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Resumo

Os dispositivos analiticos colorimétricos emergiram como instrumentos cruciais tanto
na ciéncia quanto na indistria por oferecerem uma aplicacdo técnica analitica versatil,
econdmica ¢ ambientalmente amigavel. Com foco no uso potencial para monitoramento
ambiental, producdo agricola e diagndsticos médicos, este trabalho examina seu
desenvolvimento historico, conceitos fundamentais e aplicagdes contemporaneas. H4 uma
discussao detalhada sobre os conceitos basicos da colorimetria, que se baseiam na relagdo entre
luz, objetos e percep¢cao humana. A teoria tricromatica, a mistura aditiva e subtrativa de cores
e os modelos de cores como RGB, HSI e CIELab que permitem a quantificagdo numérica
precisa de estimulos colorimétricos e formam a base da colorimetria. Esses conceitos
possibilitam a distingao de pequenas variagdes de cor que podem ser invisiveis ao olho humano.
Este trabalho também destaca os fundamentos espectroscopicos do funcionamento dos
dispositivos colorimétricos. A revisdo bibliografica investiga fenomenos como transmitancia e
absorbancia, conforme definidos pela lei de Lambert-Beer, ao examinar a intera¢do entre luz
eletromagnética e materiais. Essas ideias constituem a base para estudos quantitativos e
qualitativos e sdo essenciais para compreender a relagdo entre a intensidade da cor ¢ a
concentragdo do analito. No contexto das inovagdes recentes, destaca-se a evolugdo para
dispositivos analiticos avancados e como principal exemplo neste trabalho utilizou-se os
dispositivos microfluidicos a base de papel (UWPADs), que incorporam os principios da
colorimetria em plataformas compactas e de baixo custo. Esses dispositivos atendem aos
padrdes ASSURED para testes no local de atendimento (point-of-care), proporcionando
solucdes rapidas, sensiveis e ecologicamente corretas, especialmente em locais remotos € com
poucos recursos. Além disso, sua integragdo com tecnologias moveis potencializa sua aplicacao
para analises em tempo real e no campo. A versatilidade dos pPADs reflete seu alinhamento
com os objetivos de desenvolvimento sustentavel, promovendo métodos analiticos mais verdes

e acessiveis.

Palavras-chave: Dispositivos colorimétricos; Microfluidica em papel; Sustentabilidade
analitica.



Abstract

Because they provide a versatile, economical, and environmentally friendly analytical
technique, analytical colorimetric devices have emerged as crucial instruments in both science
and industry. With a focus on their potential in environmental monitoring, agricultural
production, and medical diagnostics, this essay examines their historical development,
underlying concepts, and contemporary applications. There is a detailed discussion of the basic
concepts of colorimetry, which are based on the relationship between light, objects, and human
perception. The trichromatic theory, additive and subtractive color mixing, and color models
such as RGB, HSI, and CIELab, which allow for the precise numerical quantification of color
stimuli, form the foundation of colorimetry. These concepts make it possible to distinguish
subtle color variations that may be invisible to the human eye. The spectroscopic underpinnings
of colorimetric devices' operation are also highlighted in this essay. The review investigates
phenomena like transmittance and absorbance as defined by the Beer-Lambert’s law by
examining the interaction between electromagnetic light and materials. These ideas form the
foundation of both quantitative and qualitative studies and are essential to comprehending the
relationship between color intensity and analyte concentration. In the context of recent
innovations, the evolution of advanced analytical devices stands out, with paper-based
microfluidic devices (LWPADs) being the main example used in this study. These devices
incorporate the principles of colorimetry into compact and low-cost platforms. They meet the
ASSURED criteria for point-of-care testing, providing rapid, sensitive, and environmentally
friendly solutions, particularly in remote locations with limited resources. Furthermore, their
integration with mobile technologies enhances their applicability for real-time and field
analyses. The versatility of puPADs reflects their alignment with sustainable development goals,

promoting greener and more accessible analytical methods.

Keywords: Colorimetric devices; Paper-based microfluidics; Analytical sustainability.
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1. Introducao

A nogao de cor estd fundamentalmente relacionada com a percepgao visual do sistema
humano, ou seja, a cor nao ¢ uma propriedade intrinseca de um objeto, mas sim uma percepgao
que envolve trés fatores importantes. O primeiro deles ¢ a fonte de luz, i.e., uma fonte luminosa
que emite a radiacdo eletromagnética, chamada de luz visivel, e que pode ser receptada pelo
olho humano, por exemplo, quando os corantes presentes em um material refletem ou
transmitem seletivamente parte da luz irradiada, levando ao segundo fator importante, que ¢ a
reflexao ou transmissao da luz modificada pelo objeto, essa entra em contato com os olhos do
observador e estimula a sensa¢ao que ¢ a chamada de cor do material. O observador ¢, portanto,

o terceiro fator essencial que deve ser considerado. "

Para explicar como o olho humano processa cores, Thomas Young postulou no inicio
do século XIX que a vasta gama de cores que vemos ¢ o resultado da interagdo dos receptores
de cores vermelho, verde e azul no olho humano. Ao demonstrar que a luz vermelha, verde e
azul poderia combinar-se para produzir quase qualquer cor desejada, James Clerk Maxwell
avancou ainda mais esta no¢do.!>3 Em 1860, Maxwell desenvolveu o colorbox, um colorimetro
rudimentar, que se utilizava de um prisma para ajustar os feixes de luz vermelha, verde e azul
de forma independente para corresponder a cor da amostra. Ele demonstrou que tais
comprimentos de onda poderiam ser medidos como um tipo de energia eletromagnética.!>*
Anos depois, em 1870, Louis Jules Duboscq, um fabricante de instrumentos francés, fez um
colorimetro para um professor de quimica industrial na College Commercial em Paris. O
colorimetro de Duboscq ndo foi o primeiro no mercado, mas o primeiro que permitiu a

comparagio simultinea da cor de dois liquidos, um dos principios da colorimetria.*>!

A colorimetria ¢ uma das partes da ciéncia das cores que tem o intuito de determinar
numericamente a cor de um estimulo visual de interesse e, por consequéncia, especificar
pequenas diferencas de cor que podem passar despercebidas pelo observador. E frequentemente
utilizada como método analitico na pesquisa quimica, tendo em vista que qualquer substincia
que se conecte com cromogenos formadores de cor pode produzir cor e variagdes na intensidade
da cor levam a variagdes na absor¢do de luz.!'! Porém, no inicio do século XX, foi observado
que fontes de luz com a mesma poténcia ndo apresentavam o mesmo brilho se suas cores
variassem. Uma série de estudos comparando cor e brilho para duas fontes de luz do mesmo
tamanho e intensidade foram realizadas em 1923.1% Assim, o conhecimento humano de
percepgao e quantificacdo de cores foi aprimorado pela definicdo de conceitos colorimétricos

basicos, como a teoria tri-cromatica de cores, defini¢do matematica de fun¢des de comparagao
12



de cores (CMFs), defini¢do do espago tri-estimulo e sistemas colorimétricos com modelos de
cores, como RGB, HSI e CIELab.[%7 Essas estruturas auxiliam no desenvolvimento de
tecnologias de inteligéncia artificial, imagem e exibi¢do, além de oferecer suporte a aplicacdes

analiticas.f!

A colorimetria tem amplas aplicacdes, desde o rastreamento de poluentes no meio
ambiente até a identificagdo de doencas. Esses instrumentos oferecem respostas analiticas
rapidas, precisas e econdmicas. Sua simplicidade e mobilidade, ou seja, capacidade de uso in
loco, aumentaram ainda mais sua utilidade, especialmente em ambientes com recursos
limitados onde as ferramentas analiticas convencionais ndo seriam viaveis. Em contraste com
as técnicas convencionais de laboratdrio, que frequentemente exigem equipamentos complexos
e grandes, os dispositivos colorimétricos sdo feitos para serem facilmente operados e acessiveis.
71 Os dispositivos colorimétricos também se destacam por sua sustentabilidade e
adaptabilidade. Muitos aparelhos contemporaneos sdo desenvolvidos com foco em baixa
producdo de residuos e baixo consumo de energia. Sua compatibilidade ambiental ¢ refor¢ada
pelo uso de materiais biodegradaveis e melhorias nos componentes reutilizaveis, tornando-os
uma opg¢ao popular na era da quimica verde, que ¢ definida como um conjunto de principios
que orientam o desenvolvimento de processos quimicos mais sustentaveis e ambientalmente
amigaveis. Eles foram propostos por Paul Anastas e John Warner em 1998 e visam minimizar

ou eliminar o uso e a geragio de substancias perigosas a0 meio ambiente e & saide humana. -8

As pesquisas analiticas tém se concentrado em técnicas de microfabrica¢do voltadas
para testes no local de atendimento (point-of-care testing - POCT), resultando em quase 60 mil
publicagdes cientificas nas Ultimas trés décadas, com ampla distribuicdo global (Figura 1),
especialmente na América do Norte, Europa, sul da Asia e Australia.®! Os dispositivos POCT
tém como objetivo facilitar a medicdo de pequenas quantidades de amostras por meio de
equipamentos portateis e de baixo custo, abrangendo desde testes em papel até biossensores
vestiveis.’] De acordo com a Organiza¢io Mundial da Satide (OMS), um dispositivo analitico
POCT deve ser acessivel (Affordable), sensivel (Sensitive), especifico (Specific), tacil de usar
(User-friendly), rapido e robusto (Rapid and Robust), livre de equipamentos (Equipment-free)
e entregavel aos usudrios finais (Deliverable to end-users) — critérios conhecidos como
ASSURED.P! Futuramente, sistemas de biossensoriamento para liberacio controlada de
medicamentos também poderdo ser considerados dispositivos POCT, porque combinam a
capacidade de detecgdo especifica de biomarcadores em tempo real com respostas terapéuticas

automatizadas, permitindo intervencdes rapidas e personalizadas diretamente no local de
13



atendimento.’® Esses dispositivos tém potencial para otimizar o manejo de doengas cronicas,
reduzir internagdes hospitalares e melhorar a adesdo ao tratamento, alinhando-se aos principios

de acessibilidade, rapidez e portabilidade dos dispositivos em questdo.[®*]

Figura 1. Infografico das publica¢des de pesquisas PoC no mundo. a) Distribui¢ao mundial de publicagdes sobre
testes no ponto de cuidado (PoC). b) Numero de publicagdes por ano e distribuicao de dados da literatura
relacionados a colorimetria.
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A configuragdo simples e de baixo custo dos dispositivos de diagnostico movel permite
seu uso também em paises com poucos recursos € em areas subdesenvolvidas. Especificamente,
os dispositivos microfluidicos a base de papel (LPADs), que emergiram como uma solu¢ao

pratica para aplicagdes analiticas sustentaveis, atendendo aos critérios ASSURED.®!

Este trabalho tem como objetivo principal explorar os conceitos fundamentais e
aplicagdes praticas dos dispositivos colorimétricos, com énfase nos pPADs. Além disso,
discute-se como esses dispositivos se destacam em termos de sustentabilidade, abordando
comparagoes quantitativas de impacto ambiental com métodos analiticos tradicionais. Por fim,
apresenta-se a relevancia desses dispositivos no contexto dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) definidos pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), ressaltando sua

contribui¢io para uma ciéncia mais verde e acessivel.!”!
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2. Revisao da Literatura
Esta revisdo bibliografica ird elucidar os principais conceitos envolvidos na
colorimetria, apresentar dispositivos colorimétricos avangados, suas aplicagdes e a

sensibilidade e sustentabilidade desse método analitico.

2.1. Conceitos basicos da colorimetria
Antes que o trabalho fundamental da colorimetria ocorresse, a CIE (Comissao
Internacional de Iluminagdo), publicou uma fun¢ao em 1924 que definiu o conceito de
eficiéncia luminosa, essa descreve a sensibilidade do olho humano a luz em diferentes
comprimentos de onda da luz visivel, para visdo fotopica V(A), a qual relaciona-se com a
sensibilidade do olho em condi¢des de intensa luminosidade, e em 1951 sobre os valores para
visdo escotdpica V’(A), a qual € produzida pelo olho em condi¢des de baixa luminosidade como

mostrado na Figura 2.l

Figura 2. Diferenga entre a eficiéncia luminosa fotopica (555 nm) e escotdpica (505 nm).
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Fonte: Adaptado de Kruschwitz, J. D. T.[9)

Na colorimetria um estimulo de cor pode ser obtido através de combinagdes aditivas
de trés estimulos distintos e fixados, cujas energias radiantes devem ser ajustadas
adequadamente sob condi¢des observacionais. Isso ¢ conhecido como generalizagdo tri-

cromatica em colorimetria.l'!]

A distribuigdo espectral de energia radiante (DEER), que na verdade ¢ a soma dos
varios comprimentos de onda do espectro que compdem o estimulo em questdo, pode ser usada
para descrever uma fonte de energia radiante.['?] A integral da distribuicdo de energia espectral,
conforme demonstrado na Eq.1, fornece a energia total emitida por uma fonte radiante que
caracteriza o estimulo, a teoria de Planck explica as leis fenomenolodgicas discutidas

anteriormente.
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P=/"Q® dA [Eq. 1102

A poténcia total emitida pelo corpo negro por unidade de area (P), ¢ dada pela integral
da radiancia espectral sobre todas as frequéncias, ou seja, deve-se na verdade interpretar
pcQ(A)dA como a probabilidade de obter um valor da energia no intervalo [Q(A), Q(A) +

dA].l'M121 A Figura 3 a seguir mostra o grafico correspondente a um determinado estimulo Q.

Figura 3. Distribuicdo espectral de energia radiante de um estimulo de cor Q.
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Fonte: Adaptado de Wyszecki, G.['!]

2.1.1. Igualdade de cores — “Color matching”

A teoria tri-cromatica da visdo de cores € baseada na ideia de que a mistura aditiva, ou
seja, um estimulo de cor que, por defini¢do, possui uma energia radiante, em um intervalo
qualquer de comprimento de onda e em qualquer parte do espectro, numericamente igual a
soma das energias, no mesmo intervalo, das constituintes. As cores, vermelho (Ar = 700 nm),
verde (Ac = 546,1 nm) e azul (As = 435,8 nm) representam essas constituintes, que sao
utilizadas, por exemplo, nas televisdes em cores quando o sinal € projetado em uma superficie

com caracteristicas ideais de reflexdo difusa. [!!-12]

Nesta revisao o foco principal estd nos sistemas aditivos, porém também existem
sistemas de cores subtrativas, como o CMYK (ciano, magenta, amarelo e preto), que possuem
constituintes diferentes que sdo, usualmente, cores secundarias como o ciano (verde + azul),
magenta (vermelho + azul) e amarelo (vermelho + verde) e ¢ chamado de subtrativo porque
funciona com base na subtragio de luz refletida. ! Isso significa que as cores sdo produzidas
pela absorcao (ou subtragdao) de certas partes do espectro de luz visivel e pela reflexdo das
restantes. Estes sdo plenamente utilizados em sistemas de fotografia e impressao. A Figura 4

mostra um diagrama das cores primarias e secundarias./?!
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Figura 4. Diagrama da combinacao das cores primdrias e secunddrias em sistemas aditivos e subtrativos.

Cores Aditivas Cores Subtrativas

vermelho, verde, azul e branco ciano, magenta, amarelo e preto

Fonte: Adaptado de Bernardazzi, R.["*)

Em 1853, Hermann Grassmann mostrou que as luzes coloridas produzidas pela
combinacdo de diferentes quantidades de vermelho, verde e azul seguiam um modelo algébrico,
ou seja, um espacgo tridimensional linear, dando origem a lei de Grassmann, que ¢ definida pelas
funcdes de comparacgao de cores (CMFs), i.e., formulas que visam calcular o estimulo de cor
de um tunico comprimento de onda a partir de um feixe monocromatico, a0 combinar uma

quantidade especifica de luz vermelha, verde e azul. [1!!]

Por exemplo, considere que uma luz de cor [C] com distribuicao espectral de energia
arbitraria C(A), como mostrada na Figura 5a, € projetada em uma superficie difusa ideal. Entdo,
uma luz branca [W] de referéncia com distribui¢do de energia igual a da Figura 5b, ¢é projetada
na mesma superficie com trés luzes primarias [P1], [P2] e [P3], cujas distribui¢des espectrais
estdo mostradas na Figura 5 ¢, d e e, respectivamente. Essas, entdo, sdo sobrepostas e suas
intensidades ajustadas até que a regido sobreposta se iguale com o branco de referéncia em
termos de brilho, crominancia e saturacdo. Em seguida, a intensidade das primarias ¢ ajustada
até que uma igualdade seja alcangada com a luz colorida [C]. Assim, a intensidade das primarias
A1[C], A2[C] e A3[C], sdo gravadas e normalizadas para T1[{C], T2[C] e T3[C] como mostrado
na Eq. 2, esses sdo chamados de valores de tri-estimulo. 1!

An(C
T, [C] = K(W)) [Eq. 21112
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Figura 5. Distribuicdes espectrais de energia do exemplo. a) Distribuicdo espectral de energia de uma cor
arbitraria [C]. b) Distribuicao espectral de energia do branco de referéncia [W]. ¢) Distribuicdo espectral de
energia do vermelho primario [P1]. d) Distribuic¢@o espectral de energia do verde primario [P2]. e) Distribuicao
espectral de energia do azul primario [P3].
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Fonte: Adaptado de Pratt, W. K.I'”

Portanto, um valor tri-estimulo define a quantidade de cores primarias necessarias para
se equiparar a um estimulo de cor qualquer.l'') Assim, em 1931 a Comissdo Internacional de
[luminacdo — “Comission Internationale de I’Eclairage” (CIE), uma organiza¢do auténoma,
que ¢ aceita como maior autoridade no que se refere a iluminagdo e ¢ reconhecida pela ISO
como um corpo internacional de padronizagdo, definiu trés fungdes, chamadas de fungdes de
comparagao de cores RGB, utilizando um campo visual de 2°, dai 0 nome Observador Padrao
20 14151 pelas define-se que 7 ¢ o valor tri-estimulo para o vermelho primario, g ¢ o valor para
verde e b para o azul, simbolizando que ¢ uma média de multiplas observacdes. A Figura 6

abaixo mostra a CMF para o conjunto primério de ®r, ®¢ e ®p. [*
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Figura 6. Funcdo de comparagdo de cores do padrao RGB CIE de 1931.
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Adicionalmente, se os resultados da comparagdo das cores obedecerem a uma certa
linearidade ¢ obtida uma formulacdo mais quantitativa da generalizagdo tri-cromdtica. Entdo, ¢

possivel utilizar as leis lineares de propor¢io, adigdo, simetria e transitividade. [

A lei da proporcionalidade nos diz que se A ¢ igual a B, entdo aA ¢ igual a 0B, onde o
¢ qualquer fator positivo no qual a energia radiante do estimulo de cor podera aumentar ou
diminuir, enquanto sua distribui¢ao espectral de energia radiante se mantém a mesma. Ja a lei
da simetria postula que se um estimulo de cor A ¢ igual a outro estimulo B, entdo B ¢ igual a A,
da mesma forma, a lei da transitividade mostra que se A ¢ igual a B e B ¢ igual a C, entdo A ¢

igual a C. %]

A lei da adicdo, postula, também, que se A, B, C e D sdo quatro estimulos de cor
quaisquer, se qualquer conjunto de duas das trés igualdades seguintes for verdadeiro, ou seja,

que A ¢ igual a B, C ¢ igual a D e (A+B) ¢ igual a (C+D), a proposicao seguinte também sera:
[12]

(A+D) ¢ igual a (B+C)

Essas leis sdao afirmacdes concisas do que esta implicito na lei de mistura de cores
aditivas de Grassmann. Porém, mesmo com todas essas ferramentas foi observado que uma
igualdade perfeita de cores ndo pode ser obtida e varios fatores podem ser causadores das
minimas diferencas, como: condi¢des de observagao, possiveis efeitos de diferentes exposicoes

anteriores ao observador, diferentes observadores podem obter diferentes resultados. [
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2.1.2. Espaco de trés estimulos
No espago de trés estimulos, um estimulo de cor ¢ definido, unicamente, por sua
distribuicdo espectral de energia radiante, {PA dA}.[''l Tendo em vista essa defini¢cdo, uma
comparagao entre um estimulo Q e uma mistura aditiva das trés primarias, R, G ¢ B pode ser

expressa pela Eq. 3 a seguir:
Q =RoR + GoG + BoB [Eq. 3]1H

Na qual, os multiplicadores escalares, Rp, Gp e Bp, atribuidos a cada estimulo
primério, sdo os valores tri-estimulo de Q. Assim, para representar todos os vetores de trés
estimulos, como Q, utiliza-se um plano unitario R + G + B = 1, no qual, os vetores devem
interceptar o plano em um ponto Q como mostrado na Figura 7.[''! As coordenadas de

crominancia, ou seja, cor menos intensidade, sao dadas pela Eq.4 a seguir:

R G B
= — = — = — +ot+bh= . [11]
"= ®v6+8° 9 T Rrem b R+G+B’ onder+g+b=1 [Eq. 4]

Figura 7. Espago de trés estimulos, RGB, e diagrama de crominancia.

Fonte: Retirado de Wyszecki, G.['!]

O diagrama apresentado acima esta na forma de um triangulo, chamado de “triangulo
colorido de Maxwell”, porém, cores definidas como valores de trés-estimulos sdo dificeis de
visualizar. "] Um jeito de solucionar esse problema ¢é remover as informagdes de intensidade
dos dados, assim, convertendo um espaco tridimensional em um bidimensional sem perda
significativa de informagdo. Solucdo essa que € possivel aproveitar para gerar visualizagdes
simplificadas quando os eixos das coordenadas » e g sdo perpendiculares, chamado de proje¢ao

no plano rg, como mostra a Figura 8. [16:17]
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Figura 8. Comparagio do diagrama de cores em trés e duas dimensdes.

Fonte: Retirado do site Medium.[!”!

Tendo em vista que Q pode ser definido como {PA dA}Q, que pode ser imaginada como
uma mistura aditiva de um conjunto de estimulos primarios Qi, com distribui¢do espectral de
energia radiante {PA dA}Qi confinadas em n intervalos de comprimento de onda, que
subdividem completamente o espectro de luz visivel, como na Figura 3 que » = 12, de largura

AM, onde i varia de / até n.['1-1°]

Assim, a quantidade de energia radiante no intervalo de comprimento de onda de
largura dA, centrado em A, se define como um estimulo monocromdtico de comprimento de
onda 2, indicado por QA. Quando todos os estimulos monocromaticos QA, contidos no espectro
de uma determinada cor Q, possuem energia radiante unitaria em qualquer A do espectro visivel,
determina-se um conjunto importante de valores de trés-estimulos, chamado de “estimulo de

igual energia”, e é denotado por E, que obedece a Eq. 5 a seguir: ['1:16]
E,=7(M)R + gWG + b(L)B [Eq. 511

2.1.3. Sistemas colorimétricos
Considerando os conceitos apresentados ¢ possivel definir que, na pratica, a
colorimetria tem como principal objetivo obter resultados validos para uma observacao tri-

cromatica normal. Portanto, as propriedades de igualdade de cores de um observador tri-
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cromatico ideal sdo definidas em trés fungdes independentes de comprimento de onda, ou as
“fun¢des de comparagio de cores ideais para o observador” [!:12]

Os resultados dessas fungdes ideais sao definidos como a comparacao de cores de um
observador normal ou da média de um grupo de observadores como j& definido.
Consensualmente, as especificagdes de padrdes de observagdo para uso em colorimetria e

fotometria sao providas pela CIE. A Figura 6 mostra a fun¢do de comparagao de cores e a Figura

9, a seguir, mostra o diagrama cromatico do padrio RGB de 1931 da CIE.['28]

Figura 9. Diagrama de crominancia do padrao RGB CIE de 1931.
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Fonte: Retirado do site Medium.[!”!

Porém, as fungdes de cores e as coordenadas de crominancia correspondentes incluem
valores negativos, 0s quais sdo inconvenientes na pratica, por isso, a CIE adotou uma
transformag@o no sistema tri-cromatico RGB para um sistema XYZ de estimulos primarios
imaginarios, ou seja, ndo correspondem a nenhuma cor real, isso porque, no espacgo de trés
estimulos, eles sdo representados por vetores que saem do dominio dos vetores que representam

estimulos reais.[!!"18]

A grande ideia do sistema XYZ é que uma das trés fungdes poderia ser transformada
de modo que se alinhasse muito de perto com a funcdo de luminosidade de 1924, V(1).[%!! Isso
significa que a luminosidade de uma cor pode ser determinada inteiramente a partir da
observa¢do de um dos valores primdrios dessa cor, assim o estimulo Y foi escolhido como

equivalente a lumindncia da cor a ser igualada. Além disso, antes dos computadores, a
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matematica manual envolvida no uso das CMFs era dificil e havia um desejo de ter fungdes que

ndo contivessem valores negativos. [!:!8]

A Figura 10 mostra a funcdo de comparacdo de cores e a Figura 11 o diagrama
cromatico do padrao XYZ de 1931 da CIE e a relagdo entre os valores RGB e XYZ ¢ dada pela

equacao linear Eq.6 a seguir:

X 27690 1.7518 1.1300 | R
Y [=]1.0000 4.5907 0.0601|| G
z 0.0000 0.0565 5.5943|| B [Eq. 6]1'"

Figura 10. Fun¢do de comparagdo de cores do padrdo XYZ CIE de 1931.
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Figura 11. Diagrama de crominéncia do padrdo XYZ CIE de 1931.
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Em 1964, a CIE definiu um Observador Padrao adicional, desta vez baseado em um
campo visual de 10°, que ficou conhecido como Observador Padrdo Suplementar 10°. Para
termos uma ideia do que seria um campo de visualizagdo de 2°, comparado com um campo de
visualizagao de 10° a uma distancia de 50 cm, o campo de visdao de 2° seria um circulo de @
1,7 cm, enquanto que o campo de visdo de 10° seria um circulo de @ 8,8 cm. O observador
Padrao 2° deve ser utilizado para angulos de visualizagdo entre 1° a 4°, enquanto que o

Observador Padrio 10° deve ser utilizado para angulos de visualizagdo maiores que 4°.[!8]

Na Figura 12 a seguir observa-se a funcdo de compara¢do de cores e o diagrama

cromatico para o sistema RGB e para o sistema transformado XYZ.

Figura 12. Comparagao das curvas das CMFs XYZ CIE de 2° vs 10°.
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2.1.4. Modelos de cores

Virios modelos de cores foram propostos, frequentemente baseados em pelo menos
trés componentes, para descrever uma cor, similar ao sistema XYZ. Para muitas aplicacdes que
utilizam imagens coloridas, a representacdo RGB, muitas vezes, gera bons resultados, devido,
principalmente, a ndo uniformidade desse espaco de cores ¢ a jungdo entre luminancia e
crominancia. ['%!8] Todas as cores reais terdo suas coordenadas dentro de um limite que define
o espago de cores XYZ. A diferenga de cor entre duas amostras entdo corresponde a distancia
entre os dois pontos para suas respectivas coordenadas. %1 Um grande problema com o

sistema CIE XYZ ¢ que o espago de cores nao ¢ visualmente uniforme.
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Isto significa, por exemplo, que dois verdes, que sdo apenas perceptivelmente
diferentes em cores, terdo uma distancia consideravelmente maior entre si do que se comparado
a posicdes no espaco de um par de vermelhos ou azuis, que tem a mesma diferenga perceptiva.
Assim, uma regra nao pode ser formada entre as cores. Isto anula um dos principais objetivos

de ter um sistema de medi¢do de cores.[!”]

Assim, dependendo da aplicagdo, torna-se necessario o uso de diferentes
representacoes de cores. Na Tabela 1 podem ser consultados varios métodos de conversao do

espaco RGB para outras representagdes de cores.

Tabela 1. Férmulas de conversdo entre espacos de cores do padrdo NTSC (Comité Nacional de Sistemas de
Televisdao — National Television Systems Committe).

Rv] [ 1910 -0532 —o0288] [x

RNGNBN Gy|=|-0985 2.000 —0.028]|Y
Bv| | 0058 -0.118 0898 ||Z

[v] [o.000 1.000 0.000 | [X]

YIQ I|=|1407 —0.842 —0451||Y
o] 0932 1189 0233 ||Z]

(Y] [0.000 1000 0.000][xXx]

Yuv U|=|1.688 —0058 —0251||71
|7 | [0.015 1456 0441 ||Z |

U 0.667 0.000 0.000] [X

UVWw vV |=| 0000 1.000 0.000]||Y
w | -0.500 1.500 0.500] | Z

Fonte: Retirado de Martindale, D.[2]

Os espagos apresentados acima foram, basicamente, propostos para uso do padrao
NTSC (Comité Nacional de Sistemas de Televisdo — National Television Systems Commiitte).

Porém, os modelos mais comuns sdo o RGB, HSI e CIELab. [29-2?]

Modelo de Cores RGB
O modelo de cores RGB que segue o padrao N7SC usa as trés cores primarias para
descrever uma cor em uma imagem colorida, na qual cada componente da cor representa um

eixo ortogonal em um espaco euclidiano tridimensional, como mostra a Figura 13. 2122]
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Figura 13. Cubo do modelo de cores RGB.
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Fonte: Adaptado de Weeks, A. R.12!
Seis dos oito vértices da Figura 13 acima descrevem as trés cores primarias e as trés
secundarias, ja os dois cantos adicionais representam os tons branco e preto. A linha pontilhada
corresponde a todas as combinagdes de valores iguais das trés componentes de cor, o que resulta

nos possiveis niveis de cinza que uma imagem digital pode conter neste padrio. !

O modelo de cores RGB ¢ um espago normalizado e ¢ definido por suas componentes

como mostra a Eq.7:

R G B
r= g= eb= [Eq. 7]121

Rmax’ Gmax Bmax

Onde Rmax, Gmax € Bmax s30 as intensidades méaximas para cada componente de cor
correspondente e 1, g € b sdo as componentes normalizadas em valores de 0 a 1. Esse modelo,
portanto, trata uma imagem como um conjunto de trés imagens independentes em tons de cinza,

cada uma representando as cores vermelho, verde e azul. [2!]

A problematica com este modelo ¢ que nao héa produgdo de componentes de cor que
refletem com fidelidade o sistema visual humano. Assim, um outro modelo de cores que produz
componente que melhor se assemelham ao entendimento das cores ¢ aquele determinado pelas

componentes matiz, saturagdo e intensidade, ou o modelo HSI. (22!

Modelo de Cores HSI
Existem muitos modelos para representar os componentes de matiz e saturagao de uma
imagem colorida, porém o mais comum ¢ o HSI, que ¢ baseado no tridngulo de Maxwell,

derivado do cubo de cores RGB. A Figura 14 mostra o triangulo HSI como um plano que
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intercepta as coordenadas r, g e b, transformando o cubo tridimensional em um tridngulo

bidimensional, separando o componente luminosidade da crominancia. 2!-*!

Figura 14. Triangulo do modelo de cores HSI particionando o cubo RGB.
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Fonte: Adaptado de Weeks, A. R.12!
Nos vértices encontram-se as trés cores primarias, ja no centro do triangulo ¢ tragada
uma linha conectando os tons branco e preto, correspondendo aos possiveis niveis de cinza de

uma cor e o centro corresponde as cores com nivel de satura¢io zero.?!!

Assim, o componente saturacao (S) ¢ medido pelo comprimento de um vetor que parte
do centro do tridngulo até uma determinada cor (Eq.4), sendo as bordas equivalentes a 100%
de saturagdo, j4 a matiz (8) ¢ definida como um angulo entre 0° e 360° e tem como referéncia
uma linha tracada do centro até o vértice da cor vermelha, correspondente a 0°. Dessa forma,
para transformar os componentes de cor RGB para HSI e vice-versa ¢ necessario que o
componente matiz, H, seja dividido em trés regides, i.e., quando a componente azul € a menor
das trés, a cor encontra-se na base do triangulo e o angulo da matiz est4 entre 0° e 120°, ja se a
componente vermelha for a minima, a cor esta do lado direito do tridngulo e entre 120° e 240°,
e, finalmente, se a componente verde for a minima, a cor se encontra do lado esquerdo e entre

240° e 360°.121-2]
As componentes desse modelo, intensidade (I), saturagdo (S) e matiz (0), em termo de
componentes RGB, sdo definidas pelas Eq. 8, 9 e 10 a seguir:

R+G+B
3

I =

[Eq. 8111

S=1-3Xxmin[r,g,b] [Eq. 91121

27



1 z(r 3) ;(‘g ;) ;(b ;) [Eq 10] [21]

(Bl o202

0 = cos™

E importante notar que sempre que b > g, a matiz sera maior que 180°, pois, neste caso,
por ser um cosseno inverso e esse ser definido dentro do intervalo de 0° a 180°, 0° ¢ substituido
por 360° — 0°.211 Portanto, ao calcular os valores de intensidade, saturagio e matiz para cada
pixel da imagem RGB original ¢ possivel gerar trés imagens em niveis de cinza representando

cada componente. 2!

Porém, uma das limita¢des deste modelo € o fato de que se considera cada componente
do RGB como igual quando se calcula a intensidade, ou luminosidade, de uma imagem. Sendo
assim, o melhor mapeamento para a intensidade pode ser obtido através da transformagao
apresentada na Eq. 11, na qual o valor (V), ou brilho, substitui a componente I, dando origem

ao modelo de cores HSV. [21:%3]

V=0,299R + 0,587G + 0,114B [Eq. 11](21]

Modelo de cores CIELab

O espago de cores CIELab foi desenvolvido a partir das primeiras tentativas de
transformar os valores de trés-estimulos X, Y e Z em coordenadas que providenciariam um
espaco de cores mais visualmente uniforme e baseado no conceito Lab, descrito na teoria da

[25

visdo de cores de Hering.!*> Esse sistema foi apresentado em 1976 e se tornou muito popular

para especificacdo de cor e diferenciagio de cores. ¥

Apesar das células cone no olho humano responderem aos estimulos primarios de
vermelho, verde e azul, os impulsos nervosos enviados para o cortex visual sdo sinais em termos
de luminosidade (L*) e cores opostas vermelho — verde (a*) e amarelo — azul (b*). O valor de
L* para uma determinada cor varia entre 100 (branco perfeito) e 0 (preto perfeito), enquanto o
valor de a* varia entre valores positivos para vermelho e negativos para verde, da mesma forma,

os valores de b* positivos sdo para amarelo e os negativos para azul, como mostra a Figura 15.
[25,26]
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Figura 15. Modelo tridimensional de cores CIELab.
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Fonte: Retirado de Broadbent, A. D.[*!

O calculo desses valores €, usualmente, feito a partir da divisao dos valores de trés-
estimulos, usando o observador padrao suplementar de 1964, pelo seu valor de trés-estimulos

correspondentes de uma referéncia selecionada (Xa, Yn € Zn)®*!, como mostra as Eqgs. 12, 13 e

14 a seguir:
I =116 x (%)1/3 ~16 [Eq. 12]19]
* [ X 1/3 Y 1/3-
a* =500 x (E) — (Z) [Eq. 13113
b* = 200 X -(YY—n)l/3 - (%)1/3_ [Eq. 14]125)

E importante denotar que as funcdes de raiz clibica para (X/Xy), (Y/Yn) € (Z/Zx) sdo
substituidas por outras formulas caso seus valores sejam iguais ou menores que 0,008856, ou

seja, para tons muito escuros. 2%

2.2. A espectroscopia em dispositivos colorimétricos
Uma caracteristica que destaca os dispositivos colorimétricos de outras técnicas
analiticas € a possibilidade de obter um dispositivo sustentavel e barato, mas sem abrir mado da
sensibilidade se comparado as suas contrapartes. [>”] Neste seguimento serd apresentado os

principais conceitos espectroscopicos utilizados em dispositivos analiticos colorimétricos.
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2.2.1. Fundamentos espectroscopicos
A radiacdo eletromagnética (REM) é composta por dois vetores, elétrico (E) e
magnético (H), que oscilam em planos perpendiculares como mostra a Figura 16. Radiacdes de
alta energia (como raios gama e raios X) sdo compostas por ondas muito curtas, com
comprimentos de onda tdo pequenos quanto 10~'® metros de comprimento de onda (X), de crista
a crista. Ondas mais longas possuem muito menos energia e, portanto, S0 menos perigosas

para os seres vivos, como a luz visivel e ondas de radio.*®

Figura 16. Representacdo da REM e suas componentes vetoriais elétrica (E) e magnética (H).
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Fonte: Retirado de Harvey, D.[*"!

O estudo da absorcao e emissdo de luz, bem como de outras radiagdes pela matéria, &
conhecido como espectroscopia. Essa técnica consiste em decompor a luz em seus
comprimentos de onda constituintes, de forma semelhante ao processo pelo qual um prisma
separa a luz em um arco-iris de cores. **3% Por isso, ¢ um método analitico utilizado para
quantificagdo, caracterizacdo e analise estrutural de uma substancia com base na intera¢do da
luz com essa substidncia. Na colorimetria, por exemplo, quando uma amostra colorida ¢
irradiada por uma luz monocromatica, essa absorve em um certo comprimento de onda dentro
do espectro visivel, que € composta por comprimentos de onda entre 380 e 780 nm, como
apresentado na Figura 17, entdo relaciona-se a quantidade de luz absorvida ou transmitida pela

amostra com a concentra¢io do analito de interesse. 22"
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Figura 17. Comprimentos de onda de radiacao eletromagnética.
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Fonte: Retirado do site todamateria.[*!]

A cor de um objeto estd diretamente relacionada ao comprimento de onda da luz que

J4

o mesmo absorve. Esse fenomeno ¢é explicado pela teoria das cores complementares, que

1321 O circulo cromatico

estabelece que a cor percebida ¢ aquela complementar a luz absorvida.
na Figura 18 mostra a relagdo complementar entre as cores absorvidas por uma solugdo e as
transmitidas. Assim, quando uma amostra absorve luz de uma determinada cor, percebemos o
objeto como a cor complementar, ou seja, a cor oposta a cor absorvida no circulo cromatico.
Por exemplo, se uma amostra absorve luz vermelha, a amostra aparecera esverdeada aos nossos

olhos. 2! Esse principio é essencial na espectrofotometria para relacionar a concentragio de

substancias em solu¢do com base na absor¢do seletiva de luz em diferentes comprimentos de

onda. 32331

Figura 18. Circulo cromatico de cores.

g

Fonte: Retirado do site comodesenvolver.l’]
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A relagao entre a intensidade da cor com a concentragdo do corante nas solucdes
provavelmente foi observado antes que a lei exata fosse expressa matematicamente, porém foi
Pierre Bouguer quem escreveu que a transmissao da luz estava relacionada com a espessura do
meio absorvente.>** Varias décadas depois, Johann Heinrich Lambert fez a afirmacao de que
quando um feixe de luz monocromadtico atravessa um meio transparente homogéneo, cada
camada deste meio absorvia uma fracdo igual da luz incidente, independentemente da
intensidade da luz. A partir desta conclusdo foi enunciada a seguinte lei: “A intensidade da luz
emitida decresce exponencialmente a medida que a espessura do meio absorvente aumenta
aritmeticamente.”’ Igualmente importante, foi observado que: “Quanto maior for a quantidade
de luz captada, maior sera o numero de particulas dentro de um determinado volume e maior

serd a drea de superficie de uma particula vunica.”*>%

Quase um século depois, em 1852, August Beer mostrou que a concentracao tem um
efeito semelhante na intensidade da luz transmitida e absorvida em relacdo a espessura da

(234 Dessa forma, a concentracdo da substincia que gera uma variagdo na cor da

camada.
solugdo estd diretamente correlacionada com a intensidade da cor, dando origem a lei de
Lambert-Beer, geralmente escrita como a relagdo entre a transmitincia (T), Eq.15 e a

absorbancia (A), Eq. 16:3+%

T =~ ou T(%) =100 x - [Eq. 15]34
0 0

A =—logT, logo, A = logIT0 [Eq. 16] 34

A transmitancia € a razdo entre a intensidade da luz transmitida (I) e a intensidade da
luz incidente (Ip), e é geralmente expressa em %, ja a absorbancia, ou densidade Optica, € uma
grandeza adimensional e representa a quantidade de luz absorvida pela substincia colorida e
possui uma relacdo logaritmica com a transmitdncia; com uma absorbancia de 0
correspondendo a 100% de transmitancia e uma absorbéancia de 1 correspondendo a 10% de
transmitancia.***> Porém, a lei de Lambert-Beer (conhecida também como Lei de Beer) é a
relacdo linear entre a absorbancia e a concentragdo, A a c, dessa forma, define-se a Eq.17 a

seguir;: 34

A=excxl [Eq.17] B4

Na qual, “c” é o coeficiente de absor¢io molar (M~! cm™), uma propriedade

dependente da amostra e mede o quao fortemente essa absorve um determinado comprimento
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de onda da luz. O “c” é a concentragdo (mol L' ou M) do analito e o “/” é o caminho éptico da
cubeta utilizada (cm) na medida, sendo tipicamente 1 cm. Esta relacdo linear entre absobancia

e concentragdo possibilita o calculo da concentragdo de um analito a partir da absorbancia ou

transmitancia. 433

Para demonstrar essa relagdo linear tome como exemplo cinco solu¢des de Rodamina
B em 4gua que foram medidas utilizando um espectrofotometro de feixe duplo, mostrado na
Figura 19.

Figura 19. Espectros de absorcao de solu¢cdes de Rodamina B com diferentes concentragdes em agua, medidos
utilizando o espectrofotometro de feixe duplo.
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Fonte: Retirado do site Edinst.[**]

A partir desses espectros de absor¢do, criou-se uma curva de calibracdo linear de

absorbancia versus concentragdo, como mostra a Figura 20.

Figura 20. Curva analitica de Rodamina B em agua medida em Amax.
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33



Usando essa curva analitica, a concentragdo de uma solugdo desconhecida de
Rodamina B pode ser determinada medindo sua absorbancia, o que ¢ a principal utilidade da

lei de Lambert-Beer. ]

Porém, quando falamos de medir a cor de uma superficie difusa como o papel que ¢ a
base para os dispositivos analiticos microfluidicos a base de papel (WPADs), diferentemente do
exemplo acima em que a Rodamina B esta em solu¢do, o parametro a ser relacionado com a
concentracdo do analito ¢ a reflectancia, que caracteriza o processo de reflexao e ¢ definida
como a razao entre o fluxo radiante refletido e o fluxo radiante incidente (ou poténcia), ou seja,
¢ regime separado para analise espectroscopica de superficies e camadas de materiais. Assim,
conhecer as propriedades Opticas do papel ¢ de uma grande importancia em toda a industria de

fabricacdo do mesmo. B¢

Geralmente, a reflectancia em qualquer comprimento de onda pode ser considerada a

soma de dois componentes: reflectancia regular (especular), para a qual se aplicam as

). 36371 Para uma discussdo

conhecidas equacdes de Fresnel, e reflectancia difusa (ndo direcional
qualitativa, sera suficiente considerar uma incidéncia perpendicular, para o qual a refletividade
especular (r) é dada pela Eq. 18:

[(n—1)2+k02]

= [oroirke?] [Eq. 18]

J4 4

Na qual, “n” € o indice de refracdo relativo do material da amostra e “ko” € o indice de

absorc¢do, definido através da Lei de Lambert-Beer mostrado na Eq. 19:

I = Iy Xexp [_‘L”Tkod], onde, a =

47Tk0

[37]
A [Eq. 19]

Aqui “d” ¢ a distincia percorrida no material absorvente para o qual a radiagdo ¢é
reduzida de I para I e “o” é o coeficiente de absor¢do caracteristico da substancia. *”! Tanto a
reflectdncia especular quanto a difusa geralmente contribuem para a refletancia total, cuja
magnitude depende do tamanho da particula, estrutura, microrrelevo e outras propriedades que
definem o "estado da superficie". Em medi¢des de laboratdrio, a reflectancia geralmente ¢ feita

em pequenas areas, neste caso predomina a refletdncia difusa. [2637]

2.2.2. Sensibilidade, padronizacao, erros e ruidos
Na Quimica Analitica, a sensibilidade refere-se a capacidade de um instrumento ou
método de detectar pequenas mudancas na concentracio de um analito. 81 Para métodos

colorimétricos, a sensibilidade ¢ comumente definida como a menor mudancga detectavel na cor
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que pode ser correlacionada com uma mudanca mensuravel na concentragdo do analito.
Portanto, uma alta sensibilidade significa uma maior resposta na mesma concentra¢do de um
analito. E importante saber qual a menor concentragéio do analito necessaria para obter um sinal
que possa ser distinguido do ruido de fundo, chamado de Limite de Deteccdo (LD), caso

contrario, ndo ha como obter os valores da medida de interesse. %3]

A sensibilidade de um dispositivo colorimétrico ¢ critica, pois determina o LD da
substancia em investigagdo. *®) O LD ¢ uma métrica de desempenho crucial, especialmente em
situacdes onde ¢ necessario detectar quantidades vestigiais de uma substdncia, como em
monitoramento ambiental ou diagnosticos clinicos. 841 Assim, para padronizar um método
analitico deve-se, também, determinar a sensibilidade do método ao analito, ka, mostrado na

Eq.20.
Stotal = ka Xy + Sreag [Eq.20] [39]

Na qual, Sww € 0 sinal total medido, k4 € a sensibilidade do método em relagao ao
analito, n4 ¢ a quantidade do analito, em mol, e S;..e € a parte do sinal que ¢ atribuida ao meio.
Em principio, é possivel derivar o valor de ka para qualquer método analitico, se todas as
reacdes quimicas e processos fisicos responsaveis pelo sinal forem completamente
compreendidos. Porém, esses célculos sdo inviaveis caso ndo haja um modelo tedrico
suficientemente desenvolvidos dos processos fisicos ou se as reagdes quimicas apresentarem
comportamento ndo ideal. Nessas situacOes deve-se determinar o valor da sensibilidade

analisando uma ou mais solugdes padrdo, cada uma com uma quantidade conhecida do analito.
[40.41]

Para simplificar, hd a opcdo de assumir que Srag € um meio branco adequado,
permitindo substituir Sl pelo sinal do analito, Sa, porém, também ¢ possivel medir o sinal do
meio e manté-lo constante. !l A maneira mais simples de determinar o valor de ka é usar uma
padronizacao de ponto Unico, na qual medimos o sinal de um padrao, Ssd, que contém uma
concentracdo conhecida de analito, Csq. Substituindo esses valores na Eq.18, obtemos o valor
de ka. Uma vez determinado ka, podemos calcular a concentracio de analito em uma amostra

medindo seu sinal, Ssamp, € calculando Ca usando a Eq.21. [4041]

ky =3t Jogo, C, = amp [Eq.21] B
Csta ka

A padronizagdo de ponto Unico ¢ o método mais indesejavel para padronizar um

método. Hé duas razdes para isso, primeiro, qualquer erro na determinacdo de ka € transferido
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para o calculo de Ca e, o segundo motivo ¢ o fato de que o valor experimental de ka baseia-se
em uma Unica concentracdo de analito. [**-*?1 Para estender o valor de ka a outras concentracdes
de analito, ¢ necessario assumir uma relagdo linear entre o sinal e a concentracao do analito,
uma suposicao que muitas vezes ndo ¢ verdadeira. Apesar dessas limitagdes, padronizagdes de
ponto Unico sdo amplamente utilizadas quando o intervalo esperado de concentragdes do analito
¢ pequeno. Nessas condi¢des, geralmente € seguro assumir que ka € constante, como € o caso

de laboratorios clinicos, nos quais muitos analisadores automaticos usam apenas um padrio. [4!]

A melhor maneira de padronizar um método € preparar uma série de padrdes, cada um
contendo uma concentragdo diferente de analito. Os padrdes sdo escolhidos de forma a abranger
o intervalo esperado de concentragdes do analito. Uma padronizagdo de multiplos pontos deve
incluir pelo menos trés padrdes, embora mais padroes sejam preferiveis. Um grafico de Ssu
versus Csa é chamado de curva de calibragdo, como mostrado na Figura 19. %11 Ha duas
vantagens em uma padronizagao de multiplos pontos. Primeiro, embora um determinado erro
em um padrao introduza uma variancia, seu efeito ¢ minimizado pelos demais padroes.
Segundo, como o sinal para vérias concentragdes de analito ¢ medido, ndo € necessario assumir
que ka ¢ independente da concentracdo do analito. Em vez disso, constroi-se uma curva de
calibragdo semelhante & "relagdo real", mostrado na Figura 21. 492l Portanto, apesar de
utilizarem os mesmos principios espectroscopicos, ha grandes diferencas entre os dispositivos
colorimétricos modernos e suas contrapartes mais tradicionais. Esses dispositivos sdo
suscetiveis a varias fontes de erro e ruido, o que pode comprometer a precisao e a confiabilidade
das medidas. Na espectroscopia de absorcao, a precisdo ¢ limitada por erros indeterminados,

como o ruido instrumental e sio introduzidos quando medimos a absorbancia. 4]
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Figura 21. Exemplo mostrando como uma padroniza¢do de ponto tnico leva a um erro na concentragdo
reportada de um analito caso assuma-se incorretamente que kA ¢é constante.
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Fonte: Retirado do site Chem.libretexts.>!

A incerteza de uma medida esta mais relacionada a exatidao, que mede o quao proximo
um valor medido esta do valor verdadeiro ou aceito. Mas também pode ter conexdes indiretas
com a precisdo, que mede a reprodutibilidade ou consisténcia das medigdes, ou seja, o quao
proximas estdo as medidas entre si, independentemente de quio corretas elas sejam. 3 Assim,
embora a incerteza ndo esteja diretamente associada a precisdo, medigdes com alta precisao
(baixa dispersdo) podem reduzir componentes da incerteza, especialmente em medigdes
repetidas. 3] A precisdo geralmente ¢ pior para baixas absorbancias e para altas absorbancias,
espera-se, portanto, que a precisdo varie com a transmitancia. **! Adicionalmente, é possivel
derivar uma expressdao matematica entre a precisao e a transmitancia ao reescrever a lei de Beer

como na Eq. 22 a seguir:
C=——logT [Eq. 22] 41

Entao, completa-se com a propagagao de incerteza, o que resulta em:

04343 _ st
—_—— X —_—

[41]
=2 x 2 [Eq. 23]

S¢c =

Onde “s;” € a incerteza absoluta da transmitancia. Assim, dividindo a Eq.23 pela Eq.22,

temos a incerteza da concentragao:

Sc __ 0,4343st [41]
c TlogT [Eq 24]

Logo, se conhecermos a incerteza absoluta na transmitancia, podemos determinar a

incerteza relativa na concentracdo para qualquer transmitancia medida. O valor de s¢ ¢
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diretamente proporcional a transmitancia para erros indeterminados que resultam de flutuagdes
na intensidade da fonte e da incerteza no posicionamento da amostra dentro do espectrémetro.
Este ultimo ¢ particularmente importante porque as propriedades Opticas de uma célula de
amostra ndo sdo uniformes. >**1 Como resultado, reposicionar a célula de amostra pode levar
a uma alteragdo na intensidade da radiagdo transmitida. Esta fonte de erros indeterminados
geralmente ¢ o fator diferencial entre espectrofotometros UV/Vis de alta qualidade quando a

absorbancia é relativamente baixa. 2843

Quando a incerteza relativa na concentragdo (sc) ¢ limitada pela resolugdo de leitura
da transmitancia (T%) é possivel melhorar a precisdo da andlise ao redefinir os valores de
T(100%) com um branco e T(0%) ao impedir que a radiagdo da fonte alcance o detector. [44:4°]
Assim, se a absorbancia for muito alta, a precisdo pode ser melhorada redefinindo T(100%)
usando uma solugio padrio do analito cuja concentra¢do seja maior que a da amostra.[**! Ja
para uma amostra cuja absorbancia seja muito baixa, a precisao pode ser melhorada ao redefinir
T(0%) usando uma solucdo padrao do analito com uma concentragdo menor que a da amostra,
neste caso ¢ necessario usar uma curva de calibragao, pois a relagao linear entre absorbancia e
concentragdo deixa de existir. A precisdo pode ser melhorada ainda mais se houver a

combinagdo desses dois métodos, como mostrado na Figura 22. 444

Figura 22. Métodos para melhorar a precisdo. a) Método para alta absorbancia. b) Método para baixa
absorbancia. ¢) Método para maxima precisdo.
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Fonte: Retirado do site Chem.libretexts.[*!!
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2.3. Dispositivos colorimétricos avancados
A deteccdo colorimétrica pode ser explorada para fins qualitativos e quantitativos. Em
um ensaio qualitativo, o desenvolvimento ou a mudanga de coloragdo pode ser suficiente para
fornecer respostas do tipo SIM/NAO, sendo tutil para a triagem rapida de marcadores
potencialmente relevantes. Por outro lado, em ensaios quantitativos, a leitura colorimétrica ¢
baseada na quantificagdo de um analito por meio da correspondéncia entre a intensidade da cor

e sua concentragio.*®!

Apesar da possibilidade de avaliar a mudanca de cor a olho nu, diferentes metodologias
para analise colorimétrica foram desenvolvidas, pois a analise visual tem natureza qualitativa e
a comparacao da mudancga de cor apds a reacao pode ser interpretada de maneira diferente por
cada usuario devido a iluminagdo, aos niveis de contraste e até mesmo ao tempo de resposta do
observador. Em adi¢do a abordagem quantitativa, a deteccao colorimétrica pode ser explorada
por meio de diferentes ferramentas de analise, como métodos multivariados e univariados. A
maioria dessas ferramentas ¢ baseada em modelos matematicos e em técnicas quimiométricas,
que descrevem a intensidade da cor como uma resposta analitica, permitindo assim a analise de

diversos analitos em um tunico dispositivo. 46471

Avancos tecnoldgicos ocorrem a todo o tempo, com isso a tendéncia de diminuir as
dimensdes fisicas e facilitar o uso e transporte dos aparelhos, sem perder a utilidade ¢ muito
comum e tem ocorrido também na quimica analitica. Neste seguimento serd apresentado um
exemplo de dispositivo colorimétrico com boa sensibilidade e alta sustentabilidade para
diagnosticos na area da saude e no meio ambiental, seja voltado para agricultura ou detec¢ao

de poluentes.

2.3.1. pPADs
Os dispositivos analiticos microfluidicos a base de papel (WPADs, Mircrofluidic Paper-
Based Analytical Device) vem ganhando cada vez mais espaco na ciéncia e podem ser ideais
para atender aos critérios ASSURED devido as suas principais caracteristicas como o baixo
custo, praticidade, rapidez, biodegradabilidade e principalmente, por ser utilizdvel no local de

[46-48] O papel € um material barato, flexivel e pode ser facilmente modificado.

coleta da amostra.
Além disso, devido a sua estrutura porosa, permite a devida imobilizagdo dos reagentes
colorimétricos como também o transporte de fluido através da propriedade fisica da

(49,50

capilaridade. I Estudos recentes demonstram que a pegada de carbono na produgio de

uPADs ¢ significativamente menor em comparagdo com métodos analiticos tradicionais. Por
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exemplo, a fabricacdo de espectrofotdmetros envolve a utilizagdo de metais pesados, plasticos

a. 3152 Ademais, a geragdo de residuos também ¢é

ndo reciclaveis e consumo elevado de energi
consideravelmente menor. Enquanto um ensaio convencional pode gerar diversos residuos
quimicos e necessitar de solventes organicos, os WPADs utilizam volumes minimos de reagentes
e evitam o uso de substancias toxicas, alinhando-se as préticas da Quimica Verde.>3! Os pPADs
tétm impacto direto em diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

estabelecidos pela Organizacgdo das Nacgdes Unidas (ONU).1'% Destacam-se os seguintes:

e ODS 3 - Saude e bem-estar: Os uPADs possibilitam diagnodsticos rapidos e de baixo
custo, especialmente em regides remotas, contribuindo para a prevengao e controle de

doengas. [3+33]

« ODS 6 - Agua potavel e saneamento: Aplicados no monitoramento de qualidade da
agua, esses dispositivos auxiliam na detec¢do de contaminantes, promovendo o acesso
a dgua segura. LPADs tém se mostrado eficazes na detec¢@o de metais pesados em fontes

de 4gua, com sensibilidade comparavel a métodos laboratoriais tradicionais.>®

e ODS 12 - Consumo e producio responsaveis: Devido ao uso de materiais
biodegradaveis e baixo consumo de reagentes, os pPADs fomentam a produgdo

sustentavel, 278

e ODS 13 -Acio contra a mudanca global do clima: A redugdo de emissdes de carbono
durante a produgdo e o uso de nPADs contribuem para a mitigacdo das mudangas

climaticas. 378

Esses impactos reforcam a relevancia dos puPADs como ferramentas essenciais para
avangar na agenda global de sustentabilidade. No entanto, o0 método de deteccdo associado a

esses dispositivos também precisa atender aos critérios ASSURED e ODS.

Alguns estudos tém se dedicado a analisar as propriedades do material ao adicionar
um agente cromogénico € o comportamento das amostras em relagao a sua reagdo colorimétrica

48491 Portanto, a deteccdo colorimétrica, que se baseia no

nesse substrato, por exemplo.|
movimento passivo da amostra, sob efeito capilar, para a zona de teste do dispositivo, na qual
o analito reage com determinados cromoégenos que produzem uma diferenga de cor detectavel,
¢ o método de deteccao mais utilizado para quantificar e identificar os analitos de interesse em
UPADs, sendo a primeira técnica de detecgdo relatada para o uso desses dispositivos.[*”) Embora

outros métodos de detec¢do tenham sido integrados a dispositivos baseados em papel, a
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detec¢do colorimétrica tem sido amplamente utilizada para garantir a portabilidade e a
facilidade de uso dos pPADs sem comprometer a sensibilidade ou a especificidade. Essa técnica
apresenta um custo relativamente mais baixo em comparagdo com outros métodos, como a

deteccdo eletroquimica, por exemplo. [46:5]

Além disso, faz uso de dispositivos eletrdnicos muito mais simples e portateis para
captura de imagem, como smartphones, scanners e cameras digitais, esses t€ém sido usados
como detectores de refletancia em conjunto com PPADs desde os primeiros relatos nesta
tecnologia, com base nos principios da espectroscopia de reflectancia difusa. **! Considerando
a acessibilidade global e comercial desses dispositivos eletronicos, a deteccdo colorimétrica
torna-se bastante atrativa quando associada a plataformas de papel. [“*>] Talvez uma das
principais vantagens do uso de pPADs aliados a detec¢do colorimétrica seja a capacidade de
realizar miltiplos testes simultdneos em um tnico dispositivo utilizando a mesma amostra.!**
No entanto, alguns efeitos de lateral flow em dispositivos baseados em papel podem ser

prejudiciais a uniformidade da cor dentro da zona de deteccao, e por isso, a geometria e aspectos

fisicos de um pPAD sio fundamentais em seu desenvolvimento. [46-60]

A geometria ¢ o layout do WPAD utilizado dependem inteiramente da aplicagdo
intendida. Embora as propriedades do fluido possam impactar significativamente o desempenho
e o transporte fluidico, uma das maiores preocupagdes nas reagdes colorimétricas em papel € a
uniformidade da cor. 2! Os fatores que influenciam a formacdo da cor, resultante da reacio
colorimétrica entre o cromogeno ¢ o analito, dependem da interagdo quimica entre o substrato
e o analito, do tempo de secagem, da cinética da reagdo, da taxa de absorc¢ao e o fluxo capilar,
que ¢ uma propriedade determinante no desempenho das reagdes colorimétricas em dispositivos

1 [46

baseados em papel.[**) Quando consideramos dispositivos que ndo exigem lateral flow, como

spot tests (testes pontuais), deve-se prestar atencao a uniformidade da cor e a interagdo quimica

entre o substrato e o analito para garantir uma resposta analitica confiavel.["!

Os uPADs podem ser modelados em duas ou trés dimensdes para transportar fluidos
nas dimensdes horizontal ou horizontal e vertical, respectivamente. Os métodos mais comuns
de fabricagdo dependem da criagdo de barreiras fisicas, como o corte seletivo no papel, ou
hidrofébicas através da impressdo com cera, jato de tinta ou flexografica, como mostrado na

Figura 23.[61]
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Figura 23. Métodos de fabricagdo de pPADs.
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Fonte: Adaptado de Cate, D. M. (1]

Atualmente, os pPADs incorporam multiplas zonas de deteccdo para analisar
diferentes analitos. Apds a criacdo de padrdes hidrofobicos no papel, reagentes sdo aplicados
nas areas de detec¢do, como mostrado na Figura 24. Nessas analises multiplexadas, acontecem
reacdes quimicas ou enzimaticas entre o analito presente na amostra e os reagentes previamente
fixados.l®?] A impressdo com cera é considerada a técnica mais eficiente para padronizacio.
Com a aplicacdo de calor, a cera derrete rapidamente e se integra as fibras do papel, formando
uma barreira hidrofobica tridimensional. Sua ampla adog¢do se deve ao baixo custo das
impressoras de cera, a alta velocidade de impressdo, ao processo pds-impressdo simples
(aquecimento), a flexibilidade no design por softwares graficos, a viabilidade de producao em

escala industrial e a resisténcia a reagentes quimicos.!®*!
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Figura 24. Funcionamento e exemplo de design. a) Esquema a de um canal microfluidico a base de papel. b)
Exemplo de um dispositivo fabricado.
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Fonte: Adaptado de Martinez, A.[

O exemplo principal desta revisdao sao os AgroPADs, ou seja, uPADs voltados para a
agricultura, seguindo os principios da agricultura 4.0, também conhecida como agricultura
digital. Atualmente, os procedimentos adotados para quantificacdo dos cations trocaveis do solo
sdo baseados em titulacio (H" + AI*"), espectrofotdmetro de absor¢do atomica (Ca?* e Mg?*) e
fotometro de chama (K*). A espectroscopia de absor¢do atdmica, por exemplo, envolve
equipamentos de custo, operagdo e manutencdo elevados e, além disso, geralmente estad
disponivel em laboratorios longe do ponto de coleta do solo. Ademais, o agricultor ndo tem
autonomia de monitorar o solo e saber quando ¢ necessario fazer a adubacdo ou a calagem,
ficando dependentes dos laboratérios de pesquisas, dificultando, desse modo, tomadas de
decisOes rapidas, praticas e assertivas. No entanto, ¢ importante ressaltar que os pPADs tém
algumas limita¢Ges. A capacidade de deteccgdo e a sensibilidade desses dispositivos podem ser

inferiores aos métodos tradicionais de analise.[®!

O principal mecanismo quimico envolvido na quantificacdo desses cations trocaveis €
a titulagdo de complexagdo, ou quelatometria, ¢ um dos métodos titulométricos classicos
desenvolvidos para a andlise quimica rapida e quantitativa de ions metalicos. Os ions de
interesse sao titulados com o quelante de escolha por meio de uma reagao de complexagao de
coordenagdo e rapidamente formam complexos monodentados ou multidentados estaveis. O
quelante as vezes ¢ chamado de reagente complexante ou, mais simplesmente, titulante. O ponto
de viragem pode ser identificado por um corante indicador metalocromico, que mostra uma

mudanca de cor, ou por outros indicadores instrumentais, como eletrodos seletivos de ions. (%]

No caso dos AgroPADs em questdo sdo utilizados indicadores colorimétricos, como
por exemplo a fenolftaleina para H" + AI** e H' livres, no qual, espera-se a mudanca de cor de

incolor para rosa no ponto de viragem, o complexo do corante negro de eriocromo T (NET)
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com Mg?* (Figura 25a), nesse observa-se a mudanga da cor azul a roxa, a murexida ou Calcon
para o Ca’, que espera-se uma mudanca de amarelo da murexida para vermelho-alaranjado do
complexo (Figura 25b) com o célcio e uma variagdo de azul para roxo em pH 13 para o Calcon,
bem como a reagdo entre o iondforo de potassio I, cromoiondforo I (CH1), tetraquis[3,5-
bis(trifluorometil)fenil|borato de sodio (NaTFPB), Pluronic F-127, dioctilo sebacato (DOS) e

K, na qual a cor roxa é esperada.[67-%°]

Figura 25. Exemplos de mecanismos de titulagdo de complexagdo. a) Mecanismo de complexagdo do negro de
Eriocromo T (NET) com o ion Mg?". b) Mecanismo de complexagio da murexida com o fon Ca?".
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Fonte: Adaptado de Albuquerque et al.[*”!

Depreende-se, portanto, a necessidade de criar tecnologias que visem o aumento da
produtividade agricola e que, ao mesmo tempo, sejam modernas e conectadas. Diante disso, a
constru¢do de um dispositivo analitico microfluidico a base de papel para a anélise simultanea
de cations trocaveis relacionados com os parametros de fertilidade solo que possam ser usados
no local de coleta pelo agricultor foi proposto, na Figura 26 abaixo, estd um exemplo de um
espectro de UV/Vis de amostras de CaCl, com concentra¢des conhecidas, variando de 0 mM
(mmol L) até 20 mM, ao entrar em contato com o indicador colorimétrico Calcon, provocando

uma mudanga notavel no espectro conforme a concentragcdo de analito aumenta.
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Figura 26. Comparagdo das curvas do espectro de UV/Vis da solugdo de Calcon com Ca?" em diferentes
concentragdes, de 0 mM a 20 mM.
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Fonte: Autoria propria

A partir desta clara diferenca entre os espectros das solu¢des mais e menos
concentradas em Ca? construiu-se um pPAD de padronizagio (Figura 27) para andlise de bases
trocaveis no solo, mais especificamente da reagdio entre o Ca?>* com o Calcon com uma solugdo
de KOH para manter o pH 13 em meio de KCI, porém, por mais que a mudanca de cor fosse
visivel entre a menor e a maior concentragdo as curvas de ARGB, que seguem a Eq. 25, ndo
apresentaram resultados significativos, como observado na Figura 28a. Assim, demonstra-se a
importancia de estudar e entender os demais modelos de cores, pois ao analisar o espectro HSV,

mais especificamente a saturagdo, obteve-se o resultado mostrado na Figura 28b.

ARGB = \[(R; — R)? + (G; — Go)? + (B, — By)? [Eq.25]5%

Para o RGB, a magnitude do vetor entre as coordenadas do branco (0 mM de Ca*"),
Ro, Go e Bo, € o resto das coordenadas do teste contendo o analito (Ry, G € By), foi considerada

para a obtencdo do resultado mostrado na Figura 28a.
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Figura 27. Exemplo de um pPAD de calibragdo para detec¢do de Ca®".
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Figura 28. Exemplificacdo de curvas analiticas para AgroPADs. a) Curva analitica para o ARGB. b) Curva
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E importante denotar, entdo, que a aquisicdo dos dados de ensaio colorimétrico

depende de alguns fatores, como luminosidade, area de deteccao, gradiente de cor, entre outros.

O mecanismo do software e do aplicativo para analise de cores fragmenta a imagem em

elementos mais simples para analise de dados em pixels ou intensidade de cor na area analisada.

Em geral, os sistemas graficos utilizam o conceito de color matching para decompor a imagem

em termos de pixels ou intensidade de cor, i.e., cada pixel carrega um valor, como mostra a

Figura 29, no caso de imagens coloridas, esses valores sdo representados pelas intensidades das

componentes dos espacos de cores, como o RGB, HSV e CIELab ja mostrados
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[59]

anteriormente. Assim, combinacdo das componentes dos modelos tridimensionais

descrevem uma cor no espago.’"!

Figura 29. Passos para a discretizacdo de uma imagem: a) Imagem continua, b) amostragem, ¢) quantizagio, ¢
d) codificagdo.
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O processamento digital envolve a quantizagdo da imagem. No contexto do
processamento de sinal, quantizacdo ¢ o processo de converter valores continuos em um
conjunto limitado e discreto de valores, representando de forma aproximada os dados do mundo
real por meio de uma forma digital. "7 Para representar sinais do mundo real, ¢ possivel medir
a intensidade de uma imagem capturada por um sensor de camera, por exemplo. Imagens
coloridas apresentam dados das componentes dos espagos de cores, assim, a quantizagdo pode
ser realizada de forma individual ou conjunta (quantizagdo vetorial), essa extragdo de
informagdes das imagens digitais pode ser feita utilizando softwares de codigo aberto, como o

Imagel, [ utilizado no exemplo da Figura 27.

3. Consideracoes Finais

Na ciéncia e na industria contemporaneas, os instrumentos analiticos colorimétricos
tornaram-se instrumentos essenciais. Desde seus primoérdios histdricos até seus usos atuais, 0s
dispositivos analiticos colorimétricos demonstraram ser ferramentas fundamentais para a

quimica analitica e suas aplicacdes praticas. Ao longo deste trabalho, destacaram-se os
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dispositivos microfluidicos a base de papel (WPADs) como uma solugdo acessivel, sensivel e
sustentavel. Tais dispositivos possuem o potencial de revolucionar analises em areas como
monitoramento ambiental, diagndstico clinico e agricultura, com destaque para a Agricultura

4.0.

Sua capacidade de realizar anélises no ponto de coleta, sem necessidade de grandes
infraestruturas laboratoriais, representa um avango significativo, especialmente em regides de
recursos limitados. Além disso, a combinacdo de pPADs com tecnologias moveis, como
smartphones, reforga a praticidade e a viabilidade economica de seu uso. No entanto, desafios
como a melhoria da sensibilidade e precisdo ainda precisam ser superados para que esses
dispositivos atinjam todo seu potencial. Com base nos conceitos e exemplos apresentados, ¢
possivel afirmar que a implementagao de dipositivos analiticos colorimétricos, como os pPADs,
contribui ndo apenas para a simplificagdo e popularizacdo de andlises quimicas, mas também

para o avango da sustentabilidade na ciéncia.
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