. Sendo assim,
pode-se afirmar que os métodos apresentam desvios padrdes compativeis. Além
disso, pelos resultados obtidos, pode-se concluir que o método desenvolvido
apresentou uma boa precisdo em relacio ao método de referéncia
(espectrofotométrico), com erros relativos aceitaveis.

As amostras (C1), (D1), (E1) e (F1) foram previamente diluidas em agua

deionizada para adequagéao na curva de calibragao (faixa linear de 1 a 20 % v/v).
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4.2.3- Testes de recuperagao

Testes de recuperacido foram feitos para avaliar possiveis efeitos de
matriz nas amostras. Em cada amostra, realizaram-se duas adi¢cdes de solucdes de
etanol em concentracdes diferentes, sendo a primeira de 5%; e a segunda de 10%
v/v. Cada adigéo de etanol (5% e de 10%) foi realizada em duplicata, utilizando duas
cavidades da placa de porcelana de cada vez, perfazendo assim quatro replicatas
(n=4). Os valores recuperados, acompanhados dos respectivos valores de desvio
padrdo com n = 4, e das porcentagens de recuperagao, podem ser visualizados na
Tabela 4.4.

TABELA 4.4: Percentagem de recuperagao de etanol nas amostras analisadas
(n=4)

Amostra Adicionado (%) Recuperado (%) Recuperagao (%)
A 5,00 51+0,7 102
10,0 85+0,5 85,0
B1 5,00 51+0,6 102
10,0 9,201 92,0
C1 5,00 53+0,3 106
10,0 8,7+0,5 87,0
D4 5,00 4,8+0,6 96,0
10,0 9,2+0,3 92,0
E1 5,00 47+0,8 94,0
10,0 9,1+0,4 91,0
Fi 5,00 52+0,5 104
10,0 9,1+0,5 91,0

Observa-se na Tabela 4.4, que os valores de etanol recuperado nas
amostras variaram entre 85,0 e 106 % (valor médio de 95,5 %). Estes valores estédo
dentro da faixa de recuperagao aceitaveis [71], indicando que nao houve efeito de

matriz significativo nas determinagdes de etanol empregando-se o0 método proposto.
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4.2.4- Testes de interferéncia em potencial [72]

Para o teste de interferéncia em potencial na determinagdo de etanol,
foram preparadas solugbes das seguintes substancias: metanol, acetato de etila e 2-
butanona, as quais foram adicionadas numa solugao padrao de etanol a 15,0 % v/v
(valor de referéncia), nas proporgdes 1:1; 1:10 e 1:100 (analito:possivel interferente,
respectivamente).

Na Figura 4.7 esta apresentada uma fotografia da placa de porcelana
para estudo destes possiveis interferentes. As cores resultantes nas condi¢des de

1:1 sdo comparadas com aquelas obtidas na curva de calibracao.

Metanol 1:1

Acetato de etila 1:1

2-Butanona 1:1

Curva de calibracao

FIGURA 4.7: Fotografias das placas de porcelana para estudo da interferéncia de
metanol, acetato de etila e 2-butanona, nas propor¢des de 1:1, cujas cores das
solugdes sdo comparadas as da curva de calibracao.

Como mostrado na Figura 4.7, as cores das solugdes resultantes foram
bastante intensas ja na proporcéo de 1:1, de modo que nas demais proporgdes, 1:10
e 1:100, a determinacao do teor de etanol ficaria comprometida, uma vez que a cor
resultante seria ainda mais intensa. Sendo assim, optou-se por determinar 0 minimo
de cada substancia que seria necessario para alterar o valor de etanol encontrado.
Deste modo, os interferentes foram avaliados novamente, nas proporgdes de; 1:1;
1:0,1 (10 vezes mais diluido) e 1:0,01 (100 vezes mais diluido). Os resultados

obtidos podem ser visualizados na Tabela 4.5.
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TABELA 4.5: Efeito de alguns interferentes em potencial na determinagao do teor de
etanol (n = 8)

Interferente Proporgao Etanol (%) Erro relativo (%)
1:1 38,504 + 157
Metanol 1:0,1 17,5+0,3 + 16,7
1:0,01 15,4+ 0,5 +2,7
1:1 19,6 £0,5 + 30,7
Acetato de etila 1:0,1 16,4+ 0,4 +9,3
1:0,01 15,9+0,3 +6,0
1:1 16,3+ 0,4 +8,7
2-Butanona 1:0,1 16,1 + 0,1 +7,3
1:0,01 15,6 £ 0,1 +4,0

De acordo com a Tabela 4.5, a interferéncia do metanol € muito intensa
na determinagdo de etanol, uma vez que este apresenta estrutura funcional
semelhante ao etanol, competindo com as mesmas reacgdes e reagindo prontamente
com 0s mesmos reagentes, proporcionando desta forma as mesmas escalas de
cores obtidas no método com o etanol contudo, com cinética mais rapida.

As demais substancias causaram algum tipo de interferéncia por terem
certo carater redutor neste meio reacional, conforme as interferéncias positivas
encontradas.

A escolha destes potenciais interferentes ocorreu mediante alguns
trabalhos encontrados na literatura e nos rétulos de alguns produtos, e também por
serem encontrados como subprodutos da fermentagao e/ou destilagdo nas bebidas
contendo etanol. Contudo, vale salientar que estes se encontram em concentracoes
muito menores que as estudadas, estando presentes em quantidades minimas,

sendo o etanol o componente majoritario.

4.3- Determinacao de sulfito

4.3.1- Curva analitica do sulfito

A curva analitica do sulfito foi preparada nas seguintes concentragdes
em quantidade de matéria por litro (mol L™ de SO5*): 1,0 x 107™* 5,0 x 10™*; 1,0 x



Resultados e Discusséo 54

1073 1,5x 1073 2,0 x 102 2,5 x 107 3,0 107 3,5 x 107, 4,0 x 107 45 x 10 e
5,0 x 107,

Para este analito, também foram monitorados os trés canais, R, G e B,
verificando qual respondia de forma linear com a variagcdo da concentracdo. Neste
caso, o canal B foi selecionado por atender a este requisito, sendo utilizado para a
determinacao de sulfito nas amostras. Sendo assim, os valores encontrados foram
calculados levando-se em conta apenas a absor¢do da radiacdo eletromagnética
referente a cor azul (canal B).

No Apéndice B, estdo apresentados os graficos de RGB obtidos a partir
da curva de calibragao do sulfito, demonstrando o comportamento de cada canal.

Na Figura 4.8 esta apresentada a curva analitica para sulfito, no
intervalo de 1,0 x 10 a 5,0 x 10™® mol L™"; enquanto que na Figura 4.9 esta
apresentada a regido linear da curva analitica utilizada para a determinagdo da

concentracao de sulfito nas amostras.
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FIGURA 4.8: Correlacao entre —log(l/l,) e concentracéo do sulfito (canal B).
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FIGURA 4.9: Curva analitica usada para a determinagéo de sulfito (Faixa linear de
trabalho: 1,0 x 10™* a 3,0 x 10 mol L™ = 8,0 mg/L a 240 mg/L; Coeficiente linear:
0,037; Coeficiente angular: 250,92; r: 0,997; LD: 3,3 x 10 mol L™ = 2,64 mg/L; LQ:
1,0 x 10™*mol L™ = 8,0 mg/L)



Resultados e Discusséo 55

A regido linear de 1,0 x 10™* a 3,0 x 107> mol L™" da curva analitica foi
utilizada devido os resultados calculados utilizando esta regido apresentarem melhor
concordancia com aqueles obtidos empregando-se o método de referéncia.

Na Figura 4.10 é apresentada uma fotografia da placa de porcelana
contendo solugdes de sulfito de sédio, 1,10-fenantrolina e nitrato de ferro (lll) em
meio acido, empregadas para a obtengcdo da curva analitica, no intervalo de
concentragdo de 1,0 x 10™* a 5,0 x 107 mol L™". A curva analitica para sulfito foi

feita em ftriplicata.

XX )
KX X ]

FIGURA 4.10: Fotografia da placa de porcelana (toque) referente a solugao obtida
da reacdo entre sulfito, 1,10-fenantrolina e nitrato de ferro (lll) em meio acido, na
faixa de concentragdes em quantidade de matéria por litro (mol L™" de SO5%7) de: 1,0
x 10™ a 5,0 x 1073 (curva analitica)

A seguir, serao discutidos os estudos realizados para a selegcdo das
melhores condi¢gdes experimentais para a determinagao de sulfito nas amostras.

As solugcdes de sulfito de sodio e de 1,10-fenantrolina foram
preparadas em tampéao de acido acético/acetato nos seguintes pHs: 3,5, 4,5 e 5,5.
Independente do pH do meio tamponante, curvas analiticas lineares foram obtidas
em todas as situagdes, nao havendo diferengas significativas nas reacgdes
colorimétricas (escala de cores). Desta forma, optou-se por preparar as solugbes em
tampao acetato, pH 4,5, com objetivo de prevenir sua oxidagdo, evitando as
conversdes das espécies em fungao do pH, tal como na Figura 1.6.

A solucdo de nitrato de ferro (Ill) ([Fe*] = 0,05 mol L") foi preparada
nos acidos cloridrico, nitrico e sulfurico, nas concentracbes em quantidade de
matéria por litro (mol L™'): 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0. Como os resultados obtidos foram
independentes das concentragdes ou tipos de acidos testados, optou-se por utilizar
acido sulfarico 0,5 mol L™ (pH 0,3) para preparar as solugbes de Fe (lll), e assim

prevenir sua hidrélise.
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Quanto ao tempo da reagao, assim como no método do etanol, o
objetivo era obter maxima sensibilidade no menor tempo possivel (escala de cores x
tempo). Como esta reacdo também evolui com o tempo (intensificando a cor da
solugéo), este foi ajustado para 5 minutos, sendo suficiente para obter uma curva
analitica linear satisfatoria, além de garantir uma analise screening eficaz.

O volume foi ajustado em 800 pL para cada cavidade da placa de
porcelana, ficando a razao volumétrica ficou assim estabelecida:
- 160 pL de Fe** 0,05 mol L™";
- 480 L de solucao padrao ou amostra;
- 160 pL de solucdo de 1,10-fenantrolina 0,05 mol L™";
- 5 minutos de reacéo;
- Captura da imagem.

- Tratamento dos dados

4.3.2- Método de referéncia para sulfito

Os valores calculados levaram em conta o fato de que, em meio acido,

o desvio do equilibrio é deslocado para a formacéao de SO, (pH < 3,0) (Figura 1.6).
Na Tabela 4.6 estdo apresentados os valores de sulfito
encontrados empregando-se o meétodo proposto, expressos em mg/L de SOy,
comparados com os obtidos empregando-se o método de referéncia, e os

respectivos erros relativos.

TABELA 4.6: Resultado da determinagao de sulfito em amostras comerciais (n = 3)

Amostras Método de Método Proposto  Erro Relativo
Referéncia (mg/L) (mg/L) (%)
Vinho branco (Ap) 111 £1 106 £ 1 -45
Vinagre (B>) 65+ 1 69,0+ 0,5 +6,2
Agua de coco (Cy) 86,4+0,7 88 + 1 +1,9
Vinho rosé (D) 23314 242 + 1 +3,9
Suco de caju 317+ 8 3096 -25

concentrado (E)
Suco de caju (F2) 160 + 1 158 £ 5 -1,3
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Como visto na Tabela 4.6, os valores encontrados sdo concordantes
com o método de referéncia, e os erros relativos estdo dentro do limite aceitavel. Os
valores encontrados empregando-se ambos os métodos foram comparados
aplicando-se o teste t pareado. Como o t obtido (1,83) foi menor que o t tabelado
(2,57), pode-se afirmar que nao existe diferenga significativa entre os resultados
encontrados empregando-se o meétodo proposto, quando comparados com o0s
resultados obtidos usando-se o método de referéncia (titulagdo iodométrica), a um
nivel de confianca de 95 %.

As amostras (D) e (Ez) foram previamente diluidas com agua
deionizada para adequac&o na curva de calibragdo (faixa linear de 1,0 x 107* a 3,0
x 107 mol L™, equivalentes a 8,0 a 240 mg/L, respectivamente). A amostra de suco
de caju concentrado foi analisada imediatamente apds a diluicdo, dispensando
qualquer pré-tratamento, sendo o excesso de polpa fator indiferente na

determinacao de sulfito.

4.3.3- Testes de recuperacgao

Para avaliar possiveis efeitos de matriz, foram realizados testes de
recuperacao nas amostras. Os testes foram realizados fazendo duas adigdes de
sulfito diferentes, sendo a primeira 32,0 mg/L de SOs%, e a segunda 64,0 mg/L de
S0;?%. Cada adigéo foi realizada em duplicata, utilizando duas cavidades da placa de
porcelana de cada vez, perfazendo assim quatro replicatas (n=4), e em seguida,
capturadas as imagens. Os valores recuperados, acompanhados dos respectivos
valores de desvio padrdao, com n = 4, e das porcentagens de recuperagao, podem

ser visualizados na Tabela 4.7).
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TABELA 4.7: porcentagem de recuperagao de sulfito para as amostras analisadas

Amostra S0;” adicionado S0;” recuperado Recuperagao

(mg/L) (mg/L) (%)

A, 32,0 32+ 1 100
64,0 55 +2 85,9

B> 32,0 27+ 2 84,4
64,0 58 +3 90,6

C, 32,0 302 93,7
64,0 633 98,4

D, 32,0 332 103
64,0 57+2 89,1

E 32,0 3212 100
64,0 60 +2 93,8

F2 32,0 28+2 87,5
64,0 60 + 2 93,8

Observa-se na Tabela 4.7, que os percentuais de recuperacdo do
sulfito nas amostras ficaram entre 84,4 e 103% (valor médio de 93,7). Estes valores
estao dentro da faixa de recuperacao aceitavel [71], indicando que nao houve efeito
de matriz significativo nas determinacdes de sulfito empregando-se o método

proposto.

4.3.4- Testes de interferéncia em potencial [65]

Para testar o efeito de interferéncia em potencial na determinacao de
sulfito, acido ascorbico, frutose, sacarose e etanol, foram adicionados nas
propor¢gdes de 1:1, 1:10 e 1:100 (analito: interferente em potencial,
respectivamente), numa solugao padrao de sulfito a 61 mg/L (valor de referéncia).

O acido ascorbico mostrou um elevado poder interferente, como pode
ser visualizado na Figura 4.11, que mesmo na proporcdo de 1:1 a reagéo
apresentou uma cor bastante intensa, intensidade esta que foi maior que aquela
obtida com a solugao de referéncia de sulfito, impossibilitando assim a quantificagao

do sulfito nestas condi¢des. Na Tabela 4.8 sdo mostrados os resultados obtidos nas
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condigbes estabelecidas 1:1 do analito:acido ascoérbico evidenciando assim a alta

interferéncia do ascorbato na determinacgdes do sulfito.

BRANCO 1:0,1 1:0,01

FIGURA 4.11: Fotografias das placas de porcelana empregadas no estudo da
interferéncia de acido ascorbico na determinagao de sulfito.

Sendo assim, optou-se por adicionar o acido ascorbico na proporgao
de 1:0,1 (10 x menos) e de 1:0,01 (100 x menos), ou seja, diluigdes sucessivas até a
obtencdo de valores de interferéncia toleraveis. As demais substancias foram
adicionadas nas propor¢gdes previamente estudadas, 1:1, 1:10 e 1:100. Os

resultados obtidos nos testes de interferéncia podem ser visualizados na Tabela 4.8.

TABELA 4.8: Efeito de alguns interferentes em potencial na determinagdo da
concentragao de sulfito (n=6)

Interferente Proporgao Valor Encontrado (mg/L) Erro Relativo (%)

1:1 > Limite superior da curva -

Acido Ascarbico 1:0,1 150+ 2 146
1:0,01 58,6 £ 0,1 -39

1:1 55,1+ 0,6 -97

Frutose 1:10 56,7 £ 0,7 -70
1:100 68 £ 1 11,5
1:1 50,0 £ 0,1 - 18,0
Sacarose 1:10 711 16,4
1:100 75,4 £ 0,1 23,6

1:1 57 £ 1 - 6,6

Etanol 1:10 58 £ 1 -49

1:100 88 + 1 443
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Como pode ser observado na Figura 4.11 e na Tabela 4.8, o acido
ascoérbico € um importante interferente nesta reacdo. De fato, ele interfere por ser
uma espécie fortemente redutora, assim como os sulfitos. Assim, a determinacéo de
sulfitos em amostras as quais foram adicionadas acido ascérbico fica comprometida,
levando a erros positivos nos teores de sulfito encontrado.

O etanol em concentracdo 100 vezes aquela do analito causou uma
interferéncia de 44,3%, ndo causando interferéncia importante em concentragao de

10 vezes aquela do sulfito.



Capitulo 5 - CONCLUSOES




Conclusées 62

5- CONCLUSOES

Na determinacdo de etanol em bebidas, os melhores resultados
analiticos foram aqueles calculados utilizando o canal R e com regido linear de 1 a
20 %v/v (r = 0,999). Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) calculados
foram de 0,25 e 0,85 %v/v, respectivamente. Os resultados obtidos, quando
comparados com o método de referéncia (espectrofotométrico), apresentaram um
erro relativo que variou de +12,4 a -12,5 %, e pela aplicacao do teste t pareado com
limite de confianga de 95%, observou-se nao existir diferengas significativas entre os
dois métodos, estando dentro de um erro relativo aceitavel, uma vez que o valor de t
obtido (1,01) foi menor que o t tabelado (2,57).

Verificaram-se ainda possiveis interferéncias na determinagdo de
etanol, sendo o metanol a substancia que apresentou maior influéncia nos
resultados, alterando o valor de etanol empregado como referéncia, com erros
relativos superiores a 100%, mesmo na propor¢ao de 1:1.

Na determinagdo de sulfito, por sua vez, os melhores resultados
analiticos foram aqueles calculados utilizando o canal B e regido linear de 1,0 x 107
a 3,0 x 102 mol L™ (r = 0,997). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
calculados foram 3,3 x 10°mol L™' =2,64 mg/Le 1,0 x 10 “ mol L™ = 8,0 mg/L,
respectivamente.

Os resultados obtidos, quando comparados com o método de
referéncia (titulagdo iodimétrica), apresentaram um erro relativo que variou de +6,2 a
-4,5 %, e pela aplicagdao do teste t pareado com limite de confianca de 95%,
observou-se nao existir diferencas significativas entre os dois métodos, estando
dentro de um erro relativo aceitavel, uma vez que t obtido (1,83) foi menor que o t
tabelado (2,57).

O acido ascorbico interfere na determinacao de sulfito mesmo na razao
de concentragao de 1:0,1 (analito:interferente), sendo possivel determinar o analito
com baixa interferéncia somente quando o acido o acido ascorbico estiver em
concentracdo 100 vezes menor do que aquela do analito.

O desenvolvimento do aparato portatil para a captura de imagens das
reagdes quimicas mostrou-se eficiente, haja vista que as concentragdes dos analitos
encontradas foram concordantes com os valores de referéncia (0 que pdde ser

verificado pela aplicagdo do teste t pareado). Além disso, o sistema é de facil
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operacao, e de baixo custo na sua confecgao, e uma vez otimizado, as medidas séo
obtidas rapidamente e com boa preciséo.

O método também é robusto, com aplicabilidade para diversas reacoes
quimicas com geragao de cor, podendo ainda, com uma unica imagem, obter
resultados referentes aos padrbes, a amostra, e ao branco, aumentando assim a
frequéncia analitica.

Além disso, na aplicacdo do método para a determinagao de etanol e
sulfito, todas as amostras foram analisadas imediatamente, ndo necessitando de
nenhum pré-tratamento, apenas realizando diluicbes quando necessario para
adequagao na curva de analitica.

Ressalta-se, ainda, que se trata de um método econdbmico, gastando
pouco reagente, fator importante quando se trabalha com materiais de custo
elevado, ou de alto grau de toxicidade, desta forma, satisfazendo alguns principios

da Quimica Verde.
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A) Gréficos de regressao de cada corante, no intervalo de concentragao de 1,0 x

10° a 1,0 x 10™ mol L™ (terceira calibracdo), obtidos com as cinco cameras,

demonstrando que suas diferentes resolu¢gdes nao alteram significativamente os

resultados obtidos.

Corante amaranto (canal G)

Camera 1 (12.0MP)
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[Amaranto] x 10°/mol L™
Coeficiente Linear: 0,017 + 0,001

Sensibilidade Analitica: 3.905,02
Coeficiente de Regresséo (r): 0,996

Camera 3 (5.1MP)
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[Amaranto] x 10/mol L™

Coeficiente Linear: 0,01 = 0,01
Sensibilidade Analitica: 3.632,63
Coeficiente de Regressao (r): 0,994

Camera 2 (6.0MP)
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[Amaranto] x 10°/mol L™
Coeficiente Linear: — 0,025 + 0,002

Sensibilidade Analitica: 5.590,40
Coeficiente de Regresséo (r): 0,994

Camera 4 (2.0MP)
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Coeficiente Linear: — 0,03 + 0,01
Sensibilidade Analitica: 6.332,60

Coeficiente de Regressao (r): 0,997
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Camera 5 (0.3MP)
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[Amaranto] x 10°/mol L

Coeficiente Linear: 0,05+ 0,02
Sensibilidade Analitica: 5.737,83
Coeficiente de Regresséo (r): 0,991

Corante azul brilhante (canal R)

Camera 1 (12.0MP)
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Coeficiente Linear: 0,07 + 0,03

Sensibilidade Analitica: 14.078,60
Coeficiente de Regresséo (r): 0,997

Camera 2 (6.0MP)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
[Azul brilhante] x 10°*/mol L™
Coeficiente Linear: 0,5 + 0,09

Sensibilidade Analitica: 23.253,80
Coeficiente de Regresséo (r): 0,994



Camera 3 (5.1MP)

~ 451

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
[Azul Brilhante] x 10°*/mol L™
Coeficiente Linear: 0,2 + 0,02

Sensibilidade Analitica: 4.146,34
Coeficiente de Regresséo (r): 0,993
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Camera 4 (2.0MP)
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[Azul brilhante] x 10°*/mol L™
Coeficiente Linear: 0,3 £ 0,06

Sensibilidade Analitica: 19.229,17
Coeficiente de Regresséo (r): 0,995
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Coeficiente Linear: 0,14 + 0,02
Sensibilidade Analitica: 13.731,73
Coeficiente de Regresséo (r): 0,997



Corante Tartrazina (canal B)

-log (1)

Camera 1 (12.0MP)

[Tartrazina] x 10°*/ml L

Coeficiente Linear: — 0,20 + 0,003
Sensibilidade Analitica: 12.298,37
Coeficiente de Regresséo (r): 0,995
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Coeficiente Linear: — 0,03 + 0,01
Sensibilidade Analitica: 5.593,49
Coeficiente de Regresséo (r): 0,997
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Camera 2 (6.0MP)
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[Tartrazina] x 10°°/mol L™

Coeficiente Linear: — 0,30 = 0,01
Sensibilidade Analitica: 5.635,93
Coeficiente de Regresséo (r): 0,996
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Camera 4 (2.0MP)
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[Tartrazina] x 10”*/mol L

Coeficiente Linear: — 0,4 + 0,01
Sensibilidade Analitica: 4.0614,10
Coeficiente de Regresséo (r): 0,994
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Camera 5 (0.3MP)
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Coeficiente Linear: — 0,14 + 0,03
Sensibilidade Analitica: 11.077,92
Coeficiente de Regressao (r): 0,995

B) Graficos de RGB obtidos a partir da curva analitica do etanol e do sulfito,
respectivamente, demonstrando o comportamento de cada canal, utilizando a
camera digital 2 (DSC-W50 / Sony):
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-log(1/1))

-0,1

-log(1/1))

0,8

Canal G

0,7
0,6
0,5+
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0+

1,0

10 15 20
[SO,1x 107/mol L™

Canal B

25

30

0,84

0,64

0,41

0,24

0,0

T T T T

10 20 30 40

[SO,*]x 10™/mol L

T

50

Apéndices 78



