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CORREA, Alan Carlos. Desenvolvimento de um sistema de analise em fluxo
para determinacdo de surfactantes anionicos em efluentes baseado em
imagens digitais. 2021. 52 f. Dissertacdo de mestrado em Quimica - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Os surfactantes anionicos sdo amplamente utilizados para limpeza em diversos
segmentos. No entanto, seu elevado consumo preocupa, uma vez que a inadequada
disposicao dos efluentes gerados ocasiona poluicdo ambiental. Portanto, faz-se
necessario um monitoramento continuo nos corpos hidricos, para assegurar que a
concentracéo ndo exceda o valor de 0,5 mg L%, limite estabelecido pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente. O método de referéncia 5540 do Standard Methods se
baseia na extracao liquido-liquido, em que o par idnico surfactante/azul de metileno
€ extraido da fase aquosa pelo solvente organico cloroférmio. Entretanto, este
procedimento é trabalhoso e demorado (3 analises/h), j& que envolve varias etapas,
e consome elevados volumes de amostra (100 mL) e de cloroférmio (35 mL). A
volatilidade do cloroférmio dificulta a repetitividade da medida espectrofotométrica e
exp0e o analista a vapores toxicos. Neste sentido, este trabalho objetiva desenvolver
um sistema instrumental, que determine os surfactantes anidnicos em efluentes de
forma automatizada através da analise em fluxo por injecdo sequencial (SIA) com
deteccdo feita por analise de imagens digitais (AID). No Sistema SIA-AID proposto a
automacao é feita via placa arduino, de acordo com macrocomandos pré-setados no
software SIAControl desenvolvido. Os trés reagentes (308 uL de cloroférmio, 433 L
de azul de metileno com tetraborato e 258 pL do padrdo do acido dodecil benzeno
sulfénico (LAS) ou amostra) sdo aspirados por uma bomba seringa para a camara
de mistura, através das portas 1, 2 e 3 da valvula solendide de 4 vias. Por inverséao
do sentido de fluxo a mistura € dispensada na célula de analise, onde ocorre a
formacdo de 2 fases, sendo a imagem digitalizada capturada pela webcam. A
analise dos dados é feita pelo software QuantColour desenvolvido, selecionando-se
uma éarea de 784 pixels da imagem digital na parte da fase organica, e as
intensidades das cores primarias RGB fornecidas no histograma permitem efetuar a
quantificacdo por regressodes lineares simples ou mdultiplas. O método do azul do
metileno adaptado para Sistema SIA-AID automatizado foi validado de acordo com a
RDC166/17 atendendo as figuras de mérito. Esse mostrou-se preciso (DPR<5%),
exato com recuperacdo entre 69,9 e 79,9 %, linear com R>= 0,99 de 0,19 a 1,94 mg
L-* do surfactante LAS, com limites de detec¢éo e quantificacdo de 0,059 e 0,198 mg
L1 respectivamente. Esse sistema foi aplicado com sucesso em amostras de
lavagem veicular. Ele destaca-se pelo seu potencial uso em rotina para quantificar
os surfactantes em 4guas, levando em conta sua alta frequéncia analitica de 23
determinacdes por hora. Esse contribui ainda com a quimica verde, considerando o
baixo consumo de cloroférmio, na extracdo liquido-liquido realizada em ambiente
fechado, o que reduz a intervencéo e a contaminacdo do operador, melhorando a
precisdo do método.

Palavras-chave: instrumentacdo; automacao; extracdo liquido-liquido; analise por
injecdo sequencial; analise por imagem digital.
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determination of anionic surfactants in effluents based on digital images. 2021.
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ABSTRACT

Anionic surfactants are widely used for cleaning in various industries. However, its
high consumption is a concern, since the inadequate disposal of generated effluents
causes environmental pollution. Therefore, continuous monitoring of water bodies is
necessary to ensure that the concentration does not exceed the value of 0.5 mg L-1,
a limit established by the National Environmental Council. The Standard Methods
reference  method 5540 is based on liquid-liquid extraction, in which the
surfactant/methylene blue ion pair is extracted from the aqueous phase by the
organic solvent chloroform. However, this procedure is laborious and time-consuming
(3 analyzes/h), as it involves several steps, and consumes high volumes of sample
(100 mL) and chloroform (35 mL). The volatility of chloroform makes repeatability of
the spectrophotometric measurement difficult and exposes the analyst to toxic
vapors. In this sense, this work aims to develop an instrumental system, which
determines anionic surfactants in effluents in an automated way through analysis in
sequential injection flow (SIA) with detection made by digital image analysis (AID). In
the proposed SIA-AID System, automation is done via an arduino board, according to
pre-set macro commands in the developed SIAControl software. The three reagents
(308 pL of chloroform, 433 pL of methylene blue with tetraborate, and 258 pL of
dodecyl benzene sulfonic acid (LAS) standard or sample) are aspirated by a syringe
pump into the mixing chamber, through the ports 1, 2, and 3 of the 4-way solenoid
valve. By inverting the flow direction, the mixture is dispensed into the analysis cell,
where the formation of 2 phases occurs, with the digitized image being captured by
the webcam. Data analysis is performed using the developed QuantColour software,
selecting an area of 784 pixels from the digital image in the organic phase, and the
primary RGB color intensities provided in the histogram allow quantification by simple
or multiple linear regressions. The methylene blue method adapted for the
Automated SIA-AID System was validated in accordance with RDC166/17 taking into
account the figures of merit. This proved to be accurate (DPR<5%), accurate with
recovery between 69.9 and 79.9%, linear with R? = 0.99 from 0.19 to 1.94 mg L of
the LAS surfactant, with limits detection and quantification of 0.059 and 0.198 mg L
respectively. This system has been successfully applied to vehicle wash samples. It
stands out for its potential routine use to quantify surfactants in water, taking into
account its high analytical frequency of 23 determinations per hour. It also
contributes to green chemistry, considering the low consumption of chloroform, in the
liquid-liquid extraction carried out in a closed environment, which reduces operator
intervention and contamination, improving method accuracy.

Keywords: instrumentation; automation; liquid-liquid extraction; sequential injection
analysis; digital image analysis.
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1 INTRODUCAO

Um quinto dos sistemas aquéticos que mantém o0s ecossistemas em
funcionamento e alimenta uma populacdo mundial em expansédo encontram-se
afetados e ameacados, a medida que rios, lagos e aquiferos estdo secando ou
sendo poluidos (JACOBI et al., 2016).

Setores como o0s de lavagem veicular merecem destaque devido ao
grande volume de efluentes gerados (PANIZZA & CERISOLA 2010; TEIXEIRA,
etal., 2003). Dentre o0s componentes presentes nestes efluentes, os
surfactantes anibnicos chamam a atencdo devido a grande quantidade
utilizada, assim como sua toxicidade para o meio ambiente.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o elevado
consumo de surfactantes em todo o mundo é motivo de preocupacdo em
termos de poluicdo global. Neste sentido, 6rgdos ambientais tem se esforcado
para monitorar e tomar as medidas cabiveis para diminuir a contaminagao por
estas substancias. No Brasil, o limite de 0,5 mgL foi estabelecido em 2005,
pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), como a concentracao
maxima de surfactantes aniénicos totais que podem estar presentes em aguas.

Devido a este cenario, o desenvolvimento de métodos e/ou ferramentas
de monitoramento para a determinacdo de surfactantes anidnicos totais em
aguas sao realmente importantes para a sociedade.

O método padrdo empregado para a determinacdo de surfactantes
anionicos baseia-se na formacdo de um par idnico entre surfactantes e o
corante catiénico azul de metileno (MB). O par i6nico € entdo extraido com
cloroformio e a absorbancia da fase organica é medida a 662 nm. A
absorbancia do extrato organico é proporcional a concentracdo de surfactantes
aniodnicos totais nas amostras (APHA, AWWA, WPCF, 1992).

Embora o método padréo seja o mais utilizado para determinacdo de
surfactantes aniénicos, alguns grupos de pesquisa vém trabalhando no
desenvolvimento de métodos alternativos para este tipo de analise. Métodos
potenciométricos usando eletrodos ion seletivos sdo os mais baratos, apesar
de ndo haver muitos eletrodos comerciais disponiveis (BARO-ROMA et al.,
1993; SANCHEZ et al., 2001; CORTINA et al., 2008). A literatura também relata

uma série de métodos cromatograficos para a determinacdo de surfactantes
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anioénicos (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2005; ALZAGA et al., 2003; GOMEZ,
et al., 2011). A principal vantagem desses métodos é a elevada seletividade,
uma vez que permitem a discriminacdo de diferentes surfactantes nas
amostras, e nao apenas a determinacdo das concentracdes totais de
surfactantes anidnicos, porém, o alto custo da instrumentacdo os tornam
inacessiveis para a maioria dos laboratérios (GOMEZ, et al., 2011).

Diante de uma politica ambiental cada vez mais severa, na qual se tem
buscado o estabelecimento de padrbes de concentracdo cada vez menores
para os poluentes presentes nos efluentes, as industrias tém sido levadas a
ajustar os processos existentes, por meio da adocdo de procedimentos que
visam a menor geragdo ou a remocao de elementos téxicos dos efluentes
gerados (JIMENEZ et al., 2004). Neste sentido, o desenvolvimento de sistemas

de analise que emprega a menor quantidade de reagentes se torna necessario.

1.1 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo amplamente utilizados em diversos segmentos na
industria téxtil, de alimentos, de cosmeéticos, em processos de lavagem e
outros. Estes sdo constituidos por um grupo de compostos que contém nas
moléculas partes hidrofébicas e hidrofilicas. Esta caracteristica € a responsavel
por suas propriedades fisicas e quimicas especificas (solubilidade em liquidos
polares e nao polares, capacidade de formar micelas, adsorcdo nos limites das
fases e reducdo da tensdo superficial) (OLKOWSKA et al., 2012). Esses
compostos sdo classificados em iénicos (anibnicos e catidnicos), ndo idnicos
ou anfotéricos, de acordo com o0 grupo presente na parte polar como
exemplificado na Figura 1 (OLKOWSKA et al., 2012).

Figura 1- Representacdo esquematica dos surfactantes

parte hidrofébica parte hidrofilica

1
]
1
catidnicos /\/\/\/\/\1 +
1
1
Py !
aniénicos /\/\/\/\/\1 -
1
1
1
anfoteros /\/\/\/\/\1 +
1
1
1
nio idnicos /\/\/\/\/\:
1
1

Fonte: Felipe & Dias, 2017.
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Estes compostos estdo entre os principais xenobioticos utilizados que
sdo despejados nos ambientes aquaticos (SIGOILLOT & NGUYEN, 1992;
MARGESIN & SCHINNER, 1998; EICHHORN et al., 2002). Sdo nocivos aos
seres humanos, mamiferos, peixes e a vegetacao, por serem 0S responsaveis
pela formacdo de espuma nos rios e reduzirem a qualidade da &gua
(ABOULHASSAN et al., 2006).

1.1.1 Surfactantes anidbnicos

Surfactantes anidnicos sao substancias cujas moléculas possuem carga
elétrica negativa em sua parte hidrofilica (ver Figura 1), sendo a maior classe
dos surfactantes utilizados (MATHIS, 1992). SO no Brasil, teve uma expectativa
de 51 % da producado total do mercado de surfactantes em 2018 (BNDES,
2014). A base principal dos detergentes comercializados é o alquilbenzeno
linear sulfonado (LAS). A escolha pelo LAS se da devido as rotas de fabricagao
serem consideradas as mais eficazes e econbmicas, além de possuir
vantagens técnicas inerentes a sua estrutura quimica e as suas propriedades
fisico-quimicas. Sabe-se que o LAS tem uma alta toxicidade, porém seu tempo
de permanéncia no meio ambiente € curto em relacéo a outros surfactantes.

Entre os problemas ambientais decorrentes do acumulo de LAS nos
recursos hidricos destaca-se a formacdo de espumas nas superficies dos
corpos d’agua que impede a penetracdo de raios solares, prejudicando a vida
aquatica, além de maximizar a dificuldade do tratamento destas aguas
(GONCALVES, 2015). Além disto, outros problemas sao evidenciados, como a
diminuicdo da concentracdo de elementos necessarios para a vida aquatica
(por exemplo oxigénio dissolvido), aumento da concentracdo de compostos
xenobidticos, como BPCs (bifenilaspolicloradas) e HPAs (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos) presentes no sedimento (HAIGH, 1996).

Devido ao baixo custo de fabricacdo e sua O6tima performance de
detergéncia, os surfactantes aniénicos sdo utilizados em maior volume do que
guaisquer outros na industria de detergentes (SCHEIBEL, 2004; PONS et al.,
1997).



14

1.1.2 Métodos de determinacdo de surfactantes

Uma das maiores dificuldades na determinagdo de surfactantes
anibnicos em amostras ambientais (em especial na matriz agua) € a baixa
concentracdo destes analitos, além da diversidade estrutural dos surfactantes
utilizados. Além disto, a maioria dos métodos utilizados envolve a pré-
concentracdo de amostras ou extracdo por fase soélida ou extracdo liquido-
liquido, o que acaba configurando uma etapa adicional (JOZANOVIC, 2019).

Os métodos colorimétricos sdo os mais utilizados na determinacdo de
surfactantes aniénicos em solucfes aquosas. O método oficial de analise para
determinacao de surfactantes aniénicos é descrito pelo Standard Methods for
the Examination of Water & Wastewater — Método 5540 C (APHA, AWWA,
WPCF, 1992). O método baseia-se na formacdo de um par iGnico entre 0s
surfactantes anidnicos (AS) e o azul de metileno (MB), de acordo com a reacéo
descrita na Figura 2.

Figura 2 - Representacdo esquematica da reacao de formacao do par idnico
entre o surfactante aniénico (AS) e azul de metileno (MB)

O JOO, [0+ [ o]

NiMe}, (el Nods),
AS () AS-MB

Fonte: JURADO et al., 2006.

Para tanto, sdo executadas trés extracfes sucessivas em 100 mL de
amostra previamente alcalinizada com adicdes de 15, 10 e 10 mL de
cloroformio respectivamente (Figura 3). O par ibnico é determinado por
espectrofotometria, medindo-se a absorbancia em 650 nm (JURADO et al.,
2006). Este método envolve a extracdo liquido-liquido, onde ha um grande
consumo de solvente organico cloroférmio (35 mL por analise), grande
utilizacdo de material laboratorial em vidro (funis de separacdo), além de um

grande tempo de analise (aproximadamente 20 minutos por andlise).



Figura 3 — Procedimento adotado pelo método oficial do Standard Methods.
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Fonte: Adaptado de Jurado et al., 2006.
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Com o intuito de diminuir a quantidade de solvente organico e o tempo

de analise, Jurado e colaboradores (2006) propuseram uma adaptacao a este

método reduzindo a quantidade de solvente organico para 5 mL e o tempo de

analise para aproximadamente 10 minutos, obtendo-se resultados satisfatorios

comparados ao oficial (Figura 4).

Figura 4 — Procedimento adotado por Jurado e colaboradores (2006) para

determinacao de surfactantes anionicos.
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Apesar da reducdo no consumo de reagente e tempo de analise em
relacdo ao método oficial, este ainda apresenta desvantagens como, exposi¢ao
do analista a vapores toxicos, dificuldades na leitura devido a evaporacdo de
solvente, consumo de reagente e tempo de andlise.

Outras técnicas analiticas foram desenvolvidas para a determinacéo de
surfactantes, sendo as potenciométricas e espectrofotométricas as mais
aplicadas as medicdes em batelada e em fluxo em alguns produtos detergentes
comerciais, inclusive os resultados concordam bastante bem com os dados
obtidos utilizando o método espectrofotométrico padrdao de azul de metileno
(ALONSO et al., 1995).

Apesar destes métodos serem 0s mais utilizados, € de grande
importancia o desenvolvimento de sistemas alternativos que trabalhe com

volumes menores de solvente organico toxico e menor tempo de analise.

1.1.3 Extracgao liquido-liquido (LLE) na determinagéo de surfactantes

A extracdo liquido-liquido (LLE) € uma técnica simples de separacao e
purificacdo de compostos por meio da diferenca de solubilidade dos solventes
utilizados. E amplamente utilizada para a determinac&o de surfactantes ibnicos
e nao ibnicos em amostras ambientais. Esta baseia-se na distribuicdo ou
separacdo de compostos entre duas fases liquidas imisciveis ou parcialmente
misciveis (HIDAYAH & ABIDIN, 2017). Metodologicamente sdo adicionados
solventes organicos apropriados as amostras (cloroférmio para extracdo de
surfactantes anidnicos e catiénicos, diclorometano e acetato de etila para
surfactantes ndo i6nicos) 0s quais sdo responsaveis pela extracdo dos
surfactantes da fase aquosa (KOGA et al.,, 1999; JURADO et al., 2006;
IDOUHAR et al., 2008; WYRWAS et al., 1998; NAGARNAIK et al., 2010).

A LLE tem como principal vantagem a capacidade de ser utilizada
durante a determinacdo da concentracdo total de surfactantes anidnicos,
catibnicos e nao ibnicos em amostras ambientais, as quais geralmente contém
muita matéria soélida. Além disto, a LLE é considerada a técnica mais eficiente
para extracdo de surfactantes catidnicos de amostras liquidas (MARTINEZ-
CARBALLO et al., 2007).

Por outro lado, LLE envolve um grande tempo de andlise (etapas de

limpeza), grande consumo de solvente organico e producdo de residuos



17

7z

toxicos. Diante destas desvantagens, € de grande importancia o
desenvolvimento de sistemas de analise que trabalhe com volumes menores,
assim como aumente a velocidade analitica nas determinagbes (MARTINEZ-
CARBALLO et al., 2007).

1. 2 EMPREGO DA IMAGEM DIGITAL NA ANALISE DE ESPECIES QUIMICAS

A andlise de imagens digitais (AID) € uma técnica de ampla aplicacgao,
rapida, de baixo custo e ndo destrutiva, que possui diferentes dispositivos de
aquisicdo como camera digital, scanner, webcam, camera de dispositivos
moveis (GRASEL et al., 2016). Esta metodologia tem sido empregada com
maior frequéncia na andlise de espécies quimicas. Além disto, a andlise
multivariada associada a AID, tem se tornado mais interessante devido a
evolucado dos dispositivos de captura, que podem ser aplicados em diferentes
campos da ciéncia e tecnologia (FERNANDEZ-OLIVERAS et al., 2013).

Sao encontrados trabalhos sobre aplicagdo de imagens digitais em
diversas areas como alimentos, engenharia, farmacéuticas, agricultura,
ciéncias forenses e como uma frente de estudo bastante promissora na area de
guimica, devido aos constantes avancos tecnoldgicos dos hardwares e
softwares de aquisicdo e tratamento de imagens digitais (DALEN, 2004;
GODOY et al., 2007; CREMAM et al., 2009).

Lima e colaboradores (2013) propuseram uma metodologia que utiliza a
analise de imagens digitais, utilizando o modelo de cor RGB, adquiridas de
uma webcam com sensor CCD acoplada a um micro analisador lab-made,
utilizando resina de uretano-acrilato, de fluxo descontinuo. A metodologia
estudada foi comparada a metodologia de referéncia espectrofotométrica e os
resultados concordaram apresentando 95% de confianca (LIMA et al., 2013).

Masawat e colaboradores (2015) desenvolveram um colorimetro de
imagem digital por IPhone como uma ferramenta portatil para determinacao de
tetraciclina em leite bovino. Os autores desenvolveram um aplicativo de home
ColorConc para a plataforma do IPhone utilizando algoritmos da imagem para
determinar a concentracdo. Foram medidos os parametros de cor R, G, B,
matiz, saturacdo, brilho e cinza para cada solugcdo padrdo. Os resultados
obtidos empregando o dispositivo ndo apresentaram diferenca significativa em

nivel de 5% quando comparados ao método de referéncia espectrofotométrico.
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Feiteira e colaboradores (2015) desenvolveram um método de analise
de surfactantes anionicos baseado na substituicdo de CHCIs por espuma de
poliuretano (PUF) para a extracdo de um par i6nico formado entre azul de
metileno (MB*) e surfactantes anidnicos. Além disso, as espécies coloridas
retidas em PUF foram medidas diretamente na superficie da espuma tratando
imagens digitais adquiridas por um scanner (SANCHES-MARTINEZ et al.,
2005).

Apesar da utilizagdo destas ferramentas no tratamento de diversas
matrizes, sdo poucos os trabalhos voltados para a andlise de residuos

contendo surfactantes.
1.2.1 Modelos de cores

Modelos de cores sdo modelos matematicos que descrevem a maneira
como as cores podem ser representadas por nimeros, para serem descritos de
forma consistente em varias midias. O objetivo dos modelos de cores € permitir
a especificacdo de cores em um formato padronizado e aceito por todos. Em
linhas gerais, um modelo de cores € uma representacao tridimensional na qual
cada cor é representada por um ponto no sistema de coordenadas 3-D (FILHO
& NETO, 1999).

Os modelos mais utilizados para representacéo de cores sdo: RGB (red,
green, blue), CMY (cyan, magenta, yellow), CMYK (variante do modelo CMY,
onde K denota black), YCbCr (padrédo normalizado pela recomendacédo ITU-R
BT.601 e utilizado em varias técnicas de compresséo de video), YIQ (padréo
NTSC de TV em cores) e HSI (hue, saturation, intensity), as vezes também
denominado HSV (hue, saturation, value) (FILHO & NETO, 1999; GONZALES
& WOODS, 2008).

1.2.2 Modelo RGB

RGB é a abreviatura do sistema de cores aditivas formado por
vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue). E um modelo de adicdo de cores,
no qual o vermelho, o verde e o0 azul sdo somados de varias maneiras para
reproduzir uma ampla quantidade de cores (SCURI, 2002; SOUZA et al., 2004).

Este modelo é baseado em um sistema de coordenadas cartesianas, que pode


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cor
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ser visto como um cubo onde trés de seus vértices sdo as cores primarias e 0s
outros trés as cores secundarias (FILHO & NETO, 1999). Neste sistema, cada
cor é representada por trés eixos que sdo perpendiculares um ao outro,
representando o vermelho, verde e azul, originando-se no ponto zero de

intensidade de seus eixos correspondentes (CORREA et al., 2014).

Figura 5 - Modelo representacional do cubo de cores RGB
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e

Blue

255/0/0
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Fonte: Correa et. al, 2014.

Pode-se notar na Figura 5 que na origem (0,0,0) localiza-se a cor preta e
guando todas as bandas alcancam o seu valor maximo (255, 255, 255) tem-se
a cor branca. Na diagonal que liga a origem com o ponto maximo situam-se 0s
niveis de cinza. As cores (bandas) primarias vermelha, verde e azul sdo
aditivas, isto é, sua contribuicdo individual € somada para formar a cor
resultante (SOUZA et al., 2004).

O propdsito principal do sistema RGB é a reproducdo de cores em
dispositivos eletrbnicos como monitores de TV e computador, retroprojetores,

scanners e cameras digitais, assim como na fotografia tradicional.

1.3 SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

Os sistemas de analise em fluxo derivam do aperfeicoamento de
técnicas analiticas com a finalidade de minimizar o consumo de reagentes,
assim como os residuos gerados, além de diminuir a intervencédo do operador.
Como consequéncia, estes sistemas diminuem a contaminacdo, aumentam a
frequéncia analitica e melhora a exatidao e precisdo dos métodos empregados
(RUZICKA e HANSEN, 1980). Tem como conceito basico a introducdo da
amostra em um fluido carregador, cuja funcdo é deslocar a zona de amostra

introduzida ao longo de todo o sistema até o detector (MASINI et al., 2010).
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Sao constituidos basicamente por uma bomba peristéltica ou seringa (pistéao),
injetor comutador, valvula solendide ou valvula seletora, bobina de reacéo para
a formac@o da espécie de interesse e um detector responsavel pelo sinal
analitico transiente (MASINI et al., 2010).

Estes sistemas apresentam grande versatilidade nas andlises, podendo
ser adaptados as condi¢cdes necessarias de trabalho (meio &cido, alcalino,
diferentes temperaturas) e podem ser acoplados a diversos equipamentos
como os de absorcdo molecular, absorcéo atbmica, voltamétricos, entre outros.
Ao longo do percurso analitico podem receber reagente e passar por etapas de
processamentos, tais como: extracdo liquido-liquido, pré-concentracao,
geracao de fase gasosa para separar o analito, diluicdo em linha e dialise por
membrana permeavel a gas (KRONKA et al., 1997).

Ruzicka e Marshall (1990), desenvolvem o conceito denominado de
analise por injegao sequencial (SIA), do inglés “Sequencial Injection Analysis”,
onde teve como principal objetivo a implementacdo de sistema mais versatil,
robusto e de baixo consumo de reagente. O sistema SIA é formado por uma
valvula seletora (¢ o componente principal do sistema, contendo de seis a dez
portas, além de uma porta central, que tem acesso a cada uma das outras com
a rotacdo da valvula), que promove a aspiracdo sequencial da amostra e
reagentes em direcdo a uma bobina coletora, e um dispositivo de propulsao
(geralmente um pistdo, na qual é posicionada no canal central da valvula
seletora com acesso a amostra, reagentes, reatores e detector) (MASINI &
SANTOS, 2010) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema tipico de um sistema de analise por inje¢cdo sequencial
(SIA)
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Fonte: Masini & Santos, 2010.
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Os sistemas SIA foram concebidos no sentido de simplificar
mecanicamente os sistemas FIA, facilitando a implementacdo dos métodos em
fluxo no monitoramento on-line de processos industriais, onde robustez,
estabilidade por longos periodos, baixa necessidade de manutencéo,
calibracdo automética e automacao sao requisitos essenciais (MELCHERT et
al., 2012).

Poucos trabalhos s&o encontrados na literatura com o emprego dos
sistemas SIA para determinacdo de surfactantes anidbnicos em agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consiste em desenvolver um sistema de
analise em fluxo automatizado com deteccao por imagem digital voltado para a
determinacdo de surfactantes anidnicos em efluentes provenientes da lavagem

veicular.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Este trabalho tem como objetivo especifico:

e Desenvolver e montar o sistema instrumental para realizar a analise em

fluxo (SIA) e a deteccao por imagem digital,

e Automatizar o sistema instrumental proposto para controlar a execucéo
dos experimentos e a aquisicdo de dados empregando softwares lab-
made;

e Definir as condicbes experimentais metodolégicas do sistema
instrumental proposto para surfactantes aniénicos.

e Validar o método proposto e aplicar o sistema SIA na quantificacédo de

surfactantes anidnicos em efluentes de lava-rapido.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTACAO

O sistema instrumental automatizado para analise sequencial em fluxo
empregando analise de imagens digitais proposto para a determinacao de
surfactantes anionicos foi montado de acordo com o esquema da Figura 7.
Esse é composto por uma bomba de pistdo (KloehnVersapump 3) com
capacidade de 2,5 mL; uma camara de mistura (tubo de Teflon 2 metros);
valvulas solendides de trés e quatro vias (NReserarch, West Caldwell, EUA);
uma célula de analise (pipeta de Pasteur com capacidade de 2,5 mL); uma
luminéria de mesa (com LED branco); um tubo de PVC para suporte da célula
de analise, equipado com um anteparo de polietileno (PE) branco; uma bomba
peristaltica (GOSO 16 de 1.2 Kgf de torque); uma webcam (Logitech HD Pro
C920); uma placa arduino mega 2560 R3; um moédulo de reles e um

microcomputador. Todo o sistema foi envolto por uma caixa de vidro.

Figura 7 - Esquema do sistema em fluxo automatizado desenvolvido neste
trabalho para a determinacéo de surfactantes anionicos.
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3.1.1 Célula de analise

A célula de analise foi desenvolvida empregando um tubo de PVC (4,25

cm de didametro e 18,8 cm de comprimento) perfurado para entrada de uma
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pipeta de Pasteur (volume interno de 2,5 mL), responsavel pela entrada de
reagentes e leitura da amostra (Figura 8). Proximo a extremidade de leitura foi
inserido um anteparo de polietileno de coloracdo branca com objetivo de

espalhar a luz proveniente da luminaria de forma homogénea.

Figura 8- Foto da célula de andlise desenvolvida vazia (A) e em uso com a
fonte luminosa de LED e da amostra com azul de metileno (B)

(A) (B)
[ e -

(

Fonte: proéprio autor

3.1.2 Camara de mistura

A camara de mistura foi feita utilizando-se um tubo de teflon (2,0 mm de
diametro x 2,0 metros de comprimento) enrolado em um cano de PVC, cujo
objetivo € de misturar sequencialmente os reagentes e encaminhar para a

célula de analise (Figura 9).

Figura 9 - Camara de mistura do sistema SIA desenvolvido

Fonte: proprio autor

3.1.3 Valvulas solendides

Foram utilizadas vélvulas solenéides de baixa pressao de trés e quatro
vias (NReserarch, West Caldwell, EUA). As valvulas de trés vias (Figura 10 A)
foram utilizadas com os objetivos de: contencéo (evitar contaminacdo do
sistema em caso de vazamentos), limpeza (limpar a célula de analise apds
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cada determinacgdo) e controle (controlar a entrada e saida dos reagentes na
célula de analise). A valvula de quatro vias (Figura 10 B) foi empregada para
aspirar as solucdes a serem levadas a camara de mistura e encaminhar até a

célula de leitura.

Figura 10- Fotos das valvulas solendides de trés vias (A) e quatro vias (B).

(A) (B)

Fonte: proéprio autor.

Estas valvulas sdo compostas basicamente de um pistdo de aco
inoxidavel que se expande (aberta — ligada) ou comprime (fechada — desligada)
duas membranas de politetrafluoretileno (PTFE), mudando as vias dos canais

das solucoes.
3.1.4 Bomba peristaltica

Neste trabalho foi utilizada uma bomba peristaltica composta por um
motor de passo (GOSO 16 de 1.2 Kgf de torque), adaptado em seu eixo um
cabecote cilindrico de 6 roletes que esmagam um tubo de silicone de 2 mm de
diametro, empurrando ou puxando as solucdes utilizadas no sistema (Figura
11). O funcionamento desta bomba se da por meio do drive A4988 acionado

via arduino.

Figura 11 - Esquema da Bomba Peristéltica e do driver A4988

Fonte: Adaptado do site https://pt.aliexpress.com/item/33029665209 e do site
https://br.pinterest.com/pin/239394536425577822/?Ip=true
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3.1.5 Bomba de pistdo Kloehn Versapump 3

Foi utilizado uma bomba de pistdo (KloehnVersapump 3) com seringa
de vidro com capacidade de 2,5 mL (Figura 12). O acionamento do pistédo e da
vélvula seletora foi controlado por um microcomputador via porta RS232
através do software lab-made (SIA Control).

Figura 12 - Bomba de pistédo KloehnVersaPump 3

Specifications
Physical
[

VersaPump 3 "“

VOTOR PASSO

1200 19 38 4% baud, § duta s, Procisien J2ACY E8N M SINMOCININ "
1902 -—

SOuBA O PaTAD 53 b, ro panity, Nl dpien

Fonte: Hardware user's Manual for the Versapump 3.

3.1.6 Microcomputador

Foi utilizado um microcomputador Intel Core 2 Duo Q8200 de 2.33 GHz,
4 GB de RAM com velocidade de 533 MHz. HD SSD Kingston A400, 120 GB.
Placa de video NVIDIA Geforce GT430 — 1 GB DDR3 128-bits. Windows 7, 32
bits. Monitor SyncMaster 710N de 15”.

3.1.7 Placa Arduino

Para o acionamento da bomba de pistdo e valvulas solendides foi

utilizado uma placa Arduino Mega 2560 R3 (Figura 13).

Figura 13 — Imagem da placa Arduino Mega 2560 R3 com os pinos e layout do
Arduino Mega

TLOCIT LTI

Fonte: Hochenbaum et al., 2013.



27

A programacédo da placa Arduino Mega 2560 foi realizada utilizando o
IDE (Versdao 1.6.5 -
http://Arduino.cc/en/Main/Software.

Arduino Windows) disponivel gratuitamente de

3.1.8 Webcam Logitech HD Pro C920

Foi utilizado uma Webcam Logitech HD Pro C920 cujas especificacdes

estdo descritas na Tabela 1 para a captura das imagens digitais provenientes

do sistema SIA proposto.

Tabela 1 - Especificacdes Técnicas da Webcam Logitech HD Pro C920

TIPO DE CONEXAO
PROTOCOLO USB

USB VID_PID

SUPORTE AUVC
MICROFONE

TIPO DE MICROFONE

TIPO DE LENTES E SENSOR
TIPO DE FOCO

RESOLUGAO OPTICA

CAMPO DE VISAO (CDV) DIAGONAL
CAMPO DE VISAO (CDV) HORIZONTAL
CAMPO DE VISAO (CDV) VERTICAL
COMPRIMENTO FOCAL

CAPTURA DA IMAGEM (4:3 PADRAO)
CAPTURA DA IMAGEM (16:9 W)
CAPTURA DE VIDEO (4:3 PADRAO)
CAPTURA DE VIDEO (16:9 W)

TAXA DE QUADROS (MAX.)
RIGHTLIGHT

FORMATO DE VIDEO

REQUISITOS DE SISTEMA

usB

USB 2.0

082D

SIM

SIM

ESTEREO

VIDRO

AUTOMATICO

REAL:3 MP

SOFTWARE OTIMIZADO: 15 MP
78,0°

70,42°

43,3

3,67MM

N/D

2,0 MP, 3 MP*, 6 MP*, 15 MP*
N/D

360 P, 480 P, 720 P (HD), 1080 P (FULL HD)
1080 P A 30 FPS

RIGHTLIGHT 2

RGBDE 24 BITS (8 BITS POR CANAL)

REQUISITOS BASICOS

MINIMO DE CPU = 1,0 GHZ

CPU RECOMENDADA = CORE 2 DUO 2,4 GHZ OU SUPERIOR
MINIMO DE RAM = 256

RAM RECOMENDADA = 2GB

REQUISITOS DE HD

MINIMO DE CPU = CORE 2 DUO 2,4 GHZ OU SUPERIOR

CPU RECOMENDADA = |7 QUAD CORE 2,6 GHZ OU SUPERIOR
MINIMO DE RAM = 2GB

RAM RECOMENDADA = 4 GB

COMPATIBILIDADE
WINDOWS® 7 OU SUPERIOR
MACOS 10.10 OU SUPERIOR
CHROME OS™

Fonte:
Especificacbes-técnicas-do-C920>

Adaptado do site LOGITEC.

Disponivel em <https://support.logi.com/hc/pt-br/articles/360023307294-
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O software utilizado para captura das imagens foi o Logitech® Webcam
Software (versdo 2.3). Os arquivos foram armazenados no formato de JPEG
(Joint Photographic Experts Group) com compressdes de 95% de qualidade
(Figura 14). As imagens JPEG (ou JPG como também é chamado) aceitam ao
redor de 16,8 milhGes de cores e os arquivos podem ter diferentes niveis de
compressdo. Quanto maior for a compressdo, menor ser4d o0 tamanho do
arquivo e a sua qualidade.

As cores possiveis em uma imagem digital de 24 bits sdo produzidas
usando 8 bits para cada cor (vermelho, verde e azul) no espaco de cores RGB.
Isso fornece 28 ou 256 valores para cada uma das trés cores, que combinadas
permitem 256 x 256 x 256 ou 16.777.216 cores.

FIGURA 14 - Propriedades da imagem proveniente da Webcam Logitech HD
Pro C920

Noene do anquino: [c2110300 |
Pasta [D:\GuantCelour\Curva 11-03-194 |
AMalho completo [D-\GusrtColour\Curva 1103192110300 |
Compressio. [JPEG. qualty: 95. subsampling ON (2x2) |
Resolugio [96 | = |96 | PPP Aterar
Tamark original: [1920x 1080 Puceds (207 MPocels) (16:9) |
Tamanho atual [1920x 1080 Peceds (207 MPrcels) (16:5) |
Tam. impressBo jem [50.8x 286 een: 20.00 x 11,25 inches |
Cores orginais: |I'B_? Milhées (24 EdsPerProsl) |
Cores atuais: [16.7 Milhdes (24 BitsPerPeosl) |
N% de cores primdnas:  [38855 | EContagem Automatica
Tamariha no disca: [186.22 KB (150 687 Bytes)

Tamanho meménia atual: [5.93 ME (6.220.840 Bytes)
indica ds pasts stusl |5 /26

Dataors do Srquive: |{:-5.euar2-:}ua S 02:26:33
Camegads em |31 milisagundos

Fonte: software IrffanView (versdo 4.58 — 64 bits)

A webcam foi posicionada em um tubo de PVC para diminuir o efeito
da iluminacdo exterior, focando apenas na iluminacdo dentro da célula de
analise (proveniente da luminaria de mesa). As imagens capturadas e
armazenadas no software foram salvas no computador para posterior analise
das intensidades RGB. A Figura 15 traz a imagem da webcam utilizada neste

trabalho.
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Figura 15 - Imagem da (A) Webcam Logitech HD Pro C920 e (B) Imagem da
célula de andlise feita pelo software da webcam Logitech (verséo 2.3).

(A) (B)

Fonte: proprio autor.
3.2 SOFTWARES DE CONTROLE E TRATAMENTO DE DADOS
3.2.1 SIACONTROL

O software SIACONTROL (Figura 16) foi desenvolvido pelo professor
Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara do grupo DIA (Desenvolvimento de
Instrumentacdo, Automacao e Metodologia Analitica — DQ-UEL) em linguagem
de programacdo Borland C++ Builder 6.0, compativel com a plataforma
Windows® - 32 bits.

Figura 16 — (A) Abreviatura dos macrocomandos e suas funcdes como
exemplo de programacdo para execucao automatica de uma etapa do
experimento. (B) Imagem digitalizada do software SIACONTROL.

A B
Etapa - aspiragdo dos -
reagentes para a camara de e S e | - R
mls(ura ARG | VALWE S MACRON | sremas
T <
Moo DN Meers v TIQ my i om sy ot lempue
ts 2 2 |
sva 1 ts 1
1s 1 svp 0433 ve
v2 ts 1 v ‘
is 1 dv1 ._‘: ) G8 | Ml a0
svp 0,258 ts 1 1
ts 1 vd 0,268
dv2 ts 1 ts !
Q 1 svp 0.308 dv2
MACROCOMANDOS e s
Ivn e dvn - ligar e deshigarvdlvulan(n=1,.2, 3. 4) oo fow <o fons o §5 . . .
ts ~ tempo (segundos) o i co oS €0 fou - - ’
Iva - ligar valvula de 4 vias — —
sva - selecionar porta da valvula solendide (bomba X o H o
de pistéio) ® OO0 O Owvnsa
svp e svd - aspirar e expirar volume (pistio) VALVER bglgicy gl (96
Ibp e dbp ~ ligar e desligar bomba penstaltica "_'_.";'_‘.' QYLYLRYLSQSL o=l
vaz - vaziio da bomba penstaltica F carc
Ip - ligar valvula solendide

Fonte: Proprio autor
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Através deste software é possivel controlar o acionamento programado
da seringa, das valvulas solendides, e da bomba peristéltica no processo de
analise. Neste caso, 0s macrocomandos sao acionados nha janela de
programacao e lidos sequencialmente durante a execugéo do experimento. Os
macrocomandos permitem realizar diferentes etapas da marcha analitica,
programadas e executadas, que se adéquam de acordo com condicbes

reacionais pertinentes a cada método.

3.2.2 QuantColour®

O software QuantColour responsavel pela analise e tratamento dos
dados foi desenvolvido pelo professor Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara
e colaboradores do grupo DIA em linguagem Microsoft Visual Basic 6.0,
compativel com a plataforma Windows® - 32 bits (Figura 17).

Figura 17 - (A) Imagem digital utilizada para o processamento dos dados por
meio do software QuantColour, em que se seleciona a area de interesse da
fase organica, contendo o cloroférmio, azul de metileno e o surfactante
anionico a ser quantificado. (B) Histograma de frequéncia de cores R, G e B
utilizado para determinacdo das intensidades de sinais, proporcionais as
concentracdes na curva analitica.

QUANTCOLOUR ® s32os

HISTOGRAMA

nN
1=
S

1
1
v REQUENCIH

WTENZDADE DA COR

AREA SELECIONADA
T84 pixels

Fonte: Proprio autor

O software insere a imagem digitalizada em uma janela gréfica e em
seguida seleciona uma area da imagem de 784 pixels, onde séo identificadas
em cada pixel a intensidade das cores primarias, RGB (Figura 17 A). A partir do

histograma da area de interesse selecionada, em que s&o calculados os
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valores médios das intensidades das cores primarias RGB (Figura 17 B). O
software possibilita normalizar os dados obtidos (Figura 18) e calcular as
regressdes lineares simples de cada cor primaria R, G ou B ou mdltipla, que
utiliza a regressdo média das trés cores pata a quantificacdo baseada nas

curvas analiticas.

Figura 18 - Software QuantColour — regressao linear simples e multipla

1 1
: QUANTCOLOUR ® 32pis = : =1 -
1 1 =} T
M e e e e e e e e e e e e e e e e e e - = =
o e
==
AREAS SELECIONADAS & oeon
VALORES MEDIOS DAS INTENSIDADES e 208
LAS CORES PRIMARIAS RGB = Facei
s ) 200melL | R= 132 G= 162 B= 208 s =
4 s.0me/l R= 143 G= 166 B= 210 - =]
3 10,0 me/L E 77777777 " R= 150 G= 161 B= 204 < Coper |
2 5.0mell | R= 171 G= 174 B= 213 = |
1 2,0 mg/L 7: R= 184 G= 178 B= 214 FE - '["u
A 178 & I -
P o
REGRESSAO LINEAR MULTIPLA REGRESSAOC LINEAR
Var. Dep. War. Ind. Iy Var Ind. Ig VarInd. I War. Dep. Var. Ind. X
~ ~ w w e ~ X=RGB
concentracio  -log(lg/255) -log(ls/255) -log(la/255) concentracio  -log(1/255)

Fonte: Proprio autor

Este software QuantColour® possui recursos graficos que facilitam a
visualizacdo de curvas analiticas e seu tratamento (normalizacdo por
intercalacdo ou remocao de pontos; inversdo de sinal; subtragcdo do branco,
entre outras funcbes). O mesmo permite também a transferéncia direta dos
dados experimentais para a planilha eletrbnica Microsoft Excel® para
tratamentos posteriores (Correlacdo, Analise da Variancia, Regressao Linear,

Ajuste N&o Linear, entre outros).

3.3 AUTOMACAO DO SISTEMA

A automacdo do sistema e execucdo das etapas que caracterizam a
analise sequencial € realizada via micro controlador Atmega 256 por meio de
placa Arduino Mega 2560, conectada a porta USB do microcomputador (Figura
19).

O software lab-made SIACONTROL permite a conversdo dos sinais
Analégico em Digital (A/D), assim como digital em analégico (D/A). Os

comandos sao enviados sequencialmente ao microcontrolador Atmega 2560,
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possibilitando o controle de funcionamento — acionando ou desativando as

portas digitais e o acionamento da bomba peristaltica feita via porta serial TTL.

Figura 19 - Fluxograma dos moédulos de controle utilizados para o
funcionamento da Andlise por Injecdo Sequencial (SIA) para aquisicdo dos
dados
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;
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Praca Wideo NVIDIA Gaforce T30 158 DORI 12500 TRATAMENTO DA IMAGEM
WIRGEW'S 7 32 bite
SOFTWARES --I QuantColours - isbmade
(Viswal Sasic 600
| SLACONTROL | | Logltech:s Wabcam
CONTROLE SIA (Sarland 2 ) - V.25 AQUISICAD DA IMAGEM
] "
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! U e RS2z || UsE !
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Fonte: proprio autor

A Figura 20 apresenta a imagem do sistema em fluxo desenvolvido para
determinacao de surfactantes anidnicos em efluentes provenientes da lavagem

veicular.
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Figura 20 — Imagem do sistema instrumental automatizado proposto neste

trabalho, englobando a etapa de extracdo liquido-liquido em sistema fechado e

a determinacédo quantitativa dos surfactantes pela imagem digital em fluxo SAl
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Fonte: proprio autor
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3.4 COLETA DOS EFLUENTES

Os efluentes foram coletados no setor de lavagem de veiculos da
prefeitura do campus da Universidade Estadual de Londrina e em um lava
rapido na regido oeste de Londrina. Nestes dois estabelecimentos sao lavados
veiculos leves e pesados. As amostras foram coletadas em frascos de
polietileno (logo ap6s o processo de lavagem de veiculos) e armazenadas em
camara fria (8°C) para posteriores analises.

3.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
3.5.1 Determinacédo de surfactantes pelo método espectrofotométrico

Devido ao método oficial de andlise do Standard Methods requerer um
grande consumo de reagentes (35 mL de cloroformio), material laboratorial em
vidro, além de um grande tempo de analise (aproximadamente 20 minutos por
analise), optou-se por fazer as analises de surfactantes no efluente pelo
método descrito na literatura por Jurado e colaboradores (2006). Desta forma,
0 método de Jurado foi tomado como referéncia, considerando que este
produziu resultados equivalentes aos do método oficial recomendado, com
maior simplicidade, reducédo no consumo de reagentes (5 mL de cloroformio) e

reducdo de tempo (aproximadamente 10 minutos por analise).

Reagentes e solucoes:

e Acido dodecil benzeno sulfénico (LAS) (Sigma- Aldrich, 80%). Preparou-
se uma solucéo estoque de LAS de 1,0 g/L em pH neutro. Preparou-se por
meio da diluicdo da solucéo estoque uma nova solucdo na concentracdo de
0,02 g .L1LAS.

e Solucdo tampdo de tetraborato de sédio (Na:BsO7, p.a. Quimica
moderna) 50,0 mmol.L* em pH 10,5.

e Cloroférmio (CHCIls, p.a.,Biotec).

e Reagente Azul de Metileno. Dissolveu-se 0,10 g de azul de metileno
(C16H18CIN3S, p.a.,Merk) em 100,0 mL de tampdao tetraborato de sodio 10
mmol L e o pH ajustado para 5,5. Esta solucdo foi mantida em um frasco

eSscuro.
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Equipamentos:

e Espectrofotometro UV-Vis comercial (Shimadzu® UV Mini 1240)
e Cubeta de vidro de 10 mm de caminho éptico

e Tubos de ensaio de vidro tubulares com tampa (15,00 mL).

Procedimento analitico:

Para a construcdo da curva analitica (Tabela 2) utlizou-se as
concentracbes de 0,00; 0,19; 0,48; 0,97; 1,45 e 1,94 mg L' de LAS
respectivamente. Estas concentracdes foram preparadas a partir das solucdes
de 0,02 g L' de LAS.

Tabela 2 - Volumes de reagente utilizados para a constru¢éo da curva analitica
para analise de surfactantes anidnicos (Jurado et al., 2006) empregando
espectrofotometro UV como referéncia

Ensaio Cloroférmio Agua Azul de Tetraborato Padréo Agua Vol final
(mL) (mL) metileno de sddio LAS (mL) (mL)
(mL) (mL) (mL)
1 4,00 5,00 0,10 0,20 0,00 1,00 10,30
2 4,00 5,00 0,10 0,20 0,10 0,90 10,30
3 4,00 5,00 0,10 0,20 0,15 0,85 10,30
4 4,00 5,00 0,10 0,20 0,25 0,75 10,30
5 4,00 5,00 0,10 0,20 0,50 0,50 10,30
6 4,00 5,00 0,10 0,20 0,75 0,25 10,30
7 4,00 5,00 0,10 0,20 1,00 0,00 10,30

Fonte: proprio autor

Para determinacdo de surfactantes na amostra foram utilizados os

volumes descritos na Tabela 3.

Tabela 3- Volumes de reagente utilizados na determinacdo de surfactantes
aniénicos em amostras de aguas resultantes da lavagem de veiculos,
empregando espectrofotometria UV-Vis

Ensaio Cloroférmio Agua Azul de Tetraborato Amostra Agua  Vol.final
(mL) (mL) metileno de sddio (mL) (mL) (mL)
(mL) (mL)
AM1 4,00 4,75 0,10 0,20 0,25 1,00 10,30
AM2 4,00 4,75 0,10 0,20 0,25 1,00 10,30

AM1 - 4gua de lavagem de veiculos coletada no campus da Universidade Estadual de Londrina.
AM2 — 4gua de lavagem de veiculos coletada em um lava rapido na regido oeste de Londrina.
Fonte: proprio autor

Tanto para a curva analitica, quanto para a amostra foi feita agitacéo
manual dos tubos de forma vigorosa durante 1 minuto. O tubo foi deixado em
repouso por 5 minutos e entdo a fase organica, que se encontra na parte

inferior do tubo, foi retirada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e esta
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aliquota foi transferida para a cubeta de vidro, cuja leitura foi feita em
espectrofotometro (650 nm).

3.5.2 Determinacéo de surfactante pelo sistema instrumental SIA proposto

Os mesmos reagente utilizados pelo método espectrofotométrico foram

utilizados para o sistema em fluxo desenvolvido.
Equipamentos:
e Sistema SIA desenvolvido e tubos de ensaio de vidro tubulares com
tampa (15,0 mL)
Procedimento analitico:

Para a construcdo da curva analitica utilizou-se as concentracdes de
0,00; 0,19; 0,48; 0,97; 1,45 e 1,94 mg L' de LAS (ensaio 1 a 6). Estas
concentracdes foram preparadas a partir de uma solugéo padrédo 20,0 mg Lt de

LAS como descrito na Tabela 4

Tabela 4 - Volumes de reagentes utilizados no preparo da curva analitica pelo
sistema SIA desenvolvido

Ensaio Padrdo LAS Agua Vol. Final
2000mg L? (mL) (mL)
(mL)

1 0,00 10,30 10,30
2 0,10 10,20 10,30
3 0,25 10,05 10,30
4 0,50 9,80 10,30
5 0,75 9,55 10,30
6 1,00 9,30 10,30

Fonte: proprio autor

Para a determinacdo da concentracdo do surfactante, em um tubo de
ensaio de vidro tubular com tampa adicionou-se 0,25 mL da amostra e
completou-se o volume para 10,30 mL. Esta amostra foi utilizada para a
determinacdo de surfactantes pelo sistema instrumental automatizado
desenvolvido.

Em um tubo de ensaio de vidro com tampa, adicionou-se 5,0 mL de azul
de metileno e 5,0 mL de tamp&o tetraborato de sédio 50,0 mmol L, agitou-se o

frasco manualmente por 10 segundos para homogeneizacdo e deixou apto
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para as analises. Em outro tubo de vidro adicionou-se 15,0 mL de cloroférmio
p. a. e vedou-se a tampa com fita de PTFE para evitar volatilizagdo durante o
processo.

Com os reagentes colocados em suas posi¢coes de andlise, o sistema
inicia com a aspiracdo da solucdo carregadora (dgua destilada) pelo pistédo e
posterior expiracdo para preenchimento do caminho. Na sequéncia os trés
reagentes (cloroférmio, azul de metileno com tetraborato e o padrdo ou
amostra) sao aspirados em direcdo a camara de mistura (308, 433 e 258 uL
respectivamente), através das portas 1, 2 e 3 da valvula solendide de 4 vias.
Por inversao do sentido de fluxo da bomba de pistdo a mistura é dispensada
em direcdo a célula de andlise, formando duas fases. A mistura € mantida na
célula de andlise, enquanto a bomba peristaltica € acionada para introduzir
bolhas de ar na mistura por 20 segundos com o objetivo de melhorar a
extracdo. Na sequéncia, a mistura fica em repouso por mais 10 segundos,
onde é obtida a imagem digitalizada por meio da webcam e armazenada para
posterior analise. A valvula solendide é entdo desligada, havendo a expiracao
da mistura por gravidade. A bomba peristaltica é entdo acionada novamente,
levando agua destilada para limpeza da célula de andlise. Cada ciclo se
encerra com a limpeza da célula de analise e caminho pela solucéo

carregadora.

3.6 PARAMETROS DE VALIDAGAO PARA O METODO AUTOMATIZADO PROPOSTO

Os parametros de validacdo para o método proposto seguiram a
normativa da ANVISA RDC 166/17 (BRASIL, 2017). Foi avaliado por meio da

linearidade, limite de deteccao (LD) e quantificacédo (LQ), precisao e exatidao.
3.6.1 Linearidade

A faixa linear para o método foi avaliada por meio da constru¢do da
curva analitica considerando as concentragées de 0,19 a 7,28 mg L de LAS a
partir da solucéo estoque 20,0 mg L avaliada pelo coeficiente de determinacéo
R? (BRASIL, 2017).



38

3.6.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
calculados através da relacdo entre o desvio padrdo do intercepto da curva
analitica e sua inclinacédo, usando o fator multiplicador sugerido pela ANVISA.

A estimativa desses valores pode ser feita conforme as Equacdes 1 e 2:

_DPX3
T IC

_ DPx10

LD
IC

Eq.1 Eq.2

Em que:

IC é a inclinacdo da curva analitica e DP é o desvio padrao do intercepto com
eixo Y das 3 curvas analiticas (BRASIL, 2017).

3.6.3 Precisdo

A preciséo intradia (n=10) foi verificada pela repetibilidade contemplando
o intervalo linear do método, nas concentragdes baixa (0,19 mg L), média
(0,97 mg L?Y) e alta (1,94 mg L), com trés réplicas cada, determinada pelo
mesmo analista, equipamento e dia (BRASIL, 2017). A precisao interdia (n=2)
foi realizada também contemplando as concentracdes baixa, média e alta
determinadas no mesmo equipamento, em dias diferentes. Os desvios padréao
relativos (DPR%) foram calculados entre as réplicas a fim de determinar a
precisdo do método (BRASIL, 2017).

3.6.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada a partir da recuperacdo de quantidades
conhecidas de solucdes de LAS padrédo, nos niveis de concentracdo baixo
(0,19 mg L), médio (0,97 mg L) e alto (1,94 mgL™') adicionados na amostra.
As quantidades de LAS recuperadas foram calculadas utilizando-se a curva
analitica (BRASIL, 2017).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 TRATAMENTO DE IMAGENS DIGITAIS

As analises quimicas envolvendo o tratamento por imagens digitais se
baseiam na radiacao refletida das amostras e ndo na atenuacgéo da radiacdo
eletromagnética, como empregado na espectrofotometria. Assim sendo, quanto
maior a concentracao da solucdo, menor sera a intensidade refletida (havera
uma maior absorc¢éo nesta solucao).

Considerando que neste trabalho utiliza-se o corante azul de metileno
para formacdo de um par idnico com o surfactante, a Figura 21 apresenta o

espectro de absorcdo do corante na faixa de 400 a 700 nm.

Figura 21 - Espectro de absorcdo do corante azul de metileno
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Fonte: Proprio autor

Verifica-se que este absorve radiagdo em quase toda regido do visivel.
Absorve com baixa intensidade na regido do azul até o amarelo e com maior
intensidade na regido do vermelho, apresentando um maximo de absor¢cdo em
650 nm.
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Figura 22 - Curva analitica para a solucdo de surfactante (LAS) com azul de
metileno utilizando o sistema instrumental proposto nas diferentes intensidades
de cores primérias (R, G, B)
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Fonte: Proprio autor

As intensidades meédias das cores primarias foram obtidas a partir da
area selecionada (784 pixels) de cada imagem. Foi realizada a normalizacao
do eixo da intensidade da cor primaria ao se dividir por 255 (valor maximo que
cada componente pode assumir), obtendo assim a representacdo grafica em
menor escala. Além disto, adotou-se a forma logaritmica da intensidade na cor
primaria normalizada, para linearizar o grafico de forma a facilitar a analise dos
dados.

A escolha da melhor intensidade de cor primaria para o sistema foi feita
considerando o negativo da imagem digital e a avaliacdo das inclinacdes das
curvas analiticas (com as concentra¢cées variando de 0,00 a 1,94 mg L de
LAS) parao R, G e B (Figuras 22 e 23).

Figura 23 - Imagem digital obtida no sistema instrumental automatizado em
fluxo SIA com analise por imagem digital proposto. (A) imagem sem correcao e
(B) negativa da imagem
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Considerando a analise do negativo da imagem digitalizada (Figura 23) e
das inclinacdes das retas das curvas analiticas da Figura 22, verifica-se maior
sensibilidade de calibracdo, quando se trabalha com a intensidade da cor
priméria R (vermelho). Verifica-se também que a cor primaria G (verde) varia
menos em relagdo ao vermelho. Ja a intensidade da cor primaria B (azul), por
apresentar maior intensidade refletida, varia menos ainda com a concentracao
da amostra. Para o presente trabalho, optou-se por trabalhar com a intensidade
de cor R, levando em conta que esta apresenta maior sensibilidade,

considerando a maior inclinagédo da curva analitica (Figura 22).
4.2 PERFORMANCE ANALITICA

O sistema desenvolvido para determinacdo de surfactantes apresenta
uma velocidade analitica de 23 determinagcdes por hora. Apesar de
considerarmos uma boa velocidade analitica, vale destacar que a mesma €
afetada pelos processos de limpeza do sistema, que tende a ficar mais
trabalhoso a medida que as anélises vao sendo realizadas, uma vez que o
corante azul de metileno utilizado vai aderindo a superficie da célula de analise
e caminho analitico, tornando a limpeza mais complexa.

A performance analitica foi avaliada pelos parametros de validacao:
faixa de linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo (intradia e
interdias), exatiddo (adicdo e recuperacdo) e comparacao dos resultados
obtidos empregando-se o0 método adaptado descrito por Jurado e
colaboradores (2006) utilizando deteccéo espectrofotométrica UV-Vis. A faixa
linear para o método foi avaliada considerando as concentracdes de 0,19 a
7,28 mg L de LAS (Figura 24).
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Figura 24 - Avaliacdo da linearidade do método para o sistema em fluxo
desenvolvido
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Fonte: Proprio autor

Observa-se que para o sistema desenvolvido a faixa linear obtida foi de
0,19 a 1,94 mg L de LAS, ocorrendo o desvio acima desta concentragéo,
como pode ser observado no grafico da Figura 24.

O tratamento dos dados da curva analitica (Figura 25) por regressao
linear pelo método de minimos quadrados, forneceu um coeficiente de
determinagdo (R?) de 0,991, indicando uma boa linearidade no intervalo de
concentracdo de 0,19 a1,94 mgL. Os limites de deteccéo (LD) e quantificacéo

(LQ) foram, respectivamente, de 0,059 e 0,198 mgL*

Figura 25 - Curva analitica para a determinacdo de surfactante aniénico LAS
em efluente de lavagem veicular
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A precisao intradia e interdias foi avaliada considerando trés niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto) com as respectivas concentracfes 0,19 mg
L1, 0,97 mg Lte 1,94 mg L. Os valores da preciséo intradia e interdias estdo
dispostos na Tabela 5. Os resultados apresentaram desvio padréo relativo
(DPR%) menores que 5%, demonstrando a baixa variacdo entre as medidas e

boa concordancia com a concentragdo nominal.

Tabela 5 - Precisédo intradia e interdias para o sistema instrumental
desenvolvido

Niveis Concentragéo Interdias Intradia
LAS (mg LY (DPR %)* (DPR %)**
Baixo 0,19 3,59 3,89
Médio 0,97 1,87 2,41
Alto 1,94 0,07 2,72

*n=2 ** n=10
Fonte: Proprio autor

A exatiddo do sistema em fluxo desenvolvido foi avaliado através de
testes de adicdo e recuperacdo em amostra de efluente proveniente da
lavagem veicular em trés niveis de concentracdo 0,19 mg L%, 0,97 mg Lt e

1,94 mg L1, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Ensaio de recuperacdo para avaliar a exatiddo do sistema
instrumental e método proposto

Niveis Adicionado Encontrado DPR* Recuperacao
(mg L™) (mg L™ (%) (%)
Baixo 0,19 0,14 2,46 75,2
Médio 0,97 0,76 6,08 79,9
Alto 1,94 1,36 2,36 69,9

*desvio padrao relativo n=3

Fonte: Proprio autor

A faixa de recuperacao ficou entre 69,9 e 79,9 % nas condicbes
experimentais testadas. Considerando o volume reduzido de reagentes
empregados neste sistema de analise (308 pL de cloroférmio) e da volatilidade
do cloroférmio, a faixa de recuperacédo se mostra satisfatéria e adequada entre
70 — 120% (BRASIL, 2017).

Com o sistema montado e nas melhores condicbes de resposta

experimental determinou-se as concentragdes para duas amostras de efluentes
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provenientes da lavagem veicular e uma amostra simulada considerando as
respostas obtidas da curva analitica. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragédo das amostras obtidas pelo sistema instrumental e
método proposto

Amostra Concentragéo DP**
(mg L)
1 0,87 + 0,069
2 0,56 + 0,039
3* 1,47 + 0,004

*amostra simulada**desvio padrao (DP) n=3
Fonte: Proprio autor

Devido as amostras terem sido diluidas, as concentra¢gfes obtidas para
as amostras 1 e 2 foram multiplicadas por um fator de dilui¢cdo igual a 41,2 e
para a amostra 3 (simulada) foi multiplicada por um fator de diluicdo igual a
13,7 (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdo das amostras obtidas pelo sistema instrumental e
método proposto

Amostra Concentracéao
(mgL™h
35,84
2 23,07
3* 20,18

Fonte: proprio autor

Destaca-se que, como os efluentes (amostras) foram coletados logo
apos a lavagem veicular, as concentracdes obtidas foram maiores do que a
maxima permitida pelas legislagcdes ambientais (CONAMA, 2005). Para uma
comparacao adequada, o efluente deveria ter sido coletado no estagio final do
Seu percurso, porém como o objetivo deste trabalho foi avaliar o sistema em
fluxo desenvolvido, os resultados demonstraram-se satisfatorios.

Tomando como referéncia as concentracfes de surfactantes obtidas
pelo método espectrofotométrico descrito por Jurado et al (2006), foi calculada
a correlacdo entre os resultados obtidos empregando os dois métodos. A
Tabela 9 expde as concentracdes de surfactantes obtidos pelo método descrito
por Jurado et al (2006) e pelo sistema instrumental e método proposto neste

trabalho.
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Tabela 9- Concentragdo de surfactantes obtidos pelo método
espectrofotométrico (Jurado et al., 2006) e pelo sistema instrumental
automatizado e método proposto

Método Método SIA
espectofotométrico proposto
(Jurado et al.,2006)
Amostra Surfactante (mgL™) DP** Surfactante DP**
(mgL™)
0,81 + 0,013 0,87 + 0,069
2 0,55 + 0,021 0,56 + 0,039
3* 1,56 + 0,050 1,47 + 0,004

*amostra simulada  ** desvio padrdo com n=3

Fonte: Proprio autor

Para avaliar a variancia visando verificar se ha diferenga significativa em
nivel de 5% de significancia entre os resultados de quantificacdo dos
surfactantes efetuados empregando os dois métodos, aplicou-se ANOVA fator
duplo com repeticao.

A partir da Tabela 10 foi possivel analisar alguns pontos importantes
referentes as interagcdes existentes, bem como, quanto a equivaléncia entre o

método espectrofotométrico e o método em fluxo desenvolvido.

Tabela 10 - Tabela fornecida pela ferramenta de analise ANOVA: fator duplo
com repeticdo para andlise de surfactantes

ANOVA
Fonte da SQ gl MQ F valor-P F critico
variacdo
Amostra 2,896764 2 1,448382 902,6447 8,29E-14 3,885294
Colunas 0,000553 1 0,000553 0,344897 0,567902 4,747225
Interacdes 0,016477 2 0,008238 5,134254 0,024487 3,885294
Dentro 0,019255 12 0,001605
Total 2,933049 17

SQ: Soma Quadratica; gl: grau de liberdade; MQ: Média Quadratica; F: MQ?MQ?; Valor-P: 0,05
Fonte: préprio autor

Analisando os valores das linhas da Tabela 10, referentes a amostra
verifica-se que o valor-P (8,29 x 10'4) é menor do que o nivel de significancia
(0,05), e o valor de F (902,6447) maior que o F critico (3,885294), o que indica
gue o efluente contido na amostra influencia na concentragéo de surfactante.
Analisando entre as colunas (andlise dos métodos utilizados) verifica-se o

valor-p (0,567902) maior que o nivel de significancia (0,05) e o valor de F
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(0,0344897) menor que o F critico (4,747225) demonstrando ndo haver
diferenca significativa em termos estatisticos entre os resultados obtidos pelo
método espectrofotométrico (Jurado et al., 2006) e pelo sistema SIA
desenvolvido. Neste sentido, o sistema em fluxo desenvolvido mostra-se
adequado para analise de rotina de surfactantes provenientes de lavagem
veicular.

O sistema desenvolvido apresenta a vantagem de se trabalhar com
volumes reduzidos de reagentes se comparado ao método oficial de analise e
ao método descrito por Jurado e colaboradores (2006) (Tabela 11).

Tabela 11 - Volumes gastos de reagentes nos métodos de andlise de
surfactantes

Reagentes Método oficial Jurado et al., 2006 Sistema SIA
(mL) (mL) proposto
Clorofémio 35,00 4,00 0,31
Amostra 100,00 0,25 0,25

Fonte: proéprio autor

Considerando os volumes de reagentes utilizados descritos na Tabela
10, verifica-se uma reducdo de 92% no consumo de reagente organico
cloroformio se comparado com o método adaptado proposto por Jurado et al.
(2006).

O software SIACONTROL desenvolvido mostrou-se adequado no
controle do processamento do experimento, controlando o0 acionamento
programado da seringa, das valvulas solendides, e bomba peristaltica com
eficiéncia no processo de andlise. O software QuantColour mostrou-se eficiente
no tratamento dos dados, possibilitando vantagens como: normalizar as
imagens por intercalacdo ou remoc¢ao de pontos, inversdo de sinal, subtracéo
do branco,além de selecionar a parte de interesse na imagem (evitando regides
com microbolhas). Com este € possivel normalizar os dados obtidos, além da

possibilidade de correcéo das imagens por meio de filtros digitais.
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5 CONCLUSAO

O sistema automatizado, assim como o0s softwares de controle e
aquisicao de dados desenvolvidos pelo grupo DIA apresentaram versatilidade e
facil manuseio, podendo ser empregados de forma adequada em andlises
laboratoriais de rotina.

Por ser fechado, o sistema evita a volatilizacdo do solvente organico
cloroférmio, minimizando os erros associados a analise e a exposicao do
analista a vapores toxicos provenientes deste solvente. Além disto, apresenta
a vantagem de se trabalhar com volumes reduzidos de reagentes (em especial
o cloroférmio) se comparado ao método oficial de analise e ao método descrito
por Jurado et al (2006).

O método em fluxo proposto mostrou-se adequado para a determinacao
de surfactantes anidnicos em efluentes provenientes da lavagem veicular. O
mesmo apresenta uma velocidade analitica de 23 determinagfes por hora e
nao apresentou diferenca significativa ao nivel de significancia 5% quando

comparado com o método de referéncia descrito por Jurado et al. (2006).
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