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RESUMO

A analise quantitativa de substancias quimicas muitas vezes é realizada por métodos dpticos,
como colorimetria, espectrorradiometria, fotometria e espectrofotometria. Neste estudo, é
apresentada uma alternativa de baixo custo em relacdo aos métodos tradicionais, oferecendo
facilidade de manipulacdo e analise dos dados. Com o objetivo de desenvolver um sistema para
analise de solucdes multicomponentes de corantes utilizados na industria téxtil, técnicas de
processamento de imagens digitais e estatistica espacial foram aplicadas na determinagdo da
concentracdo dos corantes Auramina (AU), Verde Malaquita (VM) e Vermelho Congo (VC)
em meio aquoso. O uso de imagens digitais como fonte de informagao permite uma abordagem
pratica e ndo invasiva para analisar as propriedades das misturas de corantes. N&o obstante,
buscou-se entender a interferéncia do pH nas propriedades croméforas de cada corante, bem
como nas solugdes binarias, identificando a influéncia da variacao na absorbancia calculada na
andlise digital de imagens. O pH é fator importante para os corantes VC e AU, mudando suas
caracteristicas cromoforas e, por tanto, o seu comprimento de onda e coloracdo absorvida. Nas
solucdes binérias entre os corantes VM-AU e VM-VC, foi possivel a determinagdo quantitativa
do corante com a maior variacdo de concentracdo (VM) no meio, onde a analise de imagens
apresentou melhor sensibilidade para o analito com maior variabilidade de dados. A
concentracdo de cada corante foi relacionada com os valores obtidos no espaco de cores RGB
(vermelho, verde e azul). O corante AU esta diretamente ligado a banda B nas solu¢Ges VM-
AU e AU-VC e também guando esta puro. Ja o corante VM possui melhor relacdo com a banda
G, quando nas solugdes VM-AU e VM-V C, ou mesmo puro. As bandas R, B ou G podem ser
atribuidas ao corante VC quando puro, mas nas solugbes VM-VC e AU-VC apenas com as
bandas B e G, respectivamente, apresentam valores correlacionados as suas concentragoes.

Palavras-chaves: Colorimetria, analise computacional, smartphone, corantes, redes neurais.



ABSTRACT

Quantitative analysis of chemical substances is often carried out using optical methods such
as colorimetry, spectroradiometry, photometry, and spectrophotometry. In this study, a low-
cost alternative to traditional methods is presented, offering a data analysis facility. The aim
was to develop a system for analyzing multicomponent dye solutions used in the textile
industry. Digital image processing techniques and spatial statistics were applied to determine
the concentration of the dyes Auramine (AU), Malachite Green (VM), and Congo Red (VC)
in an aqueous medium. Using digital images as a source of information allows a practical and
non-invasive approach to analyzing the properties of dye mixtures. Additionally, the study
sought to understand the interference of pH on the chromophore properties of each dye, as
well as in binary solutions, identifying the influence of pH variation on the absorbance
calculated in digital image analysis. pH is an important factor for VC and AU dyes, changing
their chromophore characteristics and, therefore, their wavelength and absorbed coloration. In
binary solutions of VM-AU and VM-VC, it was possible to quantitatively determine the dye
with the greatest concentration variation (VM), where image analysis showed better sensitivity
for the analyte with the greatest data variability. The concentration of each dye was related to
the values obtained in the RGB (red, green, and blue) color space. The AU dye is directly
linked to the B band in VM-AU and AU-VC solutions and also pure. The VM dye has a better
relationship with the G band in VM-AU and VM-VC solutions or pure. The R, B, or G bands
can be attributed to the VC dye when pure, but in VM-VC and AU-VC solutions, only the B
and G bands, respectively, show values correlated to its concentrations.

Keywords: Colorimetry, computational analysis, smartphone, dyes, neural networks.
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ABREVIATURAS

abs — Absorbancia calculada

absR — Absorbancia calculada da banda R

absG — Absorbéncia calculada da banda G

absB — Absorbancia calculada da banda B

absRGBpH — Absorbéncia calculada das bandas R, G, B a pH constante
absRpH - Absorbancia calculada da banda R em pH constante
absGpH - Absorbancia calculada da banda G em pH constante
absBpH - Absorbancia calculada da banda B em pH constante
ADI — Analise Digital de Imagens
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CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente
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LOQ — Limite de quantificacédo

VM - Verde Malaquita

VC — Vermelho Congo

RGB — vermelho, verde, azul
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1. INTRODUCAO
De acordo com o Vocabulario Internacional de Iluminagdo, a luz é definida como

“qualquer radiagdo capaz de causar uma sensacao visual direta”, ou seja, € uma radiacao
eletromagnética visivel ao olho humano (CIE, 1989). Segundo Choudhury (2014), o termo cor
é utilizado para descrever trés aspectos diferentes da realidade. O primeiro é sobre a propriedade
cor de um objeto, o segundo descreve a carateristicas de raios de luz e o terceiro trata sobre as
sensagdes no cérebro do observador.

As cores ndo sdo meras decoragOes, mas elas tém seu proprio proposito. Os animais que
conseguem distinguir cores utilizam estas para identificar materiais em seu meio ambiente. Por
exemplo, mesmo sob diferentes iluminacGes e ambientes, é possivel identificar se uma banana
estd verde, madura ou passada, através de suas coloracdes verde, amarelo e marrom (Witzel e
Gegenfurtner, 2018). A cor pode indicar condi¢des climaticas e temporais visuais (se ird chover,
qual o periodo do dia), a cor da comida contribui para o seu gosto e a cor de um ambiente
estimula a percepc¢do da temperatura (Maule, Skelton e Franklin, 2023). Sobre o ponto de vista
fisico, uma cor ndo € a mesma em diferentes iluminac@es, pois suas coordenadas irdo mudar,
mesmo ndo sendo perceptiveis a olho humano. Por isso, objetos séo classificados como uma
distribuicdo policromética de cores (Witzel e Gegenfurtner, 2018).

A percepcdo visual é a habilidade de interpretar o ambiente processando informagdes
contidas na luz visivel (Choudhury, 2014a). A visao da cor € um processo sensorial basico para
a percepcao e cognicao das cores (Maule, Skelton e Franklin, 2023). Os seres humanos, ao
contrario de outros animais, tém a capacidade de interpretar e utilizar cores que naturalmente
ndo existem e categorizé-las com significados diversos (Rowland e Burriss, 2017). Cores sdo
como o sistema visual humano analisa o espectro eletromagnético com comprimentos de onda
de 300 a 830 nm (Tkalcic e Tasic, 2003). A sensac¢ao no nervo o6tico € causada pelo estimulo da
radiacdo eletromagnética, o que leva a distin¢do das cores (Xuan et al., 2021). A sensitividade
do olho a luz depende do comprimento de onda, onde o comprimento da luz verde em 1 W.m"
2srt é visualmente mais claro que a mesma radiacio em iluminacdo azul e R (Choudhury,
2014a). A luminosidade é medida através da sensibilidade do olho humano e, na retina humana
existem dois fotorreceptores principais responsaveis pela sensacdo visual: 0s bastonetes e 0s
cones, que possuem fungdes diferentes (Choudhury, 2014a; Race e Bunch, 2015). Os bastonetes
sdo bastante sensiveis e capazes de atuar em ambientes com pouca iluminagdo, promovendo a
visdo escotdpica, entretanto, ndo fazem diferenciacdo de cores, processo em que 0s cones Sao
responsaveis (Race e Bunch, 2015). A visdo humana é tricromatica, ou seja, a retina apresenta

trés tipos de cones fotorreceptores com sensitividade para leitura de comprimentos de onda
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longos, médios e pequenos, comprimentos referentes as cores vermelho, verde e azul,
respectivamente (Maule, Skelton e Franklin, 2023). Comprimentos de onda grandes tém
sensitividade de 560 nm, os médios apresentam valores de 530 nm e os menores, 420 nm
(Pompe, 2020).

Os sinais de saida dos cones sofrem uma transformacao e uma fusdo nas vias neurais
que conectam o olho ao cérebro, resultando na criagdo de um canal acromatico responsavel pela
percepcao de brilho e luminosidade, bem como dois canais cromaticos opostos conhecidos
como cones opostos. Esses canais opostos sdo distintos pela captacédo de cores que variam desde
tonalidades cereja até o azul-petréleo (banda vermelho-verde) e tonalidades violeta até o verde-
amarelado (banda azul-amarelo) (Maule, Skelton e Franklin, 2023; Sharma, Vrhel e Trussell,
1998).

E comum categorizar as cores em quantidades especificas, como, por exemplo, sete
cores ao se referir ao arco-iris. No entanto, é importante destacar que o arco-iris é composto por
ondas de espectro que apresentam varia¢fes continuas em sua frequéncia, embora possam
parecer visualmente estaveis a olho nu. Os seres humanos possuem a capacidade de perceber
as cores tanto como elementos quantitativos, ao agrupa-las em categorias distintas, quanto como
elementos constantes, ao perceberem a estabilidade aparente das cores no arco-iris (Uchikawa,
2014). A constancia das cores tem sido atribuida a mecanismos perceptivos como adaptacao e
contrastes simultaneos, destaques brilhantes e conhecimento da cor do objeto (Maule, Skelton
e Franklin, 2023). Se uma laranja, uma cenoura e uma mexerica possuissem exatamente a
mesma tonalidade de cor, isso implicaria que elas compartilham uma caracteristica visual em
comum. No entanto, a similaridade na tonalidade de cor ndo necessariamente significa que essas
amostras sejam mais semelhantes entre si em outros aspectos fisicos ou fisiologicos (Byrne e
Hilbert, 2003).

Para analises quantitativas de substancias quimicas, os fendmenos &pticos, como
mudanca de coloracdo, podem n&o ser passiveis de interpretagdo a “olho nu”, pois a percepgao
das cores depende de varios fatores como: composi¢cdo da amostra, angulos de iluminacéo e
caracteristicas eventuais de analise do cérebro humano, conforme descrito anteriormente
(Diniz, 2020). Quando a luz atinge o objeto, o raio de luz € modificado pela absor¢éo, disperséo
e outros processos fisicos dependentes das caracteristicas fisicas e quimicas do objeto
(Choudhury, 2014a). De fato, para realizar analises mais precisas e objetivas das cores, sdo
empregados métodos como colorimetria, espectrorradiometria, fotometria, espectrofotometria

e, mais recentemente, a Analise Digital de Imagens (ADI). Essas técnicas sdo fundamentais
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para quantificar e caracterizar as propriedades espectrais das cores de forma mais precisa e
detalhada (Diniz, 2020).

Com a rapida evolucdo da comunicagdo movel e da computacdo, a transmisséo e
exibicdo de midias ganharam popularidade e importancia primordial. Os algoritmos podem ser
utilizados para comprimir uma imagem e expressar o contetido visual, utilizando um espaco de
cores adequado, de modo a minimizar as redundancias psicovisuais (Kahu; Raut; Bhurchandi,
2019). Dispositivos de leitura de imagens replicam o processo humano de reconhecimento das
cores, analisando as informacdes de cor de cada pixel da imagem e reproduzindo a sensagéo
através de filtros com valores maximos de meio comprimento de onda, com eficiéncia de
distingdo dos picos de transmissao do espectro visivel (Shaukat, Noble e Arif, 2020).

A ADI é uma técnica que rapidamente emergiu com 0s avangos dos telefones portateis.
No método, uma imagem é captada por uma camera e um software a converte em dados
analisdveis (Mahato e Chandra, 2019). A andlise digital de imagens é uma alternativa aos
métodos convencionais, apresentando vantagens como baixo custo, portabilidade e facilidade
de operacdo, podendo ser utilizada em experimentos envolvendo metais (Masawat et al., 2017;
Salcedo e Sevilla 111, 2018), compostos organicos (Choodum, Sriprom e Wongniramaikul,
2019) e bioquimicos (Priye, Ball e Meagher, 2018; Tambaru et al., 2017), dentre outras diversas
possibilidades de aplicacdes (Jing et al., 2021; Santos Neto et al., 2019; Sivakumar e Lee,
2021). A técnica consiste na representacdo da imagem capturada através dos espagos
representativos RGB (red, green e blue - vermelho, verde e azul), variando as coordenadas de
0 a 255, o que traz maior capacidade de representacéo que um espectrofotdmetro comum (com
variacdo da absorbancia de 0 a 2) (Firdaus et al., 2019). O Gnico requerimento dessa analise é
que o analito deve apresentar alguma variacdo de cor, uma vez que se trata de um método
colorimétrico.

Os equipamentos para captura de imagens podem variar desde cameras digitais,
celulares a scanners, sendo necessario apenas a habilidade Optica para capturar as cores e suas
devidas nuances (Fernandes et al., 2020). Esses equipamentos requerem apenas a capacidade
Optica necessaria para capturar as cores e suas respectivas nuances. Com o0 avango da
tecnologia, a qualidade das cameras e scanners tem melhorado significativamente, permitindo
a captura de detalhes sutis e a reproducgéo fiel das cores presentes na imagem original. A
iluminag&o propria e a portabilidade dos smartphones e cdmeras digitais fazem com que eles
sejam os mais utilizados, e comparando os dois instrumentos, os celulares se sobrepdem devido
as funcdes da camera e a possibilidade de uso de aplicativos (Fan et al., 2021). As imagens

podem ser analisadas por meio de aplicativos instalados diretamente nos dispositivos ou em
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conjunto com um computador, utilizando softwares como Matlab, Delphi, Adobe Photoshop,
Corel Draw e outras plataformas similares. A quantificacdo é feita comparando a intensidade
da cor a uma curva de calibracdo padrao do analito em estudo(Fernandes et al., 2020).

Este estudo visa utilizar imagens digitais no formato RGB para determinar a
concentracdo de misturas dos corantes Auramina (AU), Verde Malaquita (VM) e Vermelho
Congo (VC) diluidos em agua, com o proposito de desenvolver um modelo que seja aplicavel
de maneira versatil e acessivel a sociedade em geral.

O uso de imagens digitais como fonte de informacdo permite uma abordagem prética e
nédo invasiva para analisar as propriedades das misturas de corantes. Ao desenvolver um modelo
baseado em imagens RGB, busca-se oferecer uma solucéo que possa ser facilmente adotada por
diversos usuarios, tornando-a acessivel tanto em termos de custo quanto de aplicacdo. Com
isso, espera-se fornecer uma ferramenta Util para a analise das concentracfes de corantes em
solucdes aquosas, de forma a apresentar uma alternativa acessivel aos métodos colorimétricos

expendiosos.
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1.1.  Objetivos gerais

Desenvolver um sistema de visao artificial para analise de uma solu¢do com os corantes
AU, VM e VC, utilizando-se de técnicas de processamento de imagens digitais e estatistica

espacial.

1.2. Objetivos especificos

o Desenvolver um algoritmo para recortar e processar imagens, com o objetivo de calcular

a concentracao de cada corante;

o Avaliar a influéncia do pH nos corantes AU, VM e VC quando na analise de imagens;
o Comparar diferentes coloragdes e concentragdes;
o Avaliar a influéncia do ambiente de controle, dispositivo de captura de imagens e

caracteristicas intrinsecas dos corantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histéria da cor

As cores estdo presentes em todos os lugares e sdo o exemplo mais importante,
persuasivo e visual da importancia da quimica na vida humana (Freemantle, 2001). Cores sdo
utilizadas desde de tempos pré-histéricos como forma de comunicagdo visual e expressao,
associada com a evolugdo cultural humana (Ardila-Leal et al., 2021). Aproximadamente
164.000 anos atras, as primeiras evidéncias de uso distinto de cores denotam sua utilizagao para
identificacdo, pintura corporal, pigmentacéo de peles de animais usadas como roupas, adornos
em cavernas e para contar histérias (Christie, 2015; Morriss-Kay, 2010). Durante esse tempo,
era comum utilizar minerais para realizar essas pinturas, como o 6xido de ferro (ocre) e o carvado
proveniente de fogueiras (Ardila-Leal et al., 2021; Barnett, Miller e Pearce, 2006). Em estudos
paleoliticos, pinturas com a coloracdo ocre sdao bastante encontradas, devido a abundancia do
elemento em varias partes do mundo, apresentando formas desde de vermelho, Fe2Oz, marrom,
FeO*Fe,03 até mesmo preto, FezO4 (Abel, 2012). No entanto, no passado, cores além do ocre
e do preto eram mais dificeis de encontrar e havia poucos recursos disponiveis para produzi-
las. Um exemplo disso é a cor azul, cuja primeira utilizacao registrada ocorreu no Afeganistéo,
por meio da extracdo de depdsitos da pedra lapis-lazuli (Ardila-Leal et al., 2021). Conforme foi
ocorrendo a evolugcdo humana e o aprendizado de controle do fogo e do ar para atingir um
equilibrio oxi-redutivo, mais colora¢@es foram possiveis de atingir. Os egipcios revolucionaram
ao criar as primeiras cores artificiais, principalmente o azul egipcio, composto por silicato de
calcio de cobre, CaCuSisO1o, sal de calcio (carbonato, sulfato ou hidroxido), um composto de
cobre (0xido ou malaquita) e silica, SiO». Outras criagdes foram realizadas ao longo do tempo,
buscando obter cores vibrantes. Por exemplo, 0 uso do sulfato de arsénio permitia a obtencédo
de um amarelo intenso ou um vermelho vivido, dependendo da sua mistura com agua, e do
hidroxido de sulfato de potéssio férrico, KFes(SO4)2(OH)s, originou-se o amarelo claro
(Barnett, Miller e Pearce, 2006). Ja na cultura greco-romana, as cores eram utilizadas para
demonstrar poder, onde ninguém exceto a burguesia poderia vestir roupas roxas, devido a

indisponibilidade de fabricacdo do pigmento na época.

O estudo da luz e cores é bastante antigo, mas o primeiro pensador a propor uma teoria
para cores foi Empédocles de Agrigento (495 a.C. — 430 a.C). Para ele, as cores eram
provenientes dos quatro elementos fundamentais: terra, ar, agua e fogo. O fogo era considerado

branco, devido a luz solar, e a &gua era preta, devido ao mar. As outras cores derivariam da
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mistura entre as duas cores principais (Esposito, 2020). O pensador também entendia a cor
como uma sensacdo do observador e ndo uma propriedade do objeto (Maranhéo, 2021).

Aristoteles (384 a.C. — 322 b.C.), seguindo a linha de Empeédocles, teorizava as cores
como misturas de diferentes propor¢des de preto e branco e descreveu a cor como uma
qualidade fundamental da matéria, sendo explicada com quatro propriedades: o objeto que
emite a cor, 0 meio pelo qual a cor se propaga, o observador que percebe a cor e a luz que
ilumina o objeto (Esposito, 2020; Orna, 2015). Aristoteles descreve que ndo é possivel ver,
através da visdo humana, uma cor completamente pura, sendo sua percepcdo subjetiva e
variante para cada observador (Orna, 2015). Na concepg¢do mencionada, a sensacgao visual era
considerada como algo transmitido por um meio imaterial, que atravessava uma camada
transparente dos objetos e conferia cor a eles. Essa transmissdo de nuances de cor era atribuida
a acao de raios enviados por Deus (Maranhdo, 2021; Martins e Silva, 2015). O filésofo e
polimata propds uma teoria sobre a mistura de cores, argumentando que as cores principais
eram descritas pelo vermelho, amarelo e azul, e que todas as outras cores poderiam ser
produzidas a partir da mistura dessas trés cores. Essa teoria influenciou o desenvolvimento da
teoria das cores ao longo da histéria, embora tenha sido posteriormente modificada com a
descoberta da teoria das cores primarias utilizadas nos dias atuais, sendo estas o vermelho, verde
e azul. Seus estudos foram base para muitas teorias das cores, como a de René Descartes (1596-
1650), Robert Hooke (1635-1703) e Isaac Newton (1643-1727) (Orna, 2015).

Entretanto, Leonardo da Vinci (1452-1519) contestava a teoria de Aristoteles em seu
livro “Tratado da pintura e da paisagem”, publicado postumamente em 1751. O pintor referia-
se a cor como uma propriedade da luz e que branco e preto sdo extremos da luz e ndo cores
propriamente ditas. Seguindo essas ideias, Frangois d’Aguilon (1567-1617) desenvolveu o
primeiro diagrama de cores, publicado em seu livro Opticorum libri sex, philosophia iuxta ac

mathematicis utiles (Maranhdo, 2021). Este diagrama esta representado na Figura 1.
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Figura 1 - Diagrama de cores de Frangois d’Aguilon.

e —
IGER

VIRIDIS

Fonte: Adaptado do Instituto e Museu da Historia da Ciéncia (“Museo Galileo”, [s.d.])
As cores albus, flavus, rubeus, caeruleus niger (branco, amarelo, vermelho, azul e preto,
respectivamente) sdo apresentadas linearmente. As cores aureus, viridis e purpureus (ouro,
verde e roxo, respectivamente) sdo uma mistura das trés lineares acima.

Descartes e Hooke eram fascinados pela interacdo das luzes e as coloracdes
provenientes delas. Para Descartes, a luz era como pulsos ou mudancas de pressdo que eram
transmitidos através do éter (seguindo as notacdes de Aristdteles, onde o éter era um corpo
celeste incorruptivel). Quando ocorria o pulso, ocorria uma rotacdo dessas particulas devido
ao impacto com outras partidas de éter estacionarias (Fara, 2015). Se a rotacdo mencionada
fosse rapida, o observador perceberia a coloracdo como vermelha. Por outro lado, se a
rotacao fosse lenta, a coloragéo seria percebida como azulada. Para as demais coloracoes, 0s
movimentos de rotacdo seriam intermediarios entre esses dois extremos (Fara, 2015; Martins
e Silva, 2015). Hooke entendia a luz do mesmo modo que Descartes, porém a cores eram
originarias das distor¢fes dos pulsos e ndo de seus movimentos (Fara, 2015).

Newton percebeu a necessidade de criar protocolos e métodos para classificacdo e
denominacdo das cores e, em 1704, publicou seu livro Opticks, que descrevia pela primeira
vez as cores complementares, ou seja, as cores além do vermelho, verde e azul, apds anos
realizando o experimento do prisma (Orna, 2015; Pridmore, 2020). No experimento
conduzido por Newton, ele permitia que a luz solar atingisse um prisma, onde era refratada
e produzia uma sequéncia de cores conhecida como espectro visivel. Essas cores, em
seguida, passavam por uma lente de telescdpio e eram combinadas, resultando na formacéo
de um raio de luz branca (Santos e Alvim, 2022). O fisico foi o precursor dos espacos
coloridos utilizados na colorimetria, onde varios tipos de diagramas de cor delimitam o
perimetro espectral ou ndo espectral das cores no maximo de sua saturacdo, possuindo um

ponto de iluminagdo no centro (ponto branco), como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2 - Circulo cromético de Newton em sua representacao original e coloragéo artificial.

Fonte: Banco de imagens.

As cores complementares tém papel importante na visdo humana, sendo importantes
para analisar as misturas, constancias e aparéncia das colorac¢@es (Pridmore, 2020). Além disso,
seu trabalho “A nova teoria da luz e cores”, publicado postumamente em 1993, traz conceitos
sobre a luz monocromaética que permitiu a criacdo da espectroscopia (Barsan e Merticariu,
2016).

2.2. Caracteristicas das cores

Uma cor pode ser gerada por trés tipos mecanismos: refletindo ou transmitindo a cor
desejada enquanto ocorre a absorcdo de outras secundarias; gerando cores diferentes por
difragéo ou dispersdo ou emitindo luz de uma cor utilizando materiais luminescentes. Entre os
trés mecanismos mencionados, o primeiro pode apresentar baixa eficiéncia e baixa resolugéo.
O terceiro mecanismo requer energia para sua criagdo. Portanto, o segundo mecanismo é
considerado o mais promissor tecnologicamente (Wu et al., 2021). Esse meio é a base da ADI,
que sera discutida posteriormente.

Uma cor geralmente apresenta trés atributos principais: tonalidade, brilho e saturacéo;
e dois secundarios: luminosidade e croma (Phung et al., 2022). As cores podem ser classificadas
em primarias, simples, elementares ou principais, secundarias e terciarias, sendo as ultimas
chamadas de cores complementares. As cores primarias sdo representadas pelas bandas

vermelho, verde e azul, como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Diagrama de cores de Newton para cores primarias e secundarias.

Essas cores sdo consideradas fundamentais para a mistura e reproducéo de uma ampla
gama de outras cores, e, em alguns sistemas de cores, 0 branco e o preto também sdo
considerados componentes adicionais. As misturas entre as cores primarias produzem as cores
secundarias como amarelo, ciano e magenta (O’Connor, 2021). A mistura de todas as cores,

primarias e secundarias, forma o branco e a auséncia destas, forma o preto.

De acordo com a Comissao Internacional de Iluminacdo (1989), CIE (do francés,
Commission Internationale d Eclairage), “tonalidade ¢ o atributo da sensagio visual segundo
a qual uma area parece ser semelhante a uma das cores percebidas, vermelho, amarelo, verde e
azul, ou uma combinagao de duas delas”. As cores podem ser divididas, segundo sua tonalidade,
como em quentes (ex. vermelho) ou frias (ex. azul) (Chen et al., 2020). A tonalidade representa
o tipo da cor, ou seja, 0 comprimento de onda predominante no espectro visivel, e a saturacao
refere-se a quantidade de cinza (Diniz, 2020). Apesar de ser comum considerar que as cores Sao
as primarias, secundarias e terciarias, entre as suas variagdes podem haver cerca de 269 tipos
de tonalidades diferentes, segundo o sistema americano de designacGes de cores (Inter-Society
Color Council-National Bureau of Standards, ISCC-NBS) (Harder, 1999).

Ao manter a luminosidade ambiente uniforme, a tonalidade do objeto ndo muda
conforme a mudanca de sentido de observacdo. Em meios computacionais, essa propriedade é
invariante ao brilho e, em anéalises RGB, a tonalidade é representada entre 0 e 360°, onde tem a
capacidade de avaliar a proporcao entre dois pequenos componentes RGB (Finlayson e
Schaefer, 2001; Ren et al., 2021). A mudanca de tonalidade ocorre de acordo com as variagoes
da luminosidade e, por consequéncia, do brilho, efeito denominado Bezold-Briicke (Lillo e
Moreira, 2006). Esse efeito foi descrito pelos pesquisadores Bezold e Briicke, em 1873, onde
observaram que sob luzes fortes, pontos vermelhos e verde azulados aparentavam mais
amarelados e pontos verde e azuis ndo apresentavam nenhuma mudanca de tonalidade
(Walraven, 1961).
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Cores vibrantes estdo relacionadas a altas saturagdes ou brilho, e para adquiri-las é
necessario um alto grau de pureza espectral, ou seja, a cor deve apresentar apenas um pico
espectral (Baek et al., 2020). O brilho é importante para determinar a luminosidade ou escuriddo
refletida pela cor e a saturagdo influéncia na pureza da coloragdo, ou seja, determinar a
proporgdo de luz difusiva em uma superficie refletiva (Chen et al., 2020; Anderson; Whitbread,;
Silva, 2014; Kim; Gold; Murray, 2018). E comum observar valores positivos da correlagio
entre o brilho e a quantidade de luz emitida ou refletida, entretanto, a relacao entre quantidade
de luz em vérios estimulos e seu brilho e luminosidade torna-se mais complexa (Hellwig e
Fairchild, 2022). Sob diferentes condicGes de iluminagdo, uma mesma superficie pode produzir
diferentes niveis de luminancia na imagem da retina, mesmo que sua reflectancia seja a mesma.
Por outro lado, diferentes superficies com reflectancias distintas podem resultar na mesma
luminéncia, quando a quantidade e qualidade da luz incidente séo ajustadas para compensar
essas diferencas (Kim, Gold e Murray, 2018). Na analise RGB, € de conhecimento que &reas
claras em uma imagem podem causar erros de processamento em algoritmos devido a saturacao
de cores ou perda de detalhes. No entanto, existem estudos em andamento que visam lidar com
esse desafio, concentrando-se na reducao do brilho para melhorar a detec¢éo de bordas, realcar
o0 contraste e melhorar a visibilidade de objetos em imagens coloridas (Bezryadin, Bourov e
Ilinih, 2007; Gonzalez et al., 2017; Liseras et al., 2021; Zhou et al., 2018).

A saturacdo € o raio do circulo da tonalidade, come¢ando no ponto de luminosidade e
terminando na extremidade espectral da cor pura (Arlete, Camargos e Gongalez, 2001). A
saturacdo de uma cor esta diretamente relacionada a sua pureza e intensidade, onde quanto
maior o valor de saturagdo, mais pura e vibrante é a coloragdo. A caracteristica é medida em
uma escala de 0 a 100%, onde 0% representa uma cor pouco saturada ou acinzentada, e 100%
representa a maxima saturacdo, correspondendo a cor em seu estado mais intenso e puro
(Flores-Vidal et al., 2022; Kang et al., 2021). A cor vermelha pura é altamente saturada,
enquanto os tons ditos pasteis s@o poucos saturados (Lopes, 2003). A cor percebida pelo
estimulo visual descreve a intensidade da cromaticidade. A diferenca entre croma e saturacao
reside na forma como sdo definidos em relacdo a cor. O croma é determinado pela coloragédo
em relacdo a um estimulo de brilho branco iluminado de maneira homogénea. Ele mede a
intensidade relativa da cor em relacdo a sua luminancia. Por outro lado, a saturacdo refere-se a
coloracdo em relagdo ao préprio estimulo de brilho da cor. Ela representa a pureza e intensidade
da cor independentemente de seu brilho relativo. Portanto, enquanto o croma esta relacionado

a intensidade da cor em relacdo a um estimulo de brilho branco, a saturacéo esta relacionada a
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pureza e intensidade da cor em si mesma, independentemente do brilho relativo (Diniz, 2020;
Hellwig e Fairchild, 2022).

Duas cores sdo consideradas complementares quando apresentam luminosidade e
cromaticidade correlatas para produzir uma mistura neural de acordo com estimulo provocado.
Caso a mistura apresente cromaticidade similar mas luminosidade distintas, o evento passa a se
denominar cromaticidade complementar (Chen et al., 2020).

Siuda-Krzywicka e colaboradores (2019) citam 3 problemas ao categorizar cores. O
primeiro versa sobre a diferenga entre os sistemas de referéncias usados ao mensurar 0s
comprimentos de onda de cada cor que apresentam constantes mudancas. Para evitar a
divergéncia, os autores indicam que é necessario padronizar, utilizando cartas universais, como
o Sistema Munsell e o CIELAB. O segundo indicador errdneo retrata o possivel contraste da
cor com o seu “fundo”, onde ao analisar cores, € necessario uniformizar seu segundo plano. As
cores sdo geralmente percebidas através de contextos espaciais e temporais de seu ambiente,
portanto, a iluminacdo é de suma importancia para uma observacdo adequada. Com isso, 0
terceiro topico relata a importancia de uniformizagdo para uma adaptacéo sensorial adequada.

A temperatura da cor (Tabela 1) é importante caracteristica na luz visivel. Quando a
temperatura de uma amostra incandescente aumenta, a luz emitida por ela também aumenta. A
medida que a temperatura se eleva, o material passa por uma transicdo de cores, indo do
vermelho (em temperaturas mais baixas) para tonalidades mais altas de amarelo, laranja e,
eventualmente, atinge uma aparéncia quase branca em temperaturas muito altas (Choudhury,
2014a).

Tabela 1 - Temperatura das cores de fontes de luz naturais e artificiais.

Fonte de Luz Temperatura da cor (K)

Pdr/nascer do sol 1800

Bulbo de luz incandescente 2700-3000
Luar/lampada de arco de xendnio 4100
Luz de dias nublados 6500

Flash eletrbnico 5500-6000

Telas LCD/CRT 6500-9300
Luzes residenciais (lampadas fluorescentes) 2700*

*Temperatura correlata as fontes naturais. O valor real pode variar.
Fonte: Adaptado de Choudhury (2014a).

As caracteristicas espectrais da luz desses materiais dependem da temperatura do objeto,

mas algumas cores sao seletivamente absorvidas pelo objeto emissor. Superficies transparentes
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ou altamente refletivas apresentam baixa emissdo de luz visivel quando a temperatura é
aumentada. Por outro lado, os corpos negros sao conhecidos por serem excelentes emissores de
luz (Choudhury, 2014a).

As fontes de luz também interferem nas caracteristicas das cores, podendo intensificar
ou diminuir a saturacdo, brilho e tonalidade percebidas pelo observador. Segundo Choudhury
(2014a), as fontes de luz podem ser incandescentes ou luminescentes e, dentro das duas podem
ocorrer outras quatro classificacfes. A luz pode ser: natural, proveniente de fonte astronémica,
como radiacdo solar, estrelas, supernovas; atmosférica, através de meteoros e auroras; terrestre,
por bioluminescéncia e erupcdo wvulcanica; ou artificial, divididas em diretas

(quimiluminescéncia, fluorescéncia e fosforescéncia), por combustdo ou elétrica.

2.3. Cores estruturais

Na natureza existem duas variagOes de cores, as pigmentadas e as estruturais. As cores
pigmentadas possuem natureza quimica originaria da seletividade da absorcao de luz através da
transicao de elétrons entre as orbitas moleculares e; as cores estruturais possuem natureza fisica
decorrente da interagdo entre estruturas aleatdrias ou constantes com a luz (Liu, Tao e Tang,
2023). Cores estruturais sdo formadas pela interferéncia da luz espalhada em estruturas nano
ou microscopicas dispostas criteriosamente e podem gerar cores muito mais vibrantes ou
completamente transparentes (Baek et al., 2020; Yavuz et al., 2017). O comprimento de onda
da luz refletida depende da dimens&o da nanoestrutura no material e seus indices refrativos (Fu
et al., 2016). A grande vantagem das cores estruturais sobre os pigmentos e corantes é que elas
permitem o desenvolvimento de diversas cores com apenas uma mudanga nos parametros
estruturais (Baek et al., 2020). Além disso, esse modelo de coloragdo é compacto e tem elevada
durabilidade, onde aquelas provenientes de materiais inorganicos podem sobreviver a altas
temperaturas (Kim et al., 2019; Yang et al., 2019).

Cores estruturais podem ser divididas em iridescentes ou nao iridescentes. Uma cor
iridescente é aquela gerada por matrizes ordenadas de longo alcance e tendem a apresentar
diferentes variacGes conforme ha uma mudanca do angulo de observacdo (Liu, Tao e Tang,
2023). A mudanca na coloracdo de um objeto ocorre devido a interferéncia dos diferentes
comprimentos de onda da luz dispersa em diversas dire¢des, resultado da estrutura periddica da
matriz do objeto. Nessa estrutura, € assumido que o objeto reflete mais intensamente a luz em
certas direcOes e de forma menos intensa em outras (Noh et al., 2010). Na natureza, a
iridescéncia estrutural pode ser encontrada principalmente em animais como camaleGes
(Teyssier et al., 2015), pav0es (Zi et al., 2019), borboletas (Kinoshita, Yoshioka e Miyazaki,
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2008), beija-flores e besouros (Kinoshita e Yoshioka, 2005). A cor ndo iridescente € originaria
da combinacdo de matrizes ordenadas e desarranjadas, onde o espalhamento da luz pelas
estruturas sera constante (Liu, Tao e Tang, 2023).

Segundo Huang e colaboradores (2019)e Zhang e colaboradores (2021) existem quatro
principais mecanismos de criacdo associados com coloracdo estrutural. A cor pode ser
desenvolvida através da interferéncia de um fio fino com um efeito iridescente, ou seja, através
da interferéncia de raios modificados pela incidéncia da luz, comumente apresentando
espessura de 0,1-10 pum, incorporando mono ou multiplas camadas, como a superficie de bolhas
de sabdo. Os autores citam a possibilidade de criag@o através do chamado “efeito de grades de
difracdo”, em que a luz interage com uma superficie de microssulcos ou ondulagdes periodicas
e causa efeitos iridescentes. O terceiro método é a difracdo da luz que produz efeitos ndo
iridescentes devido a interacdo da luz incidente com estruturas desordenadas do meio. E por
Gltimo, a cor pode ser desenvolvida artificialmente com o uso de cristais fotonicos. Os cristais
fotbnicos sdo nanoesferas com diferentes indices de reflexdo, onde a luz é propagada apenas
em sua superficie, 0 que permite a percepcao de cores mais vibrantes (Wang et al., 2019).

Grande parte dos materiais utilizados na fabricacao de cores estruturais sdo provenientes
de metais, compostos inorganicos e organicos sintéticos (Zhang et al., 2021). Os materiais
metalicos sdo muito utilizados devido a possibilidade de criacdo de cores plasmonicas de altas
resolugdes, cerca de 100.000 dpi (pontos por polegadas) (Wu et al., 2021). Entretanto, devido
a biocompatibilidade, biodegradabilidade e abundancia, estudos buscam desenvolver usando
polimeros naturais (Jin et al., 2016; Kim et al., 2010; Mittal et al., 2017).

Devido a flexibilidade das cores estruturais, elas podem ser utilizadas comercialmente
como rotulos de hologramas e em matérias que previnem a falsificacdo de produtos, onde
dificultam a possibilidade de copia devido as cores serem dependentes da angulacdo (Hong,
Yuan e Chen, 2020). Existe estudo que demonstra a aplicabilidade para coloracdo em madeiras,
como forma de aumentar seu valor comercial e compactuar com uma tecnologia limpa de
coloragdo biomimética ecoldgica (Hu, Liu e Wu, 2020). Esse modelo de cores também pode
ser usado como guia de luz na comunicacdo fotbnica e dispositivos elétricos, além de

biomateriais, chips microfluidico e sensores (Liu et al., 2019; Shang et al., 2019).
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2.4. Corantes

Corantes sdo substancias utilizadas para dar cor a diversos materiais como papéis,
tecidos, couro e diversos outros (Gajipara et al., 2023). Corantes sdo divididos em duas
categorias, 0s naturais provenientes de plantas, animais e fontes minerais, e 0s sintéticos,
criados especialmente para uso em larga escala. Desde 1859, mais de 10.000 tipos de corantes
sintéticos foram criados, sendo caracterizados por serem ndo-saturados, complexos e soluveis
em agua ou compostos organicos (Sharma, Sharma e Soni, 2023). A industria téxtil € a maior
consumidora de corantes, com valores de consumo de 10.000 de toneladas por ano, o0 que
corresponde a 14% do montante de corante produzido mundialmente. Cerca de 10 a 15% dos
corantes usados na industria téxtil sdo ejetados junto aos efluentes produzidos (Tara et al.,
2020).

Portanto, por serem muito utilizados industrialmente, corantes sintéticos sdo
comumente encontrados em efluentes que podem levar a deterioracdo de ecossistemas
aquaticos e a contaminacdo de &gua potavel, uma vez que podem resistir a transformacoes
quimicas e bioguimicas (Sun; Yao, 2021). Até mesmo em pequenas concentracdes, corantes
podem impedir a penetracdo de luz solar na &gua e resultar na diminuicéo do nivel de oxigénio
na mesma (Kong et al., 2022). No Brasil, foram encontrados corantes sintéticos em efluentes
com concentragBes de 0,0118 a 6,81 pg. L™}(Azevedo et al., 2021).

Os corantes provenientes de processos industriais quando langados sem devido
tratamento, podem causar a periculosidade no meio ambiente, como a reducdo da
disponibilidade de luz para fotossintese em ambientes aquaticos e 0 aumento de cancer nos
seres humanos. A resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA, n° 357 de
17 de marco de 2005 dispde que aguas doces de classe 1 devem apresentar “corantes
provenientes de fontes antrdpicas virtualmente ausentes”, e as demais classes de 4gua podem
apresentar quantidade desde que seja passivel de remocdo por coagulacdo, sedimentacdo e
filtracdo convencionais (CONAMA, 2005). Diversos estados, como o estado de Goiés, com o
projeto de lei n° 649/19, propuseram propde a proibicdo do langamento direto de efluentes com
corantes em rios, lagos, represas e demais corpos de agua doce (Goias, 2019), projetos ainda

em tramitacdo sem avancos significativos.

Problemas ambientais de grande escala sdo notificados em corantes com anéis
aromaticos como grupos cromoforos (Reis, 2009), portanto, no presente estudo foram
escolhidos trés corantes sintéticos utilizados na industria téxtil, com grupos aromaticos em sua

estrutura: os corantes AU, VM e VC. Tais aditivos foram utilizados para realizar solucdes
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binarias com a finalidade de entender o comportamento destes quando analisados através da

analise digital de imagens.

2.4.1. Corante Auramina (AU)

O corante AU, também conhecido como Amarelo Bésico 2, é um sal hidrocloreto
sintético, um corante catidnico basico muito utilizado para o tingimento de couro, algodao e
papel (Ahmed, Oatley-Radcliffe e Williams, 2021; Pataer et al., 2019; Zhang et al., 2020). O
corante também é utilizado na industria alimenticia e farmacéutica, como forma de melhorar a
aparéncia dos produtos (Wang, W. et al., 2023). O corante possui coloragdo amarelo vibrante e
possui grande disponibilidade no mercado (Lu, Priyantha e Lim, 2020). A Tabela 2 apresenta

algumas caracteristicas do corante.

Tabela 2 - Caracteristicas do corante AU.

Descricdo Caracteristica
IUPAC Monocloridrato de 4,4'-carbonimidoilbis (n,N-dimetilanilina)
Foérmula molecular C17H2N;ClI
Massa molecular (g.mol. L) 303,83
i CAS 2465-27-2
Indice Internacional de Corantes (C.1.) 41000
Nomes Amarelo Bésico 2, Pyocatanium aureum, Auramina O
Solubilidade Soluvel em agua (10 g. LY
pKa (25 °C) 9,8, 10,7
Cor percebida Amarelo
Toxicidade (LDsp oral) 1500 mg/Kg
HC1
NH
Estrutura Molecular O O
B, N\/

Fonte: Adaptado de Sun e Yao (2021).

O corante possui dois anéis aromaticos altamente toxico para os seres humanos, uma
vez que causa interferéncia no sistema de transporte de oxigénio do sangue, levando a fraqueza,
dificuldade de respirar e irritacdo nos olhos, além de ser altamente cancerigeno (Gaikwad e
Kinldy, 2009). AU possui dose letal de 0,5 mg por Kg de massa corporal, sendo acessivel e
possuindo baixo custo (Lu et al., 2020). Devido as suas caracteristicas, a AU foi banida em
alguns paises como China, Estados Unidos, Japdo e paises componentes da Unido Europeia
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(Nguyen Thi Kim et al., 2019). J& no Brasil, a Portaria n° 9, de 10 de abril de 1987, proibe o
uso do corante AU em saneantes domissanitarios devido sua propriedade carcinogénica
(Anvisa, 1987).

O corante AU é comumente analisado em espectrofotdmetro, onde seu comportamento
espectral em diferentes concentracdes, quando em solugbes aquosas, demonstram que esta
substancia ndo forma agregados em concentragdes inferiores a 0,001 mol. L, ndo apresentando
formacdo, desaparecimento ou deslocamento considerdvel nas bandas espectrais, conforme
Figura 4 (Ferreira 2015). O corante apresenta picos de absorbancia proximos a 432 e dois

pequenos picos a 370 e 250 nm, na regido ultravioleta, ilustrados na Figura 5.

Figura 4: Espectro obtido em espectrofotdmetro com o corante Auramina em diferentes
concentragdes (mol. L ™).

24088 M om —— 0
&7 10 "M
310"
—a—4 .10
5. 10
—— G107 M
T.10"M
; ‘M
—0=2_10°M

T X

Iy

Absorbancia

16270 M om

230 L) Jul 4 a4 B =
A (mm)

Fonte: Ferreira (2015).

Figura 5: Espectro de absorbancia para amostra de 25 ppm do corante Auramina em agua,
com pH igual a 6.
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Além do espectrofotbmetro, ha diversos métodos ja foram estudados para a
quantificacdo do corante AU em meio aquoso, como espectroscopia Raman amplificada por
superficie (Zhang et al., 2020), cromatografia liquida de alta performance (Azevedo, Kasahara
e Montagner, 2021; Tatebe et al., 2014), cromatografia gasosa (Straub, VVoyksner e Keever,
1993) voltametria (Hoa et al., 2020) e métodos fluorescentes (Giiner, Sener e Bayrag, 2022;
Wang, W. et al., 2023). Entretanto, ndo foi encontrado na literatura o uso da analise de imagens

para deteccdo deste corante, especialmente em soluc@es binarias.

2.4.2. Corante Verde Malaquita (VM)

O corante VM é um corante basico hidrossollvel pertencente a classe de corantes
trifenilmetano (Raval, Shah e Shah, 2017). Este corante € o mais comum e abundante entre
0s corantes sintéticos, apresentando natureza cationica e grupos aromaticos cromaéforos
(Aoulad El Hadj Ali et al., 2022). Apresenta cor azul-esverdeada quando em solugfes aquosas
e, na presenca de acidos fortes ou bases apresenta crescente transparéncia (Nanjappa e

Jayaprakash, 2023). A Tabela 3 apresenta caracteristicas do corante sintético VM.

Tabela 3 - Caracteristicas do corante VM.

Descricdo Caracteristica
IUPAC 4-[(4-dimethylaminophenyl)-phenyl-methyl]-N, N-dimethylaniline
Férmula molecular Cs2H54N4012
Massa molecular (g.mol. L) 927,0
) CAS 2437-29-8
Indice Internacional de Corantes (C.1.) 42000
Nomes Verde de anilina, verde basico 4, verde diamante B, verde vitdria B
Solubilidade Altamente soltvel em agua (110 g/L) e etanol (60 g/L)
pka (25 °C) 6,9
Cor percebida pH 0 (amarelo), pH 2,0-11,0 (verde), pH > 13,5 (incolor)
Toxicidade (LDsg oral) 275 mg/Kg
=
Estrutura Molecular
N ki

Devido sua solubilidade, é bastante utilizado em sistemas aquaticos por sua capacidade

antifingica e antiparasitaria (Gharavi-nakhjavani et al., 2023). Além disso, pode ser utilizado
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como pigmento nas industrias farmacéutica, plastica, de tintas, entre outras, devido sua
facilidade de manipulacao e baixo custo de producdo (Amiri-Hosseini e Hashempour, 2021).
Entretanto, quando exposto diretamente a luz solar pode levar a transformac6es fotoquimicas e
bioldgicas gerando produtos toxicos, podendo inclusive contaminar dgua potavel e solos férteis,
além de gerar distarbios na cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos (Sharma, Sharma e Soni,
2023).

Devido a seus grupos aromaticos, o corante VM é extremamente carcinogénico e sua
inalacdo pode levar a danos no sistema nervoso e em 6rgdos humanos como ceérebro, figado,
rins e coracdo. Quando ingerido por levar a irritacdo no trato gastrointestinal e em contato com
a pele pode causar irritagfes, vermelhidao e dor, portanto, devido a sua alta toxicidade, o corante
foi banido em diversos paises como Estados Unidos, China e paises da Unido Européia (Amiri-
Hosseini e Hashempour, 2021; Aoulad El Hadj Ali et al., 2022; Du et al., 2023). No Brasil, a
Instrucdo Normativa n° 9, de 21 de fevereiro de 2017, do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, permite que seja encontrado em peixe de cultivo o limite de 1 pg/Kg do corante
(Brasil, 2017).

Na analise espectral realizada por método espectrofotométrico, o corante VM pode
apresentar trés picos distintos, em aproximadamente 618, 312 e 245 nm. O primeiro pico esta
relacionado as ligacGes duplas carbono-carbono de sua estrutura molecular, enquanto o terceiro
pico, caracterizado na regido do ultravioleta, esta relacionado com os anéis aromaticos presentes
no meio (Gardufio, 2023). Em uma concentracdo de 50 ppm, 0 corante apresenta seus picos

bem definidos, como apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Espectro obtido no espectrofotémetro referente ao corante Verde Malaqguita na
concentracdo de 50 ppm.
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Fonte: Gardufio (2023).
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Assim como AU, sua quantificagdo também pode ser realizada por outros métodos
onerosos como cromatografia liquida (Hashimoto et al., 2011; Wang e Chen, 2015),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (Tao et al., 2011), espectrofotometria
ultravioleta visivel (Ling e Mohd Suah, 2017; Sabzroo et al., 2018), imunoensaio (Chen et al.,
2018) e métodos fluorescentes (Wang et al., 2022; Yuan, Hou e Han, 2022). Alguns métodos
alternativos também foram desenvolvidos para sua detec¢do, como pontos quanticos (Du et al.,
2023; Qiu et al., 2022) e sensores eletroquimicos (Deng et al., 2021; Souza et al., 2022). A
andlise digital de imagens ja foi utilizada para deteccéo do corante VM (Koohkan et al., 2020;
Wang, J. et al., 2023; Yue et al., 2022), entretanto, ndo foram encontrados estudos da utilizagéo

do método em misturas binarias contendo este corante.

2.4.3. Corante Vermelho Congo (VC)

O corante VC, conhecido como sal sddico do acido benzidinodiazo-bis-1-naftilamina-
4-sulfénico, possui diversas aplicagfes na industria farmacéutica, alimenticia e também atua
como pigmento na industria téxtil e cosmética, além disso, € comumente empregado como
indicador acido-base em diversas reacdes quimicas, devido as suas propriedades especificas de
mudanca de cor em diferentes meios de pH (Naseem et al., 2018; Quintero-Jaramillo, Carrero-
Mantilla e Sanabria-Gonzélez, 2021; Siddique et al., 2023). A Tabela 4 apresenta algumas

caracteristicas do corante VVC.

Tabela 4 - Caracteristicas do corante VC.

Descricdo Caracteristica
IUPAC 1-Naphthalene sulfonic acid, 3,3"-(4,4"-biphenylenebis
(azo))bis(4-amino-)disodium salt
Férmula molecular Ca2H22N6Na06S;
Massa molecular (g.mol. L) 696,68
) CAS 573-58-0
Indice Internacional de Corantes (C.1.) 22120
Nomes Vermelho Congo 4B, Vermelho Cosmos, Vermelho Algodéo B,
Vermelho Algodéo B
Solubilidade Agua (10 mg. mL™1)
pka (25 °C) 4,1
Cor percebida pH 3 (azul), pH 5 (vermelho)
Toxicidade (LDsooral) 143 mg/Kg
NH, HoN
e O
Estrutura Molecular
HO,S SO,H
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Quando o corante VC esta em meio alcalino ou em solugdes levemente &cidas, sua forma
anibnica ndo protonada confere uma cor vermelha. No entanto, ao diminuir o pH e acidificar o
meio, o comprimento de onda visivel tende a aumentar, resultando em uma mudancga de cor
para a regido amarela alaranjada. Essa transi¢ao de cor pode até mesmo estender-se as regiGes
violeta ou azul, devido a formacdo de uma estrutura azoica e duas formas tautoméricas na
composicdo do corante (Csillag et al., 2023; Horobin e Kiernan, 2020).

Devido a presenca de dois cromoéforos azo (-N=N-) e auxocromos &cidos (-SO3H)
ligados diretamente a dois anéis benzénicos, o corante em questdo € conhecido como diazo
acido (Siddique et al., 2023). No entanto, é importante destacar que este corante é altamente
toxico e carcinogénico para 0s seres humanos. O contato com esse composto pode resultar em
alergias, dermatites, asma e, em casos mais graves, desenvolvimento de cancer de bexiga e
cancer de medula 6ssea (Kang et al., 2014; Sadhukhan, Mondal e Chattoraj, 2014).

O corante VC possui caracteristicas de agregacdo quando observado no espectro de
absorcdo do método espectrofotométrico. Ao realizar varreduras espectrais de solu¢bes com o
corante variando de 1 a 6x10° mol. L%, em pH uniformizado a 6, observa-se que quanto maior
a concentracdao do analito, maior serd sua absor¢do no meio, mantendo seu pico proximo ao

comprimento de onda de 494 nm (Reis, 2009), conforme apresentado na Figura 7.

Figura 7 — Espectro obtido em espectrofotdmetro com o corante Vermelho Congo em
diferentes concentrag@es (mol. L™).

Absorcfincia

Comprirmenlo de onda ! mm

Fonte: Reis (2009).

Sua deteccdo pode ser feita por métodos fotométricos (Barka et al., 2008) por
eletroforese (Ishikawa et al., 2004), cromatografia liquida de alta performance (Liu et al., 2015;
Qin, Bakheet e Zhu, 2017), espectrometria (Jin et al., 2015; Sahraei et al., 2012) e métodos

menos convencionais como fotodiodos (Kocyigit et al., 2022), eletrodos (Shetti et al., 2019) e
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pontos quanticos de carbono (Liu et al., 2021). Até o momento, ndo foram identificados na
literatura estudos que explorem o uso da analise de imagens para detec¢do do corante em

questdo, particularmente em solucdes binérias.

2.5. Espaco de Cores

A habilidade para descrever cores utilizando diferentes espacos de cores provém de trés
canais que se juntam para transformar a informacao da cor que sera lida e transmitida do olho
para o cérebro (Montag e Buckley, 2022). Os espacos de cores comumente utilizam trés
componentes para representar cores complexas. No entanto, muitas vezes, essa representacdo
tridimensional é insuficiente para descrever completamente a variedade de cores existentes.
Para lidar com essa limitacéo, sdo empregados diagramas de cromaticidade ou espacgos de cores
mais complexos, que utilizam um maior nimero de componentes para obter uma descricdo mais
precisa das cores. Portanto, os espacos de cores podem ser divididos em Euclidianos (com trés
ou menos componentes) e Riemnnian (com mais de trés componentes). A primeira categoria €
mais utilizada para algoritmos menores e a segunda pode ser utilizada em grandes
dimensionalidades (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). Além disso, podem ser divididos em ndo
lineares, lineares ou fundamentais, derivados e de aplicacdo especifica. Para fins deste estudo,
sera utilizado a pesquisa de Kahu, Raut e Bhurchandi (2019) como modelo, demonstrado na

Figura 8.

Figura 8 - Classificacdo dos espacos de cores.

Espaco de cores

Sensores

Equivaléncia Exibigio

Subtratvo

Fonte: Adaptado de Kahu, Raut e Bhurchandi (2019).

Combinacéo

Aditivo

2.5.1. Espaco RGB

Antes de discutir sobre os espacgos de cores, é necessario compreender alguns aspectos.
Segundo a CIE (1986), os estimulos de referéncia sdo R, G e B, que possuem comprimento de
onda 700, 546,1 e 435,8 nm, respectivamente. Esse espago pode ser definido como um cubo
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no espaco 3D, onde cada eixo corresponde a uma cor e as extremidades exteriores a saturagao

das mesmas (Figura 9).

Figura 9 - Representacgdo do espaco tridimensional ortogonal do RGB com vetor escala cinza.

| Blue

—> Grayscale

Red

RGB orthogonal space

Fonte: Diniz (2020).

A reta diagonal variando de preto (0,0,0) ao branco (255, 255, 255) representa a escala
cinza (Fan etal., 2021).

Os valores RGB observados em computadores sdo diferentes dos percebidos pelo olho
humano, pois os ultimos sdo ageis em distinguir a saturacéo, intensidade e tonalidade das cores.
Por isso, esse sistema é pouco utilizado para analise de ambientes naturais, onde nao é capaz de
produzir uma resposta adequada. Entretanto, alguns dispositivos necessitam ter caracteristicas
mais proximas a visdo humana para entregar um servico adequado ao usuario, necessitando de
fazer a conversdo para coordenadas especificas, o que leva a sobrecarga da maquina (Kahu;
Raut; Bhurchandi, 2019). Portanto, séo utilizados alguns espacos de cores especificas de modo

a normalizar os valores, conforme seré discutido a seguir.

2.5.2. Espaco de cores baseado em sensores

Nesse método, sdo capturadas imagens por scanner ou cameras digitais e transformadas
em valores R, G e B. Esses valores sdo proporcionais as sensitividades espectrais dos sensores,
onde é utilizado o espaco de cores CIE XYZ, espaco de cores criado para definir cores claras,
onde o Y representa o brilho (Fan et al., 2021). Na técnica também é utilizado de um espaco de
cores ndo renderizado, denominado Métrica de Meio de Entrada de Referéncia, projetado para

dispositivos que ndo possuem saida de cores (Ramanath et al., 2005; Sharma, 2002).
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2.5.3. Espaco de cores baseado em exibicéo

Por "exibicao", entende-se a capacidade de mostrar imagens em dispositivos como
monitores de computador, televisores e celulares. Esses dispositivos possuem a capacidade de
exibir imagens dentro de um espaco de cores RGB. Para estabelecer um padrdo comum e
garantir consisténcia na reproducéo de cores em dispositivos de exibigcdo, a empresa Microsoft
se uniu a outros grupos, como a HP (Hewlett-Packard), para criar um espago de cor especifico
para uso em multimidias. Esse espaco de cor foi denominado SRGB, sendo 0 "'s" uma abreviacdo
de standard em inglés, que significa padrdo (Sugiura et al., 2002). O modelo foi criado para
complementar as cores existentes virtualmente e beneficiar o usuario com uma ampla gama
(Anderson et al., 1996). Independente do multimidia utilizado, o sistema SRGB permite a troca
de informacGes de cores, economizando esfor¢co computacional durante a transmissdao e
armazenamento dos valores (Sharma, 2002).

Para conversdao do RGB em sRGB, é necessario identificar os valores dos primeiros,
obtido por meio da inversdo da correcdo da gama aplicada nas cameras digitais (Kahu; Raut;

Bhurchandi, 2019). Essa conversao € demonstrada na Equacao 1.

;L {112,92 *R seR <0,000304

1,055  R1/24 — 0,055 Equagdo 1

O mesmo processo de conversao pode ser utilizado para G’ ¢ B’, onde estes representam
SRGB.

Conforme descrito no diagrama apresentado na Figura 4, espacos de cores baseados em
exibicdo podem ser divididos em aditivos, subtrativos ou RGB. O espaco RGB sera discutido

posteriormente, uma vez que este é o utilizado nesta pesquisa.

2.5.3.1. Aditivos

Espacos aditivos sdo a combinagdo das cores primarias em varias propor¢ées em um
fundo preto, ou seja, sdo gerados em uma tela preta através da adicdo de cores, conforme
exemplificado na Figura 3 (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). As misturas das cores aditivas em
um dispositivo digital podem ser realizadas pelo emprego de pulsos, de forma a controlar a
emissdo de cada luz priméaria com uma amplitude de poténcia constante e discreta (Tang et al.,
2021).

A teoria de mistura de cores € atribuida aos experimentos de Newton que sugeriu que

todas as cores do universo fossem homogéneas ou uma mistura de luz. Para ele, para formar o
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branco, era necessario no minimo cinco cores diferentes (Lakshminarayanan, 2019). Espacos
aditivos tendem a coloracdo branca quando a intensidades dos canais € maxima, e ao preto
guando € minima (Noguera et al., 2014). Os espacos de cores SRGB, rgb, Adobe RGB e
ProPhoto RGB séo espacos aditivos (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). A pesquisa atual é
baseada nesse espaco, uma vez que, conforme discutido anteriormente, as cameras celulares

trabalham com o espaco de cores SRGB.

25.3.2. Subtrativos

Espacos subtrativos sdo utilizados para produzir cores transparentes ou midias
refletivas, pois possuem fundos brancos. E o modelo comumente utilizado em impressoras
coloridas (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). Para espacos subtrativos, o aumento da intensidade
dos canais leva a coloragdo preta, e a reducdo ao branco, apresentando comportamento inverso
aos espacos aditivos (Noguera et al., 2014).

Sistemas subtrativos produzem cores através da remogéo de espectros ndo desejados na
luz branca (Rodriguez, 1996). Um exemplo de espaco subtrativo é o modelo CMY. Esse modelo
é constituido das cores ciano (C, cyan), magenta (M, magenta) e amarelo (Y, yellow). Para obter
0 ciano, o vermelho é retirado da luz e 0 mesmo acontece com o magenta e o amarelo, onde sdo
retirados, o verde e o azul, respectivamente. Enquanto no modelo RGB, o filtro vermelho
transmite 1/3 da luz visivel, no sistema CMY ¢é transmitido 2/3, devido a retirada do
comprimento ndo desejado. Ha também um espaco denominado CMYK, onde o canal K
representa a cor preto.

E possivel realizar a transformacao do sistema CYM em RGB, conforme a Equaco 2.
C =1 - R/255
M =1 - G/255 Equacéo 2
Y =1 - B/255
Modelos subtrativos, como CMY, sdo muitos utilizados para analises de imagens de
baixa luminosidade devido ao seu alto poder espectral, sendo bastante usados em imagens

astrondmicas (Ebbesen et al., 1998).

2.5.4. Espaco de cores baseado em combinagéo

Espacos de cores de combinacdo sdo baseados nas sensitividades do olho humano, tendo
seu principal sistema do CIE.
Existem dois sistemas principais de especificacdo das cores, o CIE e o sistema Munsell.

O primeiro trata de mistura entre cores aditivas e utiliza métodos colorimétricos e
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espectrometria e 0 segundo discorre sobre a aparéncia das cores, caracterizado pelo uso de
modelos matematicos e estaticos, mas com menor precisao.

Existem duas formas de produzir cor, por meio de espacos subtrativos ou de aditivos.
No primeiro, o corante remove parte do espectro visivel. No meio aditivo, as luzes
colorimétricas sdo misturadas, ou seja, as cores primarias (vermelho, verde e azul) sdo
combinadas de forma que o olho humano € incapaz de identificar cada uma separadamente
(Schanda, 2007). O CIE é formado por um sistema aditivo onde a mistura de cores possui trés
variaveis, ou seja, a luz é representada por trés valores, formando um sistema denominado
tristimulus (Stockman, 2019). Quando as cores sdo apresentadas nesse tipo de sistema, podem
ser admitidos valores negativos ou negativos, onde cada proporcao esta relacionada a uma cor
Unica (Smith e Guild, 1931).

Para construcdo de um espago geométrico denominado espago de cores, € necessario
que os estimulos sejam transformados em vetores (Equacdo 3), também denominados de

coordenadas de cromaticidade (Ohta e Robertson, 2005).

r =R/(R+G+B)
g =G/(R+G+B) Equacéo 3

b =B/(R+G+B)
Onder + g+ b = 1. Portanto, apenas duas coordenadas sdo possiveis para encontrar

uma cor em um plano geomeétrico, onde esta seria visualmente a mistura entre os dois vetores
estimulantes.

Como os valores podem apresentar-se positivos ou negativos, a matematica torna-se um
pouco mais complexa. Portanto, foi criado outro sistema de conversdo, XYZ, onde os valores
RGB podem ser convertidos, tornando todos os dados positivos (Ohta e Robertson, 2005).

Inicialmente, X, Y e Z sdo expressos em funcdo de RGB, como demonstrado na Equacgéo

[X] = (Ry, Gy, By)
[Y] = (Ry, Gy, By) Equacéo 4
[Z] = (Rz' GZ' BZ)

Para facilitar o célculo, eles sdo descritos em forma de matriz (Equagéo 5).
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[X] Ry Gy By\ [[R]
[Y1)=(Ry Gy By]|I[G] Equagdo 5
[Z] R, G, B;) \[B]

Os valores RGB de cada coordenada pode ser traduzido como a soma dos estimulos

multiplicado pelo vetor da cromaticidade (Equacéo 6).
Ry = Syry
Gy = Sy9x Equacdo 6
By = Sxby

O mesmo pode ser descrito para as outras coordenadas. Logo, a matriz pode ser reescrita

como mostrado na Equacéo 7.

[X] Sx 0 0\ /r gx bx\ [IR]
Y]={0 S, O Ty gy by [G] Equagao 7
[Z] 0 0 S,/ \n» g, b, [B]

Considerando que os sistemas RGB e XYZ determinam o valor da cor ([F]) (Equacao

8), entdo pode-se escrever [F] em fungdo de equacdo ou matriz (Equacéo 9).

[F] = R[R]+ G[G] + B[B] = X[X] + Y[Y] + Z[Z] Equacéo 8
[R] S 0 0\ /r gx bx\ [IR]
(R ¢ B|Bl|l=&x v )0 S, 0 , gy by | [[G]] Equacéo9
[Y] 0 0 S,/ \r, g, b,/ \IB]

Logo, para realizar a conversdo dos valores RGB em XYZ, é necessario realizar
operagdes com matriz, como ilustrado Equagéo 10.

re Gr b\ /S, 0 0\
X Y 2)=® G B|n gy by 0o s, 0 Equacéo 10
. 9z b 0 0 S

Os valores X, Y e Z sdo considerados cores imaginarias pois ndo podem reproduzir
cores reais, por isso sdo denominados estimulos ao invés de iluminantes ou luz (Hawkyard e
Bezerra, De, 2001). Smith e Guild (1931) apresentam tabelas onde podem ser observados os
valores padronizados dos vetores r, g, b, X, y e z para cada comprimento de onda do campo
visivel (380 a 780 nm).

Existe também o modelo CIE 1964, onde a X e Z sdo opostos e Y é a luminancia, em
uma distancia de observacdo de 10 polegadas. Além disso existem outros espac¢os derivados do
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CIE XYZ: CIE W*u*v*, CIE L*a*b, Hunters’ Lab, CIE L*u*v*, CIE L*C*h* e CIE LAR
(Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). Devido aos modelos serem mais complexos, ndo seré relatado
no estudo, uma vez que foge da proposta do mesmo, entretanto, seus detalhes podem ser
observados em Trezona e Parkins (1998) e Ohta (1992).

A principal limitacdo desse sistema é a ndo uniformidade visual, onde o espaco Yxy ndo
corresponde a percepc¢do visual da cor, ou seja, a distribuicdo de cores no espaco CIE ndo é
uniforme a realidade visual (Choudhury e Naskar, 2019).

O sistema de cores Munsell possui uma separacdo comercial, onde é possivel comprar
amostras de cores, e uma tedrica, onde descreve o espaco de cores (Cochrane, 2014). Este
espaco consiste em trés atributos independentes representados de forma cilindrica, a saturacao
(H), a pureza ou croma (C) e o valor (V, variando de 0 a 10, onde O é preto e 10 é branco),
representado por HV/C (Choudhury e Naskar, 2019). A saturacdo é dividida em cinco
categorias: vermelho (R), amarelo (), verde (G), azul (B) e roxo (P); além de apresentar outras
cinco subcategorias: amarelo avermelhado (YR), verde amarelado (GY), azul esverdeado (BG),
roxo azulado (PB) e vermelho arroxeado (RP) (Pastilha et al., 2019). Esse sistema é bastante

utilizado em analises de solo (Ferguson, 2014; Kirillova et al., 2018; Landa, 2004).

2.5.5. Espaco de cores baseado em equivaléncia

Esses sistemas transformam os valores tristimulus em coordenadas que tentam
representar a cor real do material, ou seja, em coordenadas onde as cores séo semelhantes
independente de mudanca das condi¢cbes de observacdo ou iluminacdo (Kahu; Raut;
Bhurchandi, 2019). O espaco utiliza operacdo denominada Transformacdo de Ajuste de
Material (MAT, Material Adjustment Transform) para predizer como as mudangas do sensor
ao trocar as condigOes de observacdo (Derhak, 2015). Os dois mais conhecidos espagos desse
tipo sdo o Waypoint (Wpt) e o WLab.

2.5.6. Espaco de cores baseado em aparéncia

Espacos de cores baseado na aparéncia das cores busca a melhor percepcéo das cores
em diferentes condicdes de visualizacao e planos de fundo, utilizando o modelo HVS. Todos
esses modelos sdo derivados do CIE XYZ devido sua facil aplicacdo, podendo ser
exemplificados o CIE*L*a*b, Hunt, RLAB, ATD, LLAB, CIECAM97s e CIECAMO02
(KAHU; RAUT; BHURCHANDI, 2019).
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2.5.7. Espaco de cores baseado em ordem

Para 0 modelo, as cores sdo organizadas de forma conceituada e intuitiva. O proposito
desses espacos € criar cartelas para melhor manuseio e interpretagdo, entretanto, ndo é muito
utilizada na comunidade cientifica, e sim na artistica. Alguns espacos sdo usados para
calibracdo visual através de paletas de cores fisicas ou para criar bibliotecas virtuais de padrao
de cores. Nao existem formas matematicas para seu desenvolvimento, uma vez que foram
criados utilizando somente atributos visuais (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). Por modelos de
ordem, pode-se citar o sistema Pantone, a cartela de cores Munsell, o sistema de cores RAL e
0 OSA-UCS.

O sistema de cores Pantone é muito utilizado na arquitetura, moda e artes em geral.
Entretanto, alguns autores a consideram apenas como um sistema de nomeacéo de cores, uma
vez que ndo apresenta uma escala continua (Choudhury e Naskar, 2019).

O sistema RAL foi desenvolvido para indlstria de pigmentos e tintas para evitar
problemas nas coordenadas de cores, iniciando com apenas 40 tipos de cores (Kahu; Raut;
Bhurchandi, 2019). O modelo ¢é definido por critérios de tonalidade, luminosidade e croma,
onde o RAL Design de cores foi desenvolvido de acordo com o sistema CIEL*A*B*. O sistema
é feito em coordenadas cilindricas onde a tonalidade é derivada do angulo e indica a posicéo
em que o ciclo de cor inicia, variando com todas de 360° e aumentando em sentido anti-horario.
A luminosidade varia de branco (L = 100) a preto (L =0) e a escala croma inicia-se em 0, mas
para cores neutras ndo apresenta limitagdo (Oztiirk, 2005).

Por fim, ha o sistema OSA-UCS (Optical Society America's Uniform Color System) ou
Sistema de Cores Uniformes, desenvolvido pela Sociedade Optica Americana. O espaco utiliza
de uma geometria Euclidiana 3D de eixos L, j e g representando a luminosidade, o amarelo-
azulado e o vermelho esverdeado, respectivamente (Kahu; Raut; Bhurchandi, 2019). OSA-UCS
representa uma escala onde todas trés dimensdes possuem percepcdes semelhantes (Smith e
Billmeyer, 1994). Entretanto, conforme exposto por Kuehni (2000), Indow (2002) e Oleari

(2002), esse sistema apresenta diversos problemas de aplicacao.
2.6. Instrumentos para mensuracgao de cores

A luz é parte do espectro de radiacdo eletromagnética compostos por ondas de radio,
raios-x e radiagdes ultravioleta e infravermelho, além do campo visivel ao olho humano, entre
360 a 780 nm (Westland, 2003). Para leitura analitica da luz, instrumentos como colorimetros,
espectrofotdmetros e espectrorradiémetros sao utilizados. Os instrumentos de analise de cores
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podem ser categorizados de acordo com sua finalidade intrinseca, com base na medicdo das
propriedades geométricas ou cromaticas do analito, como ilustrado na Figura 10 (Choudhury,
20144d).

Figura 10 - Fluxograma da classificagdo de instrumentos.

Instrumento de medigio:
método utilizado

Atributos geométricos Atributos
(brilho, textura) colorimétricos

Analises fisicas

Andlises psicofisicas

Colorimetro

Espectrofotémetro Espectrorradiémetro

Objeto

Reflectincia Transmiténcia

Fonte: Adaptado de Choudhury (2014d).
2.6.1. Espectrorradidmetro

A espectrorradiometria € um método utilizado para medir as propriedades de refletivas
de diferentes superficies em condicdes de iluminacdo solar (Milton, 1987).
Espectrorradibmetros sao sensores de leitura de comprimentos de ondas eletromagnéticos que
geram uma representacdo grafica ou numérica. Os instrumentos s&o compostos por: um
espectrometro, responsavel por dispersar a luz nos componentes espectrais e separa-las em
diferentes comprimentos de onda; um radiémetro que mede a intensidade da radiacdo e; um
fotodetector, para converter a radiagdo em um sinal elétrico mensuravel. Possuem atuacao de
pequenos intervalos de onda, com faixa espectral de 325 a 2500 nanémetros, o0 que levar
apresentar maior precisdo que demais tipos de sensores (Santos, 2019). Esses equipamentos
possuem a capacidade de aceitar luz proveniente de fontes externas, uma vez que medem a
quantidade radiométrica por meio da comparacdo entre a fonte de teste e uma fonte padréo que
possui uma distribuicdo conhecida de energia espectral. Essas fontes padrdo sdo geralmente

compostas por filamentos de tungsténio (Choudhury, 2014d).



55

A técnica permite obtencéo de espectro continuo com alta resolugdo, possibilitando uma
analise precisa do comprimento de onda, largura de banda, intensidade e distribuicao espectral.
Entretanto, segundo Pons e colaboradores (2015), os operadores do método encontram
dificuldades devido a falta de detalhes nos manuais de uso, bem como a insuficiéncia de dados
abordados em pesquisas que utilizam essa técnica em suas metodologias. Essas lacunas
dificultam a reproducdo dos resultados e a obtencdo de resultados satisfatérios.

A espectrorradiometria é amplamente utilizada para analises de solo, por meio da qual,
é possivel obter informacGes sobre a composi¢ao quimica, propriedades fisicas e caracteristicas
do solo, como teor de umidade, contetido organico, textura, entre outros (Brandelero et al.,
2012; Nanni e Dematté, 2006; Santos, 2019).

2.6.2. Colorimetro

Colorimetros sdo utilizados para determinar a quantidade de uma substancia por
quantificacdo da luz absorvida, podendo ser equipados com lampadas de tungsténio (Hoang et
al., 2021). Os equipamentos sdo compostos de um sensor e um processador de dados,
proporcionando medidas que sdo compativeis com a percepc¢do do olho humano (Choudhury,
20144d).

A anélise é possivel devido a mudanca da intensidade da radiacdo eletromagnética da
regido de comprimento de onda visivel ap6s transmissdo ou refracdo da luz no analito. O
método é capaz de determinar a concentracdo de uma solucédo, onde a quantidade de luz e cor
absorvida ou transmitida depende das caracteristicas do material. O equipamento compara 0
volume de luz da solucdo com a quantidade observada no material puro pois possui fotocélulas
capazes de realizar essa deteccdo. Quanto maior a saturacdo da cor, maior sera a absorcdo de
luz e menor sera a corrente das fotocélulas (Choudhury, 2014d).

Segundo Choudhury (2014d) existem dois tipos de colorimetros, o visual e o
fotoelétrico. Um colorimetro visual pode ser tristimulus, ou seja, a energia refletida passa por
um filtro tri estimulante e atinge um fotodetector, resultando o valor colorimétrico. A maioria
desses equipamentos sdo precisos, mas ndo geram resultados tdo adequados quanto um
espectrofotdbmetro, pois necessitam de grande tempo de operacao. A segunda classificacdo dos
colorimetros é atribuida ao aumento da velocidade e reprodutibilidade das medigdes. 1sso
ocorre devido ao uso de sensores fotoelétricos que quantificam as cores por meio de filtros de
banda larga e células fotoelétricas. Esses colorimetros sdo compostos por um fototubo ou
fotocélula, um conjunto de filtros de cor (vermelho, verde e azul), um amplificador e um

indicador de sensor.



56

Sensores colorimétricos possuem vantagens como o facil manuseio, a boa
reprodutibilidade e consisténcia e a diversidade de aplicagbes, com boa sensibilidade
seletividade para diversos analitos (Krishnan e Syed, 2022). Entretanto, possuem alto custo de
manutencdo, necessitando de calibracdo constante, além de ndo apresentarem bons resultados
em comprimentos de onda fora da regido visivel e serem adequados para analises apenas de

superficies planas e uniformes.

2.6.3. Espectrofotémetro

A espectroscopia pode ser definida como a interagdo de luz com a matéria, envolvendo
emissdo ou absorcdo de luz (Montag e Buckley, 2022).

Um espectrofotbmetro € um dispositivo utilizado em andlises quantitativas de
substancias organicas ou inorganicas, onde ¢ mensurado a quantidade de luz absorvida pelo
analito em solucdo (Burgess, 2017). A quantidade de luz absorvida ou transmitida a um
determinado comprimento de onda é proporcional a concentracdo do material, mesmo se este
ndo absorve por si proprio, onde podem ser utilizados reagentes especificos para cada amostra
(Garcia, 2019).

O equipamento pode captar regides ultravioleta, de 190 a 380 nm, regides visiveis, de
380 a 750 nm e regides infravermelho, de 800 nm a 2500 nm (Moreno-Villalba et al., 2021).

Um espectrofotdmetro é composto por uma fonte de radiacéo ou fonte de luz, um seletor
de comprimento de ondas, uma cubeta para amostra, um fotomultiplicador, um amplificador de
sinal e um dispositivo de leitura, podendo este ser no proprio dispositivo ou com suporte de um
computador (Osorio e Espinoza, 2009). A fonte de luz nos instrumentos de analise de cores
pode ser constituida por lampadas de deutério e tungsténio, ou até mesmo LEDs. O seletor de
comprimento de onda utiliza um prisma para direcionar o espectro de luz. Esse prisma tem a
funcdo de separar a luz em diferentes comprimentos de onda, permitindo a selecéo precisa da
faixa espectral desejada para a analise de cores (Moreno-Villalba et al., 2021). As cubetas
podem ser de vidro, quartzo, silica fundida ou plastico (Garcia, 2019). Ja os sensores, Como 0
fotomultiplicador e o amplificador de sinais, devem converter a radiacdo luminosa em sinal
elétrico, através de sua capacidade de produzir um sinal quando o sensor é atingido por fétons
(Passos e Saraiva, 2019).

A transmitancia Optica € a relacdo entre a quantidade de luz transmitida pela amostra e

a quantidade incidente, onde a magnitude pode ser calculada através da Equacéo 11.

A=-logT Equacédo 11
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Onde T ¢ a transmitancia e A é absorbancia. Para demonstracdo que a absorbancia é
diretamente proporcional a concentracdo da substancia absorvente, pode ser utilizado a Lei de
Lambert-Beer (Equacgéo 12):

A =¢lc Equacéo 12

Onde ¢ € o coeficiente de absor¢ao molar, préprio de cada substancia, | € o comprimento
do caminho éptico, ou seja, a largura da cubeta e ¢ é a concentracdo da amostra. As equacdes

acima serdo discutidas posteriormente.

O espectrofotbmetro pode ser utilizado em diversas areas devido sua capacidade de
analise quantitativa e qualitativa, sua versatilidade de aplicacdo, a tecnologia avancada que
permite altas velocidade e eficiéncia de analise e sua grande reprodutibilidade, em relacéo aos
demais métodos apresentados. Contudo, o instrumento pode levar a alguns problemas como: o
valor de tungsténio no interior da lampada ou até mesmo poeira pode levar a resultados
imprecisos e o fotomultiplicador pode oscilar caso algum movimento brusco seja feito, onde
um padrdo de valores nao sera mantido (Dondelinger, 2011). O espectrofotémetro nao é capaz
de medir o espectro inteiro de uma substancia (Garcia, 2019). Além disso, seu elevado custo,
complexidade operacional, necessidade de preparagéo de amostras e dependéncia da qualidade
dessas, sensibilidade e seletividade limitada sdo outras desvantagens apresentadas pelo

equipamento.

2.7.  Analise digital de imagens

O emprego da técnica conhecida como Analise Digital de Imagens (ADI) nédo € tdo
recente como inicialmente previsto, uma vez que trabalhos datados de 1960 ja faziam uso de
algoritmos para a corre¢do de imagens. Em 1970, o método passou a ser utilizado nas ciéncias
do espaco, como a cartografia, e em andlises microscépicas na medicina e biologia (Geladi e
Kowalski, 1986). Atualmente, a técnica se adaptou para instrumentos modernos e é capaz de

ser aplicada em todas as areas que envolvam determinado espectro.

A ADI é referente a analise colorimétrica baseada na digitalizacdo de imagens coletadas
em telefones celulares, cameras digitais, scanners, webcams e outros dispositivos passiveis de
captura (Firdaus et al., 2014). Na analise, um sensor optoeletrénico converte os sinais em um
codigo digital, ou seja, em uma matriz de células ordenadas uniformemente. Cada célula é
microscopicamente sensivel e gera impulsos elétricos de diferentes intensidades dependentes

das condicGes de luminosidade (Martinez-Verdu et al., 2010).
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A facilidade de utilizacdo do scanner € um dos principais motivos do seu uso, além de
apresentar um ambiente controlado. Entretanto, 0 equipamento € pouco portatil e necessita estar
sempre conectado a um computador para capturar as imagens. O mesmo problema é observado
no uso de webcams (Capitan-Vallvey et al., 2015).

Comparado com os demais dispositivos, 0s smartphones se sobressaem devido a
facilidade de uso, as altas performances das caAmeras e o uso de aplicativos compativeis com as
analises. O uso de smartphones cresceu nos Gltimos anos devido a praticidade de ter um
computador portatil em méos. Segundo Taylor (2023), o nimero de celulares com acesso a
internet em todo mundo em 2016 era de 3,616 bilhdes, quantidade que dobrou em 2022,
tornando-se 6,598 bilhdes. Segundo as previsdes, esse numero tende a ser 7,861 bi até 2028.
China, india e Estados Unidos sd0 0s maiores responsaveis por esse nimero e, em 2022, as
vendas de telefones celulares geraram em torno de US $463 bilhGes. Portanto, uma vez que o
acesso a essa tecnologia se torna cada vez mais amplo, o seu uso em aplicacGes cientificas
aumenta, visando aproveitar do custo-beneficio proporcionado. Os celulares podem ser
utilizados também para determinacao de analises envolvendo espectro de emisséo fluorescente
e de ressonancia de cartucho micro fluido, em testes de fosforescéncia, quimiluminescéncia e
eletrofosforecéncia (Capitan-Vallvey et al., 2015; Long et al., 2017). O dispositivo também é
capaz de capturar todo o comprimento de onda do espectro visivel (Nonno, Di e Ulber, 2021).

Para realizar a ADI, é importante ter um sistema de aquisi¢do de imagens e um software
para processar as imagens (Adobe Photoshop, Image J, Matlab, Octave, Pantone Studio, etc.)
nos espacos de cores determinados, para que entdo a relacdo entre os valores das imagens e a
concentracdo do analito possa ser criada (Fan et al., 2021). A Figura 11 demonstra um

organograma de como se da o processo.

Figura 11 - Modelo padrdo de analise digital de imagens utilizando um smartphone.
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Segundo Fan e colaboradores (2021), durante a captura de imagens a separacdo RGB
ndo ira melhorar com o aumento dos pixels, entretanto, quanto maior a quantidade desses em
uma determinada area, mais sensiveis a luz dissipada na vizinhanca eles serdo. Além disso, 0
tamanho do sensor e a temperatura tém influéncia em possiveis barulhos na imagem. A
segmentacdo das imagens consiste na particao desta em varias regides, denominados conjuntos

de pixels, sem que haja sobreposicdo. Esse procedimento € utilizado para localizar objetos e
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limites, sendo realizado através de limiarizagdo, uma segmentacao baseada em arestas (Capitan-
Vallvey et al., 2015; Diniz, 2020). Cada regiao apresenta diferentes cores, intensidades, texturas
e outras caracteristicas estatisticas convenientes aos métodos (Diniz, 2020).

Condic0es de iluminacéo influenciam a aparéncia das cores, fatores como composi¢éo
do comprimento de onda, geometria da intensidade e emisséo da luz, solidez e homogeneidade
do objeto podem levar a problemas durante a captura (Fan et al., 2021). A fonte de luz é
essencial para a captura das imagens, podendo ser LED, o flash do celular ou a luz ambiente,
onde a escolha sera feita de acordo com a aplicacdo. Os LED sdo frequentemente utilizados
pois apresentam baixo custo e sdo independentes do celular. Luzes ambientes podem ser usadas,
entretanto variam conforme o periodo do dia e devem ser direcionadas a amostra através de
fibras ou lentes dticas, por exemplo (Nonno, Di e Ulber, 2021). Entretanto, a falta de um
ambiente com luz controlada por levar a erros e, em condi¢fes de baixa iluminacdo, apenas
alguns fotons sdo percebidos pelos leitores das cameras, levando as imagens de alta qualidade
apresentarem ruidos que dificultam a identificacdo dos objetos. Existem estudos que buscam
minimizar esse barulho atraveés do processamento de imagens (Guo, Asif e Ma, 2022). De
acordo com Li e colaboradores (2017) e Meng e colaboradores (2015), quando a fonte de luz é
posicionada acima das amostras, a distor¢ao da imagem € reduzida, pois ha melhor paralelismo

da luz.

2.7.1. Aplicacdes

Segundo Di Nonno e Ulber (2021), a maioria das analises envolvendo a técnica estdo
relacionadas ao controle ambiental, as areas da saude e ao controle de qualidade em alimentos.
Portanto, de forma a exemplificar o uso da ADI, trabalhos relacionados a essas areas serao

apresentados a seguir.

2.7.1.1. Area da saude

A radibnica é um campo médico voltado para a analise de tumores, com o objetivo de
realizar diagndsticos precoces, no entanto, € uma area que enfrenta desafios em termos de
reprodutibilidade dos exames (Litvin et al., 2021; Zwanenburg et al., 2020). Filatau e
colaboradores (2014) utilizaram imagens para diferenciar os diagndsticos de pancreatite crénica
e cancer de pancreas, obtendo precisdo de 0,92. Vallieres e colaboradores (2015) obtiveram
sensitividade de 0,96 e especificidade de 0,93 para o diagnostico de lesdes pulmonares
metastaticas utilizando a ADI combinada com as imagens obtidas em tomografias e
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ressonancias magnéticas. No estudo realizado por Zwanenburg e colaboradores (2020), a ADI
foi aplicada com o intuito de simplificar e padronizar a radionica. Nesse estudo, dos 174
parametros analisados, 169 foram padronizados com sucesso. No entanto, nao foi possivel
uniformizar a aquisi¢do das imagens, sendo focado apenas no processo de processamento dos
dados radionicos.

No estudo conduzido por Solana-Altabella e colaboradores (2018), realizou-se a
quantificacdo de ferro em duas formulacdes farmacéuticas distintas (Ferbisol® e Ferro
Sanol®). Isso foi feito por meio do uso de uma camera digital em um ambiente controlado de
metacrilato branco, equipado com dois tubos contendo lampadas fluorescentes. Para aumentar
0 contraste das imagens, um pedaco de papeldo preto foi colocado atrds das amostras. Além
disso, 0 método também foi testado usando um scanner. As imagens capturadas foram
processadas no software ImageJ, utilizando o espago de cores RGB. Ambos os procedimentos
demonstraram uma excelente reprodutibilidade, com as curvas geradas apresentando
coeficientes superiores a 0,995. No entanto, apesar da pequena diferenca observada, o uso do
smartphone se mostrou superior em relacdo ao scanner.

Com o objetivo de melhorar a triagem de lesdes e 0 monitoramento de eritema em
consultas dermatoldgicas, Uthoff e colaboradores (2020) aplicaram a ADI com o suporte de um
celular e um sensor dermatoscépio para capturar imagens. A iluminacdo foi realizada em
diferentes comprimentos de onda, escolhidos com base na capacidade de sondar pontos
especificos da hemoglobina, a fim de distinguir os niveis de oxigenagéo. Para as luzes brancas,
a conversdo do espaco de cor foi feita para CIE XYZ e CIE Lab, enquanto para as outras luzes,
a conversdo foi para Yequal. Ambos os dispositivos mostraram um bom desempenho. No
entanto, os autores discutiram possiveis melhorias, como aumentar a velocidade de captura para
reduzir o desfoque das imagens, utilizar difusores na iluminacéo para aumentar a uniformidade

e explorar o efeito de um filtro de luz ultravioleta para futuras pesquisas.

2.7.1.2.Meio ambiente

No estudo realizado por Malthus, Ohmsen e Van Der Woerd (2020), um smartphone
com dois aplicativos (HydroColor e EyeOnWater), baseados no espaco RGB, foi utilizado para
medir os sélidos suspensos e a aparéncia em aguas superficiais. O primeiro aplicativo,
HydroColor, mostrou falta de uniformidade no processamento das imagens, com a iluminacéo
sendo identificada como o principal fator de erro. Isso ocorreu porque as fotos foram capturadas
em um ambiente aberto, onde as condi¢fes de iluminacdo variam. Por sua vez, o aplicativo

EyeOnWater foi capaz de confirmar a qualidade da agua superficialmente e apresentou boa
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precisdo na estimativa da condicao do fluido. No entanto, ndo foi capaz de detectar parametros
qualitativos mais complexos. Embora os aplicativos tenham mostrado utilidade para avaliar
certos aspectos da a4gua, como sua qualidade superficial, eles ndo foram capazes de fornecer
resultados comparaveis aos obtidos por um espectrofotdmetro e ndo conseguiram detectar

parametros qualitativos mais avancados.

Ozdemir e colaboradores (2017) investigaram a adsorc&o de corantes em agua por meio
da ADI. Foi criado um ambiente controlado na base da camera de um celular e as imagens
capturadas em RGB foram convertidas para o espago de cores HSV para o processamento dos
dados. O método foi testado utilizando o corante azul de metileno, sendo adicionadas solucdes
de poliacrilonitrila eletrofiada e zedlita para estudar a adsorc¢ao ao longo do tempo. O trabalho
demonstrou uma sensibilidade de 0,1817 ppm, sendo capaz de detectar quantidades menores
que 0,5 ppm. Esses resultados indicam que o método proposto apresenta uma boa capacidade
de deteccdo e quantificacdo de corantes em solugdes aquosas, 0 que pode ser Util em aplicacGes

relacionadas ao monitoramento e tratamento de dguas contaminadas por corantes.

Han e colaboradores (2016) desenvolveram um sistema para medir a cor de solos, que
sdo conhecidos por apresentarem uma ampla variedade de cores. Nesse modelo, um smartphone
foi utilizado juntamente com seu flash como fonte de luz, além de lentes externas, dispositivos
de sombreamento e um cartdo de calibracdo de cores. O espaco de cores RGB foi calibrado
utilizando um padrédo verde, uma vez que o tamanho e a geometria das particulas do solo,
juntamente com a qualidade da camera do telefone, podem introduzir ruido nas imagens
capturadas. O padrdo verde mostrou-se adequado para corrigir essas variagdes. Embora seja
necessario secar as amostras de solo antes de realizar as medi¢des, a aplicacdo da ADI para a

identificacdo de solos mostrou-se compativel com o método padrdo de medicéo.

2.7.1.3.Alimentos

No estudo realizado por Coskun e colaboradores (2013), um celular foi utilizado em
conjunto com uma plataforma desenvolvida chamada iTube para realizar testes de alergénicos
em alimentos. Foi construido um pequeno ambiente controlado, acoplado a cdmera do celular,
onde a iluminacéo foi realizada utilizando dois diodos de LED. O objetivo da andlise era
detectar a presenca de amendoim em diferentes tipos de biscoitos. Para isso, as porcentagens
de amendoim foram conhecidas por meio de técnicas de segmentacgéo e incubacao, permitindo
a comparacgdo dos dados obtidos. Essa abordagem utilizando o celular e a plataforma iTube

oferece uma maneira conveniente e portatil de realizar testes de alergénicos em alimentos.
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Orlandi e colaboradores (2018) investigaram a maturacao fendlica de uvas de diferentes
variedades e estagios de maturidade. Para isso, foram utilizadas técnicas de cromatografia em
papel e um scanner para capturar as imagens das amostras. Apds a captura das imagens, 0s
valores RGB foram convertidos para o espago de cores HSV, e um "colorgrama” foi gerado
usando o software MATLAB. Através dessa analise, foi possivel avaliar o indice de cor, a
tonalidade e o teor de antocianinas totais nas uvas. Essas medidas fornecem informacdes
valiosas sobre a maturacdo fenolica das uvas, que estdo relacionadas a qualidade do fruto e ao
potencial para a producdo de vinho. Ja o estudo de Herrero-Latorre e colaboradores (2019), teve
como objetivo autenticar a alta qualidade de vinhos envelhecidos e quantificar possiveis
adulteracdes. Para isso, foram analisadas quatro amostras de diferentes empresas utilizando
imagens em RGB. Utilizando uma camera digital em um ambiente controlado e o software
ImageJ para a captura e processamento das imagens, o estudo revelou diferencas significativas
entre as classes dos vinhos, o grau real de envelhecimento e as amostras adulteradas. O método
proposto demonstrou uma boa capacidade de predicéo e precisdo, com um erro de apenas 2,5%

e um limite de deteccéo de 2,3%.

Bdck e colaboradores (2018) estudaram a presenca de etanol na cachaca, o qual reage
com nitrato de amonio cérico e acido nitrico, gerando um complexo vermelho passivel de uso
na ADI. As imagens foram capturadas utilizando um smartphone e o software PhotoMetrix
realizou o processamento de dados através dos minimos quadrados parciais. Para o design do
experimento, um scanner e o software ChemoStat foram usados de forma a configurar as
amostras. O espaco de cores estudado foi 0 RGB. O erro quadrado foi de 0,0677% e um teste

estatistico ndo demonstrou significancia entre 0 método e o padrao.

Estudando a cana de acuUcar crua, Guedes e Pereira (2019) aplicaram a ADI para
identificacdo da presenca de pequenas impurezas solidas, utilizando de histogramas RGB e
espacos de cores HSV e rgh. As imagens foram capturadas usando uma camera digital dentro
de uma caixa preta, de forma a evitar a absorcéo ou reflexdo da luz do ambiente, entretanto, a
caixa permanecia aberta durante o processo, onde a iluminacéo era proveniente da camera. Os
autores encontraram tendéncia de as amostras apresentarem cerca de 85% de pureza por peso,

com uma sensibilidade do método acima de 0,97.

Fulgéncio e colaboradores (2020) observaram que a ADI pode ser usada para controle
de qualidade de cervejas, uma vez que ha uma cor ideal localizada no comprimento de onda de
430 nm. Com uso de espaco RGB e um smartphone, além de dois modelos de anélise, 0 método

ndo apresentou a necessidade do padrdo em desgaseificar a bebida para realizar o teste,
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apresentando valores lineares e precisos, de acordo com os padrdes estabelecidos nas normas
brasileiras e internacionais.

Visando diferenciar macas organicas das convencionais, Song e colaboradores (2020)
utilizaram um ambiente controlado, com a iluminacéo direta e frontal a mag4, e as capturas de
fotos foram realizadas utilizando um smartphone. A imagem foi apresentada de forma a parecer
um espectro visivel de todas as cores e os métodos de classificacao utilizados foram diversos,
onde alguns apresentaram maior sensibilidade que outros. O espago de cores observado é o
RGB. Os resultados mostram que o método usado nas imagens possui baixa resolucédo e alta
grau de ndo linearidade quando comparados a um espectrofotdbmetro, sendo possivel identificar

as macds apenas pela coloracéo.

2.7.1.4. Outras aplicacdes

Para analisar adulterages no combustivel alcool etilico hidratado, Dantas e
colaboradores (2017) utilizaram diversos LEDs, com diferentes comprimentos de onda, e uma
webcam. Algumas amostras foram adulteradas propositalmente com agua ou metanol a fim de
verificar a confiabilidade do método. As imagens foram decompostas em cinco espagos de cores
diferentes (RGB, escala preto-branco, HSV, HLS e CMYK), e os valores foram submetidos a
analises linear e minimos quadrados discriminantes, obtendo sensitividade e especificidade de
100% para todos.

A fim de realizar analises em concretos, Ahamad e Maizul (2020) utilizaram um
microscopio eletronico de varredura e um microanalisador de raio-x junto com a ADI e um
algoritmo K-Means. No estudo, foi possivel observar a composi¢do de 6xido, silica e carbono
através do agrupamento realizado no processamento de imagens. Uma vez que 0 microscopico
captura imagens em preto-e-branco, foi necessario adicionar cores virtuais através do aumento
da temperatura.

Han e Cai (2020) visaram a substituicio de modelos geométricos na engenharia
geotécnica por imagens digitais, evitando processamentos lentos e complexos que sao
comumente utilizados na area. Para o desenvolvimento do modelo, os autores criaram um
modelo virtual de extrato com multiplas camadas e utilizaram um algoritmo de separagéo de
regides em grades, aumentando a rapidez com a qual as regides sdo categorizadas. O estudo foi

feito apenas para modelos 2D, ndo demonstrando aplicagédo para 3D.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparacao das solugdes com os corantes

Os corantes AU (monocloridrato de 4,4'-carbonimidoilbis (n,N-dimetilanilina), ClI
41000), VM (4-[(4-dimethylaminophenyl)-phenyl-methyl]-N, N-dimethylaniline, CI 42000) e
VC (1-Naphthalene sulfonic acid, 3,3'"-(4,4"-biphenylenebis (azo))bis(4-amino-)disodium salt,
C.l. 22120) foram utilizados na pesquisa sem tratamento prévio. Os trés corantes foram
analisados em um equipamento de espectrofotometria UV-Visivel (UV-Vis), além de serem
submetidos a analise digital de imagens.

Devido a natureza de grande pigmentacdo, alguns corantes podem ser visualizados a
olho nu em concentragbes minimas, como em 1 ppm (Guaratini e Zanoni, 2000). As
concentracfes dos corantes foram escolhidas devido ao método de pigmentacdo utilizado na
industria téxtil, onde a concentracao dos corantes varia de 2 a 6% por peso da amostra de tecido
(EI-Shehry et al., 2022; Giilsen Bakici e Kadem, 2021; Igbal et al., 2020; Nautiyal e Shukla,
2018). Portanto, as concentracdes do estudo foram baseadas em uma amostra de tecido
(algoddo cru) de 2g. Ao caracterizar os corantes na concentracdo de 0,040 g. L%, o
espectrofotdmetro ndo é capaz de ler tais concentragdes, sendo necessario diminui-la. Logo, a
concentragio maxima desta pesquisa foi especificada em 0,024 g. L, caracterizando pela
possibilidade de leitura de todos os corantes no método espectrofotométrico.

Para os ensaios em laboratdrio, uma solugdo estoque foi preparada para cada corante
através da diluicdo de 0,05 g de corante em 50 mL de &gua destilada. A massa do corante foi
medida em uma balanca analitica marca Shimadzu, modelo AY220, e o volume da agua
destilada foi quantificado utilizando um baldo volumétrico de 50 mL. A cada triplicata, a
solucdo estoque era refeita, visando a reprodutibilidade e confianca do método. Amostras das
solucdes estoque foram diluidas em um baldo de 25 mL para obtencdo das seguintes
concentracdes [g. L™]: 0,0006; 0,006; 0,0120; 0,018; e 0,024. Foram totalizadas cinco amostras,
e suas triplicatas, de cada corante homogeneizado em agua destilada, conforme mostrado na
Tabela 5.
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Tabela 5: Concentracdo dos corantes puros.
Corantes Concentragéo (g. L)

B1* B2 B3 B4 B5

AU
0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B6 B7 B8 B9 B10
VM
0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B11 Bl12 B13 Bl14 Bi15
VC

0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024

*B corresponde a nomenclatura dada a batelada.

Apos diluicdo, o pH das amostras foram corrigidos para 5,0 através da solucao tampéao
de 2,0 mol. L de acetato hidratado de sodio e acido acético glacial. As medidas de pH foram
realizadas em um pHmetro de bancada marca Luca, modelo 210 n°® 3076/1711, utilizando um
eletrodo combinado de pH.

Para as solucdes binarias, os testes foram separados em cinco bateladas. Em cada
batelada, um dos corantes era mantido fixo e o segundo corante variava em toda a faixa de
concentracéo trabalhada. Na batelada seguinte, a proporc¢éo do corante fixo aumentou em 100%
da sua primeira concentragdo. Inicialmente, foram preparadas solucdes binarias aquosas dos
corantes AU e VM, totalizando cinco bateladas mantendo a concentragcdo de AU constante e
variando a concentracao do corante VM, conforme ilustrado na Tabela 6. A Gltima concentracéao
do corante AU (0,024 g. L), ou seja, a concentracéo deste corante na batelada 5, corresponde
a cinco vezes a sua primeira concentragdo (0,0048 g. L™).

Tabela 6 - Solucdes binarias dos corantes VM e AU.

Batelada Concentragdo de AU [g. L] Concentragédo de VM [g. L]
B16 0,0048 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B17 0,0096 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B18 0,0144 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B19 0,0192 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B20 0,024 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024

*B corresponde a nomenclatura dada a batelada.

Visando observar o comportamento dos corantes AU e VM em solugdes com outros
corantes, foram realizadas solugdes com o corante VC. Primeiro, foram analisadas cinco
bateladas de solu¢des mantendo o corante VC fixo e variando VM. nas concentrac¢des exibidas
na Tabela 7. Para essa solugdo a primeira concentragio foi de (0,0006 g. L), na batelada 1,

corresponde a 40 dilui¢des (v/v) da sua ultima concentragdo (0,024 g. L), na batelada 5.
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Tabela 7 - Solucdes binarias dos corantes VC e VM.

Batelada Concentracdo de VC [g. L] Concentracéo de VM [g. L?]
B21 0,0006 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B22 0,006 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B23 0,012 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B24 0,018 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B25 0,024 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024

*B corresponde a nomenclatura dada a batelada.

Em sequéncia, seguindo os mesmos passos das demais soluces binérias, foram
analisadas cinco bateladas de solu¢des mantendo o corante VVC constante e variando o corante

AU, conforme mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Solucdes binérias dos corantes VC e AU.

Batelada Concentragdo de VC [g. L] Concentragédo de AU [g. L7
B26 0,0006 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B27 0,006 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B28 0,012 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B29 0,018 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024
B30 0,024 0,0006 0,006 0,012 0,018 0,024

*B corresponde a nomenclatura dada a batelada.

Para observar e identificar possiveis interferéncias nas solu¢des binérias com os corantes
AU e VM, cinco bateladas inversas as descritas na Tabela 6 foram desenvolvidas, onde o
corante VM passa a ser constante e o corante AU varia no meio, conforme mostrado na Tabela
9.

Tabela 9 - Solucdes binarias dos corantes VM e AU.

Batelada Concentragdo de VM [g. L] Concentragéo de AU [g. L]
B31 0,0048 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B32 0,0096 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B33 0,0144 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B34 0,0192 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024
B35 0,024 0,0048 0,0096 0,0144 0,0192 0,024

*B corresponde a nomenclatura dada a batelada.

3.2.  Aquisicdo das imagens

Para aquisicao das imagens, foi projetada e montada uma caixa de luz, visando manter
a iluminagéo uniforme, minimizando as mudancas de luminosidade durante a coleta de dados.

O receptéculo possui abertura lateral para manutencdo e operacdo das amostras e pequena
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abertura para cdmera do aparelho telefénico, abertura envolta com um pano preto para evitar
entrada de luz externa no ambiente controlado. A caixa de luz consiste em uma caixa de madeira
com revestimento branco, onde a escolha do material foi devido a durabilidade e coloracdo
branca, que serve como normalizador dos efeitos de variacdo da luminosidade, como pode ser
observado na Figura 12. A luminosidade da caixa era realizada por uma fita contendo dez
diodos emissores de luz (LED) branca, presos na por¢ao superior e conectados a uma fonte de

energia externa a caixa. Rente aos LEDs, foi posicionado um anteparo de papel branco.

Figura 12 - Ambiente controlado para aquisicao das imagens.

—
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Cada solugdo aquosa, binéria ou pura, foi colocada em um tubo de ensaio de 10 mL que
era encaixado no interior da caixa de luz. O aparato consistia em uma bragadeira anexa a caixa
para que o tubo permanecesse imovel durante a captura das imagens.

Na coleta das imagens, um celular Motorola Egde 20 foi utilizado, com todas as
configuragbes autométicas desativadas (Composicdo inteligente, otimizador de fotos,
iluminacdo suave com IA, HDR e flash), além de manter a resolucdo da cdmera em seu menor

valor para evitar mudancas na coloracéo real das amostras durante a captura das imagens.

3.3.  Processamento das imagens

Duas areas na imagem foram recortadas para obtencdo dos respectivos valores da
amostra e do branco. Foi recortada uma area no plano de fundo, denominada area A (branco),
e uma area de mesmo tamanho na amostra, denominada area B (amostra). O tamanho dos
recortes € 0 mesmo para ambas as areas, com dimensdes de 10x10 pixels. A Figura 13

exemplifica a disposicao das areas.
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Figura 13 - Representacdo ilustrativa das areas A e B.

O processamento foi realizado usando um algoritmo desenvolvido no GNU Octave
versdo 7.2.0/2022. Através do algoritmo, obteve-se os valores de R, G, B, onde cada
componente corresponde a uma faixa de 0 a 255 denominada banda. Apds o processamento,
os resultados foram visualizados por meio de graficos criados no OriginLab. Além disso foram

utilizados o Minitab 21 e o RStudio 2023.06.0-421 para melhor visualizagéo dos resultados.

3.4. Meétodo espectrofotométrico

Como método de comparacao foi escolhido o método espectrofotométrico. Utilizando
um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1280. Inicialmente, foi feita uma varredura com uma
amostra de &gua destilada (branco) na faixa de comprimento de onda de 300 a 800 nm. Em
seguida, as amostras colorimétricas foram lidas pelo equipamento na mesma faixa de
comprimento, de forma a obter suas absorbancias. Os espectros foram obtidos com uso de uma

cubeta de quartzo de caminho 6ptico igual a 1,00 cm.
3.5. Validagéo do experimento

Trés amostras do corante AU de concentracdo de 0,0144 g. L foram pipetadas
utilizando uma pipeta volumétrica para um baldo volumétrico de 25 mL. A cada amostra foram
adicionadas trés concentragfes desconhecidas do corante VM, amostras estas dentro da faixa
de estudo (0,0048 a 0,024 g. L™). Os corantes foram colocados em um baldo volumétrico de 25
mL para correcdo do volume com uso de agua destilada. O pH foi ajustado para 5,0 com uso da
solucdo tampao de 2,0 mol. L™ de acetato hidratado de sodio e acido acético glacial.

Seguindo 0 mesmo procedimento, seis amostra de concentragdo 0,012 g. L do corante
VC foram pipetadas utilizando uma pipeta volumétrica para um baldo volumétrico de 25 mL.
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Em trés destas amostras foram adicionadas trés concentracdes desconhecidas do corante VM,
dentro da faixa de estudo (0,0006 a 0,024 g. L™). Nas outras trés amostras de VC, foram
adicionadas trés concentragdes do corante AU, dentro da faixa de estudo (0,0006 a 0,024 g. L~
1. Os volumes foram completados com &gua destilada em um baldo volumétrico de 25 mL. O

pH foi ajustado para 5,0 utilizando a solugdo tampéo.

As solucdes foram analisadas no espectrofotdmetro Shimadzu UV-1280 e colocadas em
um tubo de ensaio de 10 mL para analise do método ADI. O tubo foi colocado no interior da
caixa de luz e imagens foram capturadas, conforme os procedimentos dos itens 3.2 e 3.3 desta

secéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.  Aquisicdo e processamento das imagens

A caixa de luz desenvolvida no estudo possuia LEDs brancos como fonte de luz.
Conforme Al-Nidawi e Alshana (2021), o LED necessita de um monocromador para produzir
uma luz ampla e ndo selecionada em termos de comprimento de onda. Portanto, um anteparo
foi colocado rente a fita de LED, visando ajudar a dispersar a luz e evitar que ela seja refletida
diretamente no tubo de ensaio que contém as solucdes que estdo sendo fotografadas. Essa
configuracdo do ambiente permite obter imagens com uma iluminacdo consistente,
minimizando as influéncias externas na qualidade e nos resultados das fotografias. Ao
uniformizar a luminosidade interna e garantir que a luz seja distribuida de forma homogénea, é
possivel obter resultados mais precisos e confidveis durante a coleta de dados fotograficos.

Apbs a captura das imagens, visando garantir a uniformidade do conjunto, o recorte de
mesma dimensao (10x10) das amostras (areas A e B) foi realizado de forma a padronizar as
areas selecionadas. Essa escolha visa manter a consisténcia na anélise das imagens, permitindo
comparar as caracteristicas das areas A e B de maneira adequada. Ao utilizar essa abordagem
de recorte uniforme, é possivel analisar as diferencas de cor, textura ou qualquer outra
caracteristica de interesse entre as areas A e B, sem interferéncias causadas por variacdes no
tamanho ou na localizacdo dos recortes. 1sso contribui para obter resultados mais precisos e
confidveis na analise das imagens capturadas.

No processamento das imagens, os recortes foram utilizados e os valores de pixel de
cada banda RGB foram calculados. Essa média foi entdo utilizada para construir os modelos ou
realizar as anélises desejadas.

Para a analise das imagens e comparacdo com o método espectrofotométrico, ou seja, 0
método comumente utilizado, a espectrofotometria, um modelo de absorbancia calculada (abs)
foi utilizado, baseado na Lei de Lambert-Beer para RGB (Equacédo 13).

abs = —logITO Equacéo 13

Onde lo é referente a intensidade do padrdo/branco em uma banda especifica (R, G ou
B) e | é a intensidade do analito na mesma banda do branco. Ao dividir lo por I, também ocorre
a normalizacdo dos valores. Essa normalizacdo tem o objetivo de amenizar possiveis variacoes
de luminosidade entre as areas recortadas, permitindo uma comparacdo mais precisa e
padronizada dos valores de pixel. Ao realizar essa normalizacdo, os efeitos das variacGes

globais de iluminacdo sdo reduzidos, ajudando a garantir que as diferencas de absorbancia
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estejam relacionadas principalmente as caracteristicas especificas das amostras e ndo a
variacdes de luminosidade. Portanto, além da absorbancia, a normalizacdo é outra variavel
analisada nesse contexto.

Os dados obtidos foram linearizados buscando aproximagcdo com o método
espectrofotométrico, uma vez que a Lei de Lambert-Beer € descrita como a relagdo linear entre
a absorbancia e a concentracdo do analito. Portanto, como forma de conferir a linearidade dos
dados, foram escolhidos testes estatisticos como o coeficiente de determinacdo, o coeficiente
de correlacdo e o teste de hipoteses. O coeficiente de determinacdo determina a variabilidade
dos dados no modelo de regressdo. O coeficiente de correlagdo quantifica a forca e a dire¢do da
relacdo linear. O teste de hipoteses avalia a significancia estatistica de uma relacdo de variaveis,
indicando se hipotese apresentada é nula, ou seja, maior de 0,05, ou verdadeira, menor que 0,05.

No presente estudo, valores maiores que 0,05 demonstram pouca relacéo linear entre os dados.

4.2.  Estudo das triplicatas

De forma a aumentar a consisténcia do método, as triplicatas foram realizadas em dias
diferentes, com solucdes estoques diferentes. As Figura 14-16 apresentam os valores das
variacOes de cada proporcdo de concentracdo dos corantes estudados. As variancias foram
calculadas considerando os resultados obtidos no espectrofotdmetro, no comprimento de onda
respectivo de cada corante, e na absorbancia calculada (abs) de cada banda (R, B, G) da anélise
digital de imagens.

A Figura 14, em relacéo as anélises realizadas no corante AU, ilustra que as triplicatas
possuem pouca variagdo entre si para o método ADI. Entretanto, no método
espectrofotométrico, a variacdo é maior, aumentando conforme ocorre a adi¢cdo de corante no
meio. Esse metodo, para este corante, apresenta maior dispersdo dos dados que a ADI,
indicando que, estatisticamente, possui uma maior diversidade de resultados, ou seja, uma

sensibilidade ligeiramente maior que a ADI.
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Figura 14: Gréfico de barra das triplicatas da amostra aquosa do corante AU para os métodos
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Em relacdo as triplicatas das analises do corante VM puro, houve maior dispersdo dos

dados na analise ADI conforme a concentracdo do corante no meio aumentava. Isso indica que

em meios mais saturados com o corante VM, a ADI é capaz de identificar melhor as ligeiras

variagdes, principalmente em absR. No método espectrofotométrico, a disperséo foi menor,

onde os dados da concentracéo de 0,012 g. L™ de VM apresentou a maior dispersao.

Figura 15: Gréfico de barra das triplicatas da amostra aquosa do corante VM para 0os métodos

espectrofotométrico e ADI.
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Para o corante VC, conforme ilustrado na Figura 16, a dispersdo dos dados aumenta

com a concentracdo do corante, bem como ocorreu para o corante VM. Esse resultado é

exacerbado na absorbancia calculada B, onde € nitido o aumento da variagdo, sendo possivel

observar que a média se encontra proxima ao limite inferior.

Figura 16: Grafico de barra das triplicatas da amostra aquosa do corante VVC para 0s métodos
espectrofotométrico e ADI.

0,0006 00050 00120 00180 00240

AbsR

Absa

afll

r 060

r 045

r 020

015

- 0,00

0,60 4

0,45 4

0,30+

015 4

0,00

O ooo00s
B ooo0s0 =]
O ooizo
E o01=0 a
O ooz40 =] =]
=]
= =
AbsB 335.5 nm
& . - ®
=
= ==

00005 00050 00120 00180 00240

Concentragdo do VC (g/L)

Os valores da variancia das amostras indicam que ha dispersdo entre os valores das

amostras, mesmo que em alguns casos seja pequena, como para o corante AU. Caso a ADI ndo

demonstrasse variabilidade, a sensibilidade do metodo seria muito pequena, ndo sendo capaz

de identificar as pequenas mudancas e interferéncias de um sistema. Além disso, a dispersao

dos dados ajuda na repetibilidade do método, o que é confirmado pelos resultados obtidos no

equipamento de comparacao, o espectrofotdmetro, onde este também detectou a dispersdo dos

dados. Logo, no estudo quantitativo dos corantes, um banco de dados que apresente

variabilidade dos dados pode levar a maior representatividade da amostragem.

Uma vez verificado que os corantes puros apresentam dispersao esperada entre as

triplicatas, este estudo absteve-se da analise de variancia das solugdes binérias posto que os

resultados apresentaram-se semelhantes.
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43. pH

O pH foi tamponado em 5,0 para todas as amostras devido aos valores de pKa dos
corantes. Ao misturar os corantes AU e VM (pKas 9,8 e 6,9, respectivamente, 0 componente
com o pKa mais basico, AU, ira reagir com a base conjugada presente no meio, entretanto,
como o acido de pKa 6,9 é mais forte que o &cido dissociado de pKa 9,8, ele tende a doar
prétons com mais facilidade. Tamponando a mistura em 5,0, 0 meio torna-se mais acido do que
0s componentes, tornando favoravel a associacdo dos protons as moléculas &cidas. Logo, a
forma de &cido ndo dissociado sera mais presente no meio.

Ja nas solugdes com os corantes AU e VC (pKas 9,8 e 4,1) em pH igual a 5,0, o corante
a forma ndo dissociada dos componentes estara mais presente que a forma dissociada assim
como as solugbes com os corantes VM e VC (pKas de 6,9 e 4,1). Portanto, a escolha do pH
deu-se visando a ambientacdo dos corantes em um ambiente mais acido, visando 0s
comprimentos de onda na faixa de 617,5, 424,5 e 336,5 nm dos corantes VM, AU e VC,
respectivamente.

O pH é fator importante para o corante VC, onde a mudanca deste pode levar a aumento
ou diminuicdo da faixa de absorcdo e comprimento de onda do espectrofotbmetro. Em valores
de pH acima de 5,0, o corante VVC apresenta coloracdo vermelha devido a sua forma anidnica
protonada. Em pH menores que 5,0, CR apresenta duas formas tautoméricas e uma forma
azoica, o que leva a sua coloragédo a aproximar-se de faixas azuis do espectro visivel (Csillag et
al., 2023). A Figura 17 apresenta 0 comportamento do corante quando possui 0 pH mantido
constante e quando este ndo é uniformizado. Na Figura 17a, para o método espectrofotométrico,
a curva vermelha (pH constante) corresponde as amostras com pH corrigido para 5,0., e a curva
vinho (pH variavel) sdo as amostras sem corre¢do. Ja no gréafico da Figura 17b, as curvas
vermelho (absRpH), verde (absGpH) e azul (absBpH) correspondem as amostra com pH igual
a 5,0, e,as demais curvas (absR, absG e absB) apresentam os dados sem a tamponizac¢éo do pH,

este variando entre 4,0 a 7,0.
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Figura 17 - Curvas de calibracéo do corante VVC. (a) Curva de calibra¢do para o método
espectrofotométrico. (b) Curva de calibracdo para o método RGB onde absRGBpH ¢ a
absorbancia RGB das amostras com solugdo tampéo e absRGB representa a absorbancia RGB
das amostras sem a solucao tampéo.
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A tamponizacdo do pH em 5,0 reduz a inclinagcio da curva no método
espectrofotométrico. Entretanto, o efeito inverso acontece no método RGB, onde as curvas
aumentaram sua inclinacdo e diminuiram a variagdo entre si com a fixa¢do do pH, como pode
ser observado nas curvas absRpH, absGpH e absBpH. Ao utilizar a solugdo tampéo, as curvas
absGpH e absBpH aproximam-se e possuem valores similares proximos.

Conforme ha a protonacdo do meio, ou seja, a reducdo do pH, a curva espectral torna-
se mais indefinida, perdendo o formato dos picos devido a formacdo de estruturas azo que
precipitam no meio (Csillag, 2023), como apresentado na Figura 18. Portanto, o pH influencia

diretamente nas caracteristicas de absor¢éo e coloracdo do corante VC.

Figura 18 — Espectros de absorbancia do corante VC em diferentes pH. (a) pH 7,0; (b) pH 6,0;
(c) pH 5,0; (f) pH 3,0.
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Fonte: Csillag et al. (2023).

Diferentemente de VC, o corante VM apresenta pouca variagdo entre os resultados
obtidos a partir das amostras com e sem 0 uso da solucdo tampdo, conforme exibido na Figura
19.
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Figura 19 - Curvas de calibracdo do corante VM. (a) Curva de calibracdo para o método
espectrofotométrico. (b) Curva de calibracdo para 0 método RGB onde absRGBpH ¢ a
absorbancia RGB das amostras com solugdo tampéo e absRGB representa a absorbancia RGB

das amostras sem a solucao tampéo.
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Para o espectrofotdmetro, a curva de calibragdo diminuiu sua inclinagéo, entretanto, em

concentragdes acima de 0,012 g. L™ apresentou valores proximos ao estado sem padronizagéo

do pH. No método RGB, a banda R apresentou uma maior separacdo entre as amostras, com

um ligeiro aumento da sensibilidade, ou seja, da inclinacdo da curva. Para as demais bandas, os

valores ndo demonstraram grandes variagdes, apresentando comportamentos similares.

A pouca variacdo do pH é confirmada no estudo de Ramos (2018) que apresenta analise

do corante em pH &cidos e basicos, conforme mostrado na Figura 15. Ao acidificar o meio, 0s

valores de absorbancia ficam menores devido a descoloracdo e degradacdo dos intermediarios

e anéis aromaticos estruturais do corante. E observado que em valores de pH proximos, por

exemplo na faixa de 5 a 6, ha pouca variacdo dos valores de absorbancia, o que corrobora com

0s resultados obtidos no presente estudo.

Figura 20: Espectros de absorbancia do corante Verde Malaquita em diferentes pH.
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O corante AU possui ligeira mudanga nos valores para o método espectrofotométrico,
como pode ser observado na Figura 21. A constante de ambas as curvas possui valor similar,
apresentando diferenca de 0,005, e o coeficiente angular apresenta menor valor, onde inferindo

em uma menor inclinacdo da reta.

Figura 21 - Curva de calibracdo para o método espectrofotométrico para o corante AU,
utilizando amostras com e sem a presenca da solugdo tampéo.
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Ja para a anélise RGB, os resultados mostram maior nivel de confianca (Figura 22). A
banda B apresentou menores valores de absorbancia, entretanto, maior angulagéo, aumentando
a sensibilidade do método. A curva G, apresentou inclinacdo negativa quando o pH néo foi
uniformizado. Em absGpH, a inclinacdo da curva demonstra bom limite de detec¢do, mostrando
relacdo direta do aumento da concentracdo com o aumento dos valores de absorbancia
calculados. Para a banda R, ao manter o pH constante, a curva também se apresentou constante,

com declinio desprezivel em relacdo as demais curvas.
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Figura 22 —Curva de calibracdo para o método RGB onde absRGBpH é a absorbancia RGB
das amostras com solugdo tampéo e absRGB representa a absorbancia RGB das amostras sem
a solucdo tampao. (a) Representacédo de todos as curvas. (b) Ampliacdo das curvas absR,

absRpH, absG e absGpH.
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Para AU, o pH é fato importante na analise RGB, apesar de mostrar-se pouco relevante

para 0 método espectrofotométrico em concentragcdes menores que 0,005 g. L. O resultado

obtido apresenta correlacdo com o estudo de Ferreira (2015), ilustrado na Figura 23 onde o

autor descreve que o corante é dependente do pH, e em valores basicos (maiores que 10) ha

uma descoloracdo alcalina do meio.

Figura 23 - Espectros de absor¢do do corante AU (1,0 x 10 mol. L) na faixa de pH (a) entre
12 e 5,59 bésicos e (b) em pH acidos.
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4.4. Estudo espectrofotométrico individual dos corantes Auramina (AU), Verde
Malaquita (VM) e Vermelho Congo (VC)

4.4.1. Analise espectroscopica e dos comprimentos de onda dos corantes

Antes da analise dos espectros corantes, é necessario entender como cada comprimento
de onda transmite determinada coloracdo. Considerando as cores primarias, vermelho, verde e
azul, quando ha absorcdo de uma dessas cores, a transmissdo sera as outras duas restantes. Por
exemplo, se ha a absorcao da cor vermelha, logo a transmissdo ou a percep¢do do ser humano
sera uma coloracdo verde azulado, conforme descrito no tépico Introducdo. As cores
transmitidas sdo aquelas observadas pelo ser humano em angulacdo O Quadro 1 apresenta com
as faixas de comprimento de onda e as devidas cores absorvidas e transmitidas, sendo estas

aquelas percebidas pelo olho humano.

Quadro 1: llustrativa das cores absorvidas e transmitidas em diferentes faixas de
comprimento.

Faixa de comprimento de onda

Cor absorvida | Cor transmitida
(nm)

<380 Ultravioleta -
380-420
420-440 Violeta-azulado Amarelo
440-470
470-500
500-520
520-560
560-580
580-640
640-700
700-780
Fonte: Adaptado de Lewis e Morris (2000) e Harris (2012).

Verde-amarelado

Verde-amarelado

Amarelo

Violeta-azulado ‘

O corante AU demonstra leitura em toda a faixa de espectro estudada no método
convencional. No entanto, para concentracbes menores, a leitura comeca a partir de 680 nm. O
AU exibe picos na faixa de comprimento de onda de 424,5 nm, indicando um comportamento
na regido azul do espectro visivel. A faixa do comprimento de onda de 420 a 440 possui uma

coloracdo violacea absorvida, entretanto, a cor € transmitida para o ser humano na cor amarelo,
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conforme ilustrado no Quadro 1. Além disso, o espectro também apresenta picos menores em
comprimentos de onda proximos a 370 nm, correspondentes a faixa ultravioleta, como pode ser

observado na Figura 24.

Figura 24 — Espectro (método espectrofotométrico) do corante AU nas concentracdes [g. L]
0,0006; 0,006; 0,012; 0,018 e 0,024.
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A deteccdo do menor pico, em 370 nm foi viabilizada pelo emprego de uma cubeta de
quartzo, que possibilita 0 acesso a comprimentos de onda ultravioleta. Contudo, a capacidade
de visualizacao dessa faixa também resultou em uma pequena interferéncia no final do pico
principal, especialmente nas concentracdes de 0,018 e 0,024 g. L. No espectro, as triplicatas
das absorbancias obtidas no espectrofotdmetro também foram ilustradas de modo a entender o
comportamento de todos os dados. Os dados foram obtidos através de uma solucao estoque do
corante AU, com concentracdo de 1 g. L, sendo realizado uma Unica diluigdo (v/v) em cada
concentracdo estudada.

O corante VM exibiu picos consistentes na faixa de 617,5 nm para todas as
concentracOes analisadas (Figura 25). Essa faixa representa a cor absorvida laranja, entretanto,
é percebida pelo ser humano através da transmissdo de raios azulados. Picos com valores
menores foram observados em 424,5 nm, faixa equivalente aos dados obtidos para o corante
AU. A presenca dos dois picos demonstra que o corante apresenta caracteristicas tanto na faixa
do vermelho quanto na do azul, com valores aproximados de 700 e 435,8 nm, respectivamente

(CIE, 1986). Essa observacdo sera importante na analise RGB.



Figura 25 - Espectro do corante VM nas concentracgdes [g.
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O corante VVC apresenta picos de absor¢édo na faixa de 490 nm e 336,5 nm, valores que

estdo bastante proximos dos picos observados para o corante AU e dos picos secundarios do
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L] 0,0006; 0,006; 0,012; 0,018; e

corante VM, conforme ilustrado na Figura 26. Os picos do corante VC apresentam maior

espacamento entre as linhas, o que aumenta conforme hé a saturacéo do corante. Como 0s picos
da regido ultravioleta apresentam-se mais intensos, e todos os corantes deste estudo foram

testados utilizando a mesma regido, sera considerado como pico principal o referente ao

comprimento de onda de 336,5 nm.

Figura 26 - Espectro do corante VC concentragdes [g. L™] 0,0006; 0,006; 0,012; 0,018; e

0,024.
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4.4.2. Andlise espectroscopica e dos comprimentos de onda de solugdes multicomponentes

Quando os espectros dos trés corantes sdo sobrepostos, € possivel observar a
proximidade dos picos (Figura 27). Como discutido anteriormente, o corante VM possui seu
pico menor proximo aos picos principais dos corantes AU e VC. Portanto, ao realizar uma
mistura desses corantes, é necessario verificar as possiveis interferéncias que o corante VC pode

causar, especialmente se deseja-se calcular a concentracdo de apenas um corante.

A Figura 27b apresenta o comportamento da solucdo binaria dos corantes AU e VM.
Observa-se que o comprimento de onda de 617,5 nm, a solucdo apresenta comportamento
semelhante ao corante VM, apresentando ligeiro aumento em seus valores devido a presenca
quase imperceptivel do corante AU neste comprimento de onda. Na faixa de 424,5 nm, a
mistura tende a exibir valores mais altos em comparacédo ao corante AU puro, devido a presenca
do segundo pico do corante VM. E necessario salientar que no espectro a soma dos picos
individuais de cada corante ndo corresponde ao valor da mistura destes, uma vez que ndo ha
uma constancia de valores entre os analitos, sendo imprescindivel considerar as possiveis
interferéncias que cada corante pode causar no outro quando na solugéo binaria. O corante AU
apresenta interferéncia quando ocorre a transicdo de comprimento de onda visivel para a faixa
ultravioleta, na regido proxima a 400 nm, como observado na Figura 27b. Quando AU esta em
solucdo com o corante VM, a interferéncia torna-se mais evidente, especialmente em
concentracfes mais elevadas, 0 que pode ser devido a criacdo de uma nova espécie. Este
trabalho se absteve em aprofundar as interferéncias no espectro uma vez que o objetivo ndo € a
andlise espectral em si, e sim a comparacao da curva analitica obtida com os valores do pico de

cada analito e solugdo com a ADI.

Para a solucdo binaria contendo os corantes AU e VC (Figura 27c), observa-se que 0
espectrofotdbmetro tende a adotar um comportamento semelhante as curvas do corante AU,
resultando em picos mais arredondados, com uma tendéncia a maximizagdo em comprimentos
de onda préximos a 424,5 nm. Na faixa de comprimento de onda de 500 a 600 nm, é observado
um aumento na absorbancia das curvas em relacdo as curvas do corante VC. Embora o corante
AU ndo aparente possuir alguma curvatura significativa nessa faixa, ao ampliar os valores, é
possivel notar uma pequena ondulagdo, que contribui para 0 aumento da absorbancia quando
presente na mistura. Em concentragdes muito pequenas, como 0,0006 g. L o
espectrofotdbmetro ndo é capaz de diferenciar os compostos da solu¢do, mas ao aumentar a
concentragdo, a distancia entre as curvas torna-se cada vez mais nitida, sendo possivel

identificar as interferéncias causadas por cada corante.
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Para a Figura 27d, a solucdo binéria entre os corantes VC e VM apresenta grande
influéncia de ambos corantes no meio. Para o pico de 617,5 nm, é possivel observar que a
interferéncia do corante VVC torna a curva da solucdo mais abaulada e menor, em relacdo ao
corante VM. O contrério ocorre em 336,5 nm, onde a absorbancia da solu¢éo é maior que para
o corante VC, devido a interferéncia de um pequeno pico da regido ndo visivel do corante VM.
Exceto na concentragéo de 0,0006 g. L, a solucdo apresenta picos bem visiveis que decrescem

conforme diminui-se o comprimento de onda.

Figura 27 — (a) Espectros (método espectrofotométrico) dos corantes AU, VC e VM com
concentracdes [g. L™] de 0,0006; 0,006; 0,012; 0,018; e 0,0240. Espectro (método
espectrofotométrico) dos corantes: (b) AU e VM e a solucdo binaria entre eles; (c) AU e VC e
a solucdo binaria entre eles; (d) VC e VM e a solu¢éo binaria entre eles.
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45. Analise RGB
4.5.1. Estudo da area A e normalizagdo dos pixels dos corantes puros

O estudo da area A, ou seja, a area de recorte do branco (fundo da caixa de luz/ambiente
de controle), visa entender o comportamento dos corantes quando se extrai os valores RGB das
amostras. Para obter uma maior linearidade nos resultados, todos os valores de pixels obtidos

para a area A foram normalizados em relacdo a uma regido branca recortada do fundo do
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ambiente de controle. Esse procedimento foi realizado para minimizar os impactos causados

por variacdes de brilho durante o estudo.

45.1.1. Corante Auramina (AU)

Para o corante AU, observou-se que as bandas R e G apresentaram maior distingdo em
relacdo & banda B e, esta apresentou tendéncia a saturar em valores proximos a 0, como
apresentado na Figura 28.

Figura 28 - (a) Valores de pixels das bandas R, G e B para o corante AU retirados da area A e
(b) valores de pixel normalizados
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Os dados apresentam melhor adequagdo na normalizacdo dos dados, que no estudo da
area A. A bandas R apresenta melhor linearidade entre as concentragfes, continuando a ser
predominantes para o corante AU, juntamente com a banda G. A banda B continua com valor
alto na primeira concentragéo (0,0006 g. L), mas decresce de intensidade conforme o teor de
corante aumenta, demonstrando relagdo negativa com o corante e sua concentragdo. Mesmo
com a normalizacdo, os valores de R e G permanecem similares, sobrepondo-se durante o
experimento. Considerando a mudanca nas bandas apds a normalizacdo, a banda B apresenta
menor predominancia para o corante AU, o que pode ser um indicativo de pouca representacao
do corante na analise RGB.

Considerando que o corante AU possui uma tonalidade visual amarela, sendo uma cor
secundaria resultante da combinacao de vermelho e verde, é esperado que as bandas dominantes

apresentem valores muito préximos, corroborando a andlise realizada.

45.1.2. Corante Vermelho Congo (VC)

Conforme discutido previamente, o corante VC demonstra sensibilidade a variagéo de
pH, evidenciada pela alteragéo de sua tonalidade. Em ambientes com pH superiores a 5,0, seria

esperado que os valores da banda R da amostra, quando ndo normalizados, se sobreponham no
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grafico. No entanto, devido a manutencdo do pH constante em 5,0, observa-se uma tendéncia
do corante VC em adquirir uma coloragdo com nuances azuis. Ao analisar os resultados obtidos
pelo método em questdo, € notavel que a banda B exibe o valor mais elevado em comparacédo
com as demais bandas, porém essa intensidade diminui a medida que a concentragdo no meio

aumenta, conforme ilustrado na Figura 29.

Figura 29 - (a) Valores de pixels das bandas R, G e B para o corante VC retirados da area A e
(b) valores de pixel normalizados.
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Com a normalizacao (Figura 29b), as triplicatas das amostras do corante VVC distanciam-
se ligeiramente, o que leva ao pequeno distanciamento das bandas G e B. A diminuic¢do na
intensidade da banda B é mais significativa do que na banda R. A medida que a concentragéo
aumenta, a banda R se torna predominante, exibindo os valores mais elevados entre as bandas
observadas. Portanto, em concentracdes maiores, observa-se 0 aumento da saturacdo da cor da

amostra do corante.

45.1.3. Corante Verde Malaquita (VM)

Para o corante VM, destaca-se a banda B, que exibe maiores diferencas em relacdo as
bandas R, entretanto, a banda G possui valores proximos a B, como exibido na Figura 30.
Observa-se um declinio levemente acentuado na banda G a medida que a concentracéo

aumenta.
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Figura 30 - (a) Valores de pixels das bandas R, G e B para o corante VM retirados da area A e
(b) valores de pixel normalizados.
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Com a normalizacéo dos dados, permitindo que os valores sejam ajustados, visando a
reducdo de erros de luminosidade, os valores das triplicatas aproximaram-se, tornando os dados
mais lineares. A banda B continuou a ser a de maior intensidade, seguida da banda G. O
comportamento de R e G tende a ser linear, com inclinacdo negativa, enquanto R apresenta
certa curvatura nas primeiras concentragdes, tornando-se constante acima de 0,018 g. L™

Como era esperado visualmente, a banda dominante para os dados ndo normalizados é
a B.

45.2. Analise linear

Com o objetivo de obter um modelo que melhor representasse cada corante e suas
respectivas misturas e uma vez que a absorbancia espectral comumente retratada por curvas
lineares, os dados normalizados e a absorbancia RGB foram tratados, através de regressdo
linear, a fim de realizar a comparagdo com o0 método alternativo e o padréo. Para cada banda e
sua respectiva curva, buscou-se a melhor representacdo dos dados, sendo analisado seus

coeficientes de angulacéo e linearidade.

4.5.2.1. Corante Auramina (AU)

Realizando a curva dos dados obtidos com a normalizacdo dos pixels para o corante AU,
observa-se que as bandas B e G apresentaram correlacdes negativas para modelo de regressao
linear, como pode ser observado na Figura 31. Apesar da banda R apresentar-se aparentemente
linear, ao aproximar os valores é observado que esta apresenta baixa linearidade, como também
pode ser notado pelo baixo coeficiente de determinacéao (0,064) e pelo alto p-valor (0,822). Ao
aproximar os valores no grafico, observa-se a causa da baixa linearidade. A alta dispersdo dos
valores obtidos nas triplicatas para R e G demonstram baixa adequagdo ao modelo, onde esta
variabilidade torna-se inadequada para comparacdo com o método espectrofotométrico.
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Figura 31 - Modelos criados a partir dos valores de pixel normalizados para o corante AU.(a)
Representacdo de todas as bandas (R, G e B). (b) Ampliacdo do comportamento dos pontos
das curvasR e G.
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Visando verificar outras possibilidades de analises para a comparagdo com o método

espectrofotométrico, gerou-se curvas para os valores de absorbancia RGB calculados na ADI,

conforme apresentado na Figura 32.

Figura 32 - Modelos criados a partir dos valores de absorbancia calculada para o corante AU,
onde absR € a absorbancia em relacdo a banda R; absG ¢ a absorbancia em relacdo a banda G
e; absB € a absorbancia em relacdo a banda B (a) Representacao de todas as absorbancias
calculadas (absR, absG e absB). (b) Ampliacdo do comportamento dos pontos das curvas R e
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No caso da banda R, assim como apresentado na Figura 31, os valores apresentam
grande dispersdo, baixa correlacéo e confianca para a aplicagdo em modelo linear. A banda G
apresentou inversdo de inclinagéo, tornando-se positiva, apesar de continuar a apresentar uma
variabilidade significativa dos pontos. A banda B apresentou maior nivel de confianca entre as
demais, com coeficiente de determinacéo de 0,918.

Ao comparar as Figuras 31 e 32 com a curva de calibracdo gerada para o corante AU
(Figura 22), a absorbancia calculada RGB torna-se a curva principal para comparacao entre 0s
métodos estudados, uma vez que seus resultados apresentam maior semelhanca com os dados
espectrofotométricos, ou seja, a curvatura e angulacao das curvas da Figura 32 apresenta maior

compatibilidade com as apresentadas na Figura 33.
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Figura 33 - Curva de calibracdo do corante AU.
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Observando o padréo de inclinacdo do espectro (método espectrofotométrico), observa-
se que este se aproxima do padrdo da banda B, levando a possibilidade de que esta banda seja
a mais representativa para este corante na analise RGB. Para que seja afirmado tal comparacao,
é necessario observar os parametros analiticos de cada uma das curvas (métodos ADI e
espectrofotométrico). A Tabela 10 apresenta a comparagdo entre os resultados obtidos na

analise RGB e 0 método espectrofotométrico.

Tabela 10 - Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras do

corante AU.
Meétodo Valores normalizados Absorbéancia RGB Absorbancia

espectral

Bandas/Comprimento de onda R G B R G B 424.5 nm
Intercepto 0,982 0,99 0,701 0,018 0,009 0,361 0,126
Coeficiente Angular 0,031 -0,872 -32,198 -0,031 0,889 107,063 80,874
Coeficiente de correlagdo 0,064 -0,741 -0,865 -0,063 0,740 0,918 0,965
R? 0,0043 0,549 0,746  0,0044 05549 0,842 0,923
R? (ad)) 0 0,515 0,726 0 0,514 0,830 0,970

p-valor 0,822 0,002 <0,0001 0,825 0,002 <0,0001 <0,0001
LOQ! 289,78 - - - 0,769 0,366 0,244
LOD? 5,686 - - - 0,037 0,017 0,012

!Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de deteccéo (0,95).

O limite de quantificacdo (LOQ) de 0,366 representa a menor absorbancia calculada que
a banda B consegue medir com precisao e exatiddo, ou seja, a banda B possui seu limite inferior
de identificagio da concentragdo do corante AU em 4,67.10° g. L, sendo esse valor
aproximadamente 12 vezes menor que a concentragdo minima estudada (0,0006 g. L™). Apesar
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de ser menor que o LOQ obtido no espectrofotbmetro, representa a capacidade da ADI em
identificar precisamente concentrac@es infimas do corante AU.

J& o limite de detecgdo (LOD) para esta mesma banda (B) € de 0,017, mostrando que
este ¢ menor valor de absorbancia que pode ser detectado com 0,95 de confianga. Mesmo com
diferenca de 0,005 unidades com a absorbancia espectral, a banda G possui boa sensibilidade.
Na ADI, é necessario que a sensibilidade seja prioritaria em relacdo a precisdo, portanto, para
o0 corante AU, a banda G apresenta resultados promissores.

Como pode ser observado na superficie de resposta (Figura 34), a absorbancia calculada
para a banda B apresenta-se valores maiores do que a banda G, e também maior correlacdo com

0 aumento da concentragéo das amostras.

Figura 34 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas para o corante AU.
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O apresentado no grafico da superficie de resposta pode ser representado
numericamente no grafico de correlacdo, exibido na Figura 35. Nesse gréfico, os eixos X e y
sdo representados pelas mesmas variaveis, ou seja, a absorbancia das bandas R, G e B, a
absorbancia obtida no espectrofotdmetro no comprimento de onda 424,5 nm e a concentracédo
do corante AU, medida em g. L. A correlacéo pode ser avaliada comparando os dois eixos, ou
seja, comparando uma variavel com outra. A medida que a correlacdo entre as variaveis
aumenta, a cor azul fica mais forte, até atingir a correlacdo ideal igual a 1. J& a relacéo inversa

é demonstrada pelo aumento da coloracdo vermelha no gréafico.
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Figura 35 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia RGB e absorbancia
espectral e a concentragéo do o corante AU.
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A banda B apresenta correlacdo de 0,92 com a concentracdo do corante AU, enquanto
a banda R apresenta correlagcdo negativa, com valor de -0,07, e a banda G apresenta correlacdo
de 0,74. Portanto, pode-se constatar que para o corante AU, considerando a comparagéo entre
0s métodos estudados, a banda B possui maior relevancia e relagdo com a concentragdo do

corante.

45.2.2. Corante Vermelho Congo (VC)

Ao construir as curvas dos dados normalizados RGB para o corante VC, observado na
Figura 36, todas as bandas apresentam relacdo negativa com a concentragéo, e, apesar do
resultado, a anélise de hipoteses demonstra que ha bom ajuste linear (maior que 0,95) dos dados
de todas as variaveis. Considerando que no método espectrofotométrico as curvas de calibracdo
com inclinagdo negativa podem levar a interpretacdo de limitacdo do método ou mesmo de
erros de medicdo, os dados normalizados demonstram pouca efetividade nos resultados da

analise RGB para esse corante, assim como ocorreu para o corante AU, visto anteriormente.
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Figura 36 - Modelos criados a partir dos valores de pixel normalizados para o corante VC.
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Portanto, curvas RGB para a absorbancia do método foram geradas visando a
comparacao entre as duas metodologias, podendo serem observadas na Figura 37. Nota-se que
todas as bandas agora apresentam inclina¢do positiva, indicando correlagdo direta com o
aumento da concentracdo. Ressalta-se que o coeficiente de determinagéo de todas as bandas é
maior que 0,95. As bandas G e B apresentam verossimilhanga, com ligeira diferenga de

inclinacéo.

Figura 37 - Modelos criados a partir dos valores de absorbancia calculada para o corante VC,
onde absR ¢ a absorbancia em relacdo a banda R; absG ¢ a absorbancia em relacéo a banda G
e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B
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A curva de calibracdo obtida no espectrofotdmetro, conforme ilustrado na Figura 38,
exibe semelhanca com a curva de absG (absorbancia em relacdo a banda G), sugerindo que esta
banda possa representar o corante. A Tabela 11 apresenta os dados obtidos nas analises de

regressdo, bem com os limites de deteccdo e quantificagcdo das amostras.
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Figura 38 - Curva de calibracdo do corante VC.
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Tabela 11 - Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras do

corante VVC.
Método Valores normalizados Absorbancia RGB Absorbancia

espectral

Bandas/Comprimento de onda R G B R G B 336,5 nm
Intercepto 0,975 0,961 0,957 0,016 0,022 0,026 0,043
Coeficiente Angular -8,961 -15,265 -16,280 10,625 20,107 21,930 17,97
Coeficiente de correlacao -0,978 -0,985 -0,958 0,980 0,987 0,951 0,981
R? 0,957 0,97 0,919 0,961 0,974 0,905 0,962
R? (adj) 0,954 0,968 0,912 0,958 0,972 0,898 0,958

p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LOQ! - - - 0,17 0,139 0,274 0,169
LOD? - - - 0,008 0,007 0,013 0,008

!Limite de quantificacdo (0,95). *Limite de detecgéo (0,95).

A absR apresenta LOD em valor igual ao método padrdo, mostrando que ambos
apresentam a mesma sensibilidade. J& absG possui valor menor que o obtido no
espectrofotdbmetro, mostrando que para essa banda, a ADI é mais sensivel e capaz de detectar
concentra¢Bes mais baixas do analito. J& o LOQ da banda R é ligeiramente maior que o LOQ),
levando a uma pequena perda de precisdo e exatiddo. Mas, absG possui LOQ menor (0,139)
que a analise espectral do equipamento tradicional (0,169), mostrando novamente que a banda
G € mais sensivel e mais precisa para detectar pequenas quantidades do corante VC em meio
aquoso.

Para criar uma superficie de resposta para o corante VC, foram selecionadas as bandas
R e G, visto que a banda B apresenta a maior discrepancia com o método espectrofotométrico,
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embora minima. Como demonstrado na Figura 39, a absorbancia calculada em ambas as bandas
(R e G) mostra uma boa relagdo com o aumento da concentracao do corante. A banda R exibe
uma correlacdo de 0,98 com a concentracdo, enquanto a banda G apresenta um valor de 0,99,

conforme evidenciado no gréfico de correlagdo (Figura 40).

Figura 39 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas para o corante VC.
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Figura 40 - Gréfico de correlagdo entre os valores da absorbancia RGB e absorbéancia
espectral e a concentracdo do corante VC.
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4.5.2.3.Corante Verde Malaquita (VM)
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Assim como no corante VC, os dados normalizados do corante VM também
apresentaram inclinacdo negativa (Figura 41), mas também demonstram correlacdo entre as

variaveis através do teste de hipoteses.
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Figura 41 - Modelos criados a partir dos valores de pixel normalizados para o corante VM.
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Ao examinar os valores da absorbancia calculada para o corante VM, € perceptivel um
desempenho superior nas bandas G e B, conforme representado na Figura 42. No modelo, a
banda G exibiu o coeficiente de determinagéo mais elevado, com um valor de 0,973, seguido
pela banda B com 0,969. Em contraste, a banda R demonstrou menor representatividade,
indicando que sua absorbancia calculada pode ndo ser tdo significativa em comparagdo com as

outras.

Figura 42 - Modelos criados a partir dos valores de absorbéancia calculada para o corante VM,
onde absR ¢ a absorbancia em relacdo a banda R; absG ¢ a absorbancia em relacdo a banda G
e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B
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O corante VM exibe dois picos em comprimentos de onda. No entanto, a curva de
calibracéo foi estabelecida apenas em relacdao ao seu pico principal, localizado em 617,5 nm,
conforme ilustrado na Figura 43. Os valores obtidos do espectrofotbmetro e da banda G
demonstram a maior semelhanca, indicando uma boa seletividade dos dados.
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Figura 43 - Curva de calibracdo do corante VM.
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A Tabela 12 demonstra que, para os valores obtidos para o coeficiente de determinacao

das curvas, as bandas G e B apresentam valores de R? maiores que os obtidos na absorbancia

espectral. Os valores de 0,913 e 0,919 respectivamente para as bandas G e B comparado com o

valor de 0,612 obtido no espectrofotbmetro indica que a analise ADI representa melhor o

modelo linear que o método espectrofotométrico, proporcionando uma analise mais confiavel.

Tabela 12 - Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras do

corante VM.
Método Valores normalizados Absorbancia RGB Absorbancia

espectral

Bandas/Comprimento de onda R G B R G B 617,5 nm
Intercepto 0,568 0,905 0,949 0,720 0,088 0,049 1,009
Coeficiente Angular -28,128  -17,21 -10,441 124,287 24,476 12,601 56,341
Coeficiente de correlagdo -0,784 -0,959 -0,962 0,896 0,973 0,969 0,971
R? 0,615 0,919 0,925 0,803 0,946 0,939 0,644
R? (adj) 0,585 0,913 0,919 0,788 0,942 0,934 0,612

p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LOQ! - - - 0,418 0,201 0,216 0,630
LOD? - - - 0,020 0,001 0,010 0,030

!Limite de quantificagdo (0,95). Limite de detecgéo (0,95).

Os limites de guantificacdo para todas as absorbancias calculadas (R, G e B) possuem

valores significativamente menores que 0 métodos espectrofotométrico, mostrando que para o

corante VM, dentro do intervalo de concentracdes estudadas, a ADI é mais precisa e exata que

0 método tradicional. Isso também pode ser percebido na sensibilidade de ambas analises, onde
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a ADI é mais sensivel para concentracbes pequenas do corante que o espectrofotdmetro,

principalmente a banda G, que possui 0s menores valores de LOD e LOQ.

A analise da superficie de resposta, conforme apresentada na Figura 44, revela que a
banda G exerce uma influéncia maior nas concentragdes do corante VM do que o banda B, o
que sustenta sua predominancia no meio. No entanto, a Figura 45 indica que tanto a banda G
guanto a banda B exibem a mesma correlacdo com a concentracdo do corante, com um valor
de 0,97. Por outro lado, a banda R demonstra uma correlagdo menos significativa em
comparagdo com outras observadas neste estudo, com um valor de 0,68.

Figura 44 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas para o corante VM.
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Figura 45 - Gréafico de correlacdo entre os valores da absorbancia RGB e absorbancia
espectral e a concentragdo do corante VM.
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Considerando que o corante AU demonstrou uma melhor representatividade dos valores
com a banda B, o corante VC com as bandas R e G, e VM com as bandas G e B, para fins de
separacdo de bandas para cada corante, sera adotado o seguinte: o corante AU podera ser
representado pela banda B; VC podera ser representado pelas bandas R e G, e VM poderé ser
representado pelas bandas G e B. A Tabela 13 resume os resultados e a determinagédo de cada
banda e corante. Assim sera possivel realizar uma analise de solucdes binarias semelhante a
separacdo feita pelo método espectrofotomeétrico, o que pode otimizar a precisdo e a

confiabilidade dos resultados.

Tabela 13 — Bandas do método RGB representativas de cada corante, conforme graficos de
correlagdo entre os valores da absorbancia e a concentragdes.

Corantes
AU VvC VM
Banda  Correlagdo entre absorbéncia e concentracéo
R -0,07 0,98 0,90
G 0,74 0,99 0,97
B 0,92 0,95 0,97
Espectro 0,96 0,98 0,8

4.5.2.4.Analise da solucdo binaria com os corantes Vermelho Malaquita (VM) e Auramina
(AU)

As Figuras 46-50 apresentam os resultados obtidos com as solugdes binarias onde foi
mantido o corante AU com concentragdo [g. L™] constante (0,00480; 0,0096; 0,0144; 0,0192;
ou 0,0240) e o corante VM variavel, com concentragdes [g. L] de 0,0048; 0,0096; 0,0144;
0,0192 e 0,0240.

A primeira combinacdo (Figura 46a) da mistura apresenta coeficiente de correlacao
significativo para a banda G, com um valor 0,992. Como esta banda é a predominante no corante
VM, a sua presenca em maior quantidade na mistura é esperada. A medida que a concentragéo
do corante VM aumenta no meio, o valor da absorbancia na banda G também tende a aumentar.
Por outro lado, a linha B apresenta correlacdo regular, com pequena inclinagdo mas boa

correlacdo dos dados na regressao linear.

Ao comparar a banda selecionada com os dados obtidos no espectrofotdmetro (Figura
46Db), é evidente que a presenca do corante VM tem uma influéncia significativa no meio para
essa combinacdo, apresentando maior sensibilidade ao método (inclinagdo). A analise espectral

revela um nivel de confianca menor no comprimento de onda do corante AU, comportamento
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que também pode ser observado na banda B. Isso pode ser devido a baixa concentracdo deste

corante no meio.

Figura 46 - Soluc&o binaria para os corantes VM com concentracdo [g. L] variavel (0,0048 a
0,024) e AU com concentragio [g. L] constante (0,0048). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a

absorbancia em relacdo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b) Curva de

calibracdo do espectrofotdmetro.
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Ao aumentar a concentragio do corante AU em 0,0048 g. L%, passando para 0,0096 g.
L1, a confianca na banda B aumenta significativamente (Figura 47a). A discrepancia de valores
entre as bandas B e G aumenta, a medida que a concentracdo do corante AU aumenta no meio.
A banda G tende a ser constante na faixa de absorbancia calculada entre 0 e 1,0. Isso indica que
esta banda pode estar relacionada ao corante VM, uma vez que a concentracao dele é a mesma
em todas as bateladas. A banda B inverte sua inclinagdo, tomando valores negativos em relacao
a concentracdo de VM, o que também pode ser observado na curva de calibracdo, no
comprimento de 424,5 nm (Figura 47b). No espectrofotdmetro, 0 comprimento de onda de VM

se sobressai, uma vez que apresenta concentracdo maior do que a do corante AU.
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Figura 47 - Solucdo binaria com os corantes VM com concentragdo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e AU com concentragio [g. L] constante (0,0096). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a

absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de

calibracdo do espectrofotdmetro.
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Na terceira batelada, é observado que a banda B apresenta inclinacdo negativa com a
concentragdo de AU em 0,0096 g. L™ (Figura 48a). A banda G continua apresentando 6tima
correlacdo e nivel de confianca. Os dados obtidos do espectrofotdmetro, mostrados na Figura
48D, revelam que a concentracdo do corante VM se aproxima da concentracdo do corante AU
e, onde para as primeiras concentracées, o pico do comprimento de onda de 424,5 nm (corante

AU) apresenta valor maior que o pico de 617,5 nm (corante VM).

Figura 48 - Solugdo binaria com os corantes VM com concentragdo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e AU com concentragio [g. L] constante (0,0144 g. L™). (a) Modelos criados a partir
dos valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacéo a banda R; absG
é a absorbancia em relacédo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b)
Curva de calibracdo do espectrofotometro.
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Para a concentragéo de 0,0192 g. L de AU, as bandas B e G apresentam valores cada
vez mais distantes, com a banda G permanecendo constante, com valores de 0 a 1, e a banda B
ainda apresenta correlacdo negativa com a concentracdo (Figura 49a). Em comparacdo com a
concentracdo de AU anterior, a curva B apresentou pouca diferenciacdo de valores. A analise

espectral, apresentada na Figura 49b, revela que a solugdo possui uma concentragdo
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predominante do corante AU, e a partir da concentracdo de 0,0144 g. L™, o corante VM
apresenta valores mais elevados. Por ser uma cor mais forte, € esperado que a curva do corante
VM se sobreponha ao do corante AU, mesmo que o Ultimo apresenta concentragdes mais
elevadas, conforme observado na Figura 49b.

Figura 49 - Solucdo binaria com os corantes VM com concentragdo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e AU com concentragdo [g. L™] constante (0,0192 g. L™). (a) Modelos criados a partir
dos valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacdo a banda R; absG
é a absorbancia em relacédo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b)
Curva de calibracdo do espectrofotometro.
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No ultimo modelo da mistura, a banda B apresenta aumento aproximado de 0,308
unidades na concentragdo de 0,0048 g. L do corante VM e 0,269 unidades na concentragdo de
0,0096 g. L do corante VM, o que leva ao aumento da inclinagdo negativa da curva, e portanto,
ao aumento da sensibilidade do método, como mostrado na Figura 50a. A mudanca de valores
pode estar relacionada ao aumento de 0,0048 g. L™ da concentragdo do corante AU. A banda G
continua estavel, sem apresentar grandes mudancas, o que pode indicar que a escolha desta
como representacdo do corante VM ¢€ ideal.

Ao analisar os dados do espectrofotdmetro, apresentado na Figura 50b, 0 comprimento
de onda de 424,5 nm possui valores maiores até aproximadamente 0,0170 g. L, quando os
valores de 617,5 nm se sobressaem. O pico relacionado ao corante AU continua com inclinagédo
negativa e o pico de 617,5 nm mantém seus valores constantes, com ligeiras variacdes de
absorbancia em todas as bateladas realizadas.
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Figura 50 - Solucdo binaria com os corantes VM com concentragdo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e AU com concentragio [g. L] constante (0,0244 g. L™). (a) Modelos criados a partir
dos valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacéo a banda R; absG
¢ a absorbancia em relacéo a banda G e; absB é a absorbancia em relacéo a banda B. (b)
Curva de calibracdo do espectrofotdmetro
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Ao examinar as curvas das absorbancias RGB calculadas para a solucdo binaria em
questdo, é evidente que para a banda B, a medida que a concentragdo do corante AU no meio
aumenta, a inclinagdo da curva se torna negativa, resultando em uma relagéo inversa com a
concentracdo do corante VM. Como observado anteriormente, para 0s corantes puros, a banda
B apresenta uma forte correlacdo com o corante AU e, no estudo de solucBes binarias, essa
relacdo também pode ser considerada verdadeira.

A banda G permanece constante em todos os gréaficos, evidenciando uma tendéncia para
representar o corante VM, como também foi observado no estudo do corante puro. A Figura 51
exibe o grafico de correlacdo entre os métodos espectrofotométrico. Para os corantes puros, as

bandas R, G e B foram claramente associadas aos corantes VC, VM e AU, respectivamente.

Figura 51 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia RGB e da concentracdo da
solucdo binéria entre os corantes AU e VM.
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Para o corante VM, a banda R apresenta correlacdo regular, mas ainda sim promissora,
com valor de 0,79. Ja a banda B apresenta correlacdo negativa, mostrando que ao aumentar a
concentracdo do corante VM, o valor da banda B tende a diminuir, 0 que sugere que este ndo
representa adequadamente o corante em questdo. No entanto, para a banda G, observa-se que
esta apresenta uma boa relagdo com o corante, indicando uma resposta diretamente ligada ao
aumento da concentracdo. Assim, ao considerar que o corante VM pode ser melhor
representado pela banda G, observa-se uma boa correlacdo com o método espectrofotométrico.

J& para o corante AU, a banda B demonstra bons resultados, alcangcando uma correlagdo
de 0,9, indicando uma forte relacdo. Por outro lado, as demais bandas apresentam resultados
baixos, com correlacdo de 0,24 para as bandas G e R, respectivamente, ndo sendo relevantes
para a correlagdo com o corante AU. Portanto, como antecipado anteriormente, a banda B
emerge como representativa do corante AU.

O comportamento das curvas, podem ser visualizados nas superficies de respostas

apresentadas na Figura 52, que corrobora com os resultados discutidos anteriormente.

Figura 52 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas (RGB) para a solucao
binaria com corante VM de concentragdo variavel (0,0048 a 0,024 g. L™}) e AU com
concentracio [g. L] constante a: (a) 0,0048; (b) 0,0096; (c) 0,0144; (d) 0,092 ¢ (e) 0,024.
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A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos na solucao binaria com os corantes AU e

VM, comparando com os obtidos quando os corantes estdo puros.

Tabela 14: Bandas do método RGB representativas dos corantes AU e VM e a solugdo binéria
entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia e a concentracdes.

Corantes puros Solugao binaria
AU VM AU VM

Banda Correlacdo entre absorbéncia e concentracéo
R -0,07 0,9 0,24 0,79
G 0,74 0,97 0,24 0,94
B 0,92 0,97 0,9 -0,13

Com a finalidade de confirmar as premissas propostas, foram realizados testes com um
terceiro corante, o VC, a fim de observar o comportamento dos corantes VM e AU na analise

de imagens.

4.5.2.5. Anélise da solucéo binaria com os corantes Verde Malaquita (VM) e Vermelho
Congo (VC)

A apresentacao dos dados obtidos para as misturas dos corantes VM e VC é exibida nas
Figuras 53-57, onde, de forma similar a solucdo anterior, as curvas RGB foram comparadas
com o modelo do espectrofotdmetro.

Na primeira batelada, com concentragéo fixa do corante VC em 0,0006 g. L™, a banda
R demonstra um coeficiente de determinagdo de 0,914. Contudo, observa-se uma tendéncia
para uma curvatura caracteristica de um modelo quadratico nos pontos (Figura 53a). Essa
caracteristica também é observada na curva de calibracdo do comprimento de onda de 617,5
nm (Figura 53b), correspondente ao corante VM. No entanto, ndo é possivel ainda relacionar
este comprimento de onda com a banda R, pois é necessario verificar se 0 comportamento de
ambas as curvas se assemelha ao aumentar a concentracdo do corante VC. As bandas G e B
exibem resultados semelhantes em comparacdo com a banda R, com pequenas diferencas de
inclinagéo entre elas. No espectrofotdmetro, a curva do comprimento de onda de 336,5 nm
mostra valores muito pequenos e uma relacdo linear baixa, o que sugere uma dificuldade do

equipamento em detectar o pico do corante VC em concentrac¢des baixas.



104

Figura 53 - Solugéo binaria com os corantes VM com concentracdo variavel (0,0006 a 0,024
g. L) e VC com concentragdo constante (0,0006 g. L™). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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Com o0 aumento da concentragdo do corante VC, fixando-se em 0,006 g. L%, observa-se
uma reducdo na inclinagdo da banda R e um aumento em seu coeficiente de correlacgdo linear.
Isso significa que 0s pontos apresentam um comportamento menos quadratico e se tornam mais
"linearizados". Por outro lado, a banda G aumenta sua inclinacao e diminui seu coeficiente de
correlagédo, levando a um maior afastamento da banda B, que apresentou uma relacdo menor
com a linearidade em comparagdo ao estado anterior, mas manteve seus valores similares
(Figura 54a). Quanto as curvas de calibracao espectrofotométrico, a curva do comprimento de
onda de 617,5 nm apresentou pouca variagdo na inclinacao, mas os dados ajustaram-se melhor
em uma reta. A curva de 336,5 nm mostrou valores mais elevados, aumentando a sensibilidade

da andlise, bem como um melhor ajuste na regressao (Figura 54b).

Figura 54 - Solugdo binaria com os corantes VM com concentracdo variavel (0,0006 a 0,024
g. LY e VC com concentragdo constante (0,006 g. L™). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracéo do espectrofotometro.
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Na terceira analise, com o corante VC mantido constante em 0,012 g. L, observa-se
um comportamento semelhante ao da batelada anterior, especialmente para ADI (Figura 55a).
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A banda R continua reduzindo sua inclinacdo e apresentando um melhor ajuste dos dados
linearmente. A banda G diminuiu sua inclinacdo e seu coeficiente de correlagéo, aproximando-
se da banda B, que tambem apresentou diminui¢do na sua correlacdo linear e inclinagdo. No
espectrofotdmetro, representado na Figura 55b, o comprimento de onda de 617,5 nm também
diminuiu sua sensibilidade, mas manteve uma boa correlacdo linear. Além disso, o
comprimento de onda de 336,5 nm também mostrou uma reducéo na sensibilidade e uma menor
adequacao dos dados a linha reta.

Figura 55 - Solucao binaria com os corantes VM com concentracao variavel (0,0006 a 0,024
g. LY e VC com concentragdo constante (0,012 g. L™). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotbmetro.
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Quando o corante VC é concentrado a 0,018 g. L%, observa-se que as curvas RGB e as
curvas do espectrofotdmetro (Figura 56a e Figura 56b, respectivamente) estdo se aproximando
entre si, e, em concentragdes do corante VM préximas a 0,006 g. L™, os valores obtidos sdo tdo
semelhantes que as curvas tendem a se sobrepor, dificultando a analise desses pontos. No
método ADI, a reta R diminui ainda mais a sua inclinacdo, sem afetar o coeficiente de
correlacdo. A banda G apresenta aumento de sensibilidade e adequacdo dos pontos a curva,
assim como a banda B, que exibe comportamento similar. No espectrofotémetro, a curva de
617,5 nm diminui sua inclinagdo, enquanto a curva de 336,5 nm aumenta sua sensibilidade,

resultando em um pico ligeiramente mais elevado que 0s anteriores.
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Figura 56 - Solugédo binaria com os corantes VM com concentracdo variavel (0,0006 a 0,024
g. LY e VC com concentragdo constante (0,018 g. L™). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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Por fim, na ultima batelada, as curvas RGB apresentadas na Figura 57a estdo tdo
proximas que os pontos das triplicatas usadas na construcdo da reta se sobrepdem com 0s
demais valores das outras retas. Assim como anteriormente, a banda R continua diminuindo sua
inclinagdo sem afetar a linearidade dos dados, a banda G apresenta uma pequena reducdo na
sua sensibilidade, e a banda B mantém constancia nos valores em relacdo aos exibidos na
batelada anterior. Para as curvas padrdo (Figura 57b), ha reducao da inclinacéo de 617,5 nm,
aproximando-se cada vez mais da curva de 336,5 nm, que aumenta sua sensibilidade e relacdo

linear dos pontos.

Figura 57 - Solucao binaria com os corantes VM com concentracao variavel (0,0006 a 0,024
g. LY e VC com concentragdo constante (0,024 g. L™). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b) Curva de
calibragdo do espectrofotdmetro.
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Para realizar a comparacdo e verificar se as suposi¢es dos corantes puros relacionadas
a cada banda RGB sdo de fato adequadas para solug6es binarias dos corantes VM e VC, foi
gerado um grafico de correlagdo com a concentragdo de cada corante, conforme ilustrado na
Figura 58.
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Figura 58 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia RGB e da concentracdo da
solucéo binéria entre os corantes AU e VM.
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VC, indicando uma relacdo fraca com este corante. Por outro lado, para o corante VM, essa
correlacéo se torna 0,85. J& para a banda G, a correlagdo entre as concentragdes dos corantes
VM e VC é de 0,78 e 0,49, respectivamente. Portanto, a banda G apresenta uma interagdo
melhor com o corante VM do que com o VC, o que também foi observado na banda R. Na
Gltima banda, a absorbancia calculada da banda B mostra uma correlagdo melhor com o corante
VC do que com 0 VM, com valores de 0,8 e 0,42, respectivamente.

Entretanto, além do corante VM poder ser representado pela banda G, ele também
apresentou correlagdes relevantes com a banda R. Da mesma forma, o corante VC pode ser
representado pela banda B. Portanto, para a solugdo contendo ambos 0s corantes, € necessario
reajustar as bandas representativas de cada corante de forma a melhor representa-los. Assim,
em uma solucdo binaria contendo os corantes VC e VM nas concentracdes estudadas, suas
bandas predominantes sdo B e R, respectivamente.

Considerando que para os corantes puros correlacionados, ou seja, VC e VM, as bandas
propostas que regem seus comportamentos em ADI sdo a R e G, foram criadas superficies de
respostas correlacionando estas bandas a concentracdo do corante VM, exibidas na Figura 59.
E possivel notar que absB apresenta comportamento constante com o aumento da concentragio

do corante VM no meio.
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Figura 59 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas (RGB) para a solucdo
binaria com corante VM com concentragéo variavel [g. L™*] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentragéo [g. L] constante a: (a) 0,0006; (b) 0,006; (c) 0,012; (d) 0,018 e (d) 0,024.
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A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos na solucéo binaria com os corantes VC e
VM, comparando com os obtidos quando os corantes estdo puros.

Tabela 15: Bandas do método RGB representativas dos corantes VC e VM e a solugédo binaria
entre eles, conforme gréaficos de correlacdo entre os valores da absorbéncia e a concentracdes.

Corantes puros Solucdo binéria
VC VM VC VM

Banda Correlacdo entre absorbancia e concentracdo
R 0,98 0,90 -0,38 0,85
G 0,99 0,97 0,49 0,78

B 0,95 0,97 0,80 0,42
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4.5.2.6.Analise da solugdo binaria com os corantes Auramina (AU) e Vermelho Congo (VC)

A seguir, serdo discutidas as bateladas produzidas com solucBes binarias entre os
corantes AU e VC, conforme ilustrado nas Figura 60-65.

Na primeira solucéo realizada contendo os corantes AU em concentragdes variaveis e
VC em concentragdo de 0,0006 g. L, as bandas G e R praticamente ndo se destacam,
apresentando valores muito préximos entre si e inclinagdes menores que 1. Além disso, a
adequacao dos pontos a regressao linear ndo apresenta bons resultados, ou seja, os coeficientes
de correlacdo sdao menores que 0,90 e o teste de hipdtese para R indica que a reta nao representa
adequadamente os dados. Isso € observado com a grande variabilidade dos pontos, tornando a
anélise pouco precisa. Por outro lado, a banda B mostra uma maior sensibilidade, com um
coeficiente de 0,968 (Figura 60).

Figura 60 - Modelos criados a partir dos valores de absorbancia calculada para a solucéo
binaria com os corantes AU com concentracdo [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e VC com
concentragéo [g. L] constante (0,0006); onde absR é a absorbancia em relacéo a banda R;
absG é a absorbancia em relacdo a banda G e; absB ¢ a absorbancia em relacdo a banda B.

3.0 ® absR 0.06
y = 0,024 + 0,303x
L]
@ 2.5 R*=0,173 @ 0.0512 .
Q p-valor = 0,537 Q .
= 2.0+ © 0.04-
k] absG E °
E y = 0,033+ 0,754x 3
© 154 © 0.034
g R®=0,579 s //
- = = °

‘g 1.04 p-valor = 0,024 ,g 0.024 ] . .
& & .
= ® absB k<]
3 997 y=0,121+109,726x g 0011, .
e} 2 Qo
< . R®=0,968 <

0.0 : : : ; \__ p-valor = <0,0001 0.00 , , , | ,

0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 ’ 0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
Concentragdo da Auramina (g L'l) Concentragdo da Auramina (g L'l)

No espectrofotdmetro, no comprimento de onda referente ao corante AU, 424,5 nm, 0s
dados apresentam uma boa relagdo com a curva, mas para 336,5 nm, os valores sdo pouco
ajustaveis (Figura 61). Portanto, com o método espectrofotométrico, pode-se entender que em
concentra¢Bes pequenas, assim como aconteceu com a solugdo binéria com os corantes VC e
VM, o corante VC é pouco perceptivel, onde seu pico apresenta valores pouco uteis para analise

de sua concentracdo, indicando uma limitacdo da curva do espectrofotdmetro.
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Figura 61: Curva de calibragdo do espectrofotdmetro para solucéo bindria com os corantes
AU com concentragdo [g. L™*] variavel (0,0006 a 0,024) e VC com concentracdo [g. L™]
constante (0,0006).
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Na segunda batelada, mantendo a concentragdo do corante VC fixa em 0,006 g. L™,
observa-se que a banda R reduz ligeiramente sua inclina¢do, tornando-se negativa, mas
apresentando uma melhor adequacao dos pontos a reta. Enquanto isso, a banda G aumenta sua
inclinacdo, afastando-se da linha R, porém, ha uma perda de linearidade nesse processo. Por
sua vez, a banda B exibe um aumento de sensibilidade, assim como no coeficiente de correlacdo
(Figura 62a). O comprimento de onda de 336,5 nm (Figura 62b) passa a apresentar valores de
inclinacdo negativa, semelhantes a banda R, e, da mesma forma, demonstra-se mais adequado
a reta. Em contrapartida, o comprimento de onda de 424,5 nm reduz ligeiramente sua

inclinagdo, mas sem impactar na correlacéo da reta.

Figura 62 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragéo [g. L™] constante (0,006). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracéo do espectrofotometro.

® absR 1.54 ®) . Comprimento de onda
y = 0,055 - 0,818x ° ® 4245nm
g R?=-0,264 124 y =0,099 + 51,056x
& p-valor = 0,341 R® = 0,989
s © p-valor = <0,0001
ks absG 5 0.9
3 y=0,136 +1,062x & ® 336,5nm
S R?=0,495 g 064 y=0,131 - 2,25x
3 p-valor = 0,061 . R’=-0,416
§ < p-valor = 0,123
5 ® absB 0.3
2 y=0,085+ 111,13x
< 00 = — i R°=0979 0.0 . . . . L
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.0250-valor = <0,0001 0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
Concentragdo da Auramina (g L™) Concentracéo da Auramina (g LY

Para uma concentracéo do corante VC igual a 0,012 g. L™, é observado que a inclinagdo
da reta R assume valores negativos. No entanto, o teste de hipdtese revela uma melhor

adequacdo dos dados a reta, juntamente com um aumento consideravel do coeficiente de
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correlacdo. A banda G apresenta alteragdes infimas, mantendo uma aparente constancia dos
dados. A terceira banda reduz sua inclinacdo, sem afetar a correlacdo (Figura 63a). No
comprimento de onda correspondente ao corante AU, assim como na banda B, a inclinacdo da
reta diminui, mas o coeficiente de correlacdo permanece alto. Por outro lado, o segundo
comprimento de onda apresenta uma inclinagdo negativa mais pronunciada dos dados (Figura
63b), comportamento que é observado conforme aumenta-se a concentracdo do corante VC no

meio.

Figura 63 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragdo [g. L™*] constante (0,012). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotometro.
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Na quarta batelada, mantendo a concentragéo do corante VC constante em 0,018 g. L,
observa-se que a sensibilidade da banda R aumenta, no entanto, sua inclinagdo permanece
negativa. A banda G também apresenta uma inclinacdo negativa, saindo de seu estado de
constancia, mas com o0s pontos pouco relacionados a reta. A banda B continua reduzindo sua
inclinagcdo sem afetar o coeficiente de correlacdo (Figura 64a). No espectrofotdmetro, a reta de
4245 nm possui um comportamento similar a banda B. Por Gltimo, a reta do comprimento de
onda de 336,5 nm continua apresentando inclinagdo negativa, mas ocorre um aumento de sua
sensibilidade. Além disso, € observada uma aproximagdo dos pontos das duas retas,
principalmente em concentra¢Ges muito pequenas, onde o0s dados chegam a se sobrepor (Figura
64b).
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Figura 64 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracdo [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragdo [g. L™*] constante (0,018). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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No Ultimo experimento realizado para a solucdo binaria dos corantes em questéo,
observa-se uma maior sensibilidade dos dados da banda R, apesar de sua inclinagéo negativa,
indicando que a concentragdo do corante AU tem uma relacdo inversamente proporcional ao
aumento da absorbancia desta banda. A banda G continua apresentando pouca representacdo
na reta, o que pode indicar uma relacdo limitada com os dois corantes quando combinados nas
concentracOes estudadas, sendo necessario observar seu comportamento através do grafico de
correlagdo. Para a banda B, ocorre um ligeiro aumento em sua sensibilidade, com pouca
significancia em relagdo aos seus decréscimos. Em comparacdo com a primeira batelada, as
bandas R e G apresentam valores mais distintos (Figura 65a). No espectrofotdmetro, a reta de
4245 nm apresenta pouca diferenca em relacdo aos seus valores anteriores, mantendo-se
praticamente constante, assim como o comprimento de 336,5 nm (Figura 65b). No entanto, para
os valores das concentracdes de 0,006 g. Lt de ambos corantes se encontram similares,
indicando que o aumento do corante VC no meio pode levar a aproximacao das retas, ou seja,
a aproximacao dos valores de absorbancia.
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Figura 65 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragdo [g. L™*] constante (0,024). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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Absorbancia calculada (RGB)

O grafico de correlacdo para a solucdo binaria em questdo, representado na Figura 66,
revela que a banda R tem uma baixa representatividade tanto para o corante AU quanto para o
corante VC. Para o corante AU, a correlacdo € negativa, enquanto para o corante VC, a banda
R tem pouca influéncia nos resultados, indicando que ndo é adequada para a quantificacdo de
nenhum dos corantes. A banda G, por sua vez, demonstra resultados promissores para o0 corante
VC, apresentando uma correlacdo de 0,89, sendo a maior correlacdo dos dados para este
corante. No entanto, para o corante AU, a banda G mostra uma interacao de apenas 0,01, o que
indica uma representatividade irrelevante. Por fim, a banda B revela uma maior relagdo com o
aumento da concentracdo do corante AU, com um valor de correlacdo de 0,95, enquanto para o
VC, essa correlacdo € de apenas 0,17. Portanto, € possivel deduzir que nas concentracdes
estudadas para a solucdo dos dois corantes, as bandas G e B sdo as mais representativas para o0s
corantes VC e AU, respectivamente. Logo, graficos da superficie de resposta (Figura 67) foram

criados de forma a ilustrar essa correlagdo com a concentragéo dos corantes.
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Figura 66 - Gréfico de correlacéo entre os valores da absorbancia RGB e da
concentracdo da solucédo binaria entre os corantes AU e VC.
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Figura 67 - Superficie de resposta para as absorbancias calculadas (RGB) para a solucao
binaria com corante AU com concentragdo [g. L™] variavel (0,0006 a 0,024) e VC com
concentracdo [g. L™] constante a: (a) 0,0006; (b) 0,006; (c) 0,012; (d) 0,018 e (d) 0,024.
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A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos na solucéo binaria com os corantes VC e

AU, comparando com os obtidos quando 0s corantes estdo puros.
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Tabela 16: Bandas do método RGB representativas dos corantes VC e AU e a solugdo binaria
entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia e a concentracdes.

Corantes puros Solugdo binaria
VvC AU VC AU

Banda Correlagdo entre absorbancia e concentracao
R 0,98 -0,07 0,67 -0,48
G 0,99 0,74 0,89 0,01
B 0,95 092 0,17 0,95

45.3. Analise dos resultados RGB

Comparando os resultados obtidos para o metodo espectrofotométrico, conforme
mostrado na Figura 68, para a solucdo binaria dos corantes AU e VM, onde o primeiro
permaneceu fixo em cada batelada, o espectrofotdmetro de 424,5 nm apresenta uma correlagéo
com os dados de 0,97. Na analise RGB, a banda representativa do corante AU é a B, com uma
correlacédo de 0,90. Apesar da diferenca, o resultado da analise RGB é considerado promissor.
Por outro lado, para o comprimento de onda relativo ao corante VM, 617,5 nm, a correlacao
das variaveis foi de 0,94. A banda G, considerada representante do corante VM, também

apresentou uma correlacéo de 0,94 com suas concentragoes.

Figura 68 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia espectral e a concentracdo
da solucdo binéria entre os corantes VM e AU.
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A Tabela 17 resume os resultados e a comparagdo com o espectrofotdmetro os
resultados obtidos na solugdo binaria com os corantes AU e VM, comparando com os obtidos

quando os corantes estdo puros.
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Tabela 17: Bandas do método RGB e comprimentos de onda relativos aos corantes AU e VM
e a solucéo binaria entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia
e a concentracgoes.

Corantes puros Solugdo binéria
AU VM AU VM
Banda Correlacéo entre absorbancia e concentracdo
R -0,07 0,90 0,24 0,79
G 0,74 097 024 0,94
B 0,92 0,97 0,9 -0,13
Comprimento de onda
617,5 nm - 0,8 - 0,94
424,5 nm 0,96 - 0,97 -

Na analise da correlacdo da solucédo binaria dos corantes VC e VM, conforme ilustrado
na Figura 69, o comprimento de onda especifico ao corante VC, 336,5 nm, demonstra uma
correlacdo de 0,92, enquanto os dados obtidos em ADI referentes a banda B apresentam uma
correlacdo de 0,80. Em relacdo ao segundo corante, VM, seu comprimento de onda esta
associado a uma correlacdo de 0,89. A banda R, que esté correlacionada a este corante, exibe

uma correlacéo ligeiramente inferior, com um valor de 0,85.

Figura 69 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia espectral e a concentracdo
da solucdo binéria entre os corantes VM e VC.
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A Tabela 18 resume os resultados e a comparagdo com o espectrofotdbmetro os
resultados obtidos na solugdo binaria com os corantes VC e VM, comparando com os obtidos

quando os corantes estdo puros.
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Tabela 18: Bandas do método RGB e comprimentos de onda relativos aos corantes VC e VM
e a solucéo binaria entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia
e a concentragoes.

Corantes puros Solugdo binaria
VvC VM VC VM
Banda Correlacao entre absorbéancia e concentragédo
R 0,98 0,90 -0,38 0,85
G 0,99 0,97 0,49 0,78
B 0,95 097 0,80 0,42
Comprimento de onda
617,5 nm - 0,8 - 0,89
336,5 nm 0,98 - 0,92 -

Na terceira solucédo binaria (Figura 70), envolvendo os corantes VC e AU, onde VC é
mantido em concentracOes diferentes em cada experimento, 0 comprimento de onda associado
ao corante VC apresenta uma correlacdo de 0,96. Enquanto isso, na anélise ADI, a banda G,
referente ao corante VC, exibe uma correlacdo de 0,89, ainda significativa. Quanto ao
comprimento de onda de 424,5 nm do corante AU, a correlacdo € de 0,95, um valor semelhante

a banda considerado representativo para esse comprimento, ou seja, a banda B.

Figura 70 - Gréafico de correlacéo entre os valores da absorbancia espectral e a concentracéo
da solucéo binéria entre os corantes AU e VC..
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A Tabela 19 resume os resultados e a comparacdo com o espectrofotbmetro os

Espectro 424 5nm | 0.12 0.02

N\
N

resultados obtidos na solucéo binaria com os corantes VC e AU, comparando com os obtidos
guando os corantes estéo puros.
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Tabela 19: Bandas do método RGB e comprimentos de onda relativos aos corantes VC e AU
e a solucéo binaria entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia
e a concentracgoes.

Corantes puros Solucéo binéria
VvC AU VvC AU
Banda Correlacéo entre absorbancia e concentragcdo
R 0,98 -0,07 0,67 -0,48
G 0,99 0,74 0,89 0,01
B 0,95 0,92 0,17 0,95
Comprimento de onda
424,5 nm - 0,96 - 0,95
336,5 nm 0,98 - 0,96 -

Das analises de todos as solucGes desenvolvidas, observa-se que quando um dos
corantes é mantido fixo em cada solucéo, ele apresenta uma correlacdo reduzida para 0 método
ADI. No entanto, o corante (AU, VC ou VM) cujas concentra¢des sao variaveis demonstra uma
maior afinidade com a andlise, exibindo uma correlacdo semelhante a do método
espectrofotométrico. H4 um caso de estudo para as amostras da solucdo binarias entre os
corantes VC e VM, onde houve maior discrepancia entre os resultados do método
espectrofotométrico e da analise RGB, com correlacGes entre as absorbancias e a concentracdo
do corante VM de 0,89 e 0,85, respectivamente. Nesse caso, devido as cores intensas dos
corantes, a analise RGB enfrenta um desafio maior na quantificacdo dos dados, podendo
resultar na perda da sensibilidade dos mesmos. Mas, os resultados se mostram significativos
para uma possivel quantificacdo da concentracdo de cada corante, sendo necessario estudos

para quantificacdo do limite superior suportado pela ADI.

4.5.3.1. Anélise do comportamento RGB da solucéo binaria dos corantes Verde Malaquita
(VM) e Auramina (AU)

Para determinar o comportamento da analise digital de imagens em solugGes binarias de
corantes e verificar o padréo sobre a reducéo da correlagdo para o corante mantido fixo, foram
realizadas cinco bateladas para a solucdo dos corantes VM e AU, mantendo o VM em
concentrag0es fixas e variando o corante AU, conforme Tabela 9. As Figuras 71-76 ilustram os

resultados obtidos.
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Figura 71 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracdo [g. L] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentragdo [g. L™] constante (0,0048). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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Figura 72 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentragéo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentragio [g. L™] constante (0,0096). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB é a absorbancia em relacdo a banda B. (b) Curva de
calibracéo do espectrofotbmetro.
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Figura 73 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentracao [g. L] constante (0,0144). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracéo do espectrofotometro.
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Figura 74 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentragdo [g. L™*] constante (0,0192). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacédo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotdmetro.
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Figura 75 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentragdo [g. L] constante (0,024). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a

absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotometro.
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Figura 76 - Gréfico de correlacdo entre os valores da absorbancia RGB e absorbancia do
espectro com a concentracdo da solucdo binaria entre os corantes VM e AU.
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Considerando a solucédo binaria em que a concentracdo do corante AU varia de 0,0048
20,024 g. L™t e a concentragio do corante VM é mantida constante em cada grafico, nas mesmas
concentracOes que o outro corante, o grafico de correlacédo revela que a banda R apresenta uma
correlagédo de 0,93 com o corante VM e uma correlagdo negativa, -0,04, com o corante AU. Por
sua vez, a banda G exibe uma correlagdo de 0,98 com o corante VM, indicando uma forte
relacdo com este corante, enquanto para o corante AU essa correlacdo € de apenas 0,07, sendo
considerada irrelevante para a quantificacdo da concentracdo do corante. Por fim, a banda B
demonstra uma correlacdo negativa e modesta com o corante VM, -0,35, mas uma correlagéo
significativa com o corante AU, chegando a 0,83. Os resultados apresentam as mesmas relagoes
para aqueles obtidos na Sec¢do 4.3.2.4 (Analise da solugdo binaria com os corantes Vermelho
Malaquita (VM) e Auramina (AU)), as bandas que melhor se relacionam com a concentracéo
dos corantes AU e VM séo B e G, respectivamente.

Nos resultados obtidos no espectrofotdmetro, o comprimento de onda relativo ao
corante VM, 617,5 nm, demonstra uma correlacdo com o corante de 0,94. Enquanto isso, 0
comprimento relativo ao corante AU, 424,5 nm, apresenta um valor de correlagdo de 0,85.
Portanto, seja o corante variavel ou constante na solugdo, ndo ha redugdo nos valores obtidos,
sugerindo que os resultados para as solu¢des dos corantes estudados sdo meras coincidéncias.
Logo, o fator determinante para a sensibilidade da substancia a anélise digital de imagens sdo
suas propriedades cromoforas.

A Tabela 20 resume os resultados e a comparagdo com o espectrofotdbmetro o0s
resultados obtidos na solucgdo binaria com os corantes VM e AU, comparando com os obtidos

guando os corantes estio puros.

Tabela 20: Bandas do método RGB e comprimentos de onda relativos aos corantes VM e AU
e a solucéo binaria entre eles, conforme graficos de correlacdo entre os valores da absorbancia
e a concentragoes.

Corantes puros Solugdo binaria
VM AU VM AU
Banda Correlagdo entre absorbancia e concentragao
R 0,90 -0,07 0,93 -0,04
G 0,97 0,74 0,98 0,07
B 0,92 097 -0,35 0,83
Comprimento de onda
617,5 nm 0,8 - 0,94 -

4245 nm - 0,96 - 0,85
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O Anexo | inclui os espectrofotdmetros correspondentes a cada batelada de todas as
solucdes, enquanto o Anexo Il contém as tabelas que compreendem os principais dados
analiticos extraidos de cada experimento, tanto para ADI quanto para o método
espectrofotométrico.

Para verificar se a analise é realmente capaz de tal afirmacgéo, foram realizados testes

com cada uma das trés solucBes, como sera discutido nas se¢fes seguintes.

4.6. Validagdo do experimento

Com o propésito de avaliar a eficacia dos modelos desenvolvidos para a quantificagdo
das concentracbes dos corantes, foram conduzidos testes utilizando concentracGes
desconhecidas aplicadas aos modelos criados. Os resultados foram entdo comparados com 0s
valores obtidos pelo modelo de regressdo gerado a partir do espectrofotdmetro.

Inicialmente, foi proposta uma analise com a solugdo mantendo variavel a concentragdo
do corante VM e constante a concentragdo do corante AU (0,0144 g. L) para verificar se o
modelo consegue predizer a concentracao do corante constante (AU), utilizando trés amostras

com concentra¢des desconhecidas, como pode ser observado na Figura 77.

Figura 77 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentragéo [g. L™] variavel (0,0048 a
0,024) e VM com concentragdo [g. L™] constante (0,0144). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relacdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB é a absorbéancia em relacdo a banda B. (b) Curva de
calibracéo do espectrofotbmetro.
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Verifica-se que, para 0 modelo RGB, apenas duas amostras apresentaram uma adequada
correspondéncia com as curvas absR e absG e apenas uma para a curva absB. No entanto, para
uma comparacgdo precisa dos resultados, é imperativo reunir os dados obtidos na curva RGB.
Comparando esses resultados com o método de ADI, observou-se que 0 menor erro de medicdo

foi encontrado na handa R, com erros de 6,09% e 4,45%. Esses erros sao suficientemente
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pequenos para considerar a analise como uma alternativa vidvel na quantificacdo da
concentracdo do corante VM.

Como visto anteriormente, o corante VM pode ser relacionado tanto para a banda G
guanto para a banda R, apresentando em ambas étimas correlagfes. Logo, para uma solugédo
contendo os dois corantes, AU e VM, nas concentracdes estudadas, € possivel aproximar-se da
concentracdo do corante VM no meio utilizando ADI.

Prosseguindo com a validagdo das curvas padroes RGB criadas, foi realizado um
experimento com concentra¢@es desconhecidas dos corantes VM e VC para a solugéo binéria
destes corantes onde o corante VM varia sua concentragdo de 0,0006 a 0,024 g. L™ e o corante

VC é mantido em 0,012 g. L%, como ilustrado na Figura 78.

Figura 78 - Solugio binaria com os corantes VM com concentracdo [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragdo [g. L™*] constante (0,012). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR ¢ a absorbancia em relacdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo & banda G e; absB é a absorbéancia em relacdo a banda B. (b) Curva de

calibracéo do espectrofotémetro.
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No teste realizado para a solucdo binaria dos corantes VM e VC, observou-se que as
bandas G e B apresentaram adequacdo para 0 modelo espectrofotométrico em apenas duas das
trés amostras preparadas, enquanto a banda R exibiu concentracdes e valores de absorbancia
para todas as trés amostras investigadas. No entanto, o espectrofotémetro ndo forneceu dados
para 0o comprimento de onda relativo ao corante VC, 336,5 nm, dentro das faixas de
concentracdo analisadas, resultando na exclusé@o desses dados da comparagdo com ADI. Para o
comprimento de onda de 617,5 nm (VM), apenas duas amostras apresentaram concentraces
dentro da faixa analisada.

A comparacdo entre os dois métodos revela que a banda R registrou 0 menor erro em
relacdo ao comprimento de onda associado ao corante VM, com valores de 5,8% e 4,3%.

Conforme discutido anteriormente, essa banda demonstrou ser adequada para representar o
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corante VM, com um fator de correcdo de 0,85 na anélise RGB. Portanto, o baixo valor de erro
absoluto encontrado sugere que o método pode ser aplicado com eficécia para quantificar a
concentracdo do corante VM em uma solucdo binaria com o corante VC.

O ultimo experimento foi realizado com a solucédo binaria dos corantes AU e VC, onde
AU variou entre 0,0006 a 0,024 g. L™ e VC foi mantido fixo em 0,012 g. L%, conforme ilustrado
na Figura 79.

Figura 79 - Soluc&o binaria com os corantes AU com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a
0,024) e VC com concentragdo [g. L™*] constante (0,012). (a) Modelos criados a partir dos
valores de absorbancia calculada, onde absR é a absorbancia em relagdo a banda R; absG é a
absorbancia em relacdo a banda G e; absB € a absorbancia em relacéo a banda B. (b) Curva de
calibracdo do espectrofotometro.
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No ultimo experimento, utilizando a solugdo contendo os corantes AU e VC, na analise
RGB, foi observado que apenas uma das trés amostras apresentou concentra¢des dentro da faixa
de dados estudada para as bandas R e G, ou seja, concentragdes entre 0,0006 a 0,024 g. L. No
entanto, a banda B forneceu dados para todas as trés amostras desconhecidas, todas sobrepostas
a curva da regressdo linear. Portanto, a banda B, para esta solugdo, seria correspondente ao
corante AU. Uma vez que AU é apresenta maior variagdo de concentracdo (0,0006 a 0,024 g.
L), o corante possui maior dispersdo dos valores de absorbancia calculada para a curva de
calibracdo desenvolvida, ou seja, a reta referente a banda B, permitindo melhor adequacao de
dados e portanto, melhor adequacdo dos dados obtidos nas trés amostras experimentais. Em
contrapartida, para as curvas padrdo do espectrofotdmetro, todas as trés amostras apresentaram
resultados relacionados a curva de calibracdo. Ao comparar os graficos a e b, percebe-se que a
analise RGB ndo obteve um desempenho satisfatério para a solucdo multicomponentes
estudada.

Ao calcular as diferencas entre as duas medicOes, ou seja, 0 erro absoluto, os resultados

apresentaram erros acima de 40% para qualquer corante e banda. E necessario considerar que
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os corantes AU e VC possuem comprimentos de onda muito proximos entre si (424,5 nm e
336,5 nm, respectivamente), o que pode levar a reducdo da sensibilidade do método
espectrofotométrico de andlise. A analise de imagens, apesar de ter uma ampla gama de
variacdo de 255 tons, utiliza apenas trés bandas para identificagdo de cada corante. Quando
corantes com cores muito semelhantes sdo misturados, pode ocorrer erros de medigdo na

analise, dificultando a quantificacdo da concentracdo de cada analitico.

Em resumo, o0 método ADI para solu¢Bes multicomponentes com apresenta resultados
melhores que 0 métodos espectrofotométricos, mostrando-se uma alternativa viavel econémica
e operacionalmente quando comparada ao equipamento espectrofotdmetro. O pH exerce um
papel significativo na absor¢éo espectral do corante VC, influenciando a faixa de absorcdo e o
comprimento de onda do espectrofotémetro. Por outro lado, o corante VM demonstrou pouca
variacdo em relacdo ao pH em relacdo a solugdes com correcdo do pH e aquelas sem a
tamponizacdo do pH. Quanto ao corante AU, o pH mostrou-se relevante na analise RGB,
embora tenha apresentado pouca importancia para o0 método espectrofotométrico.

Na solucdo binéria com os corantes VM e AU, a banda G apresenta uma boa correlacéo
com o corante VM, com valor de 0,94, indicando uma resposta diretamente ligada ao aumento
da concentracdo, enquanto a banda B demonstra bons resultados para o corante AU, com uma
forte relacdo, alcancando uma correlagdo de 0,9. Na solucéo binaria dos corantes VM e VC,
observa-se que a banda G tem uma interagdo melhor com o corante VM do que com o VC, o
gue também foi evidenciado na banda R. No entanto, a absorbancia calculada da banda B mostra
uma correlacao melhor com o corante VC do que com 0 VM. Embora o corante VM possa ser
representado pela banda G, ele também apresentou correlagdes relevantes com a banda R. Da
mesma forma, o corante VC pode ser representado pela banda B. Assim, em uma solucéo
binéria dos corantes VC e VM, suas bandas predominantes sdo B e R, com correlag¢@es de 0,80
e 0,95, respectivamente. Por fim, a solucdo binaria dos corantes VC e AU, é possivel induzir
gue, nas concentracdes estudadas para a solucéo dos dois corantes, as bandas G e B sdo 0s mais
representativos para os corantes VC e AU, com valores correlacionais de 0,89 e 0,95,

respectivamente.

Os resultados foram avaliados e validados através de solugBes com concentragdes
desconhecidas dos corantes, o que indicou que para solucdes com os corantes VM e AU, VM
pode ser relacionado a banda R ou G, sendo a primeira apresentando erro aproximado de 6%.
Ja na analise da solucéo dos corantes VM e VC, o erro para a banda R do corante VM foi de

5,8%, resultado relevante considerando sua correlagcdo com a concentragdo de 0,85.
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Portanto, nas solugdes binarias entre os corantes VM-AU e VM-VC, foi possivel a
determinacdo quantitativa de um corante independente da presenca de outro analito (corante)
no meio, 0 que ndo ocorre no método espectrofotométrico. Porém, segundo o comportamento
da solugdo binaria dos corantes AU-VC neste estudo, os resultados ndo demonstraram a mesma
precisdo do que as demais solucdes (VM-AU e VM-VC), portanto, € necessario a realizacdo de
estudos aprofundados para determinacdo dos fatores dependentes das concentracbes dos

corantes AU e VC, bem como de suas caracteristicas cromdforas, frente a respostas da ADI.
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5. CONCLUSAO

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um sistema de visdo artificial para
analise de solucdes binarias com os corantes AU, VM e VC, utilizando técnicas de
processamento de imagens e estatistica espacial, onde os resultados apresentaram respostas
mais precisas e que o método espectrofotométrico. Os corantes AU, VC e VM possuem boa
sensibilidade ao método ADI, com boa repetibilidade e precisdo na quantificacdo de suas
concentrac¢Bes quando em solugdes aquosas. Os corantes AU e VC possuem como caracteristica
sua capacidade de mudanca de comprimento de onda quando em diferentes pH, sendo
necessario a tamponizacdo do meio para que haja constancia nos resultados. Em pH igual a 5,0,
o corante VC apresentou coloragdo absorvida na faixa do ultravioleta, com comprimento de
onda de 336,5 nm, e o corante AU, com coloragédo absorvida no comprimento de 424,5 nm,
faixa azulada, sendo ambos apresentando correlacdo com a banda B (azul) da analise ADI. Ja
0 corante VM possui pouca variacdo de suas caracteristicas cromodforas para pequenas
mudancas de pH, localizando seus valores de pico no comprimento de 617,5 nm (cor absorvida
laranja) e alta correlagdo com as bandas G e B. Em solu¢des multicomponentes, os corantes
apresentam suas caracteristicas intrinsecas em ambas as técnicas estudadas, (espectrofotometria
e ADI), sendo possivel a determinacdo quantitativa de um dos corantes (AU, VM ou VC)
quando o segundo corante se apresenta invariavel na solu¢do. A ADI possui a capacidade de
detectar analitos com grande variabilidade nas amostras, onde o método apresenta melhores
resultados em meios com diferentes concentragdes do analito. Ao quantificar o corante VM na
solugdo contendo 0,018 g. L™ do corante AU, o erro em relagdo ao espectrofotdmetro foi de
4,45% para banda R. Ja na solugdo binarias dos corantes VM e VC (0,012 g. L), o erro da
banda R foi de 4,3% para concentragdes do corante VM. Nas amostras com os corantes AU e
VC, devido a proximidade dos comprimentos de ondas e as consequentes interferéncias, 0s

equipamentos apresentaram limitaces.
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Figura 80 — Espectro (método espectrofotométrico) para a solucdo binaria com corante VM
com concentragdo [g. L™] variavel (0,0048 a 0,024) e AU com concentragdo [g. L™*] constante
a: (a) 0,0048; (b) 0,0096; (c) 0,0144; (d) 0,092 ¢ (e) 0,024.
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Figura 81 — Espectro (método espectrofotométrico) para solugdo binaria com corante VM
com concentragdo [g. L™*] variavel (0,0006 a 0,024) e VC com concentracéo [g. L™] constante
a: (a) 0,0006; (b) 0,006; (c) 0,012; (d) 0,018¢ (e) 0,024.
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Figura 82 — Espectro (método espectrofotométrico) para solugdo binaria com corante AU com
concentracéo [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e VC com concentracio [g. L] constante a:
(a) 0,0006; (b) 0,006; (c) 0,012; (d) 0,018 e (e) 0,024.
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ANEXO Il — PROPRIEDADES ANALITICAS DA ANALISE RGB E
ESPECTROFOTOMETRIA

Tabela 21: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solugo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a 0,024) e
AU com concentracio [g. L™*] constante (0,0048).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5nm 424,5 nm

Intercepto 0,811 0,045 0,371 0,531 0,349
Coeficiente Angular 108,354 27,813 11,778 80,292 8,292
Coeficiente de correlacéo 0,914 0,992 0,703 0,950 0,451
R? 0,835 0,983 0,494 0,902 0,204
R (adj) 0,822 0,982 0,455 0,894 0,142
p-valor <0,0001  <0,0001 0,003 <0,0001 0,091
LOQ! 0,261 0,076 0,605 0,194 1,194
LOD? 0,015 0,005 0,033 0,011 0,08

!Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgio (0,95).

Tabela 22: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solugo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L™] variavel (0,0048 a 0,024) e
AU com concentracdo [g. L™] constante (0,0096).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 424.5 nm

Intercepto 1,412 0,092 0,957 0,79 0,880
Coeficiente Angular 90,174 28,66 -1,674 68,535 5,236
Coeficiente de correlacéo 0,827 0,994 0,219 0,936 0,393
R? 0,683 0,989 0,048 0,893 0,152
R? (adj) 0,659 0,988 0 0,885 0,086
p-valor 0,0002  <0,0001 0,433 <0,0001 0,164
LOQ! 0,402 0,063 - 0,203 1,627
LOD? 0,022 0,004 - 0,012 0,113

!Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).
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Tabela 23: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucgéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a 0,024) e
AU com concentragdo [g. L™] constante (0,0144).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 424.5 nm
Intercepto 1,563 0,187 1,552 0,726 1,56

Coeficiente Angular 65,938 30,972 -14,681 72,375 - 3,639
Coeficiente de correlagao 0,771 0,983 -0,738 0,930 - 0,363
R? 0,595 0,967 0,545 0,865 0,132
R? (adj) 0,564 0,965 0,510 0,854 0,065
p-valor 0,0008 <0,0001 0,002 <0,0001 0,183

LOQ! 0,49 0,108 - 0,233 -

LOD? 0,027 0,006 - 0,013 -

'Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).

Tabela 24: Dados analiticos obtidos da andlise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucdo binaria entre os corantes VM com concentrago [g. L] variavel (0,0048 a 0,024) e
AU com concentragdo [g. L™*] constante (0,0192).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 424,5 nm
Intercepto 1,40 0,091 1,462 0,772 1,98

Coeficiente Angular 83,66 30,639 -10,542 70,465 -9,910
Coeficiente de correlacdo 0,823 0,996 -0,732 0,949 - 0,665
R? 0,015 0,001 0,12 0,901 0,442
R? (adj) 0 0 0,051 0,893 0,399
p-valor 0,0002 <0,0001 0,002 <0,0001 0,007

LOQ! 0,407 0,049 - 0,195 -

LOD? 0,022 0,003 - 0,011 -

Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de deteccio (0,95).



150

Tabela 25: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucgéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0048 a 0,024) e
AU com concentragdo [g. L] constante (0,0240).

Método Absorbancia RGB Absorbéncia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 424,5 nm
Intercepto 1,715 0,084 1,830 0,822 2,42
Coeficiente Angular 93,319 37,271 - 20,09 70,09 -23,903
Coeficiente de correlacdo 0,842 0,996 -0,921 0,933 -0,934
R? 0,151 0,002 0,083 0,870 0,872
R? (adj) 0,085 0 0,013 0,860 0,863
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LOQ! 0,379 0,049 - 0,227 -
LOD? 0,021 0,003 - 0,013 -

'Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).

Tabela 26: Dados analiticos obtidos da andlise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e
VC com concentracio [g. L] constante (0,0006).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,575 0,115 0,086 0,278 0,036
Coeficiente Angular 127,633 28,237 13,513 86,805 0,145
Coeficiente de correlacéo 0,914 0,994 0,991 0,954 0,053
R? 0,836 0,987 0,982 0,910 0,028

R (adj) 0,823 0,986 0,981 0,903 0
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,852
LOQ! 0375 0,097 0,114 0,266 20,868
LOD? 0,018 0,005 0,006 0,013 8,835

Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgio (0,95).
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Tabela 27: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucgéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e
VC com concentracéo [g. L] constante (0,006).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,211 0,216 0,243 0,153 0,191
Coeficiente Angular 110,654 33,784 13,823 82,048 2,233
Coeficiente de correlacdo 0,968 0,943 0,832 0,991 0,433
R? 0,937 0,890 0,692 0,981 0,187
R? (adj) 0,932 0,882 0,669 0,980 0,125
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,107
LOQ! 0,220 0,297 0,567 0,117 1,845
LOD? 0,011 0,014 0,027 0,006 0,115

Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).

Tabela 28: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e
VC com concentracéo [g. L] constante (0,012).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,171 0,349 0,368 0,148 0,287
Coeficiente Angular 91,971 24,437 8,969 63,859 1,535
Coeficiente de correlacdo 0,989 0,823 0,561 0,973 0,138
R? 0,978 0,678 0,314 0,942 0,019

R2 (adj) 0,976 0,653 0,261 0,926 0
p-valor <0,0001  0,0002 0,03 <0,0001 0,624
LOQ! 0,128 0,585 1,273 0,201 6,912
LOD? 0,006 0,028 0,068 0,010 1,243

!Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgio (0,95).
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Tabela 29: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucgéo binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e
VC com concentracio [g. L] constante (0,018).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,244 0,468 0,532 0,273 0,422
Coeficiente Angular 78,678 29,806 12,392 49,082 4,927
Coeficiente de correlacdo 0,988 0,918 0,680 0,985 0,409
R? 0,977 0,844 0,463 0,971 0,167
R? (adj) 0,975 0,832 0,422 0,969 0,103
p-valor <0,0001  <0,0001 0,005 <0,0001 0,131
LOQ! 0,131 0,366 0,928 0,146 1,980
LOD? 0,006 0,017 0,045 0,007 0,130

!Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de deteccdo (0,95).

Tabela 30: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solugio binaria entre os corantes VM com concentracio [g. L] variavel (0,0006 a 0,024) e
VC com concentracio [g. L™] constante (0,024).

Método Absorbancia RGB Absorbéncia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 617,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,296 0,547 0,652 0,407 0,532
Coeficiente Angular 62,588 28,773 12,461 38,758 8,414
Coeficiente de correlacéo 0,946 0,844 0,567 0,989 0,609
R? 0,895 0,713 0,321 0,977 0,371
R? (adj) 0,887 0,691 0,269 0,976 0,323
p-valor <0,0001  <0,0001 0,028 <0,0001 0,016
LOQ! 0,289 0,540 1,260 0,129 1,136
LOD? 0,014 0,025 0,066 0,006 0,057

Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).
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Tabela 31: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes AU com concentragéo [g. L™] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentragéo [g. L™] constante (0,0006).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 4245 nm 336,5 nm

Intercepto 0,024 0,033 0,121 0,039 0,006
Coeficiente Angular 0,303 0,754 109,726 57,182 0,929
Coeficiente de correlacéo 0,173 0,579 0,968 0,987 0,393
R? 0,030 0,336 0,937 0,974 0,220
R? (adj) 0 0,295 0,932 0,972 0,159
p-valor 0,537 0,024 <0,0001 <0,0001 0,148
LOQ! 5,10 1,212 0,220 0,139 1,600
LOD? 0,780 0,063 0,011 0,007 0,098

ILimite de quantificacdo (0,95). 2Limite de deteccio (0,95).

Tabela 32: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solugéo binaria entre os corantes AU (com concentragdo [g. L™*] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentracéo [g. L] constante (0,006).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 424,5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,055 0,136 0,085 0,099 0,131
Coeficiente Angular -0,818 1,062 111,13 51,056 -2,25
Coeficiente de correlacdo - 0,264 0,495 0,979 0,989 -0,416
R? 0,007 0,245 0,959 0,978 0,173
R (adj) 0 0,187 0,956 0,977 0,109
p-valor 0,341 0,061 <0,0001 <0,0001 0,123

LOQ! - 1,597 0,174 0,126 -

LOD? - 0,088 0,008 0,006 -

'Limite de quantificagdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).

Tabela 33: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes AU com concentragéo [g. L™] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentragéo [g. L] constante (0,012).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 424.5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,143 0,279 0,300 0,199 0,281
Coeficiente Angular -4,239 0,863 96,005 45,153 - 3,961
Coeficiente de correlacéo -0,774 0,283 0,982 0,973 -0,711
R? 0,600 0,080 0,964 0,947 0,506
R? (adj) 0,569 0,009 0,962 0,943 0,468
p-valor 0,0007 0,307 <0,0001 <0,0001 0,003

LOQ! - 3,490 0,162 0,199 -

LOD? - 0,278 0,008 0,010 -

Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgio (0,95).
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Tabela 34: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes AU com concentragéo [g. L™] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentracéo [g. L] constante (0,018).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 424,5 nm 336,5nm

Intercepto 0,22 0,468 0,596 0,368 0,441
Coeficiente Angular - 6,937 -1,036 84,691 33,54 -5,729
Coeficiente de correlacdo - 0,852 - 0,186 0,992 0,973 -0,739
R? 0,727 0,035 0,985 0,947 0,546
R? (adj) 0,706 0 0,983 0,943 0,511
p-valor <0,0001 0,506 <0,0001 <0,0001 0,002

LOQ! - - 0,106 0,200 -

LOD? - - 0,005 0,010 -

Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).

Tabela 35: Dados analiticos obtidos da analise RGB e espectrofotometria para amostras da
solucéo binaria entre os corantes AU com concentragéo [g. L™] (0,0006 a 0,024) e VC com
concentracéo [g. L] constante (0,024).

Método Absorbancia RGB Absorbancia espectral
Bandas/Comprimento de onda R G B 424.5 nm 336,5 nm

Intercepto 0,303 0,662 0,799 0,48 0,593
Coeficiente Angular -11,12 - 0,860 88,415 31,649 -5,117
Coeficiente de correlacéo -0,961 - 0,207 0,963 0,966 -0,570
R? 0,923 0,043 0,928 0,934 0,325
R? (adj) 0,917 0 0,922 0,929 0,273
p-valor <0,0001 0,459 <0,0001 <0,0001 0,027

LOQ! - - 0,236 0,226 -

LOD? - - 0,011 0,011 -

!Limite de quantificacdo (0,95). 2Limite de detecgdo (0,95).
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