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Development and Evaluation of a Colorimeter Prototype by Digital
Images

Abstract: This work aimed to developed a prototype system for colorimetric
determinations by digital images, as well evaluate their functionality to determine
phosphorus concentration in natural waters. This study was motivated by the necessity
of portable tools, alternatively to spectrometer, to optimize the analysis time,
transportation costs and storage of samples. The results of the proposed device were
compared with a spectrophotometric reference method, and the proposed method
presented satisfactory results for phosphorus determination.

Keywords: Digital images; colorimeter; phosphorus determination.

Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um protdtipo de sistema para
determinacOes colorimétricas por imagens digitais, bem como avaliar a sua
funcionalidade na determinacdo da concentracdao de fésforo em dguas naturais. Este
estudo foi motivado pela necessidade de ferramentas portateis, como alternativa para
espectrémetros, para otimizar o tempo de andlise, os custos de transporte e
armazenamento de amostras. Os resultados do dispositivo proposto foram
comparados com um método espectrofotométrico de referéncia, e o método proposto
apresentou resultados satisfatorios para determinacado de fésforo.
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1. Introdugao

A quimica analitica é a area da quimica
gue atua na separacdo, identificacdo e
determinacdo das quantidades relativas dos
constituintes de uma amostra, através da
aplicacdo e desenvolvimento dos métodos
classicos e instrumentais de anélise.!

Sua importancia cotidiana, é indiscutivel e
reflete em uma série de beneficios a
sociedade. Os resultados analiticos sdo
informacbes cientificas que permitem
controlar processos de producgao, determinar
caracteristicas nutricionais dos alimentos,
garantir a qualidade de combustiveis,
medicamentos, bem como produzir
diagnodsticos de qualidade ambiental e de
saude.
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Em funcdo disto, a demanda por
informacGes analiticas é crescente, e impoe a
necessidade continua de investimentos no
desenvolvimento de novas metodologias de
andlise, que possibilitem uma maior
frequéncia de andlise, sem comprometer a
qualidade dos resultados.

No que tange ao monitoramento da
qualidade da 4gua esta realidade ndo é
diferente. Seja para fins de potabilidade ou
manutencdo de ambientes aqudticos, a
guimica analitica assume papel fundamental
na producdo de informacao, a partir da qual
poderdo ser tomadas decisdes, por parte das
autoridades competentes, visando o controle
dos problemas ambientais.

Devido as grandes dimensdes das bacias
hidrograficas brasileiras, a realizacdo das
andlises quimicas in situ é um fator
importante para agilizar as atividades das
equipes de coleta. Esta estratégia evita erros
por problemas na preservacdao de amostras,
minimiza o consumo de materiais, reagentes,
e a geragdo de residuos.

Neste sentido, atualmente estdo
disponiveis instrumentos portateis que
permitem a determinagdo instantanea de
diferentes varidveis, como: pH, condutividade
elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez, sélidos
totais dissolvidos e temperatura.’

Estas determinagdes, na sua maioria, sdo
realizadas por sensores eletroquimicos. No
entanto, quando a determinagdo das
espécies quimicas exige a utilizacdo de outra
técnica, como a espectroscopia, a sua
determinacao in situ é dificultada, em fungdo
dos altos custos de equipamentos portateis.
Além disto, muitos equipamentos sdo
sensiveis a utilizacdo em condi¢Bes adversas
de temperatura e umidade, ou quando
sujeitos a trepidacdes e poeira.

Como uma alternativa aos
espectrofotometros, tem sido estudados e
implementados diferentes sistemas de
anadlise baseados no uso de imagens obtidas
por cameras digitais,""4 scanners,s'6
webcams’® e aplicativos para telefones
celulares.” Essas ferramentas podem
introduzir maior mobilidade aos

Vo

procedimentos analiticos, permitindo de
maneira mais facil a realizagcdo de analises in
situ.

2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo
desenvolver um protdtipo de colorimetro por
imagens digitais, portatil, que possa ser
utilizado em substituicao ao
espectrofotémetro ou colorimetro
convencionais.

No desenvolvimento desta pesquisa o
sistema foi avaliado na determinacdo de
fésforo em 4guas naturais.

Cabe destacar que, além de resultados
equivalentes aos obtidos por equipamentos
comerciais, o baixo custo, a facil
manutencdo, as dimensdes reduzidas e a alta
frequéncia de andlise sdo condi¢cbes de
compromisso.

3. Metodologia

A metodologia deste estudo foi
organizada em quatro etapas principais.

Primeiramente foi projetada uma camara
de aquisicdo de imagens digitais para
disposicdo dos componentes do sistema
(Figura 1):

a) webcam USB (do inglés Universal Serial
Bus) marca FORTREK, modelo C159, com
resolucdo maxima real de 1280x960 (1,3 MP)
com sensor de imagem do tipo CMOS VGA
(do inglés complementary metal-oxide
semiconductor video graphics array);

b) cubeta de quartzo com 10 mm de
caminho 6ptico;

c¢) sistema de iluminacdo composta por 30
LEDs (do inglés light emitting diode), branco
frio (6500 K).

O projeto foi desenvolvido utilizando o
software SketchUp Pro 2014 (Google Inc.), e
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garantir sua robustez para utilizacdio em
atividades a campo.

Potenciometro

Cabos de conexao

Webcam

Cabos de

conexao

i

Webcam

o seu layout teve como compromissos
eliminar interferéncias de iluminacdo
externa, miniaturizar suas dimensdes, e
Cubeta, 10 mm
(A)
Cubeta, 10 mm
Circuito de
iluminagéo
(B)

Figura 1. Projeto da camara de captura de imagens (A - vista superior, B — corte lateral)

Posteriormente foi desenvolvido o
software para aquisicdo e tratamento de
imagens digitais, em MATLAB® 2009a (The
MathWorks, Natick, MA, USA), cujo ambiente
foi organizado em trés areas: acionamento da
webcam, calibracdo e area de analise.

Para o protétipo desenvolvido neste
estudo o software foi executado como uma
rotina do software MATLAB®. No entanto,
para uma maior comodidade dos usudrios o
programa pode ser compilado para um
arquivo executavel, permitindo sua execugao

utilizando o MATLAB Runtime
gratuito).

(software

Apds a montagem do protétipo, este foi
testado na determinacdo de fésforo (fésforo
reativo total) em aguas naturais, pelo método
do acido ascdrbico (4500-P E), descrito pelo
Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater.'> O principio deste
método estd baseado na reacdo do
ortofosfato em meio acido com o molibdato
de amdnio, formando &4cido fosfomolibdico.
O acido fosfomolibdico é reduzido pelo acido

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |No. XX]| [XXX]|



Costa, A. B. et al.

ascorbico, numa reacdo catalisada pelo
antimoniltartarato de potdassio, formando um
complexo de coloragcdo azul (azul de
molibdénio), que apresenta absor¢do maxima
em 880 nm (Esquema 1)."%"

Todas as solugdes de referéncia e demais
solucGes utilizadas nesse trabalho foram
preparadas com agua purificada
(resistividade > 18 MQ cm). Todos os
reagentes utilizados foram de padrdo
analitico (P.A.): 4cido sulfurico (Merck,
Darmstadt, Alemanha), antimoniltartarato de
potassio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
molibdato de amoénio (Vetec, Duque de
Caxias, Brasil), acido ascorbico (Merck,
Darmstadt, Alemanha), acido nitrico (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As solugcdes de
referéncia para a curva analitica foram
preparadas nas concentracdes de 0,1, 0,25,
0,50 e 1,25 mgL™" pela dissolugdo de fosfato
de potassio dibasico (Synth, Diadema, Brasil)
em 50 mL de dgua purificada.

A Ultima etapa compreendeu a avaliagdo
do desempenho do protétipo em
comparagdo com um espectrofotémetro

2(NH,)sMo,0,, + HPO,2(H,P0,/H;P0,) + 14(13/12)H*

KSbO) C,H,0
H3[P(M01,0,0] + CgHgOp + 2H* bSseiiey

Vo

FEMTO (modelo 600 Plus), na determinacdo
de fésforo em sete amostras de dguas de
poco filtradas em carvdo ativado de osso.
Esse processo de filtracdo é conhecido por
liberar uma quantidade significativa de
fosforo na agua filtrada e por isso foi
selecionado para este experimento.*

Na comparacdo dos resultados foi
aplicado o teste t de Student pareado,
com nivel de confianca de 95%, utilizando
o software GraphPad InStat® versao 3.00.
Além disto, foram determinadas as
seguintes figuras de mérito: limite de
deteccdo (LD =x +3s),”® limite de
quantificacdo (LQ = x +10s),"
coeficiente de correlacdo de Pearson,
coeficiente de determinacdo, coeficiente
angular  (sensibilidade), ponto de
interseccdo, raiz quadrada do erro médio
de calibracdo (RMSEC, do inglés root
mean square error of calibration) e a raiz
quadrada do erro médio de validagao
cruzada (RMSECV, do inglés root mean
square error of cross validation).

Hs[P(Mo,,0,0] + 2MoOs +12NH,* + 6H,0

Acido fosfomolibdico

H3P04 . 2[(M00)3+]2 - 2[(M004)2_]3 5 2M003 + CEHGOG + 2H20

Azul de molibdénio

Esquema 1. Reac¢des de formacao do acido fosfomolibdico e do azul de molibdénio
para determinacao de ortofosfato em dgua

4. Resultados e Discussao

4.1. Montagem da camara de aquisi¢ao
de imagens

A Figura 2 apresenta a vista superior da
camara de aquisicdo de imagens construida
em MDF (do inglés Medium-Density
Fiberboard), com dimensdes de 100 x 62 x 52
mm e peso total de 250 g. A camara foi
pintada de branco fosco para proporcionar

iluminacao uniforme e evitar o efeito de
reflexdo especular e, totalmente fechada,
para minimizar a interferéncia da iluminagao
do ambiente.*”™*

Um sistema de iluminagdo composto por
30 LEDs brancos de alta intensidade, ligados
em paralelo, foi posicionado na parte oposta
a webcam, e separado da cubeta por uma
placa de acrilico branco (2 mm) que auxiliou
na melhor distribuir da radiacdo sobre a
amostra. O circuito de alimentacao dos LEDs
foi composto por um potenciometro ajustado
em 5 Q conectado entre o anodo dos LEDs e
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o contato positivo de um cabo USB, e o
catodo dos LEDs foram ligados diretamente
ao contato GND do cabo USB, o qual foi
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conectado diretamente a porta USB de um
notebook (Figura 3).

Figura 2. Imagem superior da cdmara de captura de imagens construida em MDF

Potenciometro

+ 5V

9 N

LED 1
-~

LED2
-~

Conector USB
USB
I

GND

LED ...
A

LED 30

Figura 3. Esquema do circuito elétrico de instalacdo do LEDs

4.2. Desenvolvimento do software

A interface gréafica do software para o
controle de aquisicdio e tratamento de
imagens pode ser observado na Figura 4. O
software foi desenvolvido de forma a
permitir o controle da webcam na captura de
imagens, bem como efetuar o tratamento

das imagens capturadas e desenvolver
modelos de regressao por minimos
quadrados  parciais para a  analise

colorimétrica.

A area do software reservada para ligar a
webcam foi criada para ativar a camera
mantendo a imagem da amostra visivel ao
usudrio. As imagens foram adquiridas com
dimensGes de 45x45 pixels, com uma
resolugao de 24-bits e alinhada no centro da
amostra. Por fim as imagens foram
armazenadas em um arquivo de extensdo
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r. SoftwareAnalisex w‘
| Analise Colorimétrica - UNISC |
Ativando Sistema de Analise Analisando Amostra
10
20
30
40
10 20 30 40
Ligar Camera f f
l Analisar Amostra |
Calibragao
| Analise de Branco Valor da Concentragao
(mgiL)
| Amostra 1 0.1 2.38626
Amostra 2 0.25
——— ) Cor Predominante da
Amostra 3 X stra
ostra J 05 Ao
Amostra 4 125
- Azul
Amostra 5 25
Gerar Equagdo da ﬁela

Figura 4. Imagem da interface grafica do software para controle de aquisicao e tratamento de
imagens digitais

A drea de calibracdo foi desenvolvida com A Figura 5 mostra a sequéncia de
0 proposito de gerar a curva analitica do  funcionamento das dreas de calibracdo e
sistema com até seis solugdes de referéncia  analise. A Figura 6 apresenta uma visdo geral
(incluindo a amostra do branco). do protatipo.

Calibracdo

Captura daimagem

P

Decomposigdo da imagem
em matrizesR,Ge B

v

, 11 - ~
Pré-processamento m=r=r=>» Calculo de concentragiio

v v

Armazenamento dos "
Apresentagio dos resultados

\

Geragdo dascurva de
calibragdo

Armazenamento dos
resultados de amostras
analisadas

11
11
11
11
resultados das amostras de : :
referéncia 11
11 &
11
11
11
11
11

Figura 5. Fluxograma de funcionamento do software de captura e tratamento de imagens
digitais — Area de calibra¢do e andlise

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |No.XX]| |no prelo]



LYa

Os processos de calibracdo ou andlise das
amostras iniciam na captura da imagem da
amostra contida na cubeta, que corresponde
a um frame. A imagem é decomposta em
matrizes numéricas que correspondem aos

Costa, A. B. et al.

componentes de cor R, G e B (do inglés red,
green and blue) de 45x45 pixels. Por fim, as
matrizes sdo pré-processados de forma a
obter, em separado, os valoresde R, Ge B, o
Vetor RGB (Eqg. 1)** e Soma RGB (Eq. 2).

Virgsy = VRZ+G*+BZ (1)

Soma(RGB) =R+G+B (2)

Apds o pré-processamento, o software
segue seu fluxo de processamento, seja para
calibracdo ou anadlise de amostras.

Posteriormente a aquisicdo das imagens
das amostras de referéncia, e acionado o

comando “Gerar Equacdo da Reta” sdo
calculados os valores de cada componente de
cor, que sdo armazenados junto com os
valores de concentragcdo informados pelo
usuario.

Figura 6. Protdtipo de colorimetro por imagens digitais desenvolvido para a
determinacao de fosforo em dgua

Como a correlagdo entre os valores dos
componentes de cor e a concentragdo das
amostras é inversamente proporcional, foi
aplicada a inversa (1/x) em todos os dados
adquiridos. Estabelecendo assim uma relagao
diretamente proporcional (como proposto
pela lei de Beer™) entre a concentracdo das

amostras e as componentes de cor R, G, B,
Vetor RGB e Soma RGB. Posteriormente os
dados foram, também, normalizados em
maximo =1 e minimo = 0.

Todos os dados adquiridos e processados
pelo software foram armazenados
automaticamente em arquivos especificos,
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em extensdo “.xIsx” (padrdo Microsoft Excel),
0 que permite um acesso facil do usuario as
matrizes de dados. Nestes arquivos ficam
armazenados todos os dados das curvas
analiticas (produzidas com os componentes
de cor R, G, B Vetor RGB e Soma RGB) tais
como o coeficiente de determinagdo (R?),
coeficiente angular (a) e ponto de intersec¢ao
(b).

Apds a calibragdo, a area do software
referente a andlise de amostras fica
disponivel ao usudrio para aplicacdo, e os
dados obtidos ficam disponiveis em arquivo

Vo

com extensdo “.xlsx”, com a data e o horario
da analise, permitindo uma visualizacdo
futura e a criacdo de um banco de dados.

4.3. Determinagao de fosforo em aguas
naturais

A Tabela 1 apresenta os valores médios
obtidos para cada uma das componentes de
cor R, G e B nas diferentes amostras de
referéncia para fésforo (entre 0,00 e 1,25 mg
L) utilizadas para a curva analitica.

Tabela 1. Valores médios e respectivo desvio-padrdo (n=3) para os componentes de cor R,
G e B em funcdo da concentracdo de fésforo nas amostras de referéncia

Componente de cor

Concentrag3o de fésforo, mg L™ (P)

0,00 0,10 0,25 0,50 1,25

R Média  250,4095  242,9343 233,5574 216(’)957 185(')986

DP <0,0001 0,9308 2,9675 0,6036  3,0109

G Média  254,9035  254,8030 251,4713 239é487 214;’30

DP <0,0001 0,174811 2,232459 0,58704 3,67504

5 Média  254,8381  254,8625 254,7230 254;64 254;)774

DP < 0,0001 0,0998 0,2030 0,1028  0,1039

Como a cor azul é predominante, formada  solugdo de amostra.

pelo azul de molibdénio®, os resultados para A Tabela 2 apresenta os resultados

a componente B apresentam uma variagao
insignificante em funcdo da concentragdo das
amostras (apenas 0,025% entre a amostra do
branco e de maior concentragdo), enquanto
que, para as mesmas amostras, as
componentes R e G atingem valores de 25,7%
e 15,9%, respectivamente. Isto permite
concluir que, a intensidade da colorag¢do azul
observada nas amostras é resultado da
reducdo dos valores da componente
vermelha (R) e verde (G) e ndo de alteragdes
nos valores da componente azul (B). Por isso,
o monitoramento das componentes R e G é
mais eficiente na quantificacdo de espécies
quimicas que produzam coloragdo azul a

médios para os componentes de cor R, G, B,
Vetor RGB e Soma RGB, em funcdo da
concentracdo de fdésforo, e respectivas
figuras de mérito. A mesma tabela apresenta,
comparativamente, os resultados obtidos
utilizando um espectrofotbmetro FEMTO
(modelo 600 Plus) como instrumento de
referéncia.

Os melhores resultados de regressao
foram obtidos com as componentes de cor R
e G, Vetor RGB e Soma RGB (Figura 6),
apresentando melhores valores de
coeficiente de correlagdo, sensibilidade e
erros de calibragdo e valida¢do cruzada. No
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entanto a componente R foi selecionada para
a analise das amostras, pois apresentou a
maior amplitude de sinal, entre 250,4095 e
185,9860 e menor valor de RMSECV (Tabela

1).
utilizacdo da componente G, do Vetor RGB e
Soma RGB também fornecem
satisfatorios.

Costa, A. B. et al.

Contudo, é possivel observar que a

resultados

Tabela 2. Valores médios para os componentes de cor R, G e B, Vetor RGB e Soma RGB,
normalizados, e valores de absorbancia obtidas no espectrofotometro, em funcdo da
concentracdo de fésforo, e respectivas figuras de mérito

Conc. Comp. R Comp. G Comp. B Vetor RGB Soma RGB Absorbancia
mg L (P
gL (P) Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0,00 0,000 0,002 0,000 0,001 0,000 0,001 0000 0,002 0000 0,001 | 0000 0,002
0,10 0,089 <0,001 0,002 <0,001 0,000 <0,001 0,065 <0,001 0,063 <0,001| 0,043 0,005
0,25 0,208 0,003 0,072 <0,001 0,280 <0,001 0,178 0,002 0,172 0,001 | 0,187 0,003
0,50 0,445 0,001 0,340 0,001 1,000 <0,001 0,446 0,001 0433 <0,001| 0,302 0,002
1,25 1,000 0,016 1,000 0,017 0,177 <0,001 1,000 0,013 1,000 0,011 | 0,693 0,001
R 0,9989 0,9929 0,1953 0,9980 0,9985 0,9997
R? 0,9978 0,9859 0,0382 0,9961 0,9970 0,9995
a 0,799 0,842 0,158 0,812 0,813 0,601
b 0,013 -0,071 0,235 -0,003 -0,008 0,004
LD 0,008 0,004 0,020 0,007 0,004 0,002
LQ 0,025 0,012 0,056 0,025 0,012 0,007
RMSEC 0,011 0,021 1,222 0,016 0,013 0,005
RMSECV 0,033 0,064 3,186 0,035 0,027 0,017

Onde: R — coeficiente de correlagdo de Pearson; R? — coeficiente de determinagdo; a — coeficiente
angular (sensibilidade); b — ponto de intersecgdo; LD — limite de detec¢do; LQ — limite de quantificagao;

RMSEC — Raiz quadrada do erro médio de calibragdo; RMSECV -

validagdo cruzada. * n amostras = 3; n branco = 10.

—a—Comp. R —=—Comp. 3 —&— Comp. B —s—Vetor RGB —&—Soma RGB

1,00

Valores do componente de cor

0.80

0,60

0,40

020

0,50

Concentracdo, mg Lt

075

L00

125

raiz quadrada do erro médio de

Figura 6. Curvas analiticas obtidas pelos valores médios das componentes de R, G e B, Vetor
RGB e Soma RGB, na amostra de referéncia para fésforo
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A Tabela 3 apresenta os resultados
obtidos pelo sistema proposto e pelo método
de referéncia, na determinacdo de fdsforo
em amostras de aguas de poco filtradas em
carvdao ativado de osso. Nado foram
identificadas diferencas significativas entre as
duas metodologias utilizadas (p > 0,05).

Apensar de nao terem sido desenvolvidos
testes de especificos, é importante destacar

Vo

gue, a metodologia proposta esta sujeita aos
mesmos interferentes do método de
referéncia’®, tais como interferéncia positiva
em amostras com concentragdo de arsénio
superior a 0,1 mg L' e interferéncias
negativas em amostras com concentragdo de
cromo hexavalente ou nitrito acima de 1,0
mg L™

Tabela 3. Valores médios (n=3) dos resultados de concentracdo de fésforo em 4agua
utilizando o sistema de analise proposto (componente R) e a metodologia de referéncia

Amostras Método proposto (Comp. R) Método de referéncia
Amostra 1 < LD (0,008) < LD (0,002)
Amostra 2 0,02 +0,04 0,03+0,01
Amostra 3 < LD (0,008) < LD (0,002)
Amostra 4 0,29 + 0,06 0,32+0,01
Amostra 5 0,35+0,05 0,33+0,01
Amostra 6 1,30+0,07 1,40 £ 0,06
Amostra 7 1,29+ 0,04 1,37 £ 0,06

5. Consideragodes finais

Neste trabalho, foram exploradas as
aplicagbes do uso de imagens digitais,
capturadas por uma webcam, para andlises
guimicas colorimétricas, mostrando assim a
viabilidade do método proposto.

A camara construida para aquisicdo das
imagens digitais contribuiu de forma
significativa para a aquisicao das imagens das
amostras evitando ruidos oriundos de
iluminacdo externa, além de facilitar o
transporte do sistema para andlises de
campo pelas suas dimensdes reduzidas.
Outra questdo a ser considerada foi o baixo
custo de construgdo do aparato, em torno de
RS 70,00, considerando todos os acessdrios
utilizados.

O software de controle e tratamento de
imagens digitais desenvolvido apresenta uma
interface de facil utilizacdo durante as

analises, atendendo desta forma os padrdes
de usabilidade esperados.

Os testes para a determinagao de fésforo
produziram  resultados satisfatérios e
equivalentes ao método de referéncia,
comprovando assim a eficiéncia, no entanto
outras aplicacGes deste sistema ainda devem
ser exploradas.

Por fim, os autores informam que o
software desenvolvido neste estudo é
gratuito e estara disponivel em
www.unisc.br/ppgspi, assim que registrado
no INPI (Instituto Nacional da Propriedade
Industrial).
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