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RESUMO

PESSOA, Kenia Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2016.
Desenvolvimento, otimizacao e validagdo de metodologia analitica
baseada em imagens digitais de spot test para determinagao de cobre e
etanol em cachaga. Orientador: Willian Toito Suarez.

Neste trabalho € relatado o desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de
metodologia analitica para determinacdo do teor de cobre e de etanol em
amostras comerciais de cachaga. O método foi baseado na analise de imagens
digitais de spot test realizado com os analitos de interesse, as quais foram
capturadas por uma camera fotografica, em um sistema construido para esta
finalidade. O principio do método é baseado na medida das tonalidades obtidas
apo6s a ocorréncia da reagao colorimétrica, empregando o modelo de cor RGB,
cujos componentes da cor variam proporcionalmente com a concentragdo do
analito. Para a determinagédo de cobre em cachaga, empregou-se a cuprizona,
um reagente organico bidentado, que forma com o cobre um quelato azul em
meio alcalino. Para essa metodologia foi obtida uma curva analitica linear no
intervalo de concentragao de 0,75 a 5,00 mg/L do ion metalico, com coeficiente
de determinagdo r# = 0,9988 e limites de deteccdo e de quantificacdo
respectivamente iguais a 0,078 mg/L e 0,75 mg/L. Para os estudos de
veracidade, realizados em trés niveis de concentracdo diferentes, as
porcentagens de recuperagado variaram de 98,32 a 104,24%. A comparagao
dos resultados obtidos para a analise de amostras de cachaga empregando o
método desenvolvido e o método de referéncia mostrou que n&o houve
diferengas significativas entre ambos os métodos, os quais foram analisados
através do teste t pareado, a 95% de confianga. A analise de onze amostras de
cachaca mostrou que apenas uma delas apresentou concentragdo de cobre
acima do valor permitido pela legislagdo. Para a determinagdo de etanol,
empregou-se a reagao de oOxido-redugcdo na qual o cromo (VI) é reduzido a
cromo (Ill) ou cromo (ll), sendo o etanol oxidado a aldeido acético, gerando
mudanga da cor amarelo-alaranjada para verde-azulada. Na determinagao do
teor de etanol, foi obtida uma curva analitica linear no intervalo de 10 a 70 %
v/v de etanol, com coeficiente de determinacdo # = 0,9910 e limites de

detecgao e de quantificagao respectivamente iguais a 1,72 % v/v e 5,74 % viv.
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Para os estudos de veracidade, realizados em trés niveis de concentracao
diferentes, as porcentagens de recuperagéo variaram de 98,25 a 99,56%. A
comparagao dos resultados obtidos para a analise de amostras de cachaca
empregando o método desenvolvido e o método de referéncia mostrou que néo
houve diferencas significativas entre ambos os métodos, os quais foram
analisados através do teste t pareado, a 95% de confianga. A analise de seis
amostras de cachaga mostrou que trés delas apresentaram teor de etanol fora
da faixa permitida pela legislacdo. A metodologia desenvolvida para a
determinacdo do teor de cobre e etanol em amostras de cachaga é de facil
execugao, baixo custo e consumo de reagentes e, portanto, minimiza a
geracao de residuos. Ademais o sistema de captura de imagens é polivalente e

robusto, podendo ser empregado em analises in situ.
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ABSTRACT

PESSOA, Kenia Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2016.
Development, optimization and validation of analytical methodology
based on spot test of digital images for determination of copper and
ethanol in cachacga. Adviser: Willian Toito Suarez.

In this work it is carried out the development, optimization and validation of
analytical methodology for determination of copper content and ethanol in
cachaca samples. The method was based on digital image analysis spot test
performed with the analytes of interest, captured by a camera in a system built
for this purpose. The principle of the method is measurement of tones obtained
after the occurrence of the colorimetric reaction employing the RGB color
model, color components which varies in proportion to the analyte
concentration. For the determination of copper content, it was used the
cuprizone a bidentate organic reagent, which forms with the copper a blue
chelate in an alkaline medium. After the optimized parameters it was obtained a
linear calibration curve over the concentration range 0.75 to 5.00 mg/L metal
ion, with a coefficient of determination r* = 0.9988 and limits of detection and
quantification respectively equal to 0.078 mg/L and 0.75 mg/L. For the accuracy
studies conducted in three different concentration levels, the recovery
percentages ranged from 98.32 to 104.24%. Comparison of results for the
cachaca samples analysis using the developed method and the reference
method showed no significant differences between both methods, which were
analyzed using the paired t-test, 95% confidence. The analysis of eleven
cachaca samples showed that only one of them presented a concentration of
copper above the amount allowed by law. For the determination of ethanol, it
was employed the reaction of redox in which chromium (VI) is reduced to
chromium (Ill) or chromium (II) and the ethanol is oxidized to acetaldehyde,
generating change in the yellow-orange color to blue-green. By determining the
ethanol content, a linear calibration curve in the range from 10 to 70% v/v
ethanol was obtained, with a coefficient of determination r* = 0.9910 and limits
of detection and quantification respectively equal to 1.72 % v/v and 5.74% v/v.
For the accuracy studies conducted in three different concentration levels, the

recovery percentages ranged from 98.25 to 99.56%. Comparison of results for
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the cachaga samples analysis using the developed method and the reference
method showed no significant differences between both methods, which were
analyzed using the paired t-test, 95% confidence. The analysis of six cachaga
samples showed that three of them had ethanol content outside the range
permitted by law. The methodologies developed for the determination of the
copper content, and ethanol content samples are easy to implement, low cost
and reagent consumption and thus minimize the generation of waste. Besides
the image capture system is versatile and robust and can be used in situ

analysis.



1. INTRODUGAO

A cachaga é uma bebida tipicamente brasileira, obtida a partir do caldo
de cana fermentado. E o segundo destilado mais consumido no pais e o
terceiro no mundo, sendo produzida por milhares de produtores espalhados por
varios estados brasileiros, diferenciando-se pelas caracteristicas culturais e
histéricas de cada regiao (LIMA et al, 2009).

Atualmente, o agronegdécio da bebida caracteriza-se por uma busca
incessante de pesquisas que melhorem a qualidade do produto, visando
atender a demanda crescente do mercado interno e externo. Para isto, busca-
se o desenvolvimento ou o aprimoramento de praticas de fabricagdo que
resultem em produtos padronizados e com qualidade comprovada nos
aspectos fisico-quimicos e sensoriais (MACHADO, 2010). Portanto, o
desenvolvimento de métodos analiticos com alta sensibilidade, robustez,
rapidez e baixo custo de implementagao torna-se uma alternativa interessante
para a analise de componentes e contaminantes presentes na cachaga.

Os métodos analiticos baseados em imagens digitais de spot test
tém se tornado alternativas promissoras para a determinacdo de analitos de
interesse alimenticio, uma vez que o spot test envolve procedimentos simples,
rapidos, baseados em baixo consumo de reagentes. Além disso, o
desempenho dos dispositivos digitais tém apresentado melhora significativa
nos ultimos anos, enquanto seus custos tém reduzido.

Neste trabalho é relatado o desenvolvimento, otimizagao e validagao
de metodologia analitica para determinagao do teor de cobre e de etanol em
amostras comerciais de cachaga. Tal metodologia foi baseada na analise de
imagens digitais de spot test, empregando os analitos de interesse, sendo as
imagens capturadas por uma camera fotografica, em um sistema construido

para esta finalidade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Cachaga

Segundo a legislacdo brasileira, o termo cachaga é a denominacéo tipica
e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil, com graduacéo
alcodlica de 38% a 48% em volume a 20°C, obtida pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada até 6 g L™ de agucares, expressos em
sacarose (BRASIL, 2005). E constituida principalmente por etanol e agua, e
também por compostos secundarios tais como: alcoois superiores, acidos,
ésteres, fendis, compostos nitrogenados e sulfurados, aldeidos, agucares,
entre outros, que sao responsaveis pela caracterizacdo e qualidade da bebida
(ODELLO et al, 2009).

A producdo da cachaga ocorre em quase todos os estados brasileiros,
havendo mais de 30 mil produtores e sendo produzidas mais de 4 mil marcas
(IBRAC, 2014). O estado de Sao Paulo é o maior produtor (44%), seguido por
Pernambuco (12%), Ceara (11%), Minas Gerais (8%), Goias (8%) e Rio de
Janeiro (8%), sendo o restante da produgdo nacional dividida entre Bahia,
Parana, Rio Grande do Sul e Paraiba (EMBRAPA, 2014). Este produto vem
conquistando espacgo tanto no mercado interno quanto externo, sendo hoje a
segunda bebida mais consumida no Brasil e o terceiro destilado mais
consumido no mundo (LIMA et al, 2009).

A Instru¢do Normativa n.13, de 29 de junho de 2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005) estabelece padrdes de
identidade e de qualidade que a cachaga deve atender, conforme mostrado na
Tabela 1.



Tabela 1: Graduacao alcodlica e teores de componentes secundarios e de

contaminantes estabelecidos para a cachaga (BRASIL, 2005).

Limite
Componente Unidade o T
Minimo Maximo

Graduacao alcodlica % viv* a 20°C 38,00 48,00
Acucares gL 6,00 30,00
Acidez volatil, em acido acético mg/100 mL* - 150,00
Esteres, em acetato de etila mg/100 mL* - 200,00
Aldeidos, em acetaldeido mg/100 mL* - 30,00
Furfural + hidroximetilfurfural mg/100 mL* - 5,00
Alcoois superiores** mg/100 mL* - 360,00
Congéneres™* mg/100 mL* 200,00 650,00
Alcool metilico mg/100 mL* - 20,00
Alcool sec-butilico (butan-2-ol) mg/100 mL* - 10,00
Alcool n-butilico (butan-1-ol) mg/100 mL* - 3,00
Acroleina (propenal) mg/100 mL - 5,00
Carbamato de etila pg L - 150,00
Cobre mg L™’ - 5,00
Arsénio pg L - 100,00
Chumbo ug L™ - 200,00
Extrato seco gL’ - 6,00

* de é&lcool anidro

** Alcoois superiores: isobutilico + isoamilico + propilico

*** Congéneres: acidez volatil + ésteres + aldeidos + furfural + hidroximetilfurfural + alcoois
superiores

Segundo LABANCA et al (2006), a cachaca produzida em alambique de
cobre apresenta melhor qualidade sensorial em relagdo a cachacga produzida
em alambiques confeccionados com outros materiais tais como ago inox,
aluminio e porcelana. O emprego de equipamentos de cobre nos alambiques
favorece a reducao da acidez e dos niveis de aldeidos e compostos sulfurosos,
0s quais conferem sabor e odor estranhos a bebida. No entanto, durante o
processo de destilacdo em alambiques de cobre, ou durante o tempo que o
alambique ndo estd em uso, ha formagcdo de um composto comumente
conhecido como azinhavre (carbonato basico de cobre [CuCO3;Cu(OH);]). Essa

substancia é dissolvida pelos vapores alcodlicos acidificados, contaminando a



bebida com cobre (ll), cuja presengca em elevadas concentragdes é indesejavel,
pois é prejudicial a saude humana.

A mais conhecida enfermidade decorrente do acumulo de cobre nos
tecidos € a doencga de Wilson, que € um transtorno congénito que se transmite
por heranca autossdmica recessiva, associada a um defeito no transporte de
cobre, com diminuigdo de ceruloplasmina, provocando um acumulo patolégico
do metal, principalmente no figado e cérebro. Além disso, estudos tém
demonstrado que o cobre esta associado a formacao de carbamato de etila em
cachacgas, o qual € uma substancia potencialmente cancerigena (LIMA et al,
2009).

2.2. Spot test

O spot test € um método aplicado a reagdes quimicas sensiveis e
seletivas, cuja principal caracteristica € a manipulagdo de pequenos volumes
do analito e do(s) reagente(s) (ZERAIK, SOUZA e FATIBELLO-FILHO, 2008).
Neste método, gotas de uma amostra sdo colocadas em contato com gotas
do(s) reagente(s) em uma superficie de contato porosa, como papel de filtro.
Caso seja positivo o resultado da reagao entre o(s) reagente(s) e a substancia
a ser analisada, € gerado um sinal especifico, tal como modificagdo de cor. A
superficie de contato permite a distincdo entre diferentes concentragdes,
através da intensidade de cor desenvolvida (PACIORNIK et al, 2006).

O spot test envolve procedimentos simples, rapidos, de baixo custo e
baixo consumo de reagentes, sendo aplicavel tanto para compostos organicos
como inorganicos (ZERAIK, SOUZA e FATIBELLO-FILHO, 2008) e pode ser
realizado em equipamentos portateis para analises in situ. Estes equipamentos
podem ser construidos, inclusive, com materiais de uso doméstico (LUIZ,
PEZZA e PEZZA, 2013). Tais vantagens possibilitam o desenvolvimento de
métodos analiticos que visam os principios da Quimica Verde, cujo objetivo &
desenvolver métodos e técnicas que reduzam ou eliminem o uso e a geragao
de substancias nocivas para a saude humana e para o ambiente (LUIZ, PEZZA
e PEZZA, 2013).

Estes métodos tém sido amplamente empregados em diversas

aplicagdes, tais como: analises clinicas, ambientais, de alimentos e de agua



(LUIZ, PEZZA e PEZZA, 2012). Na literatura ha varios procedimentos
empregando spot tests, como por exemplo, determinacdo de acido
acetilsalicilico e dipirona em produtos farmacéuticos, determinagao de potassio
em soro sanguineo, deteccdo de espécies adulterantes em urina, analise de
Fe(lll) em ago sintético, controle de nitritos em agua, determinagdo do ion
amébnio em aguas residuarias, entre outros (ZERAIK, SOUZA e FATIBELLO-
FILHO, 2008).

2.3. Teoria das cores

A cor pode ser definida como a aparéncia subjetiva da luz, sendo
detectada pelo olho apds interagir com a matéria. A faixa do espectro
eletromagnético a qual o sistema visual humano é sensivel se estende
aproximadamente de 400 a 700 nm, sendo denominada regiéo visivel (TILEY,

2011), conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Espectro eletromagnético destacando a regido da radiagao visivel
(QUEIROZ e GOMES, 2006).

Dentro dessa faixa, o olho percebe comprimentos de onda diferentes
como cores distintas (TILEY, 2011).
Uma substancia colorida absorve seletivamente comprimentos de onda

da regiao visivel do espectro eletromagnético e a coloragao resultante, a qual é



conhecida como cor complementar, € composta pelos comprimentos de ondas
restantes, ou seja, pelos comprimentos de onda que sao refletidos pela
substancia (GOMES et al, 2008).

Uma imagem pode ser classificada como resultado de um estimulo
luminoso. Quando uma cena real ou fotografia € observada, o olho humano
associa os comprimentos de onda refletidos com o padrao de cores e o cérebro
humano interpreta as imagens. Os dispositivos eletrénicos de captura de
imagens digitais funcionam de forma analoga ao olho humano (GOMES et al,
2008).

2.4. Digitalizacao de imagens

Para uma cena real ser convertida em uma imagem digital, a cena deve
ser capturada por um dispositivo eletrénico, como uma camera fotografica ou
scanner, e o sinal gerado deve ser convertido em uma forma numeérica
(GOMES et al, 2008). Na forma digital, a imagem pode ser manipulada e
analisada para medir varios parametros tais como: area, forma, intensidade de
cor, entre outros, através de programas computacionais (PACIORNIK et al,
2006).

A forma mais usual para conversdo de uma cena real em uma imagem
digital consiste na delimitagdo de uma area que € dividida em um numero finito
de posicoes (X, y), sendo cada posigdo denominada elemento de imagem ou
pixel, cada qual apresentando uma intensidade especifica, como mostrado na
Figura 2 (GOMES et al, 2008).
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Figura 2: Representacdo de um pixel em uma imagem digital. Adaptado de

Queiroz e Gomes, 2006.

2.5. Modelo de cor RGB em imagens digitais

As imagens digitais coloridas podem ser representadas por diferentes
modelos de cores, tais como RGB (do inglés red, green e blue), CMY (do inglés
cyan, magenta e yellow), HLS (do inglés hue, lightness e saturation)
(PACIORNIK et al, 2006), os quais foram criados para permitir a especificagao
das cores em um formato padronizado (GONZALEZ e WOODS, 2008).

O modelo RGB é reconhecido como o sistema de cor mais amplo e mais
aceito (LOPEZ-MOLINERO et al, 2010). Neste modelo, sdo empregadas as
cores primarias vermelha, verde e azul, sendo utilizada a luz transmitida para
exibicao das cores (YAM e PAPADAKIS, 2004), e as demais cores sao geradas
pela combinacdo linear destas trés cores, motivo pelo qual o modelo é dito
aditivo. As intensidades das cores geradas s&o armazenadas em 256 niveis,
sendo adotada uma escala de 0 a 255, em que 0 representa a cor preta pura e
255 representa a cor branca pura (PACIORNIK et al, 2006).

Este modelo pode ser representado em um espacgo tridimensional

cubico, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo geométrica do modelo de cores RGB segundo,
Gonzalez e Woods (2008).

Neste cubo, as cores primarias (vermelha, verde e azul) e as cores
secundarias (ciano, magenta e amarelo) estdo representadas nos vértices, com
valores normalizados de 0 a 1, os quais representam as intensidades de cor de
0 a 255, respectivamente. Na origem (0, 0, 0) esta localizada a cor preta pura,
a qual nao recebe contribuicio de nenhuma das cores primarias, e na
extremidade oposta (1, 1, 1) esta localizada a cor branca pura, a qual recebe
contribuicdo das trés cores primarias em suas maximas intensidades. Na
diagonal esta localizada a escala de cinza, na qual as trés cores primarias
apresentam a mesma contribui¢éo (R = G = B) (GONZALEZ e WOODS, 2008).

2.6. Métodos analiticos baseados em imagens digitais de spot test

O desempenho de dispositivos digitais tais como cameras fotograficas,
webcams, scanners e celulares com cameras fotograficas embutidas tem
melhorado significativamente nos ultimos anos, enquanto seus custos tém

reduzido. Além disso, varios softwares altamente eficientes para edicao de



imagens digitais como Adobe Photoshop, Paintshop Pro e Vegas estao
disponiveis, permitindo que as imagens sejam facilmente manipuladas pelo
usuario, até mesmo em computadores de uso pessoal (CHOI, LEE e LEE,
2013).

O uso de cameras com sensores CCD (Charge Coupled Device) e
CMOS (Complementary Metal Oxide Semicondutor) tem sido introduzido na
quimica analitica por diferentes razbes tais como rapida captura de imagens,
estabilidade de fundo e boa linearidade, promovendo assim uma oportunidade
para o desenvolvimento de novos métodos analiticos com alta sensibilidade,
robustez, rapidez e baixo custo de implementagcdo (CACIANO DE SENA et al,
2013).

Apesar das cameras CMOS serem menores, mais rapidas e mais
baratas do que as cameras CCD, estas ultimas apresentam melhor qualidade
de imagem e tém sido mais amplamente utilizadas como detector, ja que foram
desenvolvidas antes das cameras CMOS (KOMPANY-ZAREH et al, 2012).

Estes sensores sdo capazes de converter a intensidade da luz incidente
em valores digitais armazenaveis, os bits, e a resposta analitica gera uma
imagem baseada no modelo de cores RGB (CACIANO DE SENA et al, 2013),
no qual sao utilizadas trés matrizes para armazenar as informagdes contidas
em uma imagem. Os valores da cor vermelha sdo armazenados na matriz R
(red), da cor verde na matriz G (green) e da cor azul na matriz B (blue), sendo
cada matriz em um sensor diferente. Como o armazenamento é restrito, a
intensidade de radiacdo em cada sensor € armazenada com 8 bits, totalizando
256 niveis para a regido do visivel. A combinagcdo das matrizes R, G e B
permite a aquisicdo de aproximadamente 17 milhdes de cores (GOMES et al,
2008).

O uso de imagens digitais representa uma atual oportunidade para o
desenvolvimento rapido e direto de determinagdes quantitativas,
particularmente quando combinadas com métodos colorimétricos ou
cromogénicos, que podem ser analisados a partir de dados do modelo de cores
RGB (LOPEZ-MOLINERO et al, 2010).

As cameras digitais tém sido amplamente utilizadas em determinacgdes
quantitativas baseadas em reagdes colorimétricas (CHOODUM et al, 2013),

uma vez que os dados do modelo RGB podem ser lidos diretamente nos
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sensores CCD dessas cameras (LOPEZ-MOLINERO et al, 2010). Esta
aplicagcéo baseia-se nas medidas das tonalidades obtidas nas imagens digitais
apds a ocorréncia da reagao colorimétrica. Embora a cor seja subjetiva, ela
facilita a quantificagdo, através do uso de modelos de cores e dispositivos de
edicdo de imagem (CHOODUM et al, 2013).

O uso do modelo RGB, como resposta analitica, esta fundamentado no
fato de que os valores das matrizes R, G e B variam proporcionalmente com a
coloracdo desenvolvida em uma reacgao colorimétrica. Este efeito pode ser
empregado para estabelecer uma relagdo entre os componentes da cor e a
concentracdo do analito de interesse, e € com base neste principio que as
analises quantitativas empregando imagens digitais sao realizadas
(PACIORNIK et al, 2006).

Choodum e colaboradores (2013) desenvolveram um método para
determinagcao de trinitrotolueno em solo, empregando um iPhone e uma
camera digital como detectores. Segundo os autores, o método apresentou
baixos limites de deteccdo, precisdo satisfatoria e faixa linear ampla, além de
ser rapido, economicamente viavel e aplicavel para analises in situ.

Morais e Lima (2014) desenvolveram um método para andlise
simultdnea de glicose, creatinina, trigliceridios, colesterol total e proteina total
em sangue humano, empregando um scanner como detector. De acordo com
os autores, o método pode ser usado para substituicio de ensaios
espectrofotométricos tradicionalmente empregados em analises bioquimicas,
reduzindo a quantidade de reagentes e residuos (gerados, e
consequentemente, os custos das analises, além de aumentar a frequéncia
analitica em relacdo ao método tradicional.

Souza e colaboradores (2014) avaliaram o desempenho de dispositivos
eletrénicos para captura de imagens digitais apds a realizagcdo de ensaios
colorimétricos em microzonas impressas, a fim de determinar o teor de ferro (ll)
em medicamentos Os dispositivos testados foram um microscopio O6ptico
portatil, um celular com camera de 5 Megapixels, uma camera digital de 7,2
Megapixels e o scanner de uma impressora multifuncional. Os resultados
mostraram que todos os dispositivos testados possuem elevado potencial de
aplicagcdo como detectores colorimétricos, além de vantagens como:

acessibilidade, portabilidade e baixo custo.
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2.6.1. Processo de formagao de imagem digital em uma camera

A sequéncia das etapas de processamento de imagens é muito
semelhante em todas as cameras digitais (BAYRAM, SENCAR e MEMON,
2008). A figura 4 mostra o processo de formacédo de uma imagem digital em

uma camera.

Imagem
digital

~ Balango de branco l(g,(g

-Luz- ~y0, i I . |
Luz » - Luz~ ’ " Interpolagdo
Luz » o ~ .

Arranjo . § E
Lentes Filtros de filtros .

de cores

Imagem bruta

Figura 4: Processo de formagao de imagem digital em uma camera, segundo
Choi, Lee e Lee (2013).

A luz refletida da cena passa através de lentes, sendo transmitida e
convergida para filtros de suavizagdao e de corte de infravermelhos, os quais
embacam a imagem de entrada e bloqueiam a radiacdo infravermelha,
respectivamente (CHOI, LEE e LEE, 2013).

Os sensores CCD e CMOS medem a intensidade da luz, mas né&o
identificam as informagdes de cores. Assim, um arranjo de filtros de cores é
colocado em frente ao sensor para separagao das informacdes de cor. Cada
filtro permite apenas que a cor desejada passe através dele. Por exemplo, a luz
que passa através de um filtro vermelho inclui apenas o componente vermelho
e assim o sensor pode reconhecer a cor da luz como vermelha. O padrao de
filtros de cores mais utilizado em cameras digitais comerciais € o padrao Bayer
(CHOI, LEE e LEE, 2013), o qual baseia-se no uso de trés filtros, vermelho,
verde e azul, sendo as demais cores geradas pela combinagdo das
intensidades dessas trés cores, ou seja, tal padrdo € baseado no modelo de
cores RGB (GOMES et al, 2008).

ApOs passar pelo arranjo de filtros, a luz chega até o sensor e sua

intensidade é medida, sendo formada a imagem bruta. Em seguida, esta passa



12

por um processo de balango de branco e de interpolagéo do arranjo de filtros
de cores (CHOI, LEE e LEE, 2013), sendo finalmente obtida a imagem digital.
A operacao de balanco de branco é realizada para remogao de cores irreais,
para que os objetos percebidos na cor branca, pelo sistema visual humano,
aparecam em branco na imagem digital (BAYRAM, SENCAR e MEMON,
2008), e a interpolagao é realizada para preenchimento de pixels, uma vez que

a imagem bruta apresenta muitos pixels vazios (CHOI, LEE e LEE, 2013).

2.7. Validagao de métodos analiticos

A necessidade de se demonstrar a qualidade das medi¢gdes quimicas,
principalmente através de sua comparabilidade e confiabilidade, vem sendo
cada vez mais exigida. Neste contexto, para que um método analitico fornega
informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por
um processo de avaliagdo denominado validacdo (RIBANI et al, 2004). A
validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o meétodo
atenda as exigéncias das aplica¢des analiticas, assegurando a confiabilidade
dos resultados (ANVISA, 2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) disponibilizam documentos para o procedimento de validagéo de
métodos, os quais sdo, respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE n° 899, de
29 de maio de 2003 e o guia INMETRO DOQ-CGCRE-008, de julho de 2011.

Os principais parametros a serem avaliados durante a validagao,
também conhecidos como parametros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e figuras analiticas de mérito séo: seletividade,
linearidade e faixa de trabalho, limite de deteccdo, limite de quantificacao,
precisao, exatidao e robustez (RIBANI et al, 2004). Estes pardmetros podem
variar de acordo com o tipo de ensaio, conforme mostrado na Tabela 2
(INMETRO, 2011).
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Tabela 2: Parametros a serem avaliados durante a validagao de acordo com o
tipo de ensaio (INMETRO, 2011).

Tipo de ensaio

Determinagao Anidlise de

do componente elementos Propriedades

Parametros Qualitativo
(ou analito) em  menores e fisicas
maior teor (1) tragos (2)

Precisao v v v
Seletividade v v v v
Tendéncia/ v v v
recuperacgao

Robustez v v v v

Sensibilidade/
linearidade/ faixa v v v
de trabalho

Limite de v v

deteccao

Limite de v

quantificagcao

(1) Dependendo da faixa de concentragao do analito pode ndo ser necessaria a determinagéo
dos limites de detecgéo e de quantificagcdo — componentes maiores com concentragéo entre 1 a
100%.

(2) Séo considerados como de menor teor concentragdes entre 0,01 a 1% e elementos tragos

aqueles cuja concentragéo esta abaixo de 0,01%.

2.7.1. Seletividade

A seletividade de um método analitico € a capacidade que este possui
de medir exatamente as substancias de interesse na presenca de outros
componentes, que possam interferir na analise (ANVISA, 2003). Se a
seletividade n&o for assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisédo estarédo
seriamente comprometidas (INMETRO, 2011).

Para avaliacdo da seletividade, podem ser feitos experimentos que
envolvem ensaios com padrbées ou materiais de referéncia, amostras com
presenca e auséncia do analito e avaliagdo da capacidade de identificagao do
analito na presenca de interferentes. Caso n&o haja disponibilidade de

interferentes, a avaliacado de medigcao do analito é feita por diferentes métodos,
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técnicas ou através de variagbes nas condigbes experimentais (INMETRO,
2011).

2.7.2. Linearidade e faixa linear

A linearidade de resposta de um método corresponde a capacidade do
mesmo demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especifico
denominado faixa linear (ANVISA, 2003).

Este parametro pode ser verificado através da curva analitica, cuja
qualidade é estimada através do coeficiente de correlagao r, sendo que quanto
mais proximo de 1,0, menor € a dispersdo do conjunto de pontos experimentais
e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo (RIBANI et al, 2004).
Segundo o INMETRO (2011), uma outra alternativa para avaliagdo da
linearidade seria através da analise de variancia (ANOVA) na equacao da

regressao linear.

2.7.3. Limite de detecc¢ao e limite de quantificagao

O limite de deteccado (LD) representa a menor concentragcdo do analito
que pode ser detectada por um determinado procedimento experimental, mas
nao necessariamente quantificada (RIBANI et al, 2004). O LD para um
procedimento analitico pode variar de acordo com o tipo de amostra, mas
durante um processo de validagao € suficiente fornecer uma indicacao do nivel
em que a deteccdo do analito pode ser diferenciada do sinal do branco/ruido
(INMETRO, 2011).

O limite de quantificagcdo (LQ) representa a menor concentragcdo do
analito que pode ser determinada com precisdao e exatiddo aceitaveis, em
condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Ambos parametros podem ser calculados de diferentes formas: método
visual, método relagao sinal-ruido e método baseado em parametros da curva
analitica, sendo este ultimo o método mais confiavel estatisticamente (RIBANI
et al, 2004).
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2.7.4. Precisao

A precisdao é a avaliagdo da dispersao de resultados entre ensaios
independentes, sob condicdes definidas, repetidos para uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padroes (RIBANI et al, 2004). As trés formas mais
usuais de expressa-la sdo através da repetitividade, precisao intermediaria e da
reprodutibilidade, as quais sado geralmente expressas pelo desvio padrao (SD)
e coeficiente de variagcédo (CV), também conhecido como desvio padrao relativo
(RSD) (INMETRO, 2011).

Segundo Ribani e colaboradores (2004), em métodos de quantificagdo
envolvendo macro quantidades, é requerido um CV de 1 a 2%, porém em
métodos de analises de tragos ou impurezas, sao aceitos CV de até 20%,

dependendo da complexidade da amostra.

2.7.4.1. Repetitividade

A repetitividade, também denominada precisao intra-corrida, representa
o grau de concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de

tempo, com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao (ANVISA, 2003).

2.7.4.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediaria, também conhecida como precis&o inter-corrida,
representa a concordancia entre resultados do mesmo laboratorio, mas sob
condigbes variadas e definidas, tais como: dias diferentes, analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2003).

2.7.4.3. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ou precisao inter-laboratorial representa a
concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes, e deve ser
considerada em estudos geralmente aplicados a padronizagado de metodologias
analiticas, como por exemplo, para inclusdo de métodos analiticos em
farmacopéias (ANVISA, 2003).



16

2.7.5. Veracidade

A veracidade representa a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor tido como verdadeiro (ANVISA, 2003).
E sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca,
isto &, estd associada a valores de precisdo (RIBANI et al, 2004).

Os processos geralmente adotados para avaliar a veracidade de um
método sdo: uso de materiais de referéncia, comparagcao de métodos, adicao

padrao e ensaios de recuperacao (RIBANI et al, 2004).

2.7.6. Robustez

A robustez de um método mede sua capacidade de resisténcia a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos (ANVISA, 2003).

Para determinar a robustez de um método, o INMETRO (2011)
recomenda o teste de Youden, o qual também permite ordenar a influéncia de
cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de

influéncia de cada uma dessas variagoes.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Desenvolver um método colorimétrico de analise para determinagcdo de
cobre e etanol em cachagas, baseado em anélise de imagens digitais de

spot test, obtidas a partir de uma camera fotografica com sensor CCD.

3.2. Objetivos especificos

e Otimizar os parametros operacionais do sistema construido para aquisicao
das imagens digitais;
e Otimizar as reagdes colorimétricas para cobre e etanol;

e Validar a metodologia para analise de cobre e etanol em cachaga;
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e Aplicar a metodologia para determinagcdo de cobre e etanol em amostras
comerciais de cachaga e verificar se os teores destes analitos estdo de

acordo com os limites permitidos pela legislagao brasileira.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Aquisicao e analise das imagens digitais

Para garantir a eficiéncia na aquisicdo das imagens digitais e minimizar
os efeitos de sombra ou reflexo causados pela luz externa, foi utilizado um
equipamento construido conforme descrito por Benedetti (2013), com
pequenas adaptagdes. Este equipamento consistia em uma caixa plastica na
cor preta de dimensdes 21 x 15 x 7 cm, contendo uma bateria Unipower de 12V
e 1,3 amperes/hora, quatro LEDs (Light Emitting Diodes) de luz branca BLUEX
de 20 a 100 mA com potencidémetros para controle de intensidade, uma chave
liga/desliga e conectores para acoplar um carregador de bateria 12V. Na parte
interna da caixa foi aplicada uma camada de tinta preta fosca, para garantir
maior homogeneidade do ambiente. Na parte superior da caixa foi feita uma
abertura circular para acoplar a lente de uma camera digital convencional. No
interior da caixa havia espaco suficiente para acomodar uma placa de
porcelana CHIAROTTI, contendo 12 cavidades, na qual as reagdes
colorimétricas foram realizadas. Os produtos colorimétricos foram fotografados
com uma camera SONY CYBER-SHOT DSC-S730 de resolugédo 7.2
Megapixels. A fungao flash da camera nao foi utilizada na captura das imagens,
e os demais parametros (foco, balango de branco e sensibilidade) foram

mantidos no modo automatico.
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a Camera SONY CYBER-SHOT DSC-S730 7.2MP
Potenciometros

LEDs BLUEX de
20-100 mA
Conectores
Bateria Unipower Placa de
12V e 1,3A/h porcelana
CHIAROTTI

12 cavidades

Caixa preta

Figura 5: Equipamento utilizado para aquisicao das imagens digitais.

ApoOs a captura das imagens, as mesmas foram analisadas no software
comercial livre Imaged. As imagens foram carregadas no programa
mencionado, sendo selecionada uma area retangular de dimensdes w x h = 32
X 26 pixels e em seguida aplicado o comando “Analyze — Tools — Color
Histograms”, para obter os valores médios das intensidades de cor dos canais
RGB.

A resposta analitica, ou seja, intensidade de cor (Int), foi calculada a

partir da formula:
Int =-log(lx / lo) (1)
Onde I é o valor médio da intensidade de cor do canal R, G ou B da
amostra e |, € o valor médio da intensidade de cor do branco. Estes valores

meédios podem variar de 0 a 255.

4.2. Otimizagao dos parametros operacionais do sistema de captura de

imagens
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Os parametros operacionais (homogeneidade da iluminagao, intensidade
luminosa, volume de solugao nas cavidades da placa, resposta dos canais R, G
e B em funcéo da concentragao) do sistema foram avaliados com o objetivo de
se buscar melhor desempenho do sistema de captura de imagem. Solugdes
estoque de concentracdo 1,0x10* mol/L dos corantes Azul de Comassie
Brilhante, Tartrazina e Direct Red 80 foram preparadas pela dissolu¢cao do
respectivo corante em agua destilada, sendo as demais solugbes obtidas a
partir de diluicdes das solugdes estoque.

Para verificar o canal de resposta (R, G ou B) de cada corante, foi feita
uma varredura espectral na faixa de comprimento de onda de 400 — 700 nm
para Azul Brilhante e Direct Red 80 e de 300 — 700 nm para Tartrazina,
utilizando um espectrofotdbmetro HITACHI U-2000 e empregando solugdes de

concentragdo 1,0x10™ mol/L.

4.2.1. Homogeneidade da iluminagao na caixa

Para verificar a homogeneidade da iluminagdo nas cavidades da placa
de porcelana, foram adicionados 800 uL da solucédo do corante Azul Brilhante
1,0x10"° mol/L em cada cavidade, sendo mantidas fixas a intensidade luminosa
dentro da caixa e a posicao da placa de porcelana, a qual foi centralizada entre
os LEDs. Os ensaios foram realizados em triplicata (n=3), sendo capturada
uma imagem para cada ensaio. Os resultados foram avaliados através do teste

de Tukey.

4.2.2. Intensidade luminosa

Para avaliar o efeito da intensidade luminosa sobre a resposta analitica
empregou-se um luximetro Minipa MLM-1011 variando a intensidade luminosa
incidente em cinco niveis diferentes: 20, 35, 90, 240 e 980 LUX. Este estudo foi
realizado adicionando-se 800 L da solucdo do corante Azul Brilhante 1,0x107°
mol/L, em trés cavidades da placa de porcelana. Os ensaios foram realizados
em ftriplicata (n=3), sendo capturada uma imagem para cada intensidade

avaliada.
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4.2.3. Volume de solugao nas cavidades da placa

Para avaliar o efeito do volume de amostra sobre a resposta analitica,
variou-se o volume da solucédo do corante Azul Brilhante 1,O><10'5 mol/L de 100
a 800 pL (com incrementos de 100 pL) nas cavidades da placa de porcelana,
mantendo fixa a intensidade luminosa determinada em 4.2.2. Os ensaios foram

realizados em triplicata (n=3), sendo capturada uma imagem para cada ensaio.

4.2.4. Resposta dos canais R, G e B em fun¢ao da concentragao

Para verificar se os canais R, G e B respondiam linearmente em fungao
da concentragdo do analito, foram construidas curvas analiticas empregando-
se os corantes Azul Brilhante, Tartrazina e Direct Red 80, cujas faixas foram
testadas de 1,00x10° mol/lL a 1,00x10™* mol/L, utilizando a intensidade
luminosa e o volume determinados em 4.2.2 e 4.2.3, respectivamente. As
curvas foram construidas em triplicata (n=3), sendo capturada uma imagem
para cada curva. A qualidade das curvas foram avaliadas através do

coeficiente de determinacéo r°.

4.3. Determinagao de cobre em cachacga

4.3.1. Preparo das solugoes

A solucao estoque de Cu (Il) 500 mg/L foi preparada pela dissolugao de
CuS04.5H,0 em agua destilada, sendo armazenada a temperatura ambiente.
As demais solugdes de Cu (ll) em diferentes concentragdes foram obtidas pela
diluicdo da solugao estoque em agua destilada.

A solucado estoque de cuprizona (bis(ciclohexanona) oxalildihidrazona)
500 mg/L foi preparada em uma mistura etanol — agua destilada 60% (v/v),
sendo armazenada a 4 °C. As demais solu¢cdes em diferentes concentragdes
foram obtidas pela diluicdo da solugao estoque em etanol — agua destilada 60%
(VIv).
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A solucédo tampao fosfato 0,250 mol/L em pH 8,0 foi preparada pela
dissolugdo de Na;HPO..7H,O e NaH,PO,; em agua destilada, sendo

armazenada a temperatura ambiente.
4.3.2. Reacao colorimétrica
Para a determinagao de cobre em cachaga, empregou-se como ligante a

cuprizona, um reagente organico bidentado, que forma com o cobre um quelato

azul em meio ligeiramente alcalino, conforme mostrado na Figura 6.

0 0
Cu?t+ 2 <:>:N—NH NH—N:<:>

Cuprizona

O 6]
Quelato cobre-cuprizona

Figura 6: Esquema da reagao de formagao do quelato entre ions cobre (ll) e

cuprizona.

Inicialmente, foram realizados ensaios para escolha da concentracao da
solugdo de cuprizona que gerasse uma escala de cores. Foram empregadas
solugdes em quatro concentragdes diferentes: 44,0 mg/L, 88,0 mg/L, 132 mg/L
e 176 mg/L de cuprizona. Ademais, para verificar o efeito do tempo sobre a
resposta analitica, a reagao foi monitorada durante 10 min, em intervalos de 1
min, empregando uma solugdo de Cu (IlI) 1,25 mg/L. Ambos os ensaios foram
realizados apenas uma vez (n=1), sendo capturada uma imagem para cada

ensaio.
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Para ambos os experimentos supracitados, a reacdo foi realizada
diretamente nas cavidades da placa de porcelana, sendo utilizadas solucdes de
Cu (Il) nas seguintes concentragdes: 0,75; 1,25; 2,50; 3,75; 5,0 e 6,25 mg/L.

Os volumes foram fixados em 100 uL de tampao, 400 uL de solucao de
Cu (Il) (ou amostra de cachacga, no caso da analise de amostras reais) e 100 uL
de cuprizona, obtendo-se assim o volume 6timo determinado em 4.2.3.

O branco analitico foi obtido pela substituicdo da solugao de Cu (Il) por
agua destilada. Para a analise de amostras reais, ou seja, cachacgas
envelhecidas e n&o envelhecidas, o branco analitico consistiu na substituicdo
da cachaga nao envelhecida por agua destilada e, no caso da cachaga
envelhecida, a solugao de cuprizona foi substituida por agua destilada.

Apos a adicdo das solugcbes reagentes nas cavidades, o sistema foi
agitado com um bastéo de vidro.

Como a cor resultante apos a reagao colorimétrica pode ser uma mistura
de cores, em que qualquer canal pode ser empregado na analise, foram
monitorados os canais R, G e B, para verificar qual destes apresentava

resposta linear com a variacdo da concentracgao.

4.3.3. Validagao do método

Os procedimentos realizados na validacdo do método foram baseados
nas orientacbes propostas no documento DOQ-CGCRE-008, do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagéo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011)
e na Resolucdo RE n° 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003).

4.3.3.1 Seletividade

O efeito de possiveis interferentes na determinagcdo de Cu (Il) foi
avaliado através do sinal analitico obtido apdés a realizacdo das reacgdes
colorimétricas. Diferentes proporgcdes entre o analito e os interferentes foram
testadas, tais como 1:1, 1:5 e 1:10, sendo mantida fixa a concentragdo de Cu

(I) em 2,0 mg/L. Os possiveis interferentes testados foram Pb (ll), Fe (ll), Fe
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(1), Ni (1), Mn (11), Al (Ill) e Zn (ll). Os ensaios foram realizados em triplicata
(n=3), sendo capturada uma imagem para cada ensaio.
O erro relativo percentual sobre o sinal analitico do Cu (lIl) foi calculado

através da equacéo:

E% = (Sanalito + interferente — Sanalito sem interferente / Sanalito sem interferente) X 100 (2)

4.3.3.2. Linearidade

Para verificar a linearidade do método, foram preparadas solucdes de
Cu (Il) em concentragbes entre 0,25 e 7,50 mg/L, em sete niveis diferentes, e
realizada a reacdo colorimétrica. Obteve-se o sinal analitico para cada
concentragcédo e os dados foram plotados em um grafico da intensidade de cor
em fungdo da concentragao de Cu (Il) (mg/L). Cada nivel de concentragao foi
preparado em replicata (n=7). A regressao dos pontos foi feita pelo Método dos
Minimos Quadrados e a qualidade do ajuste linear foi avaliada pelo coeficiente
de determinacéao (12) e pela realizagdo da analise de varidancia (ANOVA),

utilizando as ferramentas estatisticas do Excel.
4.3.3.3. Efeito de matriz

O estudo do efeito de matriz foi feito através da comparacdo dos
parametros da curva analitica obtida para solugbes aquosas do padrao de Cu
(II) com os parametros da curva analitica matrizada. Esta ultima foi preparada
conforme descrito em 3.3.3.2., porém utilizando como solvente uma cachaca
nao envelhecida, isenta de Cu (ll). As médias das respostas dos analitos de
ambas as curvas analiticas foram comparadas através do teste estatistico F
(Snedecor) de homogeneidade de varidncias e do teste t (Student) de
comparagdao de médias (INMETRO, 2003), utilizando as ferramentas

estatisticas do Excel.

4.3.3.4. Limite de deteccao e limite de quantificagcao
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O limite de detecgédo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método
foram calculados a partir de parametros da curva analitica obtida em 4.3.3.2.,

através das equacdes 3 e 4, respectivamente:

LD=(3xSD)/S (3)
LQ=(10xSD)/S (4)

Onde SD é a estimativa do desvio padrao da resposta do branco (n=7) e

S é o coeficiente angular da curva analitica.

4.3.3.5. Veracidade

A veracidade do método foi avaliada através de ensaios de recuperagao
em trés niveis de concentragéo diferentes, sendo estes iguais a 0,75; 2,88 e
5,00 mg/L. Neste procedimento, amostras de cachaca nao envelhecida isenta
de Cu (ll) foram fortificadas em cada nivel de interesse e em seguida foi
realizada a reacdo colorimétrica. A recuperagao percentual foi determinada

através da equacéo:

Recuperagéo (%) = (Cexperimental / Ctec’)rica) x 100 (5)

Onde Cexperimentai € @ concentragcdo meédia do analito determinada
experimentalmente na amostra fortificada e Ciesrica € @ concentragao do analito
adicionada na amostra n&o fortificada.

Os ensaios foram feitos em replicatas (n=7), e cada solugdo do analito
foi adicionada em uma cavidade aleatéria da placa de porcelana, sendo
capturada uma unica imagem.

A veracidade do método também foi avaliada pela comparagdo dos
resultados obtidos nas analises de amostras de cachacas com os resultados
fornecidos por um método de referéncia, ou seja, Espectrometria de Absorgcao
Atdbmica. As amostras de cachacas foram analisadas em um espectrdmetro
AGILENT TECHNOLOGIES, modelo 240 FS AA. Os resultados obtidos por
ambos os métodos foram comparados através do teste t pareado, empregando

as ferramentas estatisticas do Excel.
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4.3.3.6. Precisao

A precisao do método foi avaliada através de um estudo intralaboratorial,

sendo analisadas a repetitividade e a preciséo intermediaria.

4.3.3.6.1. Repetitividade e precisdo intermediaria

A repetitividade foi avaliada através de ensaios de recuperagcéo em trés
niveis de concentracdo diferentes, sendo estes iguais a 0,75; 2,88; e 5,00
mg/L. Neste procedimento, amostras de cachaga ndo envelhecida isenta de Cu
(II) foram fortificadas em cada nivel de interesse, as quais foram preparadas e
analisadas no mesmo dia, sendo em seguida realizada a reagao colorimétrica.

O coeficiente de variagao (CV) foi determinado através da equacéo:

CV (%) = (SD / Cexperimentar) X 100 (6)

Onde SD é a estimativa do desvio-padrdo da concentracdo média do
analito determinada experimentalmente na amostra fortificada e Cexperimentar € @
concentragcdo média do analito determinada experimentalmente na amostra
fortificada.

Os ensaios foram feitos em replicatas (n=7), e cada solugdo do analito
foi adicionada em uma cavidade aleatéria da placa de porcelana, sendo
capturada uma unica imagem.

Para avaliar a precisao intermediaria, os ensaios descritos para avaliar a
repetitividade foram igualmente efetuados, porém em um intervalo de seis dias

apods a realizacgao do estudo da repetitividade.
4.3.3.7. Robustez
A robustez do método foi verificada através da variagcdo do pH do

tampéao e através da troca da camera por um modelo diferente. O efeito do pH

sob a resposta analitica foi avaliado pela variagao do pH em % 0,2 unidades, ou
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seja, foram testados os valores de pH 7,8 e 8,2. Os ensaios foram feitos em
triplicata, sendo capturada uma imagem para cada ensaio.
O erro relativo percentual sobre o sinal analitico do Cu (lIl) foi calculado

através da equacéo:

E% = (Spn — Sprso/ Spreo) X 100 (7)

Onde Sy4 é o sinal analitico obtido para Cu (ll) em tampé&o fosfato no
valor de pH testado e SyH g0 € 0 sinal analitico obtido para Cu (IlI), empregando
tampao fosfato em pH = 8,0.

O efeito da troca da camera sob a resposta analitica foi avaliado pela
comparacao de duas curvas analiticas construidas conforme descrito em
4.3.3.2, sendo as imagens de uma das curvas capturadas através de uma
camera Sony Cyber-shot DSC-W610 de resolugdo 14.1 Megapixels. Os
ensaios foram realizados em replicatas (n=7), sendo capturada uma imagem

para cada ensaio.

4.3.3.8. Analise de amostras comerciais de cachacga

O método validado foi aplicado para determinagéo do teor de Cu (Il) em
amostras de cachacas envelhecidas e nao envelhecidas, coletadas em
supermercados das cidades de Vigcosa e de Bom Jesus do Amparo — Minas
Gerais. Os ensaios foram feitos em ftriplicata (n=3), sendo capturada uma

imagem para cada ensaio.
4.4. Determinagao de etanol em cachaga
4.4.1. Preparo das solugoes
As solugdes padrao de etanol foram preparadas pela diluicdo de etanol
absoluto em agua destilada.

As solugdes de dicromato de potassio 0,038; 0,075; 0,150 e 0,225 mol/L

foram preparadas pela dissolugdo do sal em agua destilada.
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As solugdes de acido sulfurico 4,50; 9,00 e 13,5 mol/L foram preparadas
pela diluigdo de acido sulfurico concentrado (18,0 mol/L), de pureza 95% em

agua destilada.

4.4.2. Reagao colorimétrica

Para a determinagdo de etanol, empregou-se a reacao de Ooxido-
reducao, na qual o cromo (VI) é reduzido a cromo (lll) ou cromo (ll) e o etanol é
oxidado a aldeido acético, gerando mudanga da cor amarelo-alaranjada para

verde-azulada, conforme descrito na equagao abaixo:

KoCr,07(aq) + 4H,S04(aq) + 3CHsCH,0H(aq) — Cra(SO4)s(aq) + 7H20 + 3CHsCHO(aq) + K2SO4 (ag) (8)

alaranjado incolor verde incolor

Inicialmente, foram realizados ensaios para escolha da concentragao da
solugdo de acido sulfurico e de dicromato de potassio que gerasse um
gradiente de cores. As solugdes de acido sulfurico foram testadas nas
concentracdes 4,5 mol/L, 9,0 mol/L, 13,5 mol/L e 18,0 mol/L e as solucdes de
dicromato de potassio nas concentracbées 0,038; 0,075; 0,150 e 0,225 mol/L.
Ademais, para verificar o efeito do tempo sobre a resposta analitica, a reagao
foi monitorada durante 20 min, em intervalos de 2 min. Todos os estudos foram
realizados em triplicata (n=3), sendo capturada uma imagem para cada ensaio.

Para ambos os estudos supracitados, a reagao foi realizada diretamente
nas cavidades da placa de porcelana, sendo utilizadas solugdes de etanol nas
seguintes concentragdes: 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 55 % v/v.

Os volumes foram fixados em 100 yL de acido, 300 pyL de dicromato e
200 pL de solugao de etanol (ou amostra de cachaga, no caso da analise de
amostras reais), obtendo assim o volume 6timo determinado em 4.2.3.

O branco analitico foi obtido pela substituicdo da solugcao de etanol por
agua destilada.

Apods a adigao das solugdes reagentes nas cavidades, o meio foi agitado

com um bastao de vidro.
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4.4.3. Validagao do método

Os procedimentos realizados na validagdo do método foram baseados
nas orientagdes propostas no documento DOQ-CGCRE-008, do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizag&o e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011)
e na Resolucdo RE n° 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003).

4.4.3.1 Seletividade

O efeito de possiveis interferentes na determinacdo de etanol foi
avaliado através do sinal analitico obtido apdés a realizagdo das reacdes
colorimétricas. Diferentes proporgcdes entre o analito e os interferentes foram
testadas, tais como 1:1, 1:0,5 e 1:0,1, sendo mantida fixa a concentragao da
solugcado de etanol em 20 % v/v. Os possiveis interferentes testados foram
metanol, propanol, isobutanol, acetaldeido e acetato de etila. Os ensaios foram
realizados em triplicata (n=3), sendo capturada uma imagem para cada ensaio.

O erro relativo percentual sobre o sinal analitico do etanol foi calculado

através da equacao (2), descrita em 4.3.3.1.

4.4.3.2. Linearidade

Para verificar a linearidade do método, foram preparadas solugdes
aquosas de etanol em concentragdes entre 10 e 70 % v/v, em sete niveis
diferentes, e realizada a reacao colorimétrica. Obteve-se o sinal analitico para
cada concentragao e os dados foram plotados em um grafico da intensidade de
cor, em fungéo da concentragéo de etanol (% v/v). Cada nivel de concentragao
foi preparado em replicata (n=7). A regressao dos pontos foi feita pelo Método
dos Minimos Quadrados e a qualidade do ajuste linear foi avaliada pelo
coeficiente de determinagdo (r?) e pela realizacdo da analise de variancia

(ANOVA), utilizando as ferramentas estatisticas do Excel.

4.4.3.3. Efeito de matriz
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O estudo do efeito de matriz foi feito através da comparacdo dos
parametros da curva analitica obtida para solu¢des aquosas de etanol com os
parametros da curva analitica matrizada. Esta ultima foi preparada pelo método
de adigdo de padrao, em sete niveis de concentracado diferentes, sendo cada
nivel preparado em replicata (n=7). A curva matrizada foi preparada para uma
cachaca envelhecida e uma cachaca nao envelhecida, sendo utilizada
intensidade de cor em fungdo da concentragéo do padréao de etanol (% v/v). O
procedimento consistiu na adi¢ao de 5,0 mL da amostra de cachaca em balbes
de 10,0 mL, nos quais também foram adicionados diferentes volumes de etanol
absoluto, a fim de obter os padrbes nas concentrag¢des iguais a 0, 15, 20, 25,
30, 35 e 40 % v/v. O volume do baldo foi completado com agua destilada.

Os coeficientes angulares das curvas analiticas aquosa e matrizadas
foram comparadas através do teste estatistico F (Snedecor) de
homogeneidade de variancias e do teste t (Student) de comparagao de médias

(INMETRO, 2003), utilizando as ferramentas estatisticas do Excel.

4.4.3.4. Limite de deteccao e limite de quantificagcao

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do método
foram calculados a partir de parametros da curva analitica obtida em 4.4.3.2.,

através das equacdes (3) e (4), descritas em 4.3.3.4.

4.4.3.5. Veracidade

A veracidade do método foi avaliada através de ensaios de recuperagao
em trés niveis de concentracéo diferentes, sendo estes iguais a 15; 20; e 25 %
v/v. Neste procedimento, amostras de uma cachaga envelhecida foram
preparadas pelo método de adicdo de padrdo, descrito em 4.4.3.3. As
concentracbes dos padrdes recuperadas foram determinadas através da
equacao da reta.

Os ensaios foram feitos em replicatas (n=7), e cada solugdo do analito
foi adicionada em uma cavidade aleatéria da placa de porcelana, sendo

capturada uma unica imagem.
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A veracidade do método também foi avaliada pela comparacdo dos
resultados obtidos nas analises de amostras de cachacas com os resultados
fornecidos pelo método da Picnometria, seguindo o procedimento
recomendado pela A.O.A.C., 2006 para execucao do ultimo. Os resultados
obtidos por ambos os métodos foram comparados através do teste t pareado,

empregando as ferramentas estatisticas do Excel.

4.4.3.6. Precisao

A precisao do método foi avaliada através de um estudo intralaboratorial,

sendo analisadas a repetitividade e a preciséo intermediaria.

4.4.3.6.1. Repetitividade e precisao intermediaria

A repetitividade foi avaliada através de ensaios de recuperacdo em trés
niveis de concentragao diferentes, sendo estes iguais a 15; 20 e 25 % v/v.
Neste procedimento, amostras de uma cachaca envelhecida foram preparadas
pelo método de adicdo de padrado, descrito em 4.4.3.3. As amostras foram
preparadas e analisadas no mesmo dia, e o coeficiente de variagao (CV) foi
determinado através da equacgao (6), descrita em 4.3.3.6.1.

Os ensaios foram feitos em replicatas (n=7), e cada solugdo do analito
foi adicionada em uma cavidade aleatéria da placa de porcelana, sendo
capturada uma unica imagem.

Para avaliar a precisao intermediaria, os ensaios descritos para avaliar a
repetitividade foram igualmente efetuados, porém em um intervalo de trés dias

apos a realizagao do estudo da repetitividade.

4.4.3.7. Robustez

A robustez do método foi verificada através da troca da camera por um
modelo diferente e também por um smartphone. O efeito da troca da camera
sob a resposta analitica foi avaliado pela comparagao de duas curvas analiticas
construidas conforme descrito em 4.3.3.2, sendo as imagens de uma das

curvas capturadas através de uma camera Sony Cyber-shot DSC-W610, de
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resolucao 14.1 Megapixels e de uma camera de um smartphone LG L70, de
resolucdo 8 Megapixels. Os ensaios foram realizados em replicatas (n=7),

sendo capturada uma imagem para cada ensaio.

4.4.3.8. Analise de amostras comerciais de cachaga

O método validado foi aplicado para determinagéo do teor de etanol em
amostras de cachacas nao envelhecidas e envelhecidas, coletadas em
supermercados das cidades de Vigosa e de Bom Jesus do Amparo — Minas
Gerais. Os ensaios foram feitos em ftriplicata (n=3), sendo capturada uma

imagem para cada ensaio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizagao dos parametros operacionais do sistema de captura de

imagens

Segundo Choodum et al (2013), os canais R, G e B absorvem
comprimentos de onda da luz na faixa de 580-700 nm, 500-580 nm e 400-500
nm, respectivamente. Portanto, pelos espectros obtidos para os corantes,
mostrados na Figura 7, percebe-se que o Azul de Comassie Brilhante
apresenta resposta na regido do canal R, o Direct Red 80 na regidao do canal G

e a Tartrazina na regiao do canal B.
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Figura 7: Espectros de varredura para os corantes Azul de Comassie Brilhante
(A), Direct Red 80 (B) e Tartrazina (C).



5.1.1. Homogeneidade da iluminagao na caixa

Apés a realizagéo do teste de Tukey, a 95% de confianga, os resultados
mostraram que a intensidade de luz incidida nas cavidades 1, 4, 8 e 12 era

diferente da intensidade luminosa nas demais cavidades, conforme mostrado

na Figura 8.
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Figura 8: Numeragédo (A) e grafico da intensidade de cor do canal R (B),

referentes as cavidades da placa de porcelana, empregando o corante Azul

Brilhante.
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Vale ressaltar que, no teste de Tukey, as médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si. Assim, optou-se por nao utilizar as

cavidades 1, 4, 8 e 12 no prosseguimento dos estudos.

5.1.2. Intensidade luminosa

A intensidade luminosa dentro do sistema de captura de imagens foi
estudada no intervalo de 20 a 980 LUX. Conforme mostrado na Figura 9, a
medida em que se aumentou a intensidade luminosa, os sinais analiticos
tiveram suas intensidades diminuidas. Portanto, para prosseguimento dos
estudos, optou-se por fixar a intensidade luminosa em 20 LUX devido a maior
magnitude do sinal analitico, pois nesta condicdo € possivel medir menores
concentragbes do analito, o que € desejavel quando é feita a analise de

amostras com analitos em baixas concentracdes.

0,1300
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.

0,0800

0,0700 |
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Intensidade luminosa (LUX)

Figura 9: Gréfico do sinal analitico em fungédo da intensidade luminosa para o

corante Azul Brilhante.
5.1.3. Volume de solugao nas cavidades da placa
Na Figura 10, € mostrada a imagem da placa de porcelana com

diferentes aliquotas de corante e o grafico da resposta analitica em funcéo dos

diferentes volumes adicionados nas cavidades da placa.
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(A)

(B) 0,1600

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Volume (L)
Figura 10: Imagem da placa de porcelana com diferentes aliquotas de amostra
(A), grafico da resposta analitica em funcdo dos diferentes volumes

adicionados nas cavidades da placa (B).

Conforme mostrado na Figura 10(B), quando foram empregados
volumes de 400 a 800 pL, a intensidade do sinal analitico permaneceu
praticamente constante, sendo ligeiramente maior para 600 pL. Na figura 10(A),
pode-se observar que a partir de 600 uL, as regides com brilho aparecem
apenas nas bordas das cavidades da placa, sendo obtidas regides mais
homogéneas quando se empregou volumes de 600 a 800 pL.

Segundo Souza e colaboradores (2014), a resposta analitica pode ser
afetada pelo volume de amostra, pois a altura da aliquota define o caminho

optico. Segundo Benedetti (2013), a selecdo de regidao com brilhos geram
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valores RGB maiores quando comparados aqueles obtidos de regides sem
brilho. Da mesma forma, a selegdo de regides com alguma sombra conduz a
valores RGB menores. Assim, o volume de amostra deve ser ajustado de modo
que as regides nas cavidades da placa figuem homogéneas, evitando o
aparecimento de regiées com excesso de brilho ou sombra.

Assim, optou-se por utilizar o volume de 600 yL para prosseguimento
dos estudos, uma vez que a resposta analitica € ligeiramente mais intensa
nesse volume e as regides com brilhos apareceram apenas nas extremidades
da placa. Além disso, a utilizagdo de volumes menores permite a redugcéo no

consumo de reagentes e residuos gerados.

5.1.4. Resposta dos canais R, G e B em fun¢ao da concentragao

Na Figura 11 sdo mostradas as curvas lineares obtidas para os corantes
Azul Brilhante, Direct Red 80 e Tartrazina.
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Figura 11: Curvas analiticas construidas para os corantes Azul Brilhante (A),
Direct Red 80 (B) e Tartrazina (C).

As faixas lineares foram, respectivamente, 1,75%10° a 1,00x10™* mol/L,
1,00%10° a 8,35x10™ mol/L e 1,00x10°® a 1,00x10* mol/L. Os coeficientes de
determinacao (%) obtidos foram superiores a 0,9900 e estdo de acordo com as
normas da ANVISA (2003), indicando, portanto, que os canais R, G e B

respondem linearmente a uma determinada faixa de concentragao dos analitos.
5.2. Determinagao de cobre em cachaga
5.2.1. Reagao colorimétrica

A cor resultante apds a realizacdo da reagao colorimétrica pode ser uma
mistura de cores e, consequentemente, qualquer canal pode ser empregado
nas analises. Assim, foram monitorados os canais R, G e B para verificar qual
deles apresentava resposta linear em funcdo da concentracdo. O canal R
atendeu a este requisito, sendo portanto, empregado para a determinagao de
cobre nos estudos realizados.

Para as diferentes concentragbes de cuprizona testadas, obteve-se uma
escala de cores para as solugbes 132 e 176 mg/L de cuprizona. Para as
concentragdes 44 e 88 mg/L, as cores permaneceram praticamente as mesmas
em todas as cavidades.

Na faixa prévia de concentragbes de Cu (ll) utilizada, foram obtidas
curvas lineares apenas quando foram empregadas solu¢des de cuprizona para

as quais foi possivel observar a escala de cores, ou seja, solugdes 132 e 176
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mg/L de cuprizona. Assim, prosseguiu-se 0s experimentos empregando a
solugao de cuprizona 132 mg/L.

Os resultados obtidos para o estudo do tempo de reagdo sdo mostrados
na Figura 12. A cuprizona reage instantaneamente com o cobre, gerando um
sinal analitico que foi aumentando até o tempo de 7 minutos de reagao. Apos
esse tempo, houve um decréscimo do sinal analitico, provavelmente devido a
instabilidade do quelato gerado. Portanto, o tempo de reagao selecionado para

prosseguimento dos estudos foi de 7 minutos.
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Figura 12: Grafico da resposta analitica em fungdo do tempo de reacgao.

5.2.2. Validagao do método

5.2.2.1 Seletividade

Para verificar a seletividade do método, o efeito de possiveis
interferentes sobre o sinal analitico do Cu (ll) foi avaliado. Foram testados
cations que poderiam estar presentes em cachacgas, conforme descrito por
Pinto et al (2005), os quais, consequentemente, poderiam formar quelatos com

a cuprizona. Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Efeito de possiveis interferentes na determinagéo de Cu (ll) (n=3).

Interferente Proporgao de Erro relativo
Cu (Il) : interferente (%)

®Chumbo 18; ] 222
1 1:1 + 6,02
1:1 + 5,52
Ferro (Il) 1:5 6,73
1:10 - 12,44
1:1 -7,13
Ferro (lI1) 1:5 -9.85
1:10 - 10,81
1:0,01 -5,53
“Niquel (II) 1:0,1 12,15
10,5 -10,10
A 1:1 - 8,36
Manganés 15 P
D 1:10 - 13,96
. 1:1 + 8,20
Aluminio 15 s 742
an 1:10 -454
1:1 +0,13
Zinco (ll) 1:5 2179
1:10 -1,52

A proporgao do possivel interferente foi reduzida, uma vez que nas demais proporgdes
estudadas a interferéncia foi intensa.

Considerando erros relativos de até 5%, todos os cations analisados
apresentaram interferéncia sobre o sinal analitico do Cu (Il), exceto Zn (lI).
Entretanto, os possiveis interferentes foram analisados por Espectrometria de
Absorcao Atdmica em todas as amostras de cachacas utilizadas neste
trabalho. O aluminio foi encontrado em seis amostras, porém em
concentragcdes abaixo do limite de quantificagcdo. O zinco foi encontrado em
duas amostras, porém também em concentragdes abaixo do limite de
quantificacdo. O ferro foi encontrado em apenas uma amostra, em
concentracdo abaixo do limite de quantificagcdo. Os demais metais ndo foram
detectados nas amostras de cachacas.

Estudos realizados por Caldas et al (2011), empregando Espectrometria

de Emissdao Atomica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES),
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mostraram que os metais supracitados foram encontrados em concentragbes
sempre mais baixas que a concentracdo de cobre em amostras de cachaca.

Portanto, os metais analisados n&do sao considerados interferentes em
potencial na determinagcdo de Cu (ll) empregando cuprizona como agente
quelante, para determinacao deste metal em amostras de cachaca.

5.2.2.2. Linearidade

Os resultados de regressdo mostraram que as variaveis estao
linearmente correlacionadas na faixa de concentragédo entre 0,75 e 5,00 mg/L

de Cu (Il), conforme mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Escala de cores (A) e curva analitica (B), obtidas pela analise de

solugdes-padrao contendo Cu ().
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O coeficiente de determinacao (r?) obtido esta de acordo com as normas
da ANVISA (2003), indicando, portanto, que existe uma resposta linear na faixa
supracitada.

O documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2011) sugere que a
linearidade seja avaliada através de testes estatisticos. Assim, a qualidade das
curvas analiticas foi averiguada através da analise de variancia (ANOVA) na
regressdo, a 95% de confianca. E importante ressaltar que a hipétese nula é
que ndo existe correlagdo entre x e y. O valor de p-valor = 1x10°® foi menor que
a = 0,05 e, portanto, a hipotese nula foi rejeitada, o que demonstra uma

correlacao significativa.

5.2.2.3. Efeito de matriz

Segundo o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2003), para
avaliagcao do efeito de matriz devem ser preparados dois grupos de amostras,
um com a matriz e outro isento desta, devendo ambos os grupos apresentar
concentragdo do analito idéntica em cada nivel de concentragdo de interesse.
Primeiramente, aplica-se o teste F para avaliar as variancias das replicatas em
cada nivel de concentracdo. Em seguida, aplica-se o teste t para comparagao
de médias, cuja formula a ser empregada depende dos resultados obtidos no
teste F. Caso faiculado < fiabelado, POde-se concluir que nao ha efeito de matriz.

Assim, a influéncia dos componentes da cachacga na quantificagado de Cu
(Il) foi avaliada pela comparacado de curvas analiticas construidas a partir da
analise de solugbes de Cu (ll) preparadas em agua destilada e em cachaga

isenta do analito em estudo, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Curvas analiticas construidas para Cu (ll) em agua (---) e
matrizada ( ).

ApoOs a realizagdo dos testes estatisticos, a 95% de confianga, os
resultados mostraram que os componentes da cachaga nao interferem na
quantificagdo de Cu (Il), pois feaculado < fabelado Para todos os niveis de

concentracao.

5.2.2.4. Limite de deteccao e limite de quantificagao

O limite de deteccado e o limite de quantificacdo, calculados com base
nos parametros da curva analitica, foram respectivamente iguais a 0,078 mg/L
e 0,261 mg/L.

Segundo o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2011), é
recomendado adotar o limite de quantificagdo como a concentragdo mais baixa
da curva analitica para analise em nivel de tragos. Esse limite deve ser testado
com amostras independentes, para verificar se a veracidade e precisao obtidas
sao satisfatorias. Assim, a veracidade e precisdo para o primeiro ponto da
curva analitica, ou seja, 0,75 mg/L de Cu (ll), foram avaliadas conforme
descrito nos itens 4.3.3.5 e 4.3.3.6. Os resultados obtidos, descritos em 5.2.2.5
e 5.2.2.6, foram satisfatorios e, portanto, o primeiro ponto da curva foi adotado

como o limite de quantificagdo do método.



43

5.2.2.5. Veracidade

Para avaliar a veracidade do método, foram feitos ensaios de
recuperagcao nos niveis 0,75, 2,88 e 5,00 mg/L, conforme descrito no item
4.3.3.5. Os resultados obtidos para a recuperagéo de Cu (Il) em cachacga isenta

do analito sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Porcentagens de recuperacao de Cu (ll), obtidas para os trés niveis

de concentracao estudados.

Concentragao Recuperagao (%)
(mglL) (n=7)
0,75 104,24
2,88 98,87
5,00 98,32

Os resultados de recuperagao foram comparados com os valores
descritos por Brito et al (2003), cuja recomendagao € que o intervalo de
recuperacao esteja entre 80 a 110%, para niveis de concentragéo de 100 ppb a
10 ppm. Portanto, todos os valores obtidos para a recuperagéo de Cu (ll) foram
satisfatorios.

Além dos ensaios de recuperacdo, a veracidade também foi avaliada
pela comparagao dos resultados obtidos através do método desenvolvido com
os resultados fornecidos por Espectrometria de Absor¢édo Atémica, conforme
mostrado na tabela 7, disposta no item 5.2.2.8. Como tcaiculado = 1,29 < tiabelado =
2,31, a 95% de confianga, podendo-se concluir que os resultados obtidos foram

satisfatorios.

5.2.2.6. Precisao

5.2.2.6.1. Repetitividade e precisao intermediaria

A repetitividade e a preciséo intermediaria do método foram verificadas

através de ensaios de recuperagao nos niveis 0,75, 2,88 e 5,00 mg/L e de seus



44

respectivos coeficientes de variagdao, conforme descrito no item 4.3.3.5. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Coeficientes de variagdo obtidos para os trés niveis de concentracao

estudados, em um intervalo de seis dias.

Coeficientes de variagao (%)

Dia (n=7)
0,75 mg/L 2,88 mg/L 5,00 mg/L
1° 10,0 8,9 8.4
60
14,4 10,2 11,5

Segundo Brito et al (2003), sdo aceitos coeficientes de variagdo de até
16% para niveis de concentragdo na ordem de 10° (ppm). Portanto, todos os

valores obtidos para os coeficientes de variagao foram satisfatérios.
5.2.2.7. Robustez

A robustez do método foi verificada através da variagdo do pH do
tampdo empregado na reagao colorimétrica e da troca da camera digital,
conforme descrito em 4.3.3.7. Os resultados obtidos para o efeito do pH sao

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados obtidos para a variagao do pH do tamp&o empregado na

reacgao colorimétrica, em trés niveis de concentragéo diferentes.

Erro relativo (%)

pH (n = 3)
0,75 mg/L 2,88 mg/L 5,00 mg/L
7,8 3,22 -3,95 4,08
8,2° ) ) )
3,80 479 3,38

Como os erros relativos foram inferiores a 5% para ambos os valores de
pH testados nos diferentes niveis de concentracdo, conclui-se que a variavel

pH nao apresentou efeito significativo na determinagao de Cu (ll).
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O efeito da troca da cdmera na quantificacdo de Cu (ll) foi avaliada pela
comparacgao de curvas analiticas construidas a partir da analise de solugbes de

Cu (Il) preparadas em agua destilada, conforme mostrado na Figura 15.
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Figura 15: Curvas analiticas construidas para Cu (ll) em agua, empregando as
cameras 7.2 MP (- - - ). e Sony Cyber-shot DSC-W610 14.1 MP (——).

Apo6s a realizacdo dos testes estatisticos, a 95% de confianca, os
resultados mostraram que a troca da camera nao apresentou efeito significativo
na quantificagdo de Cu (Il), pois fcaicuiado < tabelado Para todos os niveis de
concentragao.

Benedetti (2013) avaliou o efeito da troca da cdmera na determinagéo de
analitos de interesse alimenticio baseado em andlise de imagens digitais.
Foram testadas cinco cameras de modelos e resolugdes diferentes, das quais
duas eram céameras de celulares. Os resultados obtidos foram similares,

indicando que a troca da camera nao interfere significativamente nos mesmos.

5.2.2.8. Analise de amostras comerciais de cachaga

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacédo de Cu (ll) em

amostras de cachacas nao envelhecidas e envelhecidas, obtidas em
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supermercados das cidades de Vigcosa e Bom Jesus do Amparo. Os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Determinacédo da concentragdo de Cu (ll) em amostras comerciais
de cachacas n&o envelhecidas e envelhecidas (n = 3).

Método Método de .
Amostra referéncia Erro relativo (%)
proposto (mg/L) (mglL)

4ANE1 3,82+0,35 4,19 £ 0,04 -8,70
ANE2 1,64 £ 0,23 1,82 £ 0,01 -9,77
4ANE3 2,22 +0,18 2,09 £ 0,02 + 6,26
®ANE4 1,03 £ 0,11 1,02 £ 0,03 +1,01
4ANE5 <LQ <LQ -
®ANE6 1,78 £ 0,15 1,93 £ 0,01 - 7,61
4ANE7 <LD <LD -
"AE8 2,99 +0,18 2,79 £ 0,01 +7,16
®AE9 1,86 + 0,34 1,97 £ 0,02 - 5,41
°AE10 3,14 £ 0,21 3,41 +£0,03 - 8,03
"AE11 40,60 + 0,40 43,30 + 0,04 - 6,26

#ANE = amostra ndo envelhecida.

Tracos de Cu

°AE = amostra envelhecida

(Il) foram encontrados na maioria das amostras

analisadas. Na amostra ANE5 foi encontrada uma concentragédo de Cu (ll)

abaixo do limite de quantificacdo. Apenas na amostra ANE7 tal analito ndo foi

detectado.

De acordo com a Instrugdo Normativa n.13, de 29 de junho de 2005, do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005), o limite

maximo permitido de Cu (Il) em cachagas é de 5,00 mg/L. Assim, todas as

amostras analisadas apresentaram teores do analito dentro do limite

permissivel, exceto a amostra AE11, cuja concentracdo de Cu (Il) foi

aproximadamente oito vezes superior ao valor da legislagéo.

5.3. Determinacao de etanol em cachaga
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5.3.1. Reagéao colorimétrica

A cor resultante apés a realizagao da reagao colorimétrica pode ser uma
mistura de cores e, consequentemente, qualquer canal pode ser empregado
nas analises. Assim, foram monitorados os canais R, G e B para verificar qual
deles apresentava resposta linear em fungcdo da concentracdo. O canal R
atendeu a este requisito, sendo portanto, empregado para a determinagao de
etanol nos estudos realizados.

Para as diferentes concentragdes de acido sulfurico e dicromato de
potassio, foram obtidas curvas analiticas lineares, na faixa prévia testada,
apenas quando foram utilizadas solug¢des de concentragdes 4,5 mol/L e 0,075
mol/L, respectivamente.

Para as demais solugbes de acido sulfurico, foram obtidas coloracbes
azuladas na maioria das cavidades. Para a solugdo de dicromato em
concentracao inferior a supracitada, a coloracdo permaneceu amarelada na
maioria das cavidades, ja para solugdes com concentragdo maiores, foram
obtidas coloracbes esverdeadas bastante intensas na maioria das cavidades,
nao sendo observada uma escala de cores. Em todos os casos, os valores
RGB permaneceram praticamente constantes, impossibilitando a obtencéo de
curvas analiticas lineares.

O tempo de reacgao foi fixado em 4 minutos. Em valores inferiores a
esse, a coloragdo nas cavidades da placa permaneceu amarelada; ja em
valores superiores, a coloragado azulada comegou a prevalecer nas cavidades,
interferindo assim nos valores RGB e, consequentemente, na intensidade do

sinal analitico, conforme mostrado na Figura 16.
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Figura 16: Grafico da resposta analitica em fungao do tempo de reagao, obtido

para a solugao de etanol 50 % v/v.

5.3.2. Validagao do método

Os procedimentos realizados na validagdo do método foram baseados
nas orientacbes propostas no documento DOQ-CGCRE-008, do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagéo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011)
e na Resolugdo RE n° 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003).

5.3.2.1 Seletividade

Para verificar a seletividade do método, o efeito de possiveis
interferentes sobre o sinal analitico do etanol foi avaliado. Foram testadas
substancias que poderiam ser encontradas como subprodutos da fermentagéo
e/ou destilagcdo em bebidas contendo etanol, conforme descrito por Pinheiro et
al (2003) e na Instrugdo Normativa n.13, de 29 de junho de 2005, do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005). Os resultados séo

mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Efeito de possiveis interferentes na determinagéo de etanol (n=3).

Interferente Proporcéo de Erro relativo
etanol : interferente (%)
1:1 + 34,70
1:0,5 + 25,91
Metanol 1:0,1 + 11,94
1:0,05 +4,13
1:0,01 + 3,77
1:1 + 48,89
Propanol 1:0,5 + 14,23
1:0,1 - 1,01
1:0,5 +44,78
Isobutanol 1:0,1 + 13,53
1:0,01 - 3,52
1:1 + 88,44
1:0,5 + 64,09
Acetaldeido 1:0,1 + 22,09
1:0,05 + 9,32
1:0,01 - 0,28
Acetato de 1:0,5 + 5,05
etila 1:0,1 - 4,39

Dentre as substéncias testadas, todas apresentaram interferéncia
bastante significativa na determinacdo de etanol, exceto o acetato de etila. A
interferéncia produzida pelo metanol, propanol e isopropanol pode ser
explicada pelo fato dessas substancias apresentarem estrutura funcional
semelhante ao etanol, competindo com as mesmas reagdes € 0S mesmos

reagentes. Ja o acetaldeido apresenta certo carater redutor no meio reacional.
5.3.2.2. Linearidade
Os resultados de regressdo mostraram que as variaveis estéo

linearmente correlacionadas na faixa de concentragao entre 10 e 70 % v/v de

etanol, conforme mostrado na Figura 17.
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Figura 17: Escala de cores (A) e curva analitica (B), obtidas pela analise de

solugdes aquosas de etanol.

O coeficiente de determinagao (r?) obtido esta de acordo com as normas
da ANVISA (2003), indicando, portanto, que existe uma resposta linear na faixa
supracitada.

O documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2011) sugere que a
linearidade seja avaliada através de testes estatisticos. Assim, a qualidade das
curvas analiticas foi averiguada através da analise de variancia (ANOVA) na

regresséo, a 95% de confianca. E importante ressaltar que a hipétese nula é
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que nao existe correlagao entre x e y. O valor de p-valor = 2,62x10°° foi menor
que a = 0,05 e, portanto, a hipétese nula foi rejeitada, o que demostra uma

correlagao significativa.

5.3.2.3. Efeito de matriz

Segundo o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2003), um
procedimento alternativo para a avaliagdo do efeito de matriz € a comparacgao
das inclinagdes de um par de curvas analiticas. Caso as inclinagdes de ambas
as curvas de regressao linear forem as mesmas, o unico efeito de matriz
presente € a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito.

Assim, a influéncia dos componentes da cachaca na quantificacdo de
etanol foi avaliada pela comparag¢ao de curvas analiticas construidas a partir da
analise de solugbes de etanol preparadas em agua destilada e em cachacga
envelhecida e n&o envelhecida, sendo as ultimas construidas pelo método de

adicdo padrao, conforme mostrado na Figura 18.

1,4000
1,2000 4 y=00121x+04337 _
?=09909 _ ~
1,0000 1 y =0,0121x+ 0,4746 P
— =09900 @@ .els -
Qo800 0T L= -
i
80,6000 -
0,4000 - -~
y =0,0130x+ 0,2450
0,2000 - rr=0,9910
0,0000 . . : . . : .
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentragao (% viv)
Figura 18: Curvas analiticas construidas para etanol em agua (- --), em
cachaca nao envelhecida ( =——) e em cachaca envelhecida ( ======).

ApoOs a realizacdo dos testes estatisticos, a 95% de confianga, os

resultados mostraram que os componentes da cachaca interferem na
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quantificacdo de etanol, pois para a cachaca envelhecida fcacuiado = 3,19 >

tiabelado = 2,18 € para a cachacga néo envelhecida t.acuiado = 2,94 > tiabelado = 2,18.

5.3.2.4. Limite de deteccgao e limite de quantificagao

O limite de deteccado e o limite de quantificacdo, calculados com base
nos parametros da curva analitica, foram respectivamente iguais a 1,72 % v/v e
5,74 % viv.

5.3.2.5. Veracidade

Para avaliar a veracidade do método, foram feitos ensaios de
recuperacao nos niveis 15, 20 e 25 % v/v, conforme descrito no item 4.4.3.5.
Os resultados obtidos para a recuperagao de etanol sdo mostrados na Tabela
9.

Tabela 9: Porcentagens de recuperacédo de etanol obtidas para os trés niveis

de concentracao estudados.

Concentragao Recuperagao (%)
(% viv) (n=7)
15 99,56
20 98,25
25 98,79

Os resultados de recuperagdo foram comparados com os valores
descritos como Brito et al (2003), cuja recomendagcao € que o intervalo de
recuperacao esteja entre 98 a 102%, para niveis de concentragcédo superiores a
10%. Portanto, os resultados obtidos foram satisfatérios.

Além dos ensaios de recuperacdo, a veracidade também foi avaliada
pela comparacao dos resultados obtidos através do método desenvolvido com
os resultados fornecidos pelo método da Picnometria, seguindo o procedimento
recomendado pela A.O.A.C., 2006. Os resultados sdo mostrados na tabela 11,
disposta no item 4.3.2.8. Como tcaiculado = - 1,20 < ttabelado = 2,57, a 95% de
confianga, pode-se concluir que os resultados obtidos foram satisfatérios.



53

5.3.2.6. Precisao

5.3.2.6.1. Repetitividade e precisao intermediaria

A repetitividade e a precisédo intermediaria do método foram verificadas
através de ensaios de recuperacdo nos niveis 15, 20 e 25 % v/v e de seus
respectivos coeficientes de variagdo, conforme descrito no item 4.4.3.6. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Coeficientes de variacdo obtidos para os trés niveis de

concentracido estudados, em um intervalo de trés dias.

Coeficientes de variagao (%)

Dia (n=7)

15 % viv 20 % viv 25 % viv
1° 1,94 1,09 1,31
3° 2,22 1,85 2,71

Segundo Brito et al (2003), sdo aceitos coeficientes de variacdo de até
2,8% para niveis de concentragao superiores a 10%. Portanto, valores obtidos

para os coeficientes de variacdo foram satisfatorios.

5.3.2.7. Robustez

A robustez do método foi verificada através da troca da camera por uma
camera de modelo diferente e por um smartphone, conforme descrito em
4.4.3.7. O efeito da troca da camera na quantificagdo de etanol foi avaliada
pela comparagcdo de curvas analiticas construidas a partir da analise de

solugdes de etanol em agua destilada, conforme mostrado na figura 19.
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Figura 19: Curvas analiticas construidas para etanol em agua, empregando a
camerade 7.2 MP (= = =), de 14.1 MP (oo ) € o smartphone ( ——).

ApoOs a realizagdo dos testes estatisticos, a 95% de confianga, os
resultados mostraram que a troca da camera nao apresentou efeito significativo
na quantificacdo de etanol, pois ao comparar os coeficientes angulares das
curvas analiticas, tcaicuiado = 1,93 < ttabelado = 2,18 para o smartphone e tcaiculado =

1,77 < ttavelado = 2,18 para a camera de modelo diferente.
5.3.2.8. Analise de amostras comerciais de cachacga

O método desenvolvido foi aplicado para a determinagao de etanol em
amostras de cachagas n&o envelhecidas e envelhecidas, obtidas em
supermercados das cidades de Vigosa e Bom Jesus do Amparo. Os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11: Determinagdo do teor de etanol em amostras comerciais de

cachacas nédo envelhecidas e envelhecidas (n = 3).

Método Método de .
A Erro relativo
Amostra proposto referéncia (%)
%(vIv) %(viv) °
ANE4 36,3+1,3 35,3+0,1 +2,8
ANES5 34,6 £1,1 359+0,1 -3,6
ANE7 38,7+1,2 39,4 +0,1 -1,8
AE1 40,3 £1,7 41,7+ 01 -3,4
AE2 40,7 £ 1,7 40,5+ 0,1 +0,7
AE3 349+1,0 354 +0,2 -1,4

De acordo com a Instrugdo Normativa n.13 de 29 de junho de 2005 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005), a cachacga
deve apresentar graduacao alcoodlica de 38 a 48 % v/v. Assim, as amostras
ANE3, AE4 e AE5 apresentaram teores alcodlicos dentro da faixa permitida, ja
nas demais amostras os teores alcoolicos estavam abaixo do valor minimo

estabelecido pela legislagéo.
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6. CONCLUSOES

O método desenvolvido para a determinagdo de cobre em cachaga
apresentou vantagens como praticidade, rapidez, baixo custo, reduzido
consumo de reagentes e de geragado de residuos, além de nao necessitar de
um profissional capacitado para executa-lo. Essas vantagens tornaram o
método de facil execugéao e, portanto, adequado para analises in situ.

O método desenvolvido para a determinacédo de etanol em cachaca
pode ser considerado promissor, uma vez que todos os parametros de
validagao avaliados apresentaram resultados satisfatorios, além de apresentar
algumas vantagens em relagao a Picnometria, visto que esta técnica necessita
de controle acurado de temperatura, do uso de uma balanga de precisao e de
analise de uma amostra por vez.

Na etapa de validagdo do método, algumas cavidades da placa de
porcelana nao foram utilizadas, por apresentar valores de intensidade de cor
discrepantes, os quais podem ser explicados pela falta de homogeneidade da
iluminacdo dentro do equipamento. Com o intuito de tornar tal iluminacao
homogénea, novos estudos estdo sendo realizados, empregando materiais
difusores como policarbonato e/ou adicionando fitas de LEDs dentro do
sistema.

O sistema para captura de imagens € de facil construgdo e emprega
componentes de baixo custo, ademais, € versatil e robusto, podendo ser
empregado em analises in situ. Além disso, 0 método de spot test associado a
analise de imagens digitais permite o uso de aparatos comuns a sociedade
moderna, tais como cameras digitais, smartphones, webcans, etc. Por fim, o
método pode ser utilizado em analises quimicas, clinicas, médicas, forenses,
ambientais, sendo uma ferramenta analitica com elevado potencial.

O método foi aplicado na analise de amostras comerciais de cachagas
envelhecidas e n&o envelhecidas. Entre as dez amostras analisadas quanto ao
teor de cobre, apenas uma delas apresentou concentragcdo do ion metalico
acima do valor permitido pela legislacdo. Em relagdo ao teor de etanol, entre as
seis amostras analisadas, trés apresentaram concentracdo fora da faixa

estabelecida pela legislagéo.
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Anexo 1: Curvas analiticas obtidas pelo método de adigdo padrdo para a

determinacao do teor de etanol em amostras de cachagas envelhecidas e nao

envelhecidas.
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