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RESUMO

Este trabalho foi realizado no ambito do projeto PRONEX/Agua-FAPESB. E
proposta uma nova estratégia para determinacdo de nitrito e nitrato em sistema em
fluxo por multicomutacdo e deteccdo por imagens digitais. Também foi proposta
uma estratégia simples para determinagdo de nitrito por imagem digital combinado
com spot test a base de papel de filtro. Os métodos foram baseados na reacdo do
nitrito com a sulfanilamida, formando um cation de diazénio que posteriormente é
acoplado ao dicloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina formando um diazo composto
de coloracdo résea com absorcdo maxima em 543 nm. No sistema em fluxo os
sinais analiticos foram obtidos a partir das intensidades de coloracdo do diazo
composto nas imagens digitais obtidas por um webcam e os valores foram medidos
através do software image J. Na determinacé&o do nitrato, este foi reduzido em fluxo
a nitrito por uma coluna de cadmio cobreado. As condi¢Bes do sistema em fluxo
foram otimizadas e a concentracdo de nitrato e nitrito foram determinados
respectivamente na faixa de 1,0 - 10,0 mg L™ com preciséo de 1,3% e 0,2 - 2,0 mg
L™ com preciséo de 0,6%. Os limites de deteccdo e quantificacdo para nitrito foram
0,014 mg L' e 0,045 mg L™ e para o nitrato 0,042 mg L™ e 0,252 mg L™,
respectivamente. O procedimento em fluxo foi aplicado com sucesso em amostras
de aguas subterraneas na frequéncia analitica de 103 amostras/h para nitrito e 80
amostras/h para nitrato. No caso do spot test o diazo composto foi formado na
superficie do papel de filtro pela adicao de 5uL da solucdo amostra e em seguida
5uL de regente cromogénico e a intensidade da cor foi medida a partir das imagens
digitais do spot test. As imagens digitais do spot test foram obtidas através do uso
de scanner e o sinal analitico foi obtido pelo tratamento das imagens com o
software image J. O spot test foi otimizado e a concentragcdo de nitrito foi
determinada nas faixas de 0,2 - 1,0 mg L™ (r=0,9924) e 1,0 - 10,0 mg L™ (r=0,9989)
com limites de deteccdo de 0,04 mg L™ e 0,07 mg L™, respectivamente. O spot test
proposto foi aplicado na determinacdo de nitrito em amostras de salsichas e agua
subterranea e os resultados encontrados foram nas faixas de 21,71- 23,88 mg kg™

e 0,04 - 0,12 mg-N L respectivamente.

Palavras-chave: Nitrato, Nitrito, Imagens Digitais, Analise em fluxo, Spot test



ABSTRACT

This work was carried out under the project PRONEX/Agua-FAPESB. This proposes
a new strategy for the determination of nitrite and nitrate by multicommutation flow
injection system and detection for digital images. Also proposed was a simple
strategy for determination of nitrite combined with a digital image based on spot test
filter paper. The methods are based on the reaction of nitrite with sulfanilamide,
forming a diazonium cation which is then coupled to dichloride N- (1-
naftil)ethylenediamine form a diazo compound of pink color with maximum absorption
at 543 nm. In the flow system analytical signals were obtained from the intensities of
staining diazo compound in digital images obtained by a webcam and the values
were measured by image J software. In the determination of nitrate, this flow was
reduced to nitrite by a copper-plated cadmium column. The terms of the flow system
were optimized and the concentration of nitrite and nitrate were determined
respectively in the range 1,0-10,0 mg L™ with precision of 1.3% and 0,2-2,0 mg L*
with precision of 0.6%. The limits of detection and quantification were 0,014 mg L™
and 0,045 mg L™ to nitrite and nitrate 0,042 mg L™ and 0,252 mg L™ respectively.
The flow procedure has been successfully applied in groundwater samples in
throughput of 103 samples/h for nitrite and 80 samples/h nitrate. For the spot test the
diazo compound was formed on the surface of the filter paper by the addition of 5uL
of the sample solution and then 5uL of chromogenic conductor and the color intensity
was measured from the digital image of the spot test . Digital images of the spot test
were obtained by use of a scanner and the analytical signal is obtained by
processing of images with the image J software. The spot test was optimized and
nitrite concentration was determined in the range of 0,2 - 1,0 mg L™ (r=0,9924) and
1,0 - 10,0 mg L™ (r=0,9989) with limits of detection of 0,04 mg L™ and 0,07 mg L*
respectively. The spot test was applied to the determination of nitrite in sausage and
groundwater samples and the results were in the range from 21,71 - 23,88 mg kg™

and 0,04 - 0,12 mg-N L™, respectively.

Keywords: Nitrate, Nitrite, Digital image, Flow analysis, Spot test
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

1.1 - INTRODUCAO

A versatilidade fisico-quimica dos nitratos e nitritos tem assegurado as suas
utilizacdes dentro de uma multiplicidade de processos industriais e produtos
manufaturados(KUILA, 2006; VALIZADEH e SHOMALI, 2012). Sua acao
antimicrobiana tem sido reconhecida h& séculos e ainda é usado para a preservacao
de derivados de carne (SEBRANEK e BACUS, 2007). Apesar do grande numero de
produtos que sdo dependentes destes ions, sdo as suas relacbes com as questdes
ambientais e de saude que tem atraido o interesse do publico e uma proporcao
significativa da comunidade cientifica (MOORCROFT, 2001).

Uma das vias de entrada destas espécies no meio ambiente € através de
reacdes fotoquimicas na atmosfera que convertem as espécies gasosas NOy,
geradas em processos naturais ou antropicos de combustdo, a nitrato (NOgz
(VANDERVL.E, 1971; WELLBURN, 1996). Uma contribuigdo mais significativa, no
entanto, ocorre a partir de fontes agricolas, efluentes industriais e esgoto sanitario
(HATANO, 2005; PURVAJA, 2008; HELTON, 2011).

O aumento da contaminacdo das aguas por compostos nitrogenados vem
merecendo atencao especial, uma vez que esta se tornando um problema mundial.
O uso indiscriminado de fertilizantes inorganicos, associado a ma gestdao dos
recursos naturais, nas suas mais diversas formas de uso, tem proporcionado como
resultado a perturbagdo dos ciclos locais e globais de nitrogénio (BRIMBLECOMBE
e STEDMAN, 1982). Portanto, 0 monitoramento e controle do destino das espécies
de nitrato e nitrito, indicadores importantes de contaminag&o, ganha importancia

crescente.

Normalmente, os ions nitrito e nitrato em aguas superficiais apresentam baixos
teores, mas podendo atingir altas concentragbes em &guas subterrdneas. O

consumo desses ions atraves das aguas de abastecimento esta associado a efeitos
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adversos a saude. J& o nitrito, quando presente na agua de consumo humano, tem

efeitos mais r4pidos e pronunciados, a saude, que o nitrato (FAN, 2011).

A Resolucdo n° 357 de 17 de marco de 2005 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente do Brasil (CONAMA) que dispde sobre a classificagdo dos corpos d’agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento e estabelece limites para os niveis
de diversos componentes quimicos, incluindo os nutrientes nitrogenados, estabelece
limites maximos de 1,0 mg-N L™ para nitrito e 10,0 mg-N L™ para o nitrato em agua
doce classe 1 e 3 (BRASIL, 2005). A resolucdo n°® 396 de 03 de abril de 2008 do
CONAMA, estabelece para agua subterranea destinada ao consumo humano limites
méximos de nitrito e nitrato de 1,0 mg-N L™ e 10,0 mg-N L™, respectivamente (Brasil,
2008).

Outra potencial forma de consumo de ions nitrato e nitrito pela popula¢do pode
se dar pela ingestdo de produtos carneos como, por exemplo, salsichas, linguicas e
hamburgueres, que utilizam sais contendo estas espécies como conservantes.
Nesses produtos os sais desses ions tem a finalidade de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, como o Clostridium Botulinum, além de retardar a
oxidacdo lipidica, conferir sabor e coloragcdo roésea pela formacdo da
nitrosomioglobina (GREVER e RUITER, 2001).

Apesar da importancia econdmica, do emprego destes ions como aditivo
alimentar, estudos vem apontando possibilidades de rea¢des toxicas ao organismo
em funcdo da quantidade ingerida. Um dos riscos a saude decorrente da ingestao
em excesso de nitrito e/ou nitrato € a metahemoglobinemia. Esse quadro clinico &
caracterizado pelo aumento dos niveis de metahemoglobina no sangue, que ocorre
nas situacbes onde 0os mecanismos contra stress oxidativo, dentro das hemécias,
sao desativados. Esses mecanismos podem ser desativados devido a exposicéo a
agentes metemoglobinizantes como, por exemplo, 0s nitritos e nitratos
(NASCIMENTO, 2008).

Em presenca de nitrito a Hemoglobina (Hb) é oxidada a metahemoglobina
(MeHDb). Nessa reacéo, o ion ferro (Il) da molécula da protoporfirina presente na Hb
€ oxidado a ferro (Ill). Diferentemente de como ocorre com Hb, na MeHb o oxigénio

nao se liga de forma reversivel, resultando numa reducéo no transporte de oxigénio

16



para os tecidos. A toxicidade do nitrato é atribuivel a sua reducdo enzimatica e/ou
microbiana a nitrito (BOYLSTON e BEER, 2002). As manifestacdes clinicas devido o
aumento nos niveis de MeHb, normalmente sdo pigmentacdo acinzentada da pele,
fraqueza, cefaleia, dispneia, sintomas de baixo débito cardiaco, sonoléncia e crise

convulsiva.

Os Lactentes até os quatro meses de idade sdo particularmente mais
susceptiveis a metahemoglobinemia do que adultos, por apresentarem deficiéncia
fisiolégica transitéria da MeHb redutase ou de seu cofator NADH. Além disso, por
possuirem pH intestinal mais elevado, ha facilitacdo do crescimento de bactérias
gram-negativas conversoras de nitrato a nitrito (ZEMAN, 2002; NASCIMENTO,
2008).

O consumo excessivo do nitrito e nitrato também esta associado a incidéncia
de céncer de estbmago em seres humanos. A causa esté relacionada com o fato de
gue os nitritos sdo precursores das N-nitrosaminas, compostos conhecidos pelo seu

potencial carcinogénico e por sua acao teratogénica em animais (MAEKAWA, 1982).

Tendo em vista esse problema e visando a protecdo da saude da populacéo
brasileira, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da portaria n°
1004 de 11 de dezembro de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria estabelece
um limite maximo de 150 mg/kg de nitrito (de sédio ou potassio) e 300 mg kg™ de
nitrato (de sodio ou potassio) em carnes ou produtos carneos (BRASIL, 1999). No
caso do uso simultaneo de nitrito e nitrato a soma das suas concentra¢des nao pode
ser superior a 150 mg kg™ (BRASIL, 1999).

Estimando a importancia industrial e 0s possiveis aspectos toxicoldgicos
causados pela ingestdo de nitrito e nitrato, € necessario o controle rigoroso dos
teores desses ions nos alimentos e nas aguas. A ferramenta basica para assegurar
gue os teores desses compostos estdo enquadrados nas resolucdes legais € através

da determinacao quantitativa.

Em funcdo dessa necessidade, varios métodos analiticos tém sido
desenvolvidos, bem como varias técnicas analiticas tém sido empregadas para o
monitoramento dessas espécies (MOORCROFT, 2001). Devido a simplicidade,

baixos limites de deteccdo e custos relativamente baixos, 0s métodos
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espectrofotométricos na regido do visivel, utilizando a reacdo de Griess para
formacgé&o do produto colorido, sem duvidas sdo os mais largamente empregados na
quantificacdo de nitrito e nitrato (MOORCROFT, 2001).Nesse caso, 0 nitrato €&
reduzido a nitrito por meio de agentes redutores ,como por exemplo, ligas de cadmio

cobreado.

Atualmente métodos colorimétricos, baseados em analise de imagens digitais,
vém sendo reportados na literatura como uma alternativa para monitoramento de
muitas espécies quimicas (IQBAL e BJORKLUND, 2011; LAPRESTA-FERNANDEZ
e CAPITAN-VALLVEY, 2011; ZAMORA, 2011; ANDRADE, 2012; JOKERST, 2012).
Na maioria destes métodos, as imagens digitais sdo capturadas por dispositivos
como cameras digitais, scanner e webcam, equipados com sensores do tipo Charge
Coupled Devices (CCD) ou Complementary Metal Oxide semiconductor (CMOS)
(WONGWILAI, 2010; ANDRADE, 2012).

Neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de estratégias analiticas para
determinacdo de nitrito e nitrato em &guas superficiais e subterrdneas, e em
amostras alimenticias. As estratégias foram desenvolvidas empregando sistemas de
analise em fluxo com multicomutacdo (MFA) e por spot testes, sendo que 0s sinais
analiticos foram obtidos empregando anélise de imagens digitais.

1.2 -OBJETIVOS

1.2.1 - Objetivos gerais

Desenvolver estratégias analiticas, para determinacdo de nitrito e nitrato em

matrizes ambientais e alimenticias, empregando anélise de imagens digitais.
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1.2.2 - Objetivos especificos

e Desenvolver estratégias analiticas em fluxo e analise de imagens
digitais para a determinacao de nitrato e nitrito em amostras de agua,

e Desenvolver estratégias analiticas empregando “spot test” e andlise de
imagens digitais para a determinacdo de nitrito em amostras de
alimentos e agua;

e Utilizar planejamento experimental na otimizacdo dos parametros
fisico-quimicos;

e Desenvolver “plugin® em Java, para analise de imagens digitais no
software image j;

e Aplicar as estratégias analiticas desenvolvidas em amostras de agua e

alimenticias;
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CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

Normalmente os sistemas de analise em fluxo sdo desenvolvidos com o
objetivo de automatizar os procedimentos analiticos e deste modo obter uma maior
frequéncia analitica. Além desse argumento, muitos outros surgiram motivando
ainda mais o desenvolvimento de procedimentos em fluxo, como por exemplo, a
diminuicdo dos erros analiticos pela diminuicdo das intervencdes do analista nas
etapas do processo analitico, a diminuicdo do consumo de reagentes,
monitoramento de reacdes sem a necessidade do estabelecimento do equilibrio,

diluicdo ou pré-concentragdo de analitos e a diminuicdo na geragéo de residuos.

O primeiro sistema em fluxo foi proposto por Skeggs (1957) e era utilizado um
fluxo de amostra segmentada com ar que, apesar de suas vantagens, possuia a
desvantagem da instrumentacdo ndo ser tdo simples, além da necessidade da
utilizacdo de um dispositivo para retirada das bolhas que interferiam na deteccéo
espectrofotométrica.

Em 1975 Ruzicka e Hansen publicaram um trabalho no qual propuseram um
sistema de analise em fluxo ndo segmentado, utilizando uma instrumentacao
simples, que foi denominado de andlise por injecdo em fluxo do inglés Flow Injection
Analysis (FIA). Os autores demonstraram que, com um cuidadoso controle
hidrodinamico do sistema em fluxo, era possivel controlar a dispersdo da amostra no
sistema sem a necessidade da segmentacdo do fluxo com ar. As consequéncias
analiticas importantes, obtidos com o sistema FIA, foi 0 aumento na precisdo das
medidas pela auséncia de bolhas de ar e a possibilidade, devido o controle
minucioso das variaveis hidrodinamica, da obtencdo do sinal analitico sem a

necessidade do equilibrio da reacao ser atingido.

Segundo Reis, Giné e Kronka (1989), a andlise quimica por injecdo em fluxo,

pode ser definida como um processo de automatizacdo de procedimentos analiticos,
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no qual a amostra em solucdo aquosa € introduzida em um fluido carregador que a
transporta em direcdo ao detector. Durante o transporte a amostra pode receber
reagentes, sofrer reacdes quimicas e passar por etapas de separacao,
concentracédo, etc. Os autores ainda ressaltam que uma caracteristica importante do
sistema FIA é que, a fluxo constante, o tempo de transito entre o injetor e o detector
€ exatamente o mesmo para padrdes e amostras, podendo, em vista disso, fazer as

medidas analiticas antes da reacdo se completar.

De um modo geral o sistema de analise por injecdo em fluxo é essencialmente
composto de quatro partes béasicas; propulsdo dos fluidos, injecdo da amostra,
reacdo e deteccao (Reis, Giné e Kronka, 1988).

Desde a publicacdo por Stewart e Ruzicka (1976) do trabalho sobre a
determinacdo de amdnio e fosfato empregando andlise por injecdo em fluxo e da
publicacdo por Giné e colaboradores (1980) do trabalho sobre a determinacdo de
nitrito e nitrato pela redu¢do em linha do nitrato a nitrito, a utilizagéo de sistemas em
fluxo tem se popularizado muito na comunidade académica devido a possibilidade
da determinacdo de mais de uma espécie gquimica no mesmo modulo de analise
(REIS 1996).

Os principais avancos nos processos de andlise por injecdo em fluxo ocorreram
basicamente no desenvolvimento de dispositivos utilizados na introducdo das
solugbes no sistema. No comecgo, as solucdes eram injetadas por seringas
hipodérmicas que, comprometia a repetibilidade dos resultados devido a pouca
precisdo na tomada de aliquotas e devido a variagao na velocidade de injecao (REIS
e BERGAMIN F, 1993). Esse problema foi superado pelo desenvolvimento de
injetores automaticos que evoluiram dos injetores comutadores com estrutura
solidaria para os sistemas de introdugdo com valvulas solenoide (REIS e
BERGAMIN F, 1993).

A partir do emprego desses dispositivos de introdugcdo de amostras no sistema
em fluxo, tornou possivel implementar diversos procedimentos, como por exemplo;
fluxo monossegmentado (BARRETO, 2012), pré-concentracdo (EL-SHAHAT, 2010) e
titulacdes espectrofotométricas (NEMCOVA, 2005). Vale ressaltar que, o

gerenciamento de diferentes reagentes no sistema em fluxo ficou mais facil com
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emprego de dispositivos de comutacdo discreta (ex: valvulas solenoide), porque
esses dispositivos sdo controlados e programados independentemente
(multicomutacédo) através de softwares (ROCHA, 2002).

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (ZAGATTO, 2002)
classifica os métodos em fluxo em quatro categorias: segmentacdo por ar, fluxo
continuo ndo segmentado, analise por injecdo em fluxo e andlise por injecédo
sequencial. Na literatura séo reportados trabalhos que empregam sistemas em fluxo,
conforme o interesse analitico, nas mais diversas configuracfes. E, dependendo das
caracteristicas do fluxo ou do processo de amostragem, os analisadores em fluxo
sdo denominados de analisador em fluxo segmentado (Segmented Flow Analyser-
SFA), analisador por injecdo em fluxo (Flow Injection Analyser-FIA), analisador em
fluxo monossegmentado (Monosegmented Flow Analyse-MSFA), analisador por
injecdo sequencial (Sequential Injection Analyser-SIA), analisador em fluxo com
multicomutacdo (multicommutation flow analyser-MFA) e analisador em fluxo-
batelada (flow-batch Analyser- FBA).

Dependendo da espécie a ser detectado, praticamente todas as técnicas
analiticas usuais podem ser empregadas em sistemas de analise em fluxo, como;
espectroscopia no UV-Vis (ASAN, 2003; LLAMAS, 2011), absorcdo e emissao
atbmica (FARAJI, 2009), potenciometria (MROCZKIEWICZ, 2011; SAKR e EL
NASHAR, 2012), condutometria (FARIA e PASQUINI, 1991; FATIBELLO-FILHO e
BORGES, 1998), amperometria (SCANLON, 2010) e quimiluminescéncia
(MERVARTOVA, 2007; LARA, 2010; ALAM, 2012).

A maioria dos trabalhos, que empregam sistemas em fluxo, utiliza como
sistema de deteccdo a espectrofotometria. Entretanto, quando se utiliza essa
técnica, o nimero de analitos a serem analisados no mesmo mddulo de analise
normalmente é limitado em dois. Essa limitacdo estd associada a necessidade da
utilizacao de diferentes reagentes, que podem ser incompativeis quimicamente, e da

deteccéo ocorrer em diferentes comprimentos de ondas.

A determinacdo de mais de duas espécies € mais comum quando se utiliza
detectores de absorcdo e emissdo atbmica (MARTIN-ESTEBAN, 1999;
ANTHEMIDIS, 2012) e detectores eletroquimicos (MEDEIROS, 2012; VARGAS,
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2012). No caso dos meétodos colorimétricos, a alternativa para realizacdo de
multideteccdo em fluxo tem sido o emprego de fotdbmetros construidos pela
associacdo de diodos emissores de luz (LED), devido o baixo custo e por ser
compacto (TROJANOWICZ, 1988; TROJANOWICZ, 1991; TAN, 1994).

Uma alternativa também, para multideteccdo em fluxo, seria a utilizacdo de
cameras digitais como detector. Recentemente Andrade e colaboradores (2012)
utilizou, no lugar do espectrofotbmetro, uma webcam como detector, em um
analisador de fluxo-batelada para determinacdo colorimétrica de Cr (VI) e Al (Ill) em

agua.

O uso de cameras digitais como detector em sistemas em fluxo ainda nao é
uma estratégia muito explorada. Fazendo uma pesquisa em dezembro de 2012 na
base de dados da Analytical abstracts usando a palavra chave digital image foi
encontrado 78 trabalhos utilizando métodos analiticos associados a imagens digitais,
sendo que, desses apenas dois utilizam sistema em fluxo-batelada (ANDRADE,
2012; LIMA, 2013) e um utiliza sistema em fluxo para titulacdo &cido base
(TORRES, 2011).

A utilizacdo de sistemas em fluxo com deteccédo baseada em imagens digitais
pode ser muito promissora, no que diz respeito, ao desenvolvimento de sistemas de

baixo custo, com multideteccdo e miniaturizados.

2.2 -SPOTTEST

Os rapidos avancos na tecnologia e nas pesquisas has areas da
espectroscopia, eletroanalitica e cromatografia possibilitaram o desenvolvimento de
instrumentos analiticos sofisticados que, em muitos laboratérios, se tornaram

indispensaveis para execuc¢ao das atividades de rotina.

Por outro lado, ao mesmo tempo, foram desenvolvidos dispositivos compactos

e de baixo custo analitico para a avaliacdo qualitativa ou semiquantitativa de analitos
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em que a estimativa aproximada, tem valor de diagndstico, pelo menos na primeira
fase da analise. Grande parte do desenvolvimento desses dispositivos se concentra
na aplicacdo em analises clinicas, controle de qualidade de agua, ar, solos e

alimentos. Dentre esses dispositivos os mais difundidos s&o os Spot Tests.

Os spots tests se caracterizam por serem simples, sensiveis, seletivos e por
utilizarem pequenos volumes de amostras e reagentes. O produto formado pode ser

detectado a olho nu, seja pela presenca de cor ou pela formacgéo de precipitado.

Caio Plinio, o Velho, relata em seus escritos que 0os romanos identificavam a
presenca de ferro em vinagre por meio de um papiro saturado com extrato de nozes
amargas (noz de galha) (JUNGREIS, 2005; ALVIM e ANDRADE, 2006). A
identificacdo era feita pela formacdo de uma mancha preta no papiro devido a

reacao entre o ferro e o tanino presente no extrato (ALVIM e ANDRADE, 2006).

De acordo com a literatura, provavelmente, o primeiro registro da utilizacdo de
spot test para fins analiticos foi datado em 1834, quando Runge desenvolveu um
teste para deteccdo de cloreto em solucéo de alvejante (FEIGL e ANGER, 1972). O
teste era baseado na formacdo de uma mancha azul em um papel de filtro
previamente impregnado com amido e iodeto de potassio. Mais tarde, em 1854,
Schiff, desenvolveu um teste para detectar acido Urico na urina pela formacao de
uma mancha marrom em um papel de filtro impregnado com carbonato de prata
(FEIGL e ANGER, 1972).

No entanto, o interesse da comunidade cientifica pelo uso de spot test em
analise quimica qualitativa, se tornou expressivo, a partir das pesquisas feitas por
Fritiz Feigl que, inicialmente foram dedicadas as reagbes inorganicas e
posteriormente as reacfes organicas. Essas pesquisas foram compendiadas em trés
publicacbes acercar de spot test que se tornaram textos fundamentais para 0s
estudos em quimica analitica qualitativa. A citar, as publica¢cdes foram os livros; Spot
Test in Inorganic Analysis, Spot Test in Organic Analysis e Chemistry of Specific,
Selective and Sensitive Reactions. Esta ultima, considerada sua obra prima, foi
escrita totalmente no Brasil, haja vista que, Feigl apesar da sua origem austriaca em
1944 se naturalizou brasileiro, e foi nesse pais onde realizou grande parte de suas
pesquisas (HAINBERGER, 1982).
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Apesar dos spot tests poderem ser realizados em placas de toque, micro tubos
de ensaio e outros materiais de microquimica, a realizagdo desses testes em papel
de filtro ndo deixou de ser a preferéncia. A razdo disso € que o0 papel possui
caracteristicas que possibilitam a construcdo de dispositivos analiticos com maior
portabilidade, menor consumo de reagente e menor geracao de residuos. Feigl no
primeiro capitulo do livro Spot Test in Inorganic Analysis, chama a atencéo da grande
importancia do trabalho realizado em 1861 por Shonbein, sobre a propriedade do
papel em difundir mais rapidamente a agua do que o0s solutos e os solutos se
difundem no papel com velocidades diferentes (FEIGL e ANGER, 1972).

A maior evolucdo nos spot tests ocorreu no desenvolvimento de testes
semiquantitativos, baseados na comparacéao visual com escalas de cores feitas com
padrbes analiticos de diferentes concentracdes e no desenvolvimento de testes

quantitativos pela utilizacdo de instrumentos para medida da cor.

Atualmente existem no mercado uma variedade de kits de andlises,
gualitativas e semiquantitativas, baseados em spot tests para uma diversidade de
ensaios quimicos utilizados em andlises clinicas, forenses, de prospeccao
geoquimica e de controle de poluicdo (JUNGREIS, 1997 ; ESPINOLA, 2004).

Na literatura sao reportados muitos spots tests aplicados em analises
guantitativas e, na maioria, a leitura é feitas por espectrofotometria de reflectancia
difusa (TUBINO, 1997; GHAUCH, 2000; MATIAS, 2004; TUBINO, 2010; LIMA,
2012; LUIZ, 2012). Entretanto, recentemente tém sido reportados na literatura
trabalhos envolvendo conceitos de spot test em dispositivos baseados em papel
gue utilizam imagens digitais obtidas por scanner na leitura da cor (PACIORNIK,
2006; ABE, 2008; CARRILHO, 2009; ANWAR, 2010; SHIHANA, 2010).

Nos trabalhos que utilizam spot test quantitativos associados a imagens
digitais, os autores destacam que as vantagens de utilizar scanner ou camera

digital, em relacédo aos espectrofotdmetros, é o baixo custo e a maior portabilidade.

Embora as primeiras pesquisas a cerca de spot tests ja terem
atravessado séculos, o tema ainda é bastante atual e desperta na comunidade
cientifica bastante interesse, principalmente, devido a sua simplicidade e o baixo

consumo de reagentes.
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2.3 - METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE NITRITO
E NITRATO

Na literatura tém sido publicados muitos métodos para determinacdo de nitrito
e nitrato em diversas matrizes, envolvendo técnicas cromatogréaficas (HELALEH e
KORENAGA, 2000; NAKASHIMA, 2010; KODAMATANI, 2011), eletroquimicas
(MANEA, 2010; SHARIAR e HINOUE, 2010), eletroforese capilar (BUDANOVA,
2009; ERDOGAN e ONAR, 2011) e espectrofotométricas (ZHANG, 2011; AYALA,
2012). Algumas metodologias também utilizam as técnicas de quimiluminescéncia
(RODRIGUES e LAPA, 2010; ATTIQ-UR-REHMAN, 2011) e fluorimetria (ZHAN,
2001; HUANG, 2006).

As determinacdes desses ions através das diversas técnicas reportadas na
literatura podem ser feitas de forma simultdnea ou sequencial. Normalmente as
metodologias para determinacdo simultinea s&o realizadas por técnicas
cromatograficas, comumente empregando deteccdo por condutividade associado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por massas associado a
cromatografia gasosa. Além destas, vem se destacando as técnicas voltamétricas e

eletroforese capilar.

Os métodos sequenciais geralmente sdo baseados na determinagéo
espectrofotométrica, do ion nitrito via reacdo de Griess. Para a determinacdo de
nitrato, este passa por uma etapa de reducao a nitrito, antes da reacao colorimétrica

e deteccéo.

Ha uma variedade de agentes redutores de nitrato a nitrito, se diferenciado
essencialmente quanto a eficiéncia na reducdo. Dentre estes reagentes redutores
destacam-se a liga de cadmio cobreado (ANDERSON, 1979; AHMED, 1996;
BURAKHAM, 2004; AYALA, 2012), solugdo de cobre-hidrazina (SAWICKI e
SCARINGE, 1971; DOWNES, 1978; OMS, 1995), fotorreducao atraveés da absorcao
de radiagcdo UV (TAKEDA e FUJIWARA, 1993; MOTOMIZU e SANADA, 1995;
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TORRO, 1998; MIKUSKA e VECERA, 2002) e a enzima nitrato redutase
(CAMPBELL, 1997; MORETTO, 1998; QUAN, 2005).

Na grande maioria dos meétodos colorimétricos, o nitrato é reduzido e
determinado indiretamente como nitrito. Entretanto, existem métodos que propdem a
determinacdo direta do nitrato através da reacdo com reagentes cromogénicos,
como o acido cromotropico e do acido fenoldissulfénicos, etc (WEST e
RAMACHAN.TP, 1966; GOU, 2006; 2007).

Os métodos espectrofotométricos sdo os mais amplamente utilizados na
determinacdo dos ions nitritos e nitratos, devido aos baixos limites de deteccado e
simplicidade. Sendo mais utilizada a reacdo de Griess, na qual o ion nitrito reage
com a sulfanilamida em meio acido formando um sal de diazénio que reage por
acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) formando um diazo
composto, conforme apresentado na Figura 1, de coloracdo vermelha que apresenta
um méaximo de absorcdo em torno de 540 nm (RAMOS, 2006).

NOy H,O

”:Nozs@—l\lllg A, H2N028©N3_
Sulfanilamida NH
O

NED

Y
NH,
HzNO;S@ N= T\’ NH/\/ 2

Diazo composto

Figura 1 - Mecanismo de reacao envolvida no método de Griess. Fonte: RAMOS (2006).
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Na reacdo de Griess, além da sulfanilamida, outros reagentes como: o acido
sulfanilico, nitroanilina e p- aminoacetofenona podem ser usados na reagdo com o
nitrito (MOORCROFT, 2001). Como agentes de acoplamento, substituindo o NED,
também podem ser usados o fenol, 1-naftol-4-sulfonato, 1- aminonaftaleno e 1,3-
diaminobenzeno. Dependendo dos reagentes escolhidos, os limites de detecgéo
variam entre 0,02 a 2 pyM e a linearidade normalmente abrange duas ordens de
magnitude (1- 100 pM) (MOORCROFT, 2001).

Outras reacfGes com o nitrito resultando em produtos coloridos podem ser uma
opcdo a reacdo de Griess que, inconvenientemente, utiliza reagentes cancerigenos
e de baixa estabilidade. Guerrero (1996) e colaboradores, por exemplo, propuseram
como alternativa viavel a reacdo de Griess, a reacdo em condicfes acida do nitrito
com proflavin (3,6-diaminoacridide) gerando um composto violeta com absor¢cdo em

328nm. O proflavin além de ndo ser cancerigeno € estavel a longo tempo.

Com o intuito de minimizar o consumo de amostras e reagentes, aumentar a
frequéncia analitica e melhorar a precisdo dos resultados analiticos, foram
desenvolvidos muitos métodos para determinacdo de nitrato e nitrito que utilizam
sistemas em fluxo acoplado a espectrofotometria. Estes métodos se distinguem
principalmente pela configuracdo do sistema em fluxo e pelo tipo de reagéo a ser

monitorada espectrofotometricamente.

Giné e colaboradores (1980) desenvolveram um método espectrofotométrico
com sistema de injecdo em fluxo com valvula comutadora para determinacédo de
nitrito e nitrato, sendo este Ultimo reduzido on line a nitrito em uma coluna de cadmio
cobreado (5,2 cm x 3 mm d.i), o nitrito entdo reage com a sulfanilamida e o NED
formando o diazo composto. Com a metodologia desenvolvida, conseguiram
frequéncia analitica de 90 amostras por hora, precisédo para o nitrito de 0,5% na faixa
linear de trabalho de 0,1 a 0,5 mg L™ e para o nitrato precisdo de 1,5% na faixa de 1
a5mg L™

Ahmed e Colaboradores (1996) desenvolveram um método por injecdo em
fluxo para determinacdo de nitrito e nitrato semelhante ao proposto por Giné e
colaboradores (1980). No sistema em fluxo incorporaram uma pré-coluna de cobre

(2 cm x 3 mm d.i) antes da coluna redutora de cadmio cobreado (10 cm x 3 mm d.i),
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a fim de melhorar a precisdao em longo prazo e aumentar o tempo de uso da coluna
redutora. Neste método, invés da sulfanilamida, os pesquisadores utilizaram a 3-
nitroanilina em meio acido para reagir com o nitrito formando o ion de diazénio, o
qual subsequentemente reage por acoplamento com o NED formando o diazo
composto. Conseguiram uma frequéncia analitica de 30 amostras por hora com
precisdo relativa de 0,2 a 2%, para o nitrito faixa linear de 0,1 a 3,5 mg L™ e para o
nitrito 10 mg LY a 2,2 mg L™

Zhi-Qi e colaboradores (1998) propuseram um método em fluxo
espectrofotométrico para determinacdo de nitrito e nitrato, baseado no efeito
catalitico do nitrito na oxidacdo do verde de naftol B pelo bromato de potassio em
meio acido. A reacdo redox foi monitorada pelo decréscimo da absorbancia do verde
de naftol em 722 nm. O nitrato foi reduzido a nitrito em coluna de cadmio-zinco (26
cm x 1.6 mm d.i). Obtiveram limites de deteccdo de 0,5 ug L* e 2,5 pg L™ com
precisao relativa de 2% para o nitrito e nitrato respectivamente.

Yue e colaboradores (2004) propuseram um método analitico em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica para determinacdo de nitrito e nitrato baseado no
efeito catalitico do nitrito na reacao redox entre cristal violeta e bromato de potassio
em meio acido. A reacao foi monitorada pela diminuicdo da absorbancia em 610 nm.
O nitrato foi reduzido a nitrito através de uma coluna de cadmio-zinco (5 cm x 2 mm
d.i). Os pesquisadores obtiveram frequéncia analitica de 32 amostras por hora e
limites de deteccéio de 0,3 pug L™ para o nitrito e 1,0 pg L™ para o nitrato, ambos com

precisao relativa de 2%.

Mesmo com todas as vantagens relacionadas ao uso de sistemas em fluxo, na
pratica esses métodos ainda sdo relativamente complexos e exigem rigoroso
controle operacional e muita habilidade do operador. Em determinados casos podem
ser utilizados os métodos quantitativos por spot test como opg¢do mais simples e
também de baixo consumo de amostra e reagentes (TUBINO, 1997; KOMPANY-
ZAREH, 2002; LUIZ, 2012).

Muitos kits e equipamentos foram especialmente projetados para determinagao
por spot test de muitas espécies de interesse, sendo habitualmente utilizados na

determinacdo qualitativa e em alguns casos semi quantitativas. Estes incluem
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espectrofotdmetros portateis, folhas para determinacao visual através da intensidade
da cor e tiras de teste (JUNGREIS, 1997 ).

Apesar da maioria dos métodos de determinac&o por comparacao visual serem
demasiadamente imprecisos, devido a grande probabilidade de erro humano nas
medidas e interferéncias de sélidos suspensos, Kiso e colaboradores (2006)
desenvolveram um spot test em mini colunas para determinacao visual de nitrito e

nitrato com boa precisdo (RSD<5%) na faixa linear de 4-20 mg-N L™.

A aplicacdo de spot test em determinacdes quantitativas ndo € muito comum,
devido as dificuldades na obtencdo de medidas com precisdo e exatiddo aceitaveis,
entretanto alguns trabalhos com propostas de métodos quantitativos tém sido
reportados na literatura (TUBINO, 1997; GHAUCH, 1999; KOMPANY-ZAREH, 2002;
PACIORNIK, 2006).

Como exemplo, pode ser citado o spot test em papel de filtro desenvolvido por
Luiz e colaboradores (2012) para determinagcdo quantitativa de nitrito. O método de
determinacao, com baixo consumo de reagentes (20 uL) e amostra (20 uL), foi feito
através da medida de reflectancia difusa em 545 nm do papel manchado pelo
corante formado na reagcdo de diazotacdo do nitrito com 4,4-diamino-difenilsulfona
(dapsona) e NED. Eles obtiveram limites de deteccdo e quantificacdo de 0,09 mg L™
e 0,29 mg L™ respectivamente na faixa linear de 0,29 -5 mg L™,

Nas andlises quantitativas por spot test em papel de filtro, a fim de garantir uma
boa precisdo nas medidas, o dispositivo de analise deve ser construido, de maneira
que, a cor formada na reacdo entre o analito e o composto cromogénico seja
uniforme ao longo da regido analitica do papel (LUIZ, 2012). Outros fatores que
interfferem, e que devem ser observados entre uma medida e outra, sdo as
diferencas na iluminacdo e na intensidade de cor do papel seco e umedecido
(DUNGCHAI, 2010).

No aspecto da quimica verde, os meétodos quantitativos baseados em
dispositivos em papel sdo interessantes por gerarem poucos residuos. Além dessa
vantagem, segundo Martinez e colaboradores (2008) normalmente sao de baixo
custo e dependendo do detector (e.g. Camera de celulares e scanner) e do

dispositivo utilizados podem ser portateis, tornando possiveis analises in situ.
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No caso dos dispositivos analiticos em papel combinados com analise de
imagens digital, Martinez e colaboradores (2008) ressaltam que os testes e a
obtencdo das imagens podem ser feitas por uma pessoa com pouca experiéncia e

enviadas a um analista experiente para realizar a interpretacdo dos dados.

2.4 - FUNDAMENTOS BASICOS DE IMAGEM DIGITAL

7

A palavra imagem do portugués é oriunda da palavra imago do latim, que
significa representacéo visual de um objeto. Na computacéo a imagem de um objeto
€ a representacdo matematica em duas dimensfes (2D) de um conjunto finito de
valores digitais inteiros ndo negativos, onde cada valor € chamado de pixel (Picture

element).

Matematicamente a imagem de um objeto, gerada por um processo fisico, é
uma funcéo bi-dimensional f (x, y) de intensidade de luz, onde cada valor de f da a
intensidade da luz em um ponto nas coordenadas espaciais (GONZALEZ e
WOODS, 2002). As imagens geradas possuem valores de f(x, y) dentro de uma

faixa finita e proporcional a intensidade luminosa incidente no sensor, isto é:

0< f(x,y) <o

Como as imagens sao criadas a partir da deteccéo fisica da luz que é refletida
dos objetos. Entdo, a natureza de f(x, y) deve ser caracterizada pelos elementos
guantidade de luz incidente na cena e a quantidade de luz refletida pelo objeto na
cena. Esses elementos sdo chamados de iluminancia e reflectancia, sendoi (x,y) er

(%, y), respectivamente.

Assim sendo, matematicamente a funcéo de f (x, y) representa o produto da

interacdo entre a iluminancia e as propriedades de reflectancia:
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fx,y) =i(x,y).7r(x,y) Eq(1)

Como a reflectancia é a fragdo da luz refletida pelo objeto no ponto (X, y), seu
valor fica limitado entre zero (0, absorcao total) e um (1, reflectancia total). J& o valor

da iluminancia é determinado pela fonte de luz incidente no objeto.

Assim:

0<r(x,y)<1

0<i(x,y) <o

As imagens geradas por processos fisicos sdo continuas tanto na variacao
espacial como nos niveis de intensidade das cores. Para reproduzir a imagem de um
objeto no computador € necessario tornar discreto o sinal luminoso registrado no
sensor optico, haja vista que o computador processa sinais em dois digitos (sistema
binario), isto é, em bits (0 ou 1) que sdao numeros inteiros. O processo de
discretizacdo espacial da luz chama-se amostragem e o de discretizacdo da

intensidade luminosa denomina-se quantizacdo (GONZALEZ e WOODS, 2002).

A amostragem consiste em coletar amostras de pontos (X, y) equidistantes ao
longo do eixo vertical e horizontal da imagem bidimensional definida por f(x, y)
(FIGURA 2), enquanto que a quantizagdo extrai os valores das intensidades de luz
monocromatica identificados nos pontos amostrados escalonando-os em niveis,

conhecidos como niveis de cinza.

Continuo Amostragem Discreto

fx) | f(x) f(x)

/\ P ‘ . m s .,e: ’ a“n“ a%%,
g 7 = oot
\/ X W * °° ’ ¥

Figura 2 - Amostragem de dados continuos. Fonte: Google imagens
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Fundamentalmente a amostragem converte o sinal luminoso continuo em uma
matriz de M por N pontos, sendo cada ponto denominado de pixel. Onde, o ponto de
origem é o valor de intensidade luminosa correspondente a f(0,0) e o ponto final f(M-

1, N-1), os pontos intermediarios estao dispostos conforme a estrutura matricial da

equacao 2;
f(0,0) f©1 - f(ON-1)
fay = &0 fan e JAN=D e
f(M;l,O) f(M;l,l) f(M—i,N—l)

Quanto maior o numero de elementos amostrado por area da imagem maior
ser4 quantidade de pixel na matriz e consequentemente maior a resolugdo da
imagem (FIGURA 3).

a) b) c)

Figura 3 - Imagens digitais com diferentes quantidades de pixel, a) 4840px, b) 1210px e ¢)
484px.

A quantidade de pixels no processo de amostragem depende da quantidade
de células fotoelétricas arranjada bidimensionalmente no sensor, que pode ser do
tipo CCD (Charge Coupled Devices) ou CMOS (Complementary Metal Oxide
semiconductor). Cada célula do sensor correponde a um pixel da imagem, entéo,

guanto maior o numero de células fotoelétricas no sensor, maior sera a resolucao
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da imagem (FIGURA 4).
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Figura 4 - Esquema de aquisicdo de imagem por uma camera digital

Uma camera de 6 megapixels, por exemplo, corresponde a um sensor com 6
milhdes de elementos fotoelétricos e pode gerar uma imagem digital com 6 milhdes
A

definicdo (resolugcdo de saida) da imagem a ser exibida depende do tamanho do

de pixel, entretanto a imagem a ser exibida pode ter diferentes definigdes.

pixel, que é expressa pela quantidade de pontos por polegada (ppp) ou dots per
inch (dpi). Quanto mais pixel por polegada tiver uma imagem mais resolvida ela

sera.

Existem tamanhos padrbes de sensores (CCD), que sado medidos em
polegadas, variando de 1/3 de polegadas a 1/6 de polegadas. Os primeiros CCDs
tinha tamanho de células fotoelétricas maiores do que os atuais, e quanto maior era
o tamanho do CCD melhor era a imagem. Entretanto, com avangos na tecnologia
foram sendo desenvolvidos CCDs com pixels cada vez menor, o que possibilitou a
compactagcdo de um numero cada vez maior de pixel em CCDs de dimensdes

reduzidas.

A maior quantidade de pixel no CCD, nao significa que a imagem tera boa
qualidade, haja vista que, esses dipositivos dependem das lentes nos equipamentos

de aquisicao para que a radiacao luminosa chegue de modo adequado. Além disso,
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equipamentos de aquisicdo compactos, como cameras de celulares, apesar de
possuirem sensores com alta resolucdo, alguns séo de baixa qualidade e geram
ruidos na imagem devido a producédo de calor quando expostos a radiacao luminosa
(TAVARES JUNIOR, 2011).

A quantizacdo, processo de discretizacdo das intensidades luminosas, esta
associado com a sensibilidade dos sensores utilizados na aquisicdo da imagem, que
usualmente varia de 1 bit/pixel a 24 bits/pixel. As imagens de 1bit/pixel admitem 2 (
2% niveis discretos de intensidade por pixel , imagens com 8 bits/pixel admitem 256
(2°) niveis e imagens com 24 bits/pixel admitem 16,8 milhdes de niveis (FIGURA 5).
Assim, a quantizagéo faz com que cada um dos pixels assuma um valor inteiro de

tonalidade, na faixa de 0 a 2"- 1. Onde n é o nimero de bits usados.

1 bit
2 niveis

2 bit
4 niveis

4 it
16 niveis

15

8 bit
256 niveis

255

Figura 5 - Exemplo de niveis discretos de intensidade (tons de cinza) admitida por um pixel.

As células fotoelétricas presente no CCD nao consegue distinguir cores, é
sensivel apenas a intensidade luminosa e ndo discrimina os comprimentos de

ondas. Deste modo, 0 sensor sO seria capaz de gerar imagens monocromaticas em
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tons de cinza.

Para conseguir imagens coloridas com o CCD, sao utilizados alguns artificios
como recobrir o CCD com filtros (Colour Filter Array) vermelho, verde e azul. Assim,
cada célula no CCD registrara separadamente as intensidades nos comprimentos de

onda correspondente a cor do filtro.

Esse artificio fundamenta-se no fato de que a cor € uma percepcdo sensorial
oriunda dos estimulos que a luz em determinados comprimentos de ondas provocam
na retina do observador (GILCHRIST e NOBBS, 1999; BRAINARD, 2008; CONWAY,
2009). Na interacao entre a energia luminosa e o meio material, a luz que chega ao
observador dando a percepc¢éo de cor, € originada de processos aditivos, subtrativos
e pigmentacdo. No processo aditivo o raio luminoso € formado pela combinacéao de
dois ou mais raios luminosos com diferentes comprimentos de ondas, no subtrativo o
raio luminoso é aquele que néo foi absorvido quando diferentes raios luminosos séo
transmitidos através de um filtro. No processo por pigmentacdo 0s pigmentos

podem absorver refletir ou transmitir a radiacdo luminosa (BENDER, 2003).

Segundo a teoria de Young-Helmontz, o olho humano percebe a cor através do
estimulo de diferentes pigmentos visuais presentes em cada um dos trés cones da
retina, S (short), M (medium) e L (long), que possuem respectivamente
sensibilidade maxima para os comprimentos de ondas em torno de 430 nm (azul),
530 nm (verde) e 630 nm (vermelho) (FIGURA 6) (BRAINARD, 2001). Os
bastonetes, outro foto sensor também presente na retina, ndo sao sensiveis a cor,

porém sdo sensiveis a intensidade luminosa (CONWAY, 2009).
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Figura 6 - Sensibilidade dos cones da retina em fun¢cdo do comprimento de onda

Os comprimentos de ondas compreendidos entre 400 e 680 nm s&o detectados
pelos trés tipos de cones, mas cada cone detecta um determinado comprimento de
onda com uma sensibilidade diferente, dando origem a impulsos nervosos com
intensidades diferentes (FAIRCHILD, 2010). A luz com comprimento de onda de 500
nm corresponde a sensibilidade méaxima dos cones do tipo S, M e L em cerca de
20%, 30% e 10% respectivamente, provocando a sensacao da cor cido. Para um
comprimento de onda de 550 nm, as sensibilidades sdo de 0%, 99% e 80%

respectivamente, dando a sensacao da cor amarela.

As diferencas entre as respostas dos trés tipos de cones permite o cérebro
interpretar um determinado comprimento de onda como uma determinada cor.
Qualguer comprimento do espectro visivel pode ser reproduzido como cor, atraves
da adicao dos resultados obtidos pelos diferentes estimulos dos trés tipos de cones.
A cor percebida pelo observador depende somente da relacdo entre os trés
estimulos (SHAPLEY e HAWKEN, 2002).

Em 1931 a comissdo internacional de iluminacdo (CIE-Commision
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internationale de I'Eclairage) criou um modelo matemético chamado CIE-RGB que
utiliza as cores primarias vermelha (R-red), verde (G-green) e azul (B-blue), no qual
a partir das diferentes possibilidades de combina¢cBes aditivas dessas cores sao
representadas todas as outras cores do espectro visivel (POYNTON, 2003). Com
esse modelo foi possivel medir quantitativamente as cores e representa-las
numericamente, dando os alicerces para os estudos de colorimetria (GILCHRIST e
NOBBS, 1999).

O modelo RGB é representado por um cubo em coordenadas cartesianas,
onde cada cor primaria representa um dos eixos e assumem valores finitos que
variam de zero (0) a um (1). Onde, o valor um (1) corresponde a intensidade maxima
com que a cor primaria pode ser representada no grafico e o valor zero (0) a
intensidade minima (FIGURA 7).

AG
(0.1.0) verde {1.1.0) amarelo
branco(1.1.1)
ciano (0.1.1)
(0.0.0) preto (1.0.0) vermelho
o
R
azul (0.0.1)
(1.0.1) magenta
B

Figura 7 Cubo do modelo de cores RGB

Numa imagem digital a cor de cada pixel pode ser representada utilizando o
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sistema de cor RGB. Nesse sistema, para carregar as informagdes digitais dos
componentes vermelho, verde e azul sdo usados 8 bits (1 byte) para cada, isso
significa que, os componentes do sistema RGB s6 podem assumir 256 niveis
discretos de intensidade. Ou seja, o valor de cada componente primaria s6 pode ser
medida de 0 a 255, onde 0 é auséncia de cor e 255 é a intensidade méaxima. Os

valores intermediarios constituem um “degradé” de tons.

Como imagem digital é formada pelo conjunto de pequenos quadrados (pixel),
quanto mais pixel por area da imagem maior a resolugcdo. Porém, quanto mais pixel
maior serd o tamanho do arquivo (em bytes) de imagem e maior serd o espacgo

ocupado na memoria do computador.

No sistema RGB, em cada pixel é registrado uma cor que corresponde a
combinacdo dos valores das componentes vermelha, verde e azul. Assim, para
cada pixel sdo utilizados 3 bytes e pode ter 16,7 milhdes (256x256x256) de
possibilidade de cores do visivel diferentes. O pixel com valores de R=0, G=0, B=0
possui cor preta e com R=255, G=255, B=255 cor branca. Vale ressaltar que a
guantidade de possibilidades de cores que o pixel no sistema RGB pode assumir &
muito maior que a quantidade de cores que o olho humano tem sensibilidade para
distinguir.

2.5 - PROCEDIMENTOS ANALITICOS EMPREGANDO ANALISES
DE IMAGENS DIGITAIS

Métodos de analises quimicas baseadas na formacdo de produtos coloridos a
partir da reacdo de um analito de interesse com um reagente especifico tem sido
vastamente utilizados, sendo estes denominados de métodos colorimétricos. Sem
duvidas, a espectrofotometria na regido do visivel € a técnica mais aplicada nas

analises colorimétricas quantitativas.

A espectrofotometria tem se mostrado bastante robusta no que diz respeito as
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variedades de espécies quimicas que podem ser analisadas (ROCHA e TEIXEIRA,
2004). No contexto da analitica quantitativa, os trabalhos com a espectrofotometria
tém visado o emprego de estratégias para aumentar a sensibilidade e
consequentemente a obtencdo de limites de deteccdo cada vez menor (ROCHA e
TEIXEIRA, 2004).

Atualmente tem se buscado a diminuicdo do tamanho dos sistemas de analises
espectrofotométricas a ponto da portabilidade, o que possibilita andlises in situ e
aquisicdo de dados em tempo real (STEIMLE, 2002). Entretanto, sistemas
espectrofotométricos com dimenséo reduzida e com boa precisdo ainda possuem
um custo relativamente elevado. Uma saida satisfatéria nas anélises colorimétricas
seria a utilizacdo de sistemas com deteccao por dispositivos de capturas de imagens
digitais (KOMPANY-ZAREH, 2002; WONGWILAI, 2010).

Kompany-zareh e colaboradores (2002) desenvolveram um spot test
quantitativo com papel de filtro para determinacdo colorimétrica de Fe (lll) em
amostras de aco. Na determinacao utilizaram um scanner portétil para obtencéo da
imagem digital. O método proposto apresentou boa precisdo, com erro menor que
4% na faixa linear de 6 a 45 mmol L™. Além da simplicidade, do baixo consumo de

reagentes (20 yL) e rapidez do método, os autores ressaltaram o baixo custo.

Recentemente tém sido reportados na literatura alguns trabalhos que utilizaram
imagens digitais, obtidas por webcam, scanner, camera digital e cameras de
celulares na determinacdo de concentracfes de espécies quimicas de interesse em
diversas matrizes (KOMPANY-ZAREH, 2002; PACIORNIK, 2006; YANG, 2007;
MARTINEZ, 2008; WONGWILAI, 2010; IQBAL e BJORKLUND, 2011; LAPRESTA-
FERNANDEZ e CAPITAN-VALLVEY, 2011), porém esse campo analitico ainda é

pouco explorado.

Na maioria dos métodos analiticos baseados em imagens digitais, as respostas
analiticas sdo obtidas extraindo através de softwares as informacdes que as
imagens carregam, como por exemplo, os valores das cores primarias no sistema de
cor RGB, e aplicando-as em modelos mateméaticos (MALEKI, 2004; GAIAO, 2006;
LYRA, 2009; LOPEZ-MOLINERO, 2010). Em alguns trabalhos também séao

utilizados os valores da escala de cinza ou até mesmo outros sistemas de cor, como

40



o sistema Hue-Lightness-Saturation (HSL) e o CMYK, da imagem para obterem o
sinal analitico (PACIORNIK, 2006; MARTINEZ, 2008; ZAMORA, 2011; JOKERST,
2012).

Lyra e colaboradores (2009) desenvolveram um método no qual empregaram
uma webcam como sistema de deteccdo em espectrometria de emissdo em chama.
Eles chamaram esse método de “Espectrometria de Emissdo em Chama Baseada
em Imagens Digitais” (DIB-FES). Na determinacdo de Li*, Na* e Ca®" por DIB-FES,
propuseram um modelo mateméatico baseado no espaco tridimensional do sistema

RGB e no conceito de norma de vetores para conseguir a resposta analitica.

A possibilidade do desenvolvimento de procedimentos quantitativos em
microescala para determinacdo simultanea de varias espécies de interesse, tem
tornado os métodos por imagens digitais muito atraentes do ponto de vista analitico
(SOLDAT, 2009).

Martinez e colaboradores (2008) desenvolveram um método colorimétrico para
determinacdo simultdnea de glicose e proteina em urina. No método proposto
utilizaram um sistema baseado em dispositivo microfluidico em papel (PPAD-
Microfluidic Paper-based Analysis Devices) e os resultados foram obtidos das
imagens digitais do uPAD. Neste trabalho, os pesquisadores utilizaram pequenos
volumes de amostra (5uL) e avaliaram as imagens obtidas por scanner de mesa,

scanner portétil, cAmera digital e por dois tipos de celulares.

Outra aplicacdo interessante e recente de imagens digital € na utilizacado de
webcam como detector em sistemas de analises em fluxo. Andrade e colaboradores
(2012) propuseram um sistema de analise em fluxo-batelada baseado em imagem
digital para determinacdo de Al (Ill) e Cr (VI) em agua. Com a metodologia
conseguiram precisao para o Al (lll) de 1,5 % na faixa linear de trabalho de 10 a 600

ug L™ e para o Cr (VI) precisdo de 1,7% na faixa de 10 a 300 ug L™.

A combinacgéo de imagem digital e colorimetria tem oferecido uma rota de alto
potencial analitico em processamentos qualitativos e em medidas quantitativas. 1sso
s6 foi possivel porque, nos ultimos anos ocorreram avangos nas tecnologias de
fotografia digital, tanto em termos de hardware quanto no desempenho dos
softwares, proporcionando o desenvolvimento de equipamentos de baixo custo e

41



melhorias na precisdo e no desempenho dos dispositivos de obtenc¢des das imagens
(BYRNE, 2000; GAIAO, 2006).
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO DE NITRITO E NITRATO
EM AMOSTRAS DE AGUA SUBTERRANEA EMPREGANDO
SISTEMA EM FLUXO COM MULTICOMUTACAO E
IMAGENS DIGITAIS

3.1 -INTRODUCAO

Nitrato e nitrito s@o espécies quimicas importantes nas transformacées
associadas ao ciclo de nitrogénio. Pequenas quantidades desses ions no ambiente
aguatico sao importantes para manutencao da reserva de nutrientes essenciais para
0 crescimento de micro-organismos aquaticos e preservacao da vida nos corpos
hidricos (MANAHAN, 2000).

Contudo, a presenca de elevadas concentracGes de nitrato em aguas naturais
estimula o crescimento de plantas e outros organismos aguaticos, como algas que
florescem em abundancia na presenca desse ion, causando eutrofizacdo e
consequentemente morte de peixes pela insuficiéncia de oxigénio na agua
(MANAHAN, 2000; HARRISON, 2007). Em condi¢cGes anaerdbicas o nitrato pode ser
reduzido por bactérias a nitrito que é uma espécie muito tOxica para 0S peixes,

agravando mais ainda a situacao do ambiente aquético afetado (MANAHAN, 2000).

Em condi¢des naturais normalmente as concentragdes de nitrato e nitrito em
aguas superficiais sdo muito baixas. Entretanto, fontes de poluicdo proveniente de
esgotos domésticos, decomposicdo de compostos organicos nitrogenados e usos de
fertilizantes podem aumentar a concentragdo desses ions nos corpos hidricos de
forma significativa (JOHNSON e KROSS, 1990).

A ocorréncia de nitrato e nitrito em agua subterranea € causada principalmente,
em regibes com agricultura intensiva, pela lixiviagdo de fertilizantes utilizados na
adubacao do solo, como também pela infiltracdo de esgotos provenientes de fossas
sépticas e canalizacdes com defeitos (JOHNSON e KROSS, 1990; SPALDING e
EXNER, 1993).
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O interesse ambiental em monitorar os niveis de nitrato e nitrito em &aguas
naturais se deve ao fato de serem parametros importantes na avaliacdo dos
impactos sofridos por um ambiente aquatico e, sobretudo, aos aspectos
toxicoldgicos associados a ingestdo desses ions. No Brasil 0os niveis maximos
desses fons permitidos em 4gua subterranea s&o de 1,0 mg L™ para nitrito (expresso
em Nitrogénio) e 10,0 mg L™ para nitrato (expresso em Nitrogénio) (BRASIL, 2008).

Muitos métodos analiticos empregando uma variedade de técnicas analiticas
aplicados na determinacéo de nitrato e nitrito em diversas matrizes (agua, alimentos,
solos e etc.) tém sido reportados na literatura (MOORCROFT, 2001; HUANG, 2006;
SHARIAR e HINOUE, 2010; ATTIQ-UR-REHMAN, 2011; ERDOGAN e ONAR, 2011;
KODAMATANI, 2011; AYALA, 2012). Desses, os métodos espectrofotométricos
baseados na reacdo de Griss sdo os mais largamente utilizados (MOORCROFT,
2001).

Com o intuito de minimizar o consumo de amostras e reagentes, aumentar a
frequéncia analitica e melhorar a precisdo dos resultados analiticos, em muitos
métodos para determinacdo de nitrato e nitrito espectrofotometricamente sao
empregados sistemas de analise em fluxo (GINE, 1980; AHMED, 1996; ZHI-QI,
1998; YUE, 2004).

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento de uma estratégia analitica para
determinacdo de nitrato e nitrito em amostras de aguas naturais pela reacdo de
Griess. A estratégia foi desenvolvida empregando sistemas de analise em fluxo, com
multicomutacdo (MFA) e deteccdo por webcam, sendo que os sinais analiticos foram

obtidos empregando anélise de imagens digitais.

3.2 -EXPERIMENTAL

3.2.1 - Preparo de reagentes e Solugdes

Na determinagdo dos ions nitrito foi utizado o reagente de Griess como
reagente cromogeénico, e este foi composto por 2,3% (m/v) de sulfanilamida mais
0,12 % (m/v) de dicloreto N-(1-nafitil)etiienodiamina (NED) em &cido fosforico. O
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reagente de Griess foi preparado pesando-se em becker de 50 mL uma massa de
1,15 g de sulfanilamida P.A da marca Vetec e 0,06 g de NED P.A da marca J.T.
Baker, em seguida foi adcionado ao becker 30 mL de acido fosforico (HzPO,4) 0,5 mol
LY . A dissolucdo foi realizada com agitacdo e aquecimento em chapa a
aproximadamente 50°C. Depois de resfriada em temperatura ambiente, a solugéo foi
transferida quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL e completado o

volume com a solugéio de H3PO, 0,5 mol L™

A solucéo estoque de nitrito foi preparada pesando-se em Becker uma massa
de 0,075 g de sal de nitrito de sodio P.A da marca Vetec, previamente seco em
estufa a 110 °C por 2 horas e armazenados em dissecador, depois foi adicionado
aproximadamente 20 mL de &gua deionizada e sob agitacdo manual a massa foi
diluida. Em seguida a solucdo foi transferida quantitativamente para baldo

volumétrico de 50 mL e avolumada com 4gua deionizada.

Na construgdo da curva analitica para determinacdo do ion nitrito foram
preparadas solucdes padrdes 0,2; 0,4; 0,6; 1,2 e 2,0 mg L™ de nitrito a partir da

diluicdo da solucdo estoque de nitrito 1000 mg L™.

Na determinacdo do nitrato foi preparada uma coluna redutora de nitrato a
nitrito, preenchendo um tubo de vidro de (3 mm d.i. e 6 cm de comprimento) com
limalhas de cadmio cobreado (GINE, 1980). O deposito de cobre sobre a limalha de
cadmio foi realizada conforme descrito na literatura (HENRIKSEN e SELMER-
OLSEN, 1970), lavando-se as limalhas de cadmio sucessivamente com solucao de
acido cloridrico 0,15 mol L™, depois com &gua deionizada e em seguida com solucao
de sulfato de cobre 0,08 mol L. Na sequencia as limalhas foram lavadas novamente

com agua deionizada a fim de remover o excesso de cobre.

Toda vez que houve perda de 5% do sinal analitico na determinacéo do nitrato,
foi passado pela coluna de cadmio cobreado uma solucao de acido cloridrico 0,1 mol
L™ durante 2 minutos e depois agua deionizada durante 5 minutos para regenera-la
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

Na construcdo da curva analitica para determinagdo do ion nitrato foram
preparadas solucdes padrées 1,0; 3,0; 6,0; 8,0 e 10 mg L™ de nitrato a partir da
diluicdo da solucdo estoque de nitrato 1000 mg L™.

45



A solucédo estoque de nitrato foi preparada pesando-se em Becker uma massa
de 0,0685 g de sal de nitrato de sédio P.A da marca Vetec, previamente seco em
estufa a 110 °C por 2 horas e armazenados em dissecador, depois foi adicionado
aproximadamente 20 mL de agua deionizada e sob agitacdo manual a massa foi
diluida. Em seguida a solugdo foi transferida quantitativamente para baléo
volumétrico de 50 mL e avolumada com agua destilada.

No sistema em fluxo como solucdo transportadora foi utilizada uma solucdo
tampéo pH 7,2 (1,32 x 102 mol L™ de Na,B.O7 e 2,9 x 10° mol L™ de Na,EDTA),
preparada dissolvendo 2,5 g de Na;B,0O~. 10 H,O e 0,5 g de Na,EDTA em 400 mL de
adgua deionizada, ajustando o pH a 7,2 com solucdo concentrada de HCI e

completando o volume a 500 mL com agua deionizada.

3.2.2 - Procedimento em fluxo para determinacdo de nitrito e

nitrato

A determinacdo de nitrito foi realizada através da reacdo de Griess
(MOORCROFT, 2001). Esta € baseada na reacao de nitrito com a sulfanilamida em
meio acido. O diazo composto formado reage com o dicloreto de N-(1-
naftil)etilienodiamina (NED), gerando um composto de coloracdo résea. O diazo
composto formado na reacdo e Griess, nos meétodo proposto, foi monitorado por
uma webcam da Leadership modelo Mini webcam 5 Mega. Na determinagao de
nitrato, este foi preliminarmente reduzido no moédulo de andlise a nitrito por uma

coluna de cadmio cobreado.

Para fins de comparacéao, o nitrito e o nitrato também foram determinados pelos
métodos de referéncia NBR 12619 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1992) e APHA Method 4500-NO3-I (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2005) que sdo baseados na reacdo de Griess e, neste caso, foi

monitorada por espectrofotdmetro FEMTO modelo 800Xl em 543 nm.

Na construcdo do modulo de analise, para determinacdo de nitrito e nitrato,
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foram empregados tubos de polietileno (0.8 mm d.i), confluéncias feitas em acrilico e
uma micro cubeta de fluxo “made in lab” com caminho 6tico de 10 mm, janela de
vidro com abertura de 3 mm de diametro e volume interno estimado em ca. 71,0 pL.
A propulsdo dos fluidos foi feita com uma bomba peristaltica Ismatec (IPC-4),
equipada com tubos de propulsdo de Tygon ® de diferentes diametros. Para
insercdo das solucdes, foi empregada valvulas solenoide de 3 vias (Nresearch — T
161T031).

A Figura 8 apresenta o modulo de analise em fluxo, composto por quatro

valvulas solenoide, para determinacao de nitrito e nitrato.

Descarte

Figura 8 - Diagrama do modulo de andlise em fluxo utilizado na determinagéo de nitrito e
nitrato. C: Tampé&o (pH=7,2); A: Amostra; R: Reagente de Griess (2,3 % de sulfanilamida;
0,12 % de NED em H;PO, 0,5 mol L™); CR: coluna redutora de cadmio cobreado (3 mm d.i.
X 6 cm); B1: Bobina de amostragem (0,8 mm d.i x 60 cm); B2: Bobina de reacg&o helicoidal
(0,8 mm d.i. x 90 cm); x e y: pontos de confluéncia; SD: Sistema de detecc¢ao.

Na determinacao de nitrito e nitrato a amostra (A) teve o fluxo direcionado pela
valvula V2. A valvula Vafoi utilizada para direcionar o fluxo do Reagente (R). A valvula
V; foi utilizada para direcionar o fluxo da solugao tampéao (C) que foi utilizada como
carregador. Na determinacao de nitrato a valvula Vs foi empregada para direcionar o
fluxo da amostra para a coluna redutora (CR). A amostra e a solu¢cao tampao foram
bombeadas a vazdo de 4,3 mL min™ enquanto o reagente foi amostrado através da

forca da gravidade a uma vazao de 2,1 mL min™.

O gerenciamento de abertura e fechamento das valvulas solenoide bem como
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a obtencdo do sinal analitico foi realizado conforme as etapas programadas e
descritas na Tabela 1.

Na determinacdo de nitrito as valvulas V; e V, foram acionadas durante 5s,
tempo necessario para a amostra preencher a bobina B; (300 pyL) com a solucéao de
amostra e/ou padrdes, enquanto a solucdo carregadora recirculava (Tabela 1, etapa
1). Na sequencia, a valvula V, foi acionada durante 1s, permitindo a introducéo da
solucéo de Griess no ponto y, intercalando com abertura e fechamento da valvula V;
durante 2s para o transporte da mistura reacional para a Bobina B,, (etapas 2-3),
estas etapas foram repetidas 5 vezes (5 ciclos de acionamento entre as valvulas V4
e Vi), permitindo que aliquotas de amostra fossem intercaladas entre aliquotas de
reagente por amostragem binaria. Na etapa 4 (medida do sinal) todas as valvulas
estdo desligadas e o fluxo carregador flui pela valvula V;, conforme apresentado no

diagrama do modulo da Figura 8.

Para determinacédo de nitrato (Tabelal), etapa 5, somente a V3 € acionada para
direcionar o fluxo (solucdo tampéo) para coluna redutora (CR), por um periodo de
10s. Na sequéncia as valvulas V; e V; sdo acionadas durante 10 s, paraque aBie a
coluna redutora fosse preenchida com solugédo da amostra e/ou padrdes (etapa 6).
Na etapa 6 a zona de amostra é tamponada por dispersdo da amostra na solucao
transportadora. Na sequencia, o procedimento foi similar aquele empregado na
determinacao de nitrito (a partir da etapa 2), a valvula V, foi acionada durante 1s,
permitindo a introducéo da solucédo de Griess no ponto y, intercalando com abertura
e fechamento da valvula V; durante 2s para o transporte da mistura reacional para a
Bobina B,, (etapas 7-8), estas etapas foram repetidas 5 vezes (5 ciclos de
acionamento entre as valvulas V4 e V;) permitindo que aliquotas de amostra fossem
intercaladas entre aliquotas de reagente por amostragem binaria. Na etapa 9
(medida do sinal) todas as valvulas estdo desligadas e o fluxo carregador flui pela
valvula V1, conforme apresentado no diagrama do modulo da Figura 8.

O volume da aliquota de cada solugdo inserida no percurso analitico pode ser
obtido pelo intervalo de tempo (At) de abertura da valvula solenoide e funcdo da

vazao do fluxo (¢) pela equacéo conforme equacao 3:
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V(uL) = ¢ (mLs™ 1) x At (s)x1000 Eq (3)

Para obtencdo da curva de calibracdo no lugar da amostra foram utilizadas as
solugdes padrdes de nitrito e nitrato. O sinal do nitrato foi obtido subtraindo do sinal

da amostra reduzida, o sinal da amostra sem passar pela coluna redutora.

Tabela 1 - Sequéncia de acionamento das valvulas solenoide para a determinagéo de nitrito
e nitrato.

ETAPA V1 V2 V3 V4 t (s) Descricao
Nitrito
1 1 1 0 0 5 Preenchimento de
B1 com amostra
28 1 0 0 1 1 Amostragem - R1
Kh 0 0 0 0 2 Amostragem - A
4 0 0 0 0 15 Medida do sinal
Nitrato+Nitrito
5 0 0 1 0 10 Preenchimento da
Bl e da CR com
tampéo
6 1 1 1 0 10 Preenchimento da
Bl e da CR com
amostra
7° 0 0 1 1 1 Amostragem — R1
8° 0 0 1 0 2 Amostragem - A
9 0 0 0 0 10 Medida do sinal

1= vélvula solenoide acionada; O=valvula solenoide desligada; a e b = etapas repetidas (5 ciclos de
amostragem).

O acionamento das valvulas solenoide foi realizado através de um software de
gerenciamento do moédulo de analise que utiliza linguagem de programacgao escrito
em Lab-View 6.0. e a interface com o usuario, formuléario, € apresentada na Figura 9.
Empregando um arquivo de comandos, montado em forma de matriz, é possivel
programar varios eventos como acionamento das valvulas, dire¢do e velocidade da

bomba, numero de replicatas, entre outros. Entretanto, neste trabalho sé utilizamos
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esta interface para programacdo das véalvulas solenoide e controle da bomba
peristaltica.

b= sisGel - Sistema de Gerenciamento de Reacbes

Coleta | oo | 10,0
8,0

|3

Arquiva de Programag o 6,0~
1 I‘ 4.10-
Sabvar Aquisicho 2,0-
% | 0,01
[| T fnecar -
Amostras por AnuisigBo
R
L'}_I 100 ms
Ndmero ds Aguisiphes
¥1 vz
: 2508 » > | | 038
20- =80 ¥3 W4
10- /)‘90 = = :
et - " Medidor
SaLaalS o ket
V7 B EXIT
Ismatec A T o C o

Figura 9 - Formulario utilizado na Interface com o usuario

No método proposto, o sistema de deteccdo consiste em uma caixa de isopor
de dimensfes 21 cm (L) x 30 cm (C) x 18 cm (A), dentro da qual foi instalado um
suporte para cela em fluxo alinhada e distante 1 cm de uma webcam Leadership
modelo Mini webcam 5 Mega com detector CMOS. Conforme sugerido por Andrade
e colaboradores (2012), para assegurar uniformidade na iluminacao foi utilizada
caixa com interior branco e para evitar interferéncias da iluminacdo do ambiente a
caixa foi lacrada e o interior foi iluminado com lampada fluorescente de 7 w (FIGURA
10).
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Figura 10 - Fotografia do sistema em fluxo utilizado na determinagé&o de nitrito e nitrato.

Tanto para o gerenciamento do modulo de analise quanto para aquisicdo das
imagens de video pela webcam, foi empregado um notebook com processador Intel
Pentium T3400 com memodria RAM de 2GB. As imagens obtidas pela webcam foram

salvas em arquivos do tipo AVI (Audio Video Interleave).

O sistema de deteccao utilizado para obtencéo do sinal analitico no método de

referéncia foi um espectrofotometro da marca FEMTO modelo 800XI em 543 nm.

De modo que fosse obtido o maior sinal com melhor resolugdo e menor
consumo de reagente, os parametros fisico-quimicos do sistema em fluxo foram
avaliados. Nesses estudos o tamanho da bobina de amostragem (B1) foi fixada em
60 cm (300 pL).
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3.2.2.1 - Efeito da influéncia na precisdo dos resultados
analiticos pela insercdo da solucdo do reagente de Griess

por amostragem binaria.

Nesse estudo avaliou-se o efeito do emprego da bomba peristéltica e da
gravidade como propulsor do reagente de Griess na precisdo da determinacdo
(n=10) de uma solucdo padréo de 0,5 mg L™ de nitrito. Na realizacéo desse estudo
as vazbes da bomba peristaltica e da gravidade, ambas foram fixadas em 2,1 mL

min’.

3.2.2.2 - Estudo do efeito da vazao de fluxo do transportador.

Nesse estudo foi avaliado o efeito da vazao de fluxo do transportador sobre o
sinal analitico na determinacdo de uma solucdo padrdo de 1,0 mg L™ de nitrito.
Nesse estudo foi fixada a vazdo do reagente de Griess em 2,1 mL min™ (propulsdo
por gravidade), tamanho da bobina de reacdo (B2) em 100 cm (500 L) e variou-se a

vazao do transportador entre 3,1 a 6,6 mL min™.

3.2.2.3 - Estudo do efeito do comprimento da bobina reacional.

Fixando a vazdo de fluxo do transportador em 4,3 mL min™ e do reagente de
Griess em 2,1 mL min™, foi avaliado o efeito do tamanho do percurso analitico no
sinal analitico variando-se o comprimento da bobina de reacéo (B) entre 50 a 100
cm (250-500 pL). Neste experimento foi utilizada uma solucdo padrdo de 1,0 mg L™

de nitrito.

52



3.2.2.4 - Estudo do numero de ciclos na amostragem binaria.

Nesse estudo avaliou-se a influéncia sobre o sinal analitico da mistura
reacional na amostragem em diferentes propor¢cdes entre reagente e amostra. Para
isso variou-se 0 numero de ciclos de amostragem entre 3 e 7 nas seguintes

combinacgdes de volume reagente (R) e amostra (A); R+A, R+2A, 2R+A e 2R+2A.

A combinacdo R+A corresponde a insercdo do reagente (R) na bobina de
reacdo (B,) durante 1s (no fluxo de 2,1 mL min™) e na sequencia é introduzido
durante 1s (no fluxo de 4,3 mL min?) a amostra (A). Os rétulos 2R ou 2A
correspondem ao tempo de 2s. Foram utilizadas uma bobina de reacdo de 90 cm,
fluxo de amostra e reagente de 4,3 mL min® e 2,1 mL min™, respectivamente e

soluc&o de nitrito de 0,5 mg L™.

3.2.2.5 - Efeito das concentracdes de NED e Sulfanilamida na

reacao de Griess.

Nesse estudo foi avaliado na reacdo de Griess o efeito da concentracdo do

NED, sulfanilamida e acido fosforico sobre o sinal analitico.

Primeiramente foi avaliado o efeito da concentracdo de acido fosférico. Para
isso foi preparado reagentes de Griess com &cido fosférico nas concentragbes que
variaram de 0,3 a 1,5 mol L™, Sulfanilamida e NED nas concentracdes de 2% e 0,1
%, respectivamente. Com os reagentes de Griess nas diferentes concentracdes de
acido fosforico foram feitas, no modulo de analise (FIGURA 8), reacdes com solucéo

padrdo de nitrito de 0,5 mol L™ e monitorado sinal analitico.

Depois de encontrada e fixada a melhor condi¢cdo para concentracdo do acido
fosforico foi determinada as concentracbes oOtimas de sulfanilamida e NED no

reagente de Griess. Nesse estudo foi empregado o planejamento do tipo composto
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central (11 experimentos, sendo 3 replicatas no ponto central) e a metodologia de

superficie de resposta (MSR ou RSM do inglés Response Surface Methodology)

(BARROS NETO, 2010).

As faixas de variacdo (TABELA 2) entre o limite inferior (-1,41) e superior (1,41)

de cada variavel independente (NED e Sulfanilamida) foram estabelecidas de acordo

com os valores normalmente recomendados na literatura (ANDERSON, 1979; GINE,

1980; ROCHA e REIS, 2000) e nos protocolos de andlises de nitrito por reacédo de
Griess (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1992; AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

Tabela 2 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento composto central com valores reais

e codificados

Fatores Niveis
NED % (m/v) 0,03 0,05 0,10 0,15 0,17
Sulfanilamida % (m/v) 1,3 15 2,0 2,5 2,7
Codificacao -1,41 -1 0 1 1,41
A matriz do planejamento composto central utilizada nesse estudo é

apresentada na Tabela 3
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Tabela 3 - Matriz do planejamento composto central na forma real e codificada.

Variaveis codificadas Variaveis originais
Exp. X1 X2 NED % (m/v) Sulf.% (m/v)

1 +1 +1 0,15 2,5
2 +1 -1 0,15 1,5
3 -1 +1 0,05 2,5
4 -1 -1 0,05 1,5
5 0 0 0,10 2,0
6 0 0 0,10 2,0
7 0 0 0,10 2,0
8 +1,414 0 0,17 2,0
9 -1,414 0 0,03 2,0
10 0 +1,414 0,10 2,7
11 0 -1,414 0,10 1,3

Como resposta ao planejamento a variavel dependente foi o sinal analitico
(Norma), obtido empregando o modulo de analise (FIGURA 8) através das imagens
das reacdes em triplicata na determinacao de solugéio padréo de nitrito 0,5 mg L™.

Os resultados do planejamento experimental definido neste trabalho foram
analisados estatisticamente pela técnica de analise de variancia (ANOVA) através do
software STATISTICA 7.0.

3.2.2.6 - Influéncia do pH da solugcdo tampao na reducéo do

nitrato a nitrito.

Foi feito o estudo do efeito da acidez na reducédo de nitrato a nitrito variando-se
0 pH da solugéo tampéo entre 6,9 a 8,5. Esse estudo foi realizado empregando uma

solucdo padréo contendo 4,0 mg L™ de nitrato.
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3.2.2.7 - Estudo da eficiéncia de reducdo e estabilidade da

coluna de cadmio cobreado.

Foi avaliada a eficiéncia de reducdo da coluna de cddmio cobreado pela
introducéo de solucdes padrdes de nitrato e nitrito, ambas nas concentragdes de 2,0

mg L™

A estabilidade da coluna redutora foi avaliada verificando-se a diminuicdo na
resposta analitica, apos a realizacdo de 100 determinagBes sucessivas em amostras
(22 amostras) de aguas naturais fortificadas com nitrato na concentracéo de 1,0 mg

L e de 50 determinacdes sucessivas na concentracéo de 10,0 mg L™

3.2.3 -Tratamentos das imagens digitais e obtencdo do sinal

analitico

No mercado existe varios software para analise de imagens digitais, entretanto,
estes sao pagos e alguns necessitam de pessoal treinado para sua utilizacdo. Tendo
em vista esses aspectos € interessante o uso de software livre que, possibilite o
usuario o estabelecimento de rotinas de andlise que atendam a necessidade de
diversos grupos e que suas analises sejam certificadas pelas normas técnicas

internacionais (DIAS, 2008).

Devido ao desempenho e as facilidades, neste trabalho foi utilizado o software
image J de tratamento e analise de imagens, desenvolvido por Wayne Rasband do
Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,
United States of America. O image J, além de gratuito, € escrito em Java e possui
codigo fonte aberto, permitindo a criagcdo de plugins que se adéquam as

necessidades do usuario.
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Na determinacdo de nitrito pelo sistema em fluxo, a webcam com sensor do
tipo CMOS foi configurada para capturar videos com imagens digitais de 24 bits em
uma razéo de 30 frames por segundo com resolucdo espacial de 640x480 pixels. As
imagens de videos foram capturadas pelo software da mini webcam 5MP da
Leandership e armazenado em arquivo do tipo AVI. A aquisi¢cdo do video foi iniciada
manualmente e em sincronia com o inicio da execuc¢do da programacéo do modulo

de analise apresentada na Tabela 1.

Para cada injecao em triplicata foi gerado arquivos de videos com 90 segundos
de gravacao e através do software free video to JPG converter foi extraido um frame
de cada segundo do arquivo de video. Os frames extraidos foram salvos em
arquivos distintos de imagens do tipo JPEG (Joint Photographic Experts Group). Os
arquivos de imagens JPEG foram abertos sequencialmente no software Image | e
com a ferramenta image to stack, foram agrupadas numa pilha (stack) ordenada das
imagens (FIGURA 11).

57



[ i Stack @@

40/90 (120705-141539 40); 640x480 pixels, RGB; 105MB

Flle v dﬁ Image Process Analyze Plugins Window Help
g@c|ol<4|HNAla|@|2| |ofsfo|s]a] | |»]

Magnifying glass (or use "+ and ™" keys)

[ ] = »

Figura 11 - Interface do programa image J com as imagens em stack

A regido selecionada da imagem para a obtencao e andlise dos dados, como
ilustrada na Figura 12, é uma matriz com &area de 9500 pixel® obtida pelo uso da
ferramenta oval selections. Como as imagens possuem as mesmas dimensodes,
fazendo a selecédo da area em uma imagem do stack, a selecao é valida para todas
as outras imagens do stack. Para extrair os valores médios dos canais (R, G e B)
dos pixels na area selecionada e apresenta-los em forma de tabela, foi utilizado um
plugin que foi chamado de measure bands stacks (ANEXO). Esse plugin foi criado
modificando-se o cdodigo fonte do plugin measure staks (ANEXO) desenvolvido por

58



Bob Dougherty da OptiNav Inc' e para funcionar foi necessario o plugin measure

bands desenvolvido no projeto open source de Jarek Sacha?.
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Figura 12 - Interface do programa image j com o stack das imagens acompanhado da

tabela de resultados dos valores de RGB de cada imagem do stack.

Os valores de RGB foram importados para uma planilha em Excel e o sinal

analitico foi obtido utilizando o modelo matematico proposto por

Lyra e

colaboradores (2009). Neste modelo é utilizado o conceito de norma de vetor e é

associado um vetor v ao valor da cor conforme a Figura 13.

! http://www.optinav.com/imagej.html. Acessado em 22 de janeiro de 2013

? http://ii-plugins.sourceforge.net/. Acessado em 22 de janeiro de 2013
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Figura 13 - Espago vetorial RGB e o vetor v representando uma cor. Fonte: (LYRA, 2008)

A norma “Il v II” do vetor v foi calculada pela equacao 4

il = R, + @2, + B2, Eq)

Onde RZ,, G%, e B2, sdo os valores médios das componentes RGB da
amostra ou da solucdo padrdo subtraidos dos valores médios das componentes
RGB do branco. Conforme mostrado por Lyra e colaboradores (2009) o valor da

norma do vetor possui uma relagéo linear com a concentragédo do analito.

Como a resposta analitica estad associada a norma do vetor que depende de
trés variaveis o desvio padrdo associado foi estimado usando a equacdo de
propagacéo de erro. Conforme demonstrado por Lyra e colaboradores o desvio

padrao nas medidas do branco € obtido pela equacéo 5:
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Eq (5)

ﬁl%SE + G_I?Sg + Ef Sg
S, = — = —
b R? + G} + B?

Onde sz, s; € sz sao os desvios padrdo associado aos valores médios de RGB
das imagens do branco. Neste trabalho pra estimar o valor de Sy, foram utilizadas 25

imagens do branco.

Os valores do limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram

determinados utilizando as equacfes 6 e 7:

LD =2 gq(6)
B

10 =22 kg )
B

Onde B é o coeficiente linear da equacao da curva de calibracgéo.

3.2.4 - Amostragem da agua subterranea

As amostras foram coletadas em pocos ativos localizados na area urbana da

Cidade de Barreiras-Ba preferencialmente no periodo do final da tarde.

A amostragem foi realizada deixando primeiramente a torneira do pogo aberta
durante 10 minutos para que a agua estagnada na tubulacdo fosse drenada. Apos
esse procedimento, a amostra foi coletada em frasco de polietileno de um litro,
previamente descontaminado e rinsado varias vezes com a agua a ser amostrada
(CETESB, 1988).

As amostras foram identificadas e numeradas, sendo as informac¢des anotadas
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em caderno de campo e transportadas para o laboratorio em caixa de isopor com
gelo. As determinacgdes de nitrito nas amostras nao ultrapassaram o prazo de 24
horas apds a coleta e a de nitrato ndo ultrapassou o prazo de uma semana da

coleta.

3.2.5- Aplicacao do teste t pareado.

O teste t pareado foi aplicado na comparacdo dos resultados obtidos na
determinacao de nitrito e nitrato em amostras de agua subterranea pelos métodos

propostos e pelos métodos de referéncia.

Na aplicacéo do teste t foi calculada, para cada par de resultados, a diferenca
(d) entre os resultados obtidos pelo método proposto e pelo método de referéncia.
Depois foi calculado a média dessas diferencas (d) e o desvio padrdo (sq) dessas
diferencas na média. Assumindo que A, é a diferenca média entre os resultados dos
métodos, a hipdtese nula (Hp) a ser testada € de que Ay=0. O valor do teste

estatistico é:

e d—0
sq/VN

Onde N é o numero de amostras analisadas por ambos 0s métodos e Sy é:

)
Y d2 — S

Sa = N—1

Depois de calculado o valor de t, este deve ser comparado ao valor tabelado

de teritico para o grau de liberdade (N-1) no nivel de confianca esperado. Se, t > tcritico

62



ou t <-t.iico @ hipotese nula é rejeitada e é concluido que os dois métodos fornecem
resultados diferentes (WEST, 2006).

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram estudados os parametros fisico-quimicos do sistema de
analise em fluxo com detec¢cdo empregando webcam, a fim de obter uma melhor
correlagcdo entre a sensibilidade do procedimento e o consumo de reagente.
Posteriormente, o procedimento otimizado foi aplicado na determinacdo de nitrito e

nitrato em amostras de agua subterranea.

3.3.1 - Modulo de Analise

3.3.1.1 - Aspectos fisicos

A determinacdo de nitrito e nitrato envolve reacfes em meio acido, reacdo de
diazoacoplamento para a determinacdo de nitrito e, moderadamente alcalino,
reducdo de nitrato a nitrito. Em sistema de analise em fluxo esse requisito pode ser
contemplado empregando-se, por exemplo, dispositivos de comutacao discretos
como mini e micro bombas além de vélvulas solenoide utilizadas na construcdo do
modulo de andlise deste trabalho, conforme apresentado no diagrama de fluxo na
Figura 8(p.47, secédo 3.2.2). As valvulas solenoide (V;-V,4) foram empregadas para
controlar independentemente a adicdo das solugcbes empregadas, bem como a
reducdo de nitrato a nitrito na coluna redutora, permitindo a implementagéo das

condi¢des reacionais para a determinagao de nitrito e nitrato respectivamente.
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O procedimento de amostragem binaria foi utilizado para a selecdo de
aliguotas de amostra e reagentes no sistema. Nesse processo, a repetibilidade de
amostragem pode ser afetada pela precisdo no controle do tempo de amostragem e
pulsacdo da bomba peristaltica (REIS, 1994; ROCHA, 2001), quando utilizada como
propulsor de fluidos. Neste estudo foi avaliada a precisdo obtida em 10
determinacdes sucessivas para nitrito, empregando amostragem binéria, com
propulsdo da solucdo reagente com bomba peristaltica e/ou amostragem por
gravidade. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 14. Com o emprego
da bomba peristéltica, verificou-se um coeficiente de variacdo (CV) de 2,9%,
(FIGURA 14 - A). JA& com a amostragem da solucdo reagente por gravidade
(FIGURA 14 - B) o coeficiente de variacdo (CV) obtido foi de 1,5%. No caso da
amostragem por gravidade a vazdo da solucdo € dependente de varios fatores
hidrodindmicos, altura do frasco da solucdo do reagente, diametro interno e
comprimento do tubo, viscosidade da solucao reagente, etc. Como estes parametros
foram mantidos constantes durante o procedimento analitico, a vazdo se manteve
constante e seu valor determinado foi de 2,1 mL min™. A bomba peristaltica foi
empregada para a propulsdo da solucdo transportadora, devido a impedéancia
hidrodindmica no sistema pela coluna redutora de cadmio cobreado.
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Figura 14 - Avaliacé@o da precisdo na determinagéo de nitrito, empregando no modulo de
analise da Figura 8 para propulsédo da solucao reagente; valvula V,4, bomba peristaltica (A) e
gravidade (B).

Nos estudos subsequentes a propulsdo da solucdo do reagente (Ri) foi
realizada pela forca da gravidade e, mantida em 2,1 mL min™. A aliquota de amostra,
bobina B,, foi fixada em 60 centimetros (300 pL). Ja o efeito da vazdo do fluxo
transportador foi avaliado variando-se a vazdo de 3,1 a 6,6 mL min™, empregando-

se bomba peristaltica e uma bobina reacional (B;) de 100 cm (500 pL).

Conforme apresentado na Figura 15, o sinal de maior intensidade foi observado
na vazdo de 4,3 mL min?. Em vazbes maiores observa-se uma diminuicdo na
intensidade do sinal provavelmente relacionada a cinética da reacdo. Ja4 em vazdes
menores que 4,3 mL min™ o sinal foi menor devido uma maior dispersdo do produto

colorido no sistema.
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Figura 15 - Efeito da vazao de fluxo sobre o sinal analitico de uma solu¢do padrdo 1,0 mg L
! de nitrito. Medidas feitas com reagente de Griess (0,1% de NED, 2% sulfanilamida, 0,5 mol
L™ HsPO,) na vazdo de 2,1 mL min™* e em bobina de reacdo (B2) com 100 cm.

Fixando-se a vazao de fluxo em 4,3 mL min™, foi avaliado o efeito do tamanho
da bobina reacional (B,) entre 50 a 100 cm (250-500uL) sobre o sinal analitico. A
Figura 16 apresenta os resultados obtidos nestes estudos. Observa-se que a melhor
relacdo entre a cinética reacional com os parametros fisicos do sistema em fluxo
(vazdo e bobina reacional) sobre sensibilidade do sinal, foi obtida quando foi

empregada uma bobina reacional de 90 cm (450uL).
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Figura 16 - Efeito do Tamanho da bobina de rea¢éo no sinal analitico de uma solucéo
padrdo de nitrito 1,0 mg L™. Medidas realizadas com reagente de Griess e transportador nas
vazdes de 4,3 e 2,1 mL min™, respectivamente.

Estabelecidos os parametros do sistema em fluxo, bem como as concentracdes
dos reagentes empregados na determinacdo de nitrito e nitrato, avaliou-se qual a
melhor relacdo da mistura reacional empregando-se o0 sistema de amostragem
binaria. Neste estudo avaliou-se o numero de ciclos (3 a 7), em diferentes condicdes
de volumes de reagentes (R) e amostra (A) para compor a mistura reacional. Nestes
estudos, por exemplo, a combinacdo R + A corresponde a insercdo de reagente R,
pela abertura da Valvula V, durante 1s (no fluxo de 2,1 mL min™), onde um “plug” de
reagente € introduzido na Bobina B, na sequéncia a valvula V4 se fecha e um “plug”
de amostra é introduzido na Bobina B, durante 1s (a uma vaz&o de 4,3 mL min™).
Estes ciclos foram repetidos de 3 a 7 vezes para compor a mistura reacional. Os
rotulos 2R ou 2A correspondem ao tempo de abertura das valvulas (reagente (V)
e/ou transportador (V1)) em 2s. O volume de reagente (R) inserido na bobina (B>),

correspondente a 1 s de abertura da vélvula V4, é de aproximadamente 35,0 pL.
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Figura 17 - Efeito do numero de ciclos em diversas condi¢cdes de volume de reagente e
amostra (R+A, 2R+A, R+2A e 2R + 2A) sobre o sinal analitico.

Nos estudos realizados observa-se (FIGURA 17) que para as combinagdes
R+A e 2R+A h& um aumento significativo do sinal analitico entre 3 a 6 ciclos, sendo
gue para a combinacdo R+2A, esse aumento € observado entre 3 a 5 ciclos. Ja a
combinacdo 2R+2A, ndo se observa diferenca significativa no sinal analitico acima

de 4 ciclos.

Uma boa relagdo entre a sensibilidade e consumo de reagentes por
determinacdo foi estabelecido na combinacdo R+2A, com 5 ciclos. Nesta
configuracdo a sensibilidade obtida € muito proxima a maxima encontrada nos
experimentos (Ca. 93%), quando comparado com a configuragédo 2R+A em 7 ciclos.
Entretanto, o consumo de reagente (Ca. 175,0 pL) € 64% menor (Ca. 490,0 pL de
reagente em 2R+A em 7 ciclos). Assim, estabeleceu—se esta configuracdo nos

estudos posteriores.
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3.3.1.2 - Aspectos quimicos

Para a determinacdo de nitrito e nitrato no procedimento foi empregado a
reacdo de Griess (MOORCROFT, 2001), no caso do nitrato este & convertido a

nitrito, empregando uma coluna de cadmio cobreado, antes da sua determinacao.

Na reacdo de Griess 0 ion nitrito reage em meio acido com a sulfanilamida
formando um sal de diazénio que reage por acoplamento com o dicloreto de N-(1-
natftil) etilenodiamina (NED) formando um composto colorido.

Foi avaliado no reagente de Griess o efeito da concentracdo de acido fosférico
sobre o sinal analitico. Neste estudo as concentraces de NED e sulfanilamida
foram fixadas respectivamente em 0,1% e 2 %, enquanto a concentracdo do &cido
fosférico foi variada de 0,3 a 1,5 mo L™. O melhor valor para o sinal analitico foi
encontrado utilizando reagente de Griess com acido fosférico na concentracdo de
0,5 mol L™,

Empregando planejamento do tipo composto central e a metodologia de
superficie de resposta (BARROS NETO, 2010) foram avaliados o efeito da

concentracdo do NED e da sulfanilamida sobre o sinal analitico.

7

A metodologia de superficie de resposta € constituida por duas etapas
distintas: modelagem e deslocamento. Essas etapas séo repetidas tantas vezes
quantas forem necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima (maxima ou
minima) da superficie ou area de experimentacdo. A modelagem é feita ajustando
modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de
planejamentos fatoriais. O deslocamento se da sempre ao longo de maxima
inclinacdo de um determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia na
forma mais pronunciada (BARROS NETO, 2010).

Os experimentos do planejamento composto central foram conduzidos de
forma aleatoria, afim de ndo serem introduzidos erros sistematicos. As condi¢cdes de
realizacdo e os valores de sinal (norma) obtidos nos ensaios do planejamento

fatorial composto central estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Planejamento fatorial composto central nos estudos das variaveis; concentracdo
de NED e Concentracdo de Sulfanilamida no sinal da norma.

Niveis
Fatores NED % (m/v) 0,03 0,05 0,10 0,15 0,17
Sulfanilamida % (m/v) 1,3 15 2,0 2,5 2,7
Codificagcao -1,41 -1 0 1 1,41
Variaveis codificadas Variaveis originais Norma
EXp. X1 X2 NED %(m/v)  Sulf.% (m/v)
1 +1 +1 0,15 2,5 50
2 +1 -1 0,15 1,5 43
3 -1 +1 0,05 2,5 45
4 -1 -1 0,05 1,5 39
5 0 0 0,10 2,0 51
6 0 0 0,10 2,0 48
7 0 0 0,10 2,0 50
8 +1,414 0 0,17 2,0 48
9 -1,414 0 0,03 2,0 42
10 0 +1,414 0,10 2,7 48
11 0 -1,414 0,10 1,3 41

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia para avaliar a
significancia estatistica e se houve ajuste do modelo aos dados experimentais.

Esses resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Andlise da Varidncia para ajuste do modelo quadratico Y=by+biX;+boX,
+b11X12+b22X22+b12X1X2.

Fonte de SQ g.l MQ F F
variacao calculado tabelado
Regressao 162,51 5 32,50
Residuo 6,40 5 1,28 25,41 50
Falta de ajustes 1,73 3 0,58
Erro puro 4,67 2 2,33 0,25 19,1
Total 168,91 10

% Variancia explicada 96,21%
% Méxima variancia explicavel 97,24%

Equacao de regressdo: Norma = 49,67 + 2,19NED — 2,46(NED)? + 2,86(Sulf.) —
2,71(Sulf.)? + 0,25(NED)(Sulf.)

SQ=Soma quadratica, g.I= Graus de liberdade e MQ=Média quadrética.

Segundo Box e Wetz (1973), para que uma regressao nao seja apenas
significativa, mas também util para previsbes de respostas, devem ser observados

dois critérios na Tabela de variancia obtida:

1°. critério: o valor da razdo, MQ da regressao / MQ do residuo (F
calculado), deve ser no minimo cinco (5) vezes o valor do F tabelado, para os graus

de liberdade envolvidos;

2°. critério: o valor da razdo, MQ da falta de ajuste / MQ do erro puro (F
calculado), deve ser menor que o valor do F tabelado, para os graus de liberdade

envolvidos.

Com os resultados da andlise de variancia (TABELA 5), verifica-se que o valor
de razdo MQ da regressdao/ MQ Residuo (F calculado = 25,41) foi mais de cinco
vezes maior que o valor de Fs 5 tabelado (5,0) evidenciando com 95 % de confianca
gue, segundo o critério de Box e Wetz que, a regressao foi significativa. O valor da
razdo MQ da falta de ajuste/ MQ do erro puro (F calculado= 0,25) foi menor do que o
valor de F3,, tabelado (19,1) evidenciando também, com 95 % de confianca, ajuste
do modelo aos dados experimentais. Deste modo, a equacdo do modelo quadratico

€ capaz de prever com seguranca o valor do sinal analitico (Norma) nas condi¢cdes
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experimentais para concentragdes de NED e Sulfanilamida.

O grafico das repostas preditas pelo modelo quadratico contra as respostas

observadas na Figura 18 confirma visualmente a qualidade do ajuste.

52

Y=0,9621 X + 1,7386
50 ¢ & o

R =09809

Valores Preditos

38 40 42 44 46 48 50 52
Valores Observados

Figura 18 - Respostas preditas pelo modelo quadratico.

A superficie de resposta correspondente ao modelo ajustado € apresentada na
Figura 19. A regido contém um ponto de maximo (X;, Xz) correspondente as
concentragbes de 0,12% (m/v) de NED e 2,3% de sulfanilamida. Nessas
concentracbes de NED e Sulfanilamida é possivel obter um maior sinal analitico na

reacao do nitrito com o reagente de Griess.
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Figura 19 - Superficie de resposta descrita pela equagdo Norma = 49,67 + 2,19NED -
2,46(NED)? + 2,86(Sulf.) - 2,71(Sulf.)?> + 0,25(NED)(Sulf.), que relaciona a concentracdo do
NED(%, m/v) e da Sulfanilamida (%, m/v) com o sinal analitico (Norma).

Apesar da reacdo de Griess ocorrer em meio acido, a reducao de nitrato a
nitrito na coluna de caddmio cobreado ocorre em meio moderadamente alcalino,
sendo necessario 0 ajuste de pH da zona de amostra antes da passagem pela
coluna redutora. Com essa finalidade foi utilizada uma solugcdo tampdo de
tetraborato (1,32 x 102 mol L) com EDTA (2,9 x 10 mol L™). A presenca do EDTA
na solucdo tampéo também tem a funcdo de mascarar alguns ions como Fe (Ill) e
Cu (1) que podem interferir na reducao de nitrato a nitrito, além de evitar a formacao
de precipitados que poderiam diminuir a atividade da coluna redutora (ROCHA,
2000).

Utilizando o sistema em fluxo estudou-se o efeito do pH no intervalo de 6,9 a
8,5 sobre o sinal analitico na reducao a nitrito de uma solucdo padréo de 4,0 mg L™
de nitrato (FIGURA 20).
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Figura 20 - Efeito da acidez da solucao transportadora sobre a reducéo de nitrato a nitrito

O maior sinal analitico foi obtido quando o pH empregado foi de 7,2, (FIGURA
20). Em pH 7,6 houve uma diminuigcdo de ca. 8% do sinal analitico, estes resultados
foram similares aqueles obtidos em trabalho da literatura (ROCHA e REIS, 2000). O
ajuste da acidez foi satisfatério sem a necessidade de adicionar um reator tubular
(intercalar amostra e solucdo tampao) previamente a coluna de cadmio,
provavelmente deve-se ao fato da coluna empacotada estar atuando para melhorar
a mistura entre a amostra e transportador. Desta forma, selecionou-se o pH 7,2 da
solucao transportador (Solucdo tamp&o: 1,32 x 102 mol L™ de Na,B4O7 e 2,9 x 107

mol L™ de Na,EDTA) nos experimentos posteriores.

A eficiéncia de reducdo do nitrato pela coluna redutora esta relacionada a
varios fatores dentre estes podemos citar a area superficial dos granulos de cadmio
(NYDAHL, 1976; JONES, 1984; HYDES e HILL, 1985), o empacotamento da coluna,
a cinética de reducdo que por sua vez esta correlacionada com o tempo de

residéncia da amostra na coluna (NYDAHL, 1976)

Foi avaliada a eficiéncia de reducé&o de nitrato na coluna utilizada no sistema
em fluxo. Neste estudo solugcbes padroes de nitrato e nitrito, ambas nas
concentracdes de 2,0 mg L™*, foram utilizadas, onde foi possivel verificar uma
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eficiéncia de reducdo de 35,8% para o nitrato, nas condicdes experimentais
avaliadas.

Outro estudo realizado foi a avaliacdo da estabilidade da coluna (eficiéncia
apos sucessivas reducoes). Neste estudo foi monitorada a diminuicdo na resposta
analitica, ap6s a realizacdo de 100 determinacdes empregando-se 20 amostras de
aguas naturais fortificadas com 1,0 mg L™ e 10,0 mg L™ de nitrato, respectivamente.

Conforme apresentado na Figura 21, em amostras contendo nitrato na
concentracdo de 1,0 mg L™* (FIGURA 21 - A) ap6s 100 determinacdes a magnitude
do sinal analitico decresceu em 6%. Ja quando a coluna foi utilizada na analise de
nitrato com concentracdes em torno de 10,0 mg L™ (FIGURA 21 - B) de nitrato, apds
20 determina¢des ocorreu uma diminuicdo de 4% da magnitude do sinal analitico
inicial e, apés 50 determinacdes observou-se uma diminuicdo de 57% do sinal
inicial.

Neste sentido, recomenda-se que para cada série de 20 determinacdes (perda
de mais de 5% do sinal) seja realizada uma etapa de recondicionamento da coluna
com HCI 0,1mol L™ e posteriormente recalibracdo com solucdes padrées de nitrato
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).
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Figura 21 - Diminuicdo da resposta analitica apds andlises de amostras de agua fortificadas
com 1,0 mg L™ (A) e 10,0 mg L™ (B) de nitrato.

Apoés estabelecer as condicbes 6timas dos parametros fisico-quimicos do
sistema em fluxo (TABELA 6), foi avaliado o desempenho do método proposto em
termos de linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo bem como estudos de

adicao e recuperacdo em amostras de aguas subterrdneas e a determinacdo destas
espécies nas amostras.
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Tabela 6 - Parametros estudados na otimizacdo do sistema em fluxo para determinacéo de
nitrato (NO3) e nitrito (NO,).

Parametro Avaliada Selecionada

pH Solucdo Tampao 6,0-8,5 7,2
Sulfanilamida (%%, m/v) 1,3-2,7 2,3

NED (%%, m/v) 0,03-0,17 0,12

Acido fosférico (mol L) 0,3-1,5 0,5
Bobina de reacao (cm) 50-100 90
Fluxo Carregador (mL min™) 3,1-6,6 4,3
Numero de ciclos (R+2A) 3-7 5

3.3.2 - Caracteristicas analiticas do sistema

Nas Figuras 22-B e 23-B sdo apresentadas curvas analiticas obtidas para as
solucdes de referéncia de nitrato e nitrito. As condicdes utilizadas para obtencéo das
curvas analiticas estdo apresentadas na Tabela 6. A curva analitica obtida, nas
concentracdes de 0,2 a 2,0 mg L™ para nitrito, seguiu um comportamento linear
descrito pela equacgdo: Norma do vetor (llvll) = -0,647 + 111,912 [nitrito], R® =
0,9956. Para nitrato, a linearidade obtida foi entre 1,0 a 10,0 mg L™ de nitrato

descrito pela equacgéo Norma do vetor (IlvIl) = -16,202 + 19,995[nitrato], R? = 0,9944.

Nas condi¢Oes otimizadas, os coeficientes de variagdo (RSD) foram estimados
em 0,62% e 1,34% para 10 medidas, correspondente a solucdes de 0,6 mg L™ de
nitrito e 6,0 mg L™ de nitrato, respectivamente. Os sinais transientes obtidos para as
concentracdes crescentes de nitrito e nitrato sdo apresentados nas Figuras 22-A e

23-A, respectivamente.
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Figura 22 - Curva analitica (B) obtida para determinacao de nitrito empregando webcam e
imagens digitais com o sinal transiente correspondente (A).
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Figura 23 - Curva analitica (B) obtida para determinacao de nitrato empregando webcam e
imagens digitais com o sinal transiente correspondente (A).

Segundo as recomendacdes da IUPAC (THOMPSON, 2002), o célculo do limite
de deteccao se baseia no desvio padréo do branco (valores de RGB de 25 imagens
do branco). Com base nestas informacdes, os limites de detec¢cdo estimados foram

de 0,014 mg L™ e 0,042 mg L™ para nitrito e nitrato respectivamente.

As frequéncias analiticas estimadas para o nitrito e nitrato foram de 103 e 80
determinacdes por hora respectivamente. As caracteristicas analiticas do

procedimento proposto sdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Caracteristicas analiticas do método proposto

Parametros Nitrito Nitrato
Faixa linear de trabalho (mg L™) 0,2-2,0 1,0-10,0
Coeficiente de regressao 0,9956 0,9944
Limite de deteccéio (mg L™) 0,014 0,042
Limite de quantificacéo (mg L™) 0,045 0,252
Repetibilidade (% RSD) 0,62 1,34
Frequéncia Andlitica (amostra/h) 103 80

Depois de descritas as figuras de mérito do procedimento, este foi empregado
na andlise de nitrito e nitrato em amostras de agua subterrdnea de pocos do
municipio de Barreiras—BA. Inicialmente, foi realizado um estudo de recuperacao de
nitrito e nitrato nestas amostras. Nestes estudos, trés concentracdes diferentes de
nitrito e nitrato (0,6, 1,2 e 1,6 mg L™ de nitrito e 3,0, 6,0 e 8,0 mg L™ de nitrito) foram
adicionadas nas amostras de &guas e o0s resultados obtidos (descontados
originalmente daqueles presentes na amostra sem a adicdo do analito) foram
comparados com as concentracfes adicionadas. Os resultados das recuperacfes

obtidas sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Comparacdo dos resultados obtidos na determinacdo de nitrito e nitrato em
amostra de dgua subterranea pelo método proposto e pelo método de referéncia.

Amostra N'Lt(;iéo Método Referéncia’ Método proposto Erro
(mg/L) 2

Enc. (mg/L) Rec.(%) Enc.(mg/L) Rec. (%)
1,60 1,56+0,01 97,50 1,55+0,03 96,90 -0,64
Agua 1,20 1,24+0,01 103,33 1,31+0,03 109,17 5,64

subterranea 0,60 0,60+0,01 99,50 0,60+0,01 100,00 0
N'iot\gz;to Método Referéncia~ Método proposto
(mg/L) Enc.(mg/L) Rec.(%) Enc. Rec. (%)
(mg/L)

8,0 8,32+0,12 104,00 8,25+0,14 103,12 -0,84
6,0 6,00+0,18 100,00 6,11+0,11 101,83 1,83
3,0 2,98+0,07 99,47 3,00+0,16 100,00 0,67

Add = adicionado; Enc = Encontrado (Média+IC 95%); Rec = Recuperado, * Método NBR 12619, **
APHA 4500-NO3-I.

Analisando-se os resultados obtidos, estes apresentaram recuperacdes entre
96,9% a 109,2% para nitrito e 100,0% a 103,2% para nitrato, estes valores de
recuperacbes, foram muito semelhantes aqueles obtidos pelos métodos de
referéncia NBR 12619 (ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
1992) e APHA 4500-NO3-I (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).
Assim o procedimento proposto foi utilizado na determinacéo de nitrito e nitrato em

amostras de agua subterrdnea empregando curvas de calibracdo com padrdes.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos da determinacéo de nitrito e nitrato
nas amostras de agua subterranea, empregando-se o procedimento proposto e 0s
métodos de referéncia NBR 12619 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1992) e APHA Method 4500-NO3-I (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2005).

81



Tabela 9 - Resultados obtidos na determinacdo de nitrito e nitrato em amostras de aguas
subterraneas empregando o método em fluxo proposto e métodos de referéncia.

Amostra Nitrito (mg-N/L) Erro Nitrato (mg-N/L) Erro
(%) 0
Método Método Método Método

Proposto Referéncia* Proposto  Referéncia**
1 0,16+0,02 0,15+0,01 6,67 1,93+0,03 1,95+0,01 -1,02
2 0,10+0,01 0,10+0,01 0,00 0,51+0,01 0,53+0,01 -3,77
3 0,12+0,02 0,13+0,01 -7,69 0,63+0,01 0,65+0,01 -3,08
4 0,18+0,01 0,19+0,01 -5,26  1,05+0,02  1,09+0,03 -3,67
5 0,09+0,01 0,10+0,01 -10,00 1,24+0,02  1,22+0,02 1,64
6 0,06+0,01 0,07+0,01 -14,29 1,47+0,02 1,48+0,04 -0,67

Media + IC 95%%; * NBR 12619, ** APHA 4500-NO3-I.

Correlacionando os dados obtidos nas determinacdes pelo método proposto

com os obtidos pelo método de referéncia (FIGURA 24), apresentam coeficiente de

correlacdo linear para o nitrito e para o nitrato de 0,983 e 0,999, respectivamente.
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Figura 24- Correlacdo entre os dados na determinag&o de nitrito (A) e nitrato (B) pelo
método proposto e pelos métodos de referéncia.

Os resultados encontrados com o método proposto foram comparados com 0s
do método de referéncia. Utilizando o teste t pareado verificou-se que, para o0s
resultados de nitrato t=-1,86 € maior que t.=-2,57 e para o nitrito t= -1,46 € maior
que tqit =-2,57, com o nivel de confianca de 95% e 5 (n-1) graus de liberdade, a
hipétese nula é aceita e os resultados encontrados pelo método proposto ndo se

diferem significativamente dos encontrados pelos métodos de referéncia.

Na analise dos resultados obtidos dos teores de nitrito e nitrato, encontrado nas
amostras de agua subterranea da cidade de Barreiras-Ba demonstraram que estao
abaixo do limite maximo estabelecido na resolugdo n°® 396/ 2008 do CONAMA
(BRASIL, 2008). No entanto, esses valores ndo sdo os esperados (tragcos) para
aguas subterraneas onde nao tenha fonte de contaminacdo (JOHNSON e KROSS,

1990). Os valores de nitrito e nitrato encontrados na cidade de Barreiras-Ba se
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devem, provavelmente, ao fato da insuficiéncia do sistema de esgotamento sanitario

desta cidade e a utilizacdo de fossa séptica pela maioria da populagéo.

As figuras de mérito obtidas no procedimento proposto foram comparadas a
outros procedimentos em fluxo com reducdo de nitrato a nitrito por coluna cadmio
cobreado reportados na literatura (AHMED, 1996; ROCHA e REIS, 2000;
PASQUALLI, 2010; AYALA, 2012) e, sdo apresentados na Tabela 10.

De um modo geral os limites de detec¢do apresentado pelo método proposto
foram maiores quando comparados com dos métodos da literatura, isso se deve
provavelmente a menor sensibilidade associada ao detector da webcam em relacao

aos detectores utilizados nos espectrofotbmetros.

Com relacdo a frequéncia de amostragem, estas foram superiores (103 para
nitrito e 80 para nitrato) aquelas apresentadas em outros procedimentos. A
magnitude da faixa linear de trabalho € em geral maior quando comparada com
agueles obtidos em outros procedimentos, entretanto a sensibilidade nos outros
procedimentos que empregaram deteccdo fotométrica foram superiores. Mesmo
apresentando menor sensibilidade, a ampla faixa linear permite a determinacéo
destas espécies a um nivel de concentracdo inferior aqueles estabelecidos para a
determinacao destas espécies em amostras de agua subterranea (BRASIL, 2008).

O procedimento proposto mostrou-se compativel e adequado quando aplicado
no monitoramento dos niveis legais de nitrito e nitrato em agua. O consumo de
reagente Griess por determinacdo foi baixo (Ca. 175uL), demonstrando que, do
ponto de vista ambiental, o0 método proposto € apropriado. Além disso, quando
comparado aos tradicionais meétodos espectrofotométricos, o método proposto
possui atributos interessantes como simplicidade de detecgéo, utilizagdao de

equipamentos compactos e de baixo custo.
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Tabela 10 - Comparacdo das caracteristicas analiticas do método proposto com as de
alguns métodos da literatura.

Referéncia Matriz Detec. Frequéncia LD RSD Faixa
] Analitica* (Mg L (%) (mg L™

Método Agua Cam 103-NO,” 14-NO, 0,62 0,2-2,0-NOy
proposto 80-NO3  42-NO3 1,34 1,0-10,0-NOg3
(AYALA, Agua Vis 15-NOy 2-NO, 3,39 0,01-0,42-NOy
2012) 12-NOg3’ 20-NO3” 4,76  0,14-1,82-NOg3
(PASQUALI Solos Vis 35-40 22-NO,” 0,96 0,05 -1,6-NOy
, 2010) 44-NO3” 1,02 0,05-7,0 -NO3
(ROCHA e Agua LED 60 5-NO,” 0,32 0,025-1,0-NOy
REIS, 2000) 15-NOs” 0,42 0,1-5,0-NOg3
(AHMED, Agua, Vis 30 1-NOy <2,0 0,01-2,2-NOy
1996) Alimentos 10-NO3 <2,0 0,1-3,5-NO3

e solos

Detec = detector, cam = webcam; vis = Espectrofotdmetro - Vis; LD = limite de deteccdo; RSD (%) =
reprodutibilidade; * determinacgéo por hora

3.4 - CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel observar que o emprego da webcam como detector
nas andlises de espécies quimicas por métodos colorimétricos pode ser uma
alternativa ao uso do espectrofotdmetros. Além disso, por ser a webcam um
equipamento de custo relativamente baixo, do ponto de vista econdmico
metodologias com esse tipo de sistema de deteccdo pode ser muito atraente quando

aplicados em analises de rotina.

O uso de sistemas em fluxo associados a deteccdo por imagens digitais
mostrou ser uma estratégia viavel na quantificacdo de nitrito e nitrato devido a sua
simplicidade, rapidez e precisdo. Sendo ainda mais interessante, quando é
empregado o processo de amostragem bindria que minimiza o consumo de reagente

e a geracao de residuos.

85



Os resultados encontrados para os teores de nitrito e nitrato em amostras de
dgua subterrdnea pelo método proposto foram abaixo dos limites méaximos
permitidos e compativeis com os resultados encontrados pelas metodologias de
referéncia. Desse modo, o método proposto nesse trabalho se mostrou adequado

para determinacdes de nitrito e nitrato em amostras de aguas naturais.

Apesar dos resultados encontrados para nitrito e nitrato nos pog¢os da cidade
de Barreiras-Ba terem sido abaixo dos limites legais, ainda sdo considerados altos
em relacdo ao que se espera para aguas subterrdneas, apontando com isso a
necessidade de um sistema de esgotamento sanitario eficiente que atenda as

demandas da populacgéo.
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CAPITULO 4 - DETERMINACAO DE NITRITO EM
AMOSTRAS DE AGUA SUBTERRANEA E EM AMOSTRA
DE SALSICHAS EMPREGANDO SPOT TEST E IMAGENS
DIGITAIS

4.1 -INTRODUCAO

Ha muito tempo a industria alimenticia vem utilizando os ions nitrito e
nitrato em produtos carneos. A acdo antimicrobiana e a eficiéncia desses ions na
preservacdo de derivados de carne sdo conhecidas ha séculos (SEBRANEK e
BACUS, 2007). Nesses produtos, os sais desses ions tem a finalidade de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos, como o Clostridium Botulinum, além
de retardar a oxidacao lipidica, conferir sabor e coloracéo résea pela formacéao da
nitrosomioglobina (GREVER e RUITER, 2001).

Embora seja muito importante o emprego de nitrito e nitrato como aditivo
alimentar, especialmente para o caso do nitrito, estudos cientificos assinalam os
problemas de saude provocados pela ingestdo excessiva desse ion. Dentre os
problemas, o que mais se destaca, principalmente em lactantes, é a
metahemoglobinemia. Entretanto, outras doengcas como cancer de estdbmago
também pode ser associado a ingestao de nitrito (NASCIMENTO, 2008).

Através do consumo de agua de abastecimento contaminada, a populacao
também pode estar ingerindo ions nitrito de forma indiscriminada. Normalmente a
contaminacdo da &gua € decorrente do uso descontrolado de fertilizantes
inorganicos associados a ma gestao do recurso hidrico e a poluicdo por esgotos

domésticos.

Tendo em vista 0s possiveis aspectos toxicoldgicos causados pela ingestao
de nitrito, no Brasil os niveis de nitrito permitidos para agua subterrdnea e para
produtos carneos sdo de 1,0 mg-N L™ e 150 mg Kg* respectivamente (BRASIL,
2008; BRASIL, 1999).
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DeterminagOes quantitativas de nitrito € uma forma de assegurar se 0s
teores desse composto em amostras de agua e alimentos estdo enquadrados
dentro ou ndo dos niveis estabelecidos pelas resolucbes legais. Varios métodos
analiticos tém sido desenvolvidos, bem como varias técnicas analiticas tém sido
empregadas com essa finalidade (MOORCROFT, 2001).

Os métodos espectrofotométricos na regido do visivel, utilizando a reacdo
de Griess para formacéo do produto colorido, sdo 0os mais vastamente empregados
na quantificacdo de nitrito (MOORCROFT, 2001).

Como muito dos métodos para determinacdo de nitrito o consumo de
reagentes e amostra é relativamente alto e envolvem equipamentos com
dimensdes que impossibilitam sua aplicagéo “in situ”, em determinados casos, uma
alternativa simples pode ser o uso de spot test quantitativos (KISO, 2006; LUIZ,
2012).

A aplicacdo de spot test em determinacfes quantitativas ndo € muito
comum, devido as dificuldades na obtencdo de medidas com precisdo e exatidao
aceitaveis, sendo aplicados mais frequentemente em analises qualitativas e semi
guantitativas. Entretanto, alguns trabalhos com propostas de métodos baseados
em spot test quantitativos tém sido reportados na literatura (TUBINO, 1997,
GHAUCH, 1999; KOMPANY-ZAREH, 2002; PACIORNIK, 2006).

Nesse trabalho foi desenvolvido um spot test baseado na reacdo de Griess
para determinacdo de nitrito em amostras de 4gua e salsicha. A quantificacdo dos
teores de nitrito foi realizada pela analise das imagens digitais do spot test obtidos

por um scanner de mesa.
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4.2 - EXPERIMENTAL

4.2.1 - Preparo de reagentes e solugdes

Na determinagé@o dos ions nitrito foi utizado o reagente de Griess (2,3 % de
sulfanilamida e 0,12 % de NED em A&cido fosférico 0,5 mol L™) como reagente
cromogénico, e este foi preparado pesando-se em becker de 50 mL uma massa de
1,15 g de sulfanilamida PA da marca Vetec e 0,06 g de NED (N-(1-
nafitil)etilenodiamina) P.A da marca J.T. Baker., em seguida foi adcionado ao becker
30 mL de agua destilada e 5 mL de acido cloridrico P.A . A dissolucao foi realizada
com agitacdo e aguecimento em chapa a aproximadamente 50°C. Depois de
resfriada em temperatura ambiente, a solucao foi transferida quantitativamente para

bal&o volumétrico de 50 mL e completado o volume com agua deionizada.

A solucéo estoque de nitrito foi preparada pesando-se em Becker uma massa
de 0,075 g de sal de nitrito de sodio P.A da marca Vetec, previamente seco em
estufa a 110°C por 2 horas e armazenados em dissecador, depois foi adicionado
aproximadamente 20 mL de agua destilada e sob agitacdo manual a massa foi
diluida. Em seguida a solucdo foi transferida quantitativamente para balédo

volumétrico de 50 mL e avolumada com agua deionizada.

Na construgdo da curva analitica para determinacdo do ion nitrito foram
preparadas solucées padrées 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 3,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg L™ de nitrito a
partir da diluicdo da solucdo estoque de nitrito 2000 mg L™.

Na extracdo de nitrito em amostras de salsichas foi utilizada solucéo de
tetraborato de sédio deca hidratado 5% (m/v.) A qual foi preparada dissolvendo 2,5 g
de NayB,07.10H,O P.A da marca Vetec em agua deionizada e completando o

volume em balao volumétrico de 50 mL.

A solucdo de ferrocianeto de potassio tri-hidratado 0,25 mol L™ foi preparado
dissolvendo uma massa de 5,28 g de K4Fe(CN)g.3H,O P.A da marca Vetec em agua
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deionizada e completando o volume em baldo volumétrico de 50 mL.

Na clarificagcdo do extrato foi utilizada a solucdo de acetato de zinco di-
hidratado 1,0 mol L*, a qual foi preparada dissolvendo 10,98 g de
Zn(CH3CO00),.2H,0 P.A da marca Vetec em 30 mL de agua deionizada, depois foi

completado o volume em baldo volumétrico de 50 mL.

4.2.2 - Procedimento para extracao de nitrito em amostras de

salsichas

A extracdo de nitrito em amostras de salsichas foi realizada segundo método
proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (2005). Seguindo este método, foi pesado em um
Becker, massas de aproximadamente 5,0 g de amostra de salsicha previamente
triturada e homogeneizada em liquidificador domestico. Depois, foi adicionado 2,5
mL de solucdo de tetraborato de sdédio 5% (m/v) e homogeneizado com auxilio de
um bastdo de vidro. A esta mistura foi acrescentado 50,0 mL de agua deionizada
aguecida a 80°C. Com frequente agitacdo a mistura foi mantida aquecida em banho

maria por um periodo de 15 minutos.

Apés o resfriamento, a mistura foi transferida quantitativamente para um baldo
de 100 mL. Entéo, foi adicionado ao baldo 2,5 mL de ferrocianeto de potassio 0,25
mol L e 2,5 mL de acetato de zinco 1,0 mol L™, depois o baldo foi avolumado com
agua deionizada. A mistura foi deixada em repouso durante 30 min e depois foi
filtrado a vacuo em funil de buchner com papel de filtro quantitativo n® 42 Whatman.

Foi realizado um branco, sem a massa de salsicha, seguindo o mesmo

procedimento.
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4.2.3- Procedimento para amostragem de 4guas

subterraneas.

O procedimento de amostragem da agua subterranea foi realizado segundo a
norma 6410 da Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB, 1998),

conforme descrito no capitulo 3 (secéo 3.2.4, p. 61- 62).

4.2.4 - Spot Test para determinacéao de nitrito

O Spot test foi construindo empregando-se placas retangular hidrofilica
(plastico maleavel ppp) nas dimensdes de 4 cm x 3 cm. Nestas placas foram
realizados furos circulares de 5,0 mm de diametro, onde foi preenchido
posteriormente com papel de filtro quantitativo Whatman n° 42 de mesma dimenséao
do furo (FIGURA 25).

A determinacao de nitrito no spot test, foi baseada na reacdo de Griess, onde 0
nitrito reage com a sulfanilamida e dicloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina (NED),

gerando um composto de coloracao vermelha intensa.
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Figura 25-Imagem do spot test para determinagéo de nitrito

Para a adicdo de reagente e/ou padrdes e amostras no spot test foi utilizado
uma micro seringa de vidro da marca Hamilton, onde 5,0 yL de reagente de Griess e
5,0 uL de padrdoes e/ou amostras foram adicionados no centro da zona circula
(reacional) do dispositivo. Depois, a reagcdo no spot test se processou a temperatura
ambiente por 30 min, antes da obtencéo das imagens, que foram realizadas com o
auxilio de um scanner de mesa da marca HP Photosmart C5280. As imagens
digitalizadas foram salvas em arquivos na extensdo JPG, para posterior andlise em

software adequado.

Os métodos comparativos empregados para as analises de nitrito em amostras
de agua e alimentos foram respectivamente a norma NBR 12619 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1992) e a norma do Instituto Adolfo Lutz
(2005), que também empregam a reacdo de Griess, mas com detecgdo
espectrofotométrica. Neste caso a absorbancia da reacdo foi monitorada com o
auxilio de um espectrofotometro FEMTO modelo 800Xl em 543 nm.
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4.2.5 - Tratamentos das imagens digitais e obtencédo do sinal

analitico

Para a obtencdo do sinal analitico a partir das imagens do spot test, na
determinacao de nitrito, o scanner foi configurado para aquisicdo de imagens digitais
de 24 bits com resolugao de 600 dpi e o arquivo obtido foi salvo na extenséao JPG.
Posteriormente o arquivo JPG foi aberto no software image j.

Empregando a ferramenta oval selection da caixa de ferramentas do image j foi
selecionado uma &rea de 11316 pixel® da imagem que corresponde a zona de
reacdo do spot test. Os valores de RGB da é&rea selecionada foram extraidos
utilizando o plugin measure RGB and set label (ANEXOL1). Esse plugin foi criado
pela modificacdo nos cdodigos fonte dos plugins measure and set label e measure
RGB, ambos criados por Wayne Rasband. Os resultados foram salvos na extenséo
txt.

A figura 26 apresenta a interface do programa image j com o0 usuario, bem

como a obtencé&o dos valores de RGB da imagem do spot test.
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Figura 26 - Interface do programa image j com a imagem do spot test, acompanhado
da tabela com os resultados dos valores de RGB das regites selecionadas na imagem.

Os valores de RGB foram importados para uma planilha em Excel e o sinal
analitico (Norma) foi obtido utilizando o modelo matematico proposto por Lyra e
colaboradores (2009).
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4.2.6 - Estudo da estabilidade da coloragé&o do azocomposto.

Estudos foram realizados para avaliar a estabilidade da coloracdo do
azocomposto (composto de coloragdo vermelho purpura resultante da determinagéo
de nitrito empregando a reacdo de Griess) ao longo do tempo. Neste estudo,
empregando spot test (FIGURA 25), foi feito reacbes com diferentes concentracdes
de nitrito (0,2 ppm a 10 ppm). Apos a adicao do reagente, monitorou-se 0 tempo
reacional e a cada intervalo de 15 min, durante 2 horas, foram obtidas imagens
digitais. Posteriormente o spot test foi armazenado em dessecador, a temperatura

ambiente, e apos 24hs foi obtida outra imagem digital.

4.2.7 - Estudo do efeito da resolucéo das imagens digitais no

sinal analitico.

Avaliou-se diferentes resolucdes do scanner (100, 300, 600 e 1200 ppp) na
obtencdo das imagens do spot test, empregando solu¢des padrdes de nitrito entre

0,2 a 10,0 mg L™ e, seu efeito sobre o sinal analitico (valores de norma calculados).

4.3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 - Otimizacao do Spot test

Em analises quimicas quantitativas por reflectancia difusa em spot test, para

obtencdo de uma melhor precisdo nas medidas, a cor na superficie do spot test deve
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ser uniforme (LUIZ, 2012). Por ser, a imagem, formada do fendmeno de reflexdo da
luz pelo objeto, neste caso, também é necesséria a uniformidade da cor na

superficie do spot test para uma melhor precisdo nas medidas.

Nessa perspectiva, inicialmente foram realizados estudos de otimizacdo da
reacao e do spot test, tais como: ordem de adicdo de reagentes e amostra, volume
de reagentes e amostras, tempo reacional, resolu¢cdo do scanner, posicionamento

(do spot test no scanner) e formas de aquisicao das imagens digitais.

Na avaliacdo da ordem de adicdo, de reagente e padrdes e/ou amostra,
verificou-se que ao adicionar primeiro o reagente de Griess sobre o papel e depois
solucdo padréo de nitrito, € obtido uma superficie mais uniforme, quando empregada
adicao reagente-padrdo na ordem contraria. Isso ocorre, provavelmente, porque ao
adicionar primeiramente o regente de Griess sob o papel seco a agua presente no
reagente é adsorvida ficando uma camada de reagente uniforme sobre a superficie
do papel. Quando a amostra € adicionada sobre o papel umedecido com reagente, 0
ion nitrito presente na amostra se difunde mais rapidamente sobre toda a extenséo
do papel. Quando a ordem de adicdo é contraria, ao colocar o reagente sobre o
papel umedecido com a amostra, as moléculas do reagente ndo se difundem téo
rapidamente sobre toda extensédo do papel, talvez por terem maior afinidade com o
papel, formando uma maior concentracdo do produto colorido resultante da reacao

préximo do local onde o reagente foi adicionado.

O local de reacdo no spot test, que é a regiao hidrofilica, possui um diametro
de 5,0 mm e capacidade volumétrica de aproximadamente 10,0 pL (estas dimensdes
e capacidade de volume foram inicialmente propostas pelo reduzido consumo de
reagente e adequada area de analise das imagens digitais). Assim, avaliou-se a
influéncia da quantidade de reagente e de amostra sobre a uniformidade da cor
reacional no spot. Nesta avaliacdo variou-se o volume de reagente de Griess entre
1,0 a 5,0 L e, o volume de solugdo padrdo de nitrito de 3,0 mg L™ entre 5,0 a 9,0
ML. Nestes estudos, quando empregado a relagdo de volume de 5,0 yL de solugao
padrao e 5,0 uL de reagente, obteve-se uma superficie, no spot, com coloracdo mais

uniforme.

No estudo de estabilidade da coloracédo do azo composto, conforme mostrado
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na Figura 27, depois de 30 minutos até duas horas de ocorrida a reagdo o produto
colorido possui estabilidade permitindo a tomada de medidas precisas e confidveis
nesse intervalo de tempo. Depois de 24 horas de ocorrida a reacdo houve uma

diminuicao de aproximadamente 50% do sinal.
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Figura 27 - Avaliacao da estabilidade do azo composto, através de medidas
sucessivas (intervalos de 15min) da cor do produto colorido apos realizagdo da rea¢do no
spot test.

As imagens com maior resolucdo apresentaram uma melhor qualidade na
definicAo das imagens, portanto era esperado que essa caracteristica fizesse
diferenca pelo menos nas imagens dos spot test com concentracdo de nitrito mais
baixo, devido a baixa intensidade da coloracdo. Contudo, no estudo do efeito da
resolucao do scanner foi verificado que, para spots com diferentes concentracdes de

nitrito (0,2; 0,6; 3,0; 6,0 e 10,0 mg L™), ndo houve diferenca significativa entre os
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valores da norma obtidos em imagens com diferentes resolugdes (100 a 1200 ppp).

Conforme mostrado na Figura 28 os valores da norma obtidos em imagens

com diferentes resolu¢des apresentaram uma boa correlacéo.
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Figura 28 - Correlacdo entre os resultados da norma para diferentes concentragées de
nitrito (0,2-10mg L) obtidas em imagens com diferentes resolugdes.

Neste trabalho o scanner foi configurado em 600 ppp (ponto por polegada) que,

para imagens coloridas é a configuracdo padrédo recomendada pelo fabricante.

4.3.2 - Caracteristicas analiticas do spot test

Nas Figuras 29 e 30 sédo apresentadas as curvas analiticas obtidas para as

solucdes de referéncia de nitrito. Nestas Figuras, observa-se dois intervalos lineares
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de resposta, o primeiro entre 0,2 a 1,0 mg L™ descrito pela equacdo: Norma do vetor
(Ilvil) = 0,824 + 16,530 [nitrito], R* = 0,9924, e o segundo intervalo entre 1,0 a 10,0
mg L™ descrito pela equacdo: Norma do vetor (llvll) = 6,561 + 8,862[nitrito], R* =
0,9989.

20

orma= 16, conc.(mg.L )] + 0,
N 16,530 L™M)] + 0,824

18‘_ R= 0,9924

vl

2 T T T T T

T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracao nitrito (mg.L™)

Figura 29 - Curva analitica obtida para determinag&o de nitrito na faixa de 0,2 a 1,0
mg L™ empregando o spot test proposto
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Figura 30 - Curva analitica obtida para determinacéo de nitrito na faixa de 1,0 a 10,0
mg L™ empregando o spot test proposto.

Segundo as recomendacfes da IUPAC (THOMPSON, 2002), o calculo do limite
de deteccdo e quantificacdo fundamentou-se no desvio padrdo do branco (valores
de RGB de 25 imagens do branco) e na inclinacdo da curva de calibracdo. Os limites
de deteccéio (LD) para as faixas de 0,2 a 1,0 mg L™* e 1,0 a 10,0 mg L™ foram de

0,04 mg L™ e 0,07 mg L™, respectivamente.

Nas condi¢des otimizadas, os coeficientes de variacdo (RSD) foram estimados
em 4,8% e 4,0% para 6 medidas, correspondentes a solugcdes de nitrito nas
concentraces de 0,6 mg L™ e 6,0 mg L™ respectivamente. Entretanto, para analise
de nitrito nestas matrizes os valores obtidos estdo abaixo do indice de precisdo
estabelecido pela norma da ANVISA, que é de 5%. As caracteristicas analiticas do

spot test sdo resumidas na Tabela 11.
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Tabela 11 - Caracteristicas analiticas obtidas no spot test.

Caracteristicas analiticas

Nitrito

Linearidade (mg L™)

Limite de detecgdo (mg L™)

Limite de quantificacdo (mg L'l)

Repetibilidade (RSD%)

0,2-1,0
0,04
0,12

4,83

1,0-10

Estudos de adicdo e recuperacao de nitrito em amostras de agua subterranea e

em salsicha foram realizados. Na matriz de agua subterranea foram utilizadas

solucbes padrdes de nitrito nas concentraces de nitrito 0,6; 1,0 e 6,0 mg L™. Ja

para a matriz salsicha as concentracdes empregadas foram de 0,4; 0,6 e 0,8 mg L™.

Os resultados obtidos na analise (descontados originalmente daqueles encontrados

na amostra sem a adicdo do analito) foram comparados com as concentracdes

adicionadas. Os resultados das recuperacdes obtidas sdo apresentados na Tabela

12.

Tabela 12 - Resultados de recuperacdo de nitrito adicionado em amostras de agua

subterranea e salsicha.

Amostra  Nitrito Add Método Referéncia* Método proposto Erro (%)
(mg/L) Enc. (mg/L) Rec.(%) Enc.(mg/L) Rec. (%)

0,60 0,58+0,01 96,7 0,55+0,03 91,7 -5,17
Agua 1,0 1,00+0,01 100,0 1,01+0,02 101,0 1,00
6,0 6,01+0,01 100,2 5,71+0,04 95,2 -4,99
0,4 0,39+0,01 97,5 0,44+0,09 110,0 12,82
Salsicha 0,6 0,56+0,01 93,3 0,62+0,03 103,3 10,71
0,8 0,75+0,01 93,8 0,79+0,08 98,7 5,33

Add = adicionado; Enc = Encontrado (Média +IC, 95%); Rec = Recuperado; * Instituto Adolfo

Lutz (2005).

Analisando os valores de recuperacdo obtidos, estes variaram entre 91,7% a

101% para matriz agua e, de 98,7% a 110% para matriz salsicha. Ja aqueles valores
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de recuperacdo empregando o método de referéncia estes se apresentaram dentro
de um intervalo menor de variacdo 96,7% a 100,2% para agua e 93,8% a 97,5%

para matriz salsicha.

No caso da matriz salsicha a presenca de gordura ndo totalmente precipitada
pelos reagentes clarificantes do extrato, contribuiram para os resultados
encontrados, j& para a diferenca observada na menor concentragdo na matriz 4gua,

esta provavelmente associada ao maior desvio do método.

Algumas das figuras de meéritos obtidos no procedimento proposto foram
comparadas a outros procedimentos empregando spot test reportados na literatura
(KISO, 2006; LUIZ, 2012) e, sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Comparacao das caracteristicas analiticas do spot test proposto com as de
outros reportados na literatura.

Referéncia Matriz Deteccéo LD LQ RSD Volume Faixa
(%) Reagentes (mgL™
* (uL)
Método Produtos Scanner 0,04 0,12 <5,0 10 0,2-10
Droposto carneos
e dgua
(LUIZ, 2012) Produtos Reflectancia 0,09 0,29 <2,0 40 0,29-5,0
carneos difusa
e agua
(KISO, 2006) Agua Medida com 4 - <5,0 5000 4,0-20
régua

LD=Limite de deteccédo, LQ=Limite de Quantificacdo, RSD = Repetibilidade,
* Amostra +Reagente de Griess

Observando a tabela 13 verifica-se que, de um modo geral, 0 método proposto
possui caracteristicas analiticas superiores aqueles apresentados pelos outros

métodos.

Embora o spot test sugerido por Luiz (2012) apresente melhor precisdo (RSD <
2%), no spot test proposto o consumo de reagentes é quatro vezes menor e 0 custo
do scanner empregado na deteccdo € muito menor que o do espectrofotdmetro de

reflectancia difusa.
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O spot test sugerido por kiso (2006) é interessante porque a medida da cor €
feita visualmente através de uma escala milimétrica que possui um custo muito
menor do que um scanner. Mas, esse método possui um limite de deteccdo 100
vezes maior que o do método proposto, ndo sendo vantajoso quando se trata de

anélises em amostras com teores abaixo de 4,0 mg L™ de nitrito.

4.3.3 - Aplicacédo analitica do spot test

O método desenvolvido foi aplicado na determinacéo de nitrito em amostras de
aguas subterrdnea, coletadas na zona urbana da cidade de Barreiras/Bahia. O
método também foi aplicado na determinacdo de nitrito em quatro amostras de
marcas de salsicha comercializadas em supermercados da cidade de

Barreiras/Bahia.

Os resultados encontrados com o spot test foram comparados com
encontrados pelo método de referencia. Utilizando o teste t pareado verificou-se que,
para os resultados de nitrito em aguas subterraneas t=-1,73 € maior que t=-4,30 e
para o nitrito em amostras de salsichas t= -0,4 € maior que t¢ =-3,18, com o nivel de
confianca de 95%, a hipétese nula é aceita e os resultados encontrados pelo método
proposto ndo se diferem significativamente dos encontrados pelos métodos de

referéncia.

Conforme mostrado na Tabela 14 os resultados para nitrito estdo abaixo dos
limites maximos para aguas subterraneas destinadas ao consumo humano como
preconizado na resolucéo 396 de 2008 do CONAMA (BRASIL, 2008). Os resultados
de nitrito em amostras de salsichas, também estdo abaixo dos limites méaximos
permitidos na portaria 1004 de 1998 da ANVISA (BRASIL, 1999).
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Tabela 14 - Resultados da determinacdo de nitrito em amostras de aguas subterraneas e
em amostras de salsichas pelo spot test e pelo método de referéncia.

Amostra Método Referéncia* Método Proposto Erro
Agua Nitrito (mg-N/L) (%)
A 0,03+0,01 0,04+0,01 33,3
B 0,10+0,01 0,12+0,03 20,0
C 0,04+0,01 0,04+0,01 0
Salsicha Nitrito (mg/Kg)
A 19,41+0,01 21,71+1,55 11,8
B 21,41+0,90 22,98+1,30 7,3
C 23,99+0,01 22,12+1,68 -7,8
D 24,36+0,29 23,88+1,25 -2,0

n=3; Media * IC 95%, * Instituto Adolfo Lutz (2005).

Devido a simplicidade e o baixo custo associado a metodologia, o spot test
pode ser aplicado em analises de rotina. Além disso, em funcdo da facilidade no
transporte do spot test, o0 método possui a vantagem de poder ser utilizado em
campo, bastando para isso, a utilizacdo de um scanner portétil para a aquisicdo das

imagens.

Outra vantagem que pode ser destacado no spot test que também favorece
sua aplicacdo em analises de rotina seria a minimizagdo no consumo de reagente
(5uL), geracdo minima de residuos e a facilidade no tratamento desses residuos,
haja vista que o spot test além de ter dimensfes reduzidas € confeccionado em

papel podendo ser facilmente incinerado.
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4.4 - CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel mostrar a viabilidade da aplicacdo de spot test
guantitativo baseado em imagem digital na determinac&o de nitrito em amostras de

aguas naturais e em amostra de salsicha.

O método proposto neste trabalho se destacou quanto a sua simplicidade,
baixo custo e a geracdo minima de residuo. Além disso, os resultados encontrados
com o método proposto estiveram de acordo com os encontrados com o método de

referéncia, revelando a eficiéncia do método em analises quantitativas de nitrito.

Os teores de nitrito encontrados nas amostras de agua subterrdanea e em
amostra de salsicha estavam abaixo dos limites maximos permitidos pela legislacédo

brasileira.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho evidenciou-se a viabilidade da utilizacdo de imagens digitais
obtidas por webcam e scanner, como alternativa ao uso de espectrofotbmetros em
andlises quimicas por métodos colorimétricos Também foi possivel evidenciar que
os valores de norma do vetor em termos de RGB, atribuidos a cor nas imagens
digitais e que estdo relacionados as radiacfes emitidas pelos analitos, possui uma

relacdo linear com a sua concentragao.

Foram propostos dois métodos baseados em imagens digitais, no primeiro foi
utilizado um sistema em fluxo com multicomutacdo e amostragem binaria com uma
webcam como sistema de deteccdo dedicado a determinacéo de nitrito e nitrato. No
segundo foi utilizado um spot test a base de papel com deteccdo por scanner para
determinacdo de nitrito. Em Ambos os métodos apresentaram instrumentacao
simples, caracterizados pelo baixo custo, baixo consumo de regente e geracéo

minima de residuos.

O sistema em fluxo foi aplicado com sucesso na determinagcdo de nitrito e
nitrato em amostras de agua subterrdnea enquanto o spot test foi aplicado com

sucesso na determinacado de nitrito em amostras de agua subterranea e salsichas.

Em todas as aplicacbes os métodos propostos demonstraram sensibilidade,
precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo adequadas para determinacdo de
nitrito e nitrato dentro dos limites maximos estabelecidos pelas legislacbes
Brasileiras para as matrizes estudadas. Além disso, de acordo com teste t pareado,
os resultados encontrados com os métodos propostos estavam em concordancia

com os encontrados pelos métodos de referéncia.
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5.1 -PERSPECTIVAS FUTURAS

e Utilizar no sistema em fluxo outras cameras de videos, com melhores
desempenhos de deteccdo, a fim de melhorar as caracteristicas analiticas do

método.

e Desenvolver um plugin em Java para ser utilizado no image j que, permita a
obtencdo dos valores de RGB e o célculo da norma do vetor simultaneamente a

analise.

e Aplicar os métodos proposto na determinacdo de nitrito e nitrato em outras

matrizes como, por exemplo, solos.

e Configurar outros sistemas em fluxo baseados em imagens digitais para

determinacao de outras espécies de interesses ambientais.

e Testar outros materiais na confeccdo do spot test no intuito de melhorar a

uniformidade da cor e consequentemente a precisdo do método.

e Desenvolver um plugin em Java para ser utilizado em imagem J, que permita
a construcdo automatica da curva de calibracdo a partir das imagens do spot test
dos padrbes. Que permita também, o calculo automatico da concentracao do nitrito a
partir das imagens do spot test das amostras e dos parametros da curva de

calibragao.

e Desenvolver outros spot tests baseados em imagens digitais para

determinacado de outras espécies quimicas.
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ANEXO

CODIGO FONTE DO PLUGIN MEASURE BANDS STACKS:

/I Measure Stack
Il

/I This macro measure all the slices in a stack.

macro "Measure Stack” {
for (n=1; n<=nSlices; n++) {
setSlice(n);

run("Measure Bands");

CODIGO FONTE DO PLUGIN MEASURE STACKS:

/I Measure Stack

I

/I This macro measure all the slices in a stack.
macro "Measure Stack" {

for (n=1; n<=nSlices; n++) {
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setSlice(n);

run("Measure");

CODIGO FONTE DO PLUGIN MEASURE AND SET LABEL:

/ Measure And Set Label

I

/I This macro measures the current selection and outlines
/l and labels it in a non-destructive overlay. Edit ‘color’,
// 'fontSize' and 'lineWidth' variables to change the

/I color, font size and outline width. Add this macro

/Il to ImageJ/macros/StartupMacros.txt to have it

/l automatically installed when ImageJ is launched.

/I Change the name to "Measure And Set Label [m]"

/Il to have it run when the user presses the "m" key.

/I The origina version of this macro is available as:

Il http://imagej.nih.gov/ij/macros/MeasureAndSetLabel.txt

macro "Measure And Set Label" {
key = "label.set";
colors = newArray("white","black","red","blue","yellow");

color = colors[0];
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lineWidth = 1;
fontSize = 14;
addN = true;
settings = color+" "+lineWidth+" "+fontSize+" "+addN;
settings = call("ij.Prefs.get”, key, settings);
lines = split(settings);
if (lines.length==4) {

color = lines[0];

lineWidth = parselnt(lines[1]);

fontSize = parselnt(lines[2]);

addN = parselnt(lines[3]);
}
if (selectionType==-1)

exit("Selection required");
Dialog.create("Set Label");
Dialog.addString("Label:", ", 15);
Dialog.addChoice("Color:", colors, color);
Dialog.addNumber(“"Line width:", lineWidth);
Dialog.addNumber("Font size:", fontSize);
Dialog.addCheckbox("Add measurement number"”, addN);
Dialog.show();
label = Dialog.getString();
color = Dialog.getChoice();
lineWidth = Dialog.getNumber();

fontSize = Dialog.getNumber();;
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addN = Dialog.getCheckbox();
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, label);
updateResults();
/[setJustification("center");
setFont("SansSerif", fontSize);
run("Add Selection...", "stroke=&color width=&lineWidth");
getBoundingRect(x, y, width, height);
setColor(color);
if (addN) {
dash ="",
if (label'="") dash="-";
label =™ + nResults + dash + label;
}
w = getStringWidth(label);
Overlay.drawString(label, x+width/2-w/2, y+height/2+fontSize/2);
Overlay.show;
settings = color+" "+lineWidth+" "+fontSize+" "+addN;

call("ij.Prefs.set", key, settings);

CODIGO FONTE DO PLUGIN MEASURE RGB:

/l "MeasureRGB"

/I This macro demonstrates how to separately measure
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/Il the red, green and blue channels of an RGB image.

requires("1.35b");
if (bitDepth!=24)

exit("This macro requires an RGB image");
setRGBWeights(1, 0, 0);
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, "Red");
setRGBWeights(0, 1, 0);
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, "Green");
setRGBWeights(0, 0, 1);
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, "Blue");
setRGBWeights(1/3, 1/3, 1/3);
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, "(R+G+B)/3");
I/ weights uses in ImageJ 1.31 and earlier
setRGBWeights(0.299, 0.587, 0.114);
run("Measure");
setResult("Label", nResults-1, "0.299R+0.587G+0.114B");

updateResults();

CODIGO FONTE DO PLUGIN MEASURE RGB AND SET LABEL:

127



/I Measure RGB And Set Label

I

I/l This macro demonstrates how to separately measure

/Il the red, green and blue channels of an RGB image.

macro "Measure RGB And Set Label" {

key = "label.set";

colors = newArray("white","black","red","blue","yellow");

color = colors]0];
lineWidth = 1;
fontSize = 14;

addN = true;

settings = color+" "+lineWidth+" "+fontSize+" "+addN;

settings = call("ij.Prefs.get", key, settings);

lines = split(settings);

if (lines.length==4) {
color = lines[0];
lineWidth = parselnt(lines[1]);
fontSize = parselnt(lines[2]);
addN = parselnt(lines[3]);

}

if (selectionType==-1)
exit("Selection required");

Dialog.create("Area selecionada");

128



Dialog.addChoice("Cor:", colors, color);
Dialog.addNumber("Largura da linha:", linewWidth);
Dialog.addNumber("Fonte:", fontSize);
Dialog.addCheckbox("Adicionar numero da medida",addN);
Dialog.show();
label = Dialog.getString();
color = Dialog.getChoice();
lineWidth = Dialog.getNumber();
fontSize = Dialog.getNumber();;
addN = Dialog.getCheckbox();
run("MeasureRGB ");
setResult("Label", nResults-1, label);
updateResults();
/IsetJustification("center");
setFont("SansSerif", fontSize);
run("Add Selection...", "stroke=&color width=&lineWidth");
getBoundingRect(x, y, width, height);
setColor(color);
if (addN) {

dash ="";

if (label!="") dash="-";

label =™ + nResults + dash + label;
}
w = getStringWidth(label);

Overlay.drawString(label, x+width/2-w/2, y+height/2+fontSize/2);
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Overlay.show;
settings = color+" "+lineWidth+" "+fontSize+" "+addN;

call("ij.Prefs.set", key, settings);
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