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RESUMO

A proposta deste trabalho foi demonstrar como uma técnica alternativa que é rapida e
barata pode ser usada para fins de ensino de quimica como uma alternativa a
espectrofotometria no UV-Vis. Tal proposta se baseou no uso da anélise de imagem
digital, usando o pacote EBImage disponivel no software R. Tal pacote permite a
decomposicdo de uma imagem no sistema de cores RGB (vermelho, verde e azul) para
fins de quantificacéo. Para aplicagdo da metodologia, se trabalhou com a quantificagéo
do teor de adulteracdo do azeite extra virgem com 6leo de soja. A curva analitica teve a
concentragdo de dleo sendo usado para adulteracdo variando de 0 — 25% v/v. Dessa forma,
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apos a mistuta do azeite e 6leos nas proporcdes estipuladas foi possivel se adquirir as
imagens por meio de um smartphone e trata-las posteriormente no software R. As mesmas
misturas foram analisadas em um espectrofotdmetro no UV-Vis para comparacao entre
os resultados obtidos. A comparacdo demonstrou que a analise de imagem digital tem
forte potencial para ser utilizada, considerando-se ndo apenas a otimizacdo da
metodologia alternativa proposta assim como sua validagdo. Por meio do proposto foi
possivel se trabalhar com diferentes conceitos de quimiometria, tais como calibracéo de
ordem zero, método da distancia ortogonal, que foi usado para fins de comparagéo entre
as técnicas utilizadas.

Palavras-chave: smartphone, pacote ebimage, software r, azeite de oliva, 6leo de soja.

ABSTRACT

The purpose of this work was to demonstrate how an alternative technique that is fast and
inexpensive can be used for chemistry teaching purposes as an alternative to UV-Vis
spectrophotometry. Such proposal was based on the use of digital image analysis, using
the EBImage package available in the R software. This package allows the decomposition
of an image into the RGB color system (red, green and blue) for quantification purposes.
To apply the methodology, we worked with the quantification of the adulteration content
of extra virgin olive oil with soybean oil. The analytical curve had the concentration of
oil being used for adulteration ranging from 0 - 25% v/v. Thus, after mixing the olive oil
and oils in the stipulated proportions it was possible to acquire the images by means of a
smartphone and treat them later in the R software. The same mixtures were analyzed in a
UV-Vis spectrophotometer for comparison of the results obtained. The comparison
showed that the digital image analysis has a strong potential to be used, considering not
only the optimization of the proposed alternative methodology but also its validation.
Through the proposed method it was possible to work with different chemometrics
concepts, such as zero order calibration, orthogonal distance method, which was used for
comparison purposes between the techniques used.

Keywords: smartphone, ebimage package, r software, olive oil, soybean oil.

1 INTRODUCAO

Um produto que é largamente consumido nao apenas no Brasil, mas no mundo é
0 azeite de oliva em funcdo de varios benéficios a satde humana (Baccouri et al., 2008;
Fasciotti et al., 2010; Kachouri et al., 2004). No Brasil, o azeite pode ser classificado
como virgem, extra virgem ou tipo unico. Em virtude disso € comum se ter problemas
quanto a falsificacdo do mesmo, sendo comum a falsifica¢cdo com 6leo de soja (Peixoto;
Santana; Abrantes, 1998).

Diferentes técnicas analiticas podem ser empregadas para avaliar tal adulteracéo,
tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de
infravermelho médio (MIR) ou préximo (NIR) ou espectrofotometria no UV-Vis

Considerando que ha instituicdes que ndo tem acesso a todos os equipamentos e também
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que sdo equipamentos caros, ndo apenas para aquisi¢do, mas também manutencéo, além
de algumas terem também o tempo de analise e/ou condicionamento do equipamento,
pode se pensar em meios alternativos, que seja confiaveis e baratos (Christopoulo et al.,
2004) para tal finalidade visando a implementacdo no ensino de quimica seja em um curso
de nivel técnico ou nivel superior.

Tal alternativa poderia ser a analise de imagem digital, que pode ser considerada
uma técnica barata, mas eficaz, que depende de um smartphone para aquisi¢do de imagens
e algum aplicativo ou software (para computador) que possa ser utilizado para o
tratamento das images para fins de quantificacdo. Dessa forma, a proposta desse trabalho
é mostrar o desenvolvimento de uma metodologia para determinar teor de adulteracéo de
azeite de oliva extra virgem com 6leo de soja usando como técnica a analise de imagem

digital para fins de ensino.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 QUIMIOMETRIA

A quimiometria se baseia na matematica visando diferentes aplicacdes para
extracdo de informacdo. Algumas vantagens de seu uso sao: reducdo da razdo sinal —
ruido, presenca de interferentes, analise exploratdria e controle de outliers (Bortoleto,
2007).

2.1.1 Calibracdo Univariada

Um meio de se quantificar um determinado analito é por meio da calibracdo
univariada (ou de ordem zero) na qual se tem um escalar para cada padrdo, o que gera
uma funcdo de primeiro grauque pode ter seus coeficientes encontrados por meio do
método dos minimos quadrados para fins de minimizacdo do erro (Booksh; Kowalsky,
1994). No caso, se relaciona um variavel tal como absorvancia, pH, etc a outra variavel
(normalmente concentracao do analito).

A calibragdo de ordem zero pode ser usada para tratar dados univariados, que séo
gerados, por exemplo, de medidas de absorvancia em um determinado comprimento de
onda. Esse tipo de calibracdo ndo é recomendado quando interferentes estdo presentes
(Booksh; Kowalsky, 1994). Nesse tipo de calibragdo, existe uma relacdo entre duas
variaveis, por exemplo: concentracdo e absorvancia (variavel dependente e independente
respectivamente) (Giron, 2007). A equacdo modelo é obtida pelo método de regressdo

dos minimos quadrados, visando minimizar o erro (Leitdo, 2005). Baseado nisso, pode
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ser selecionado o comprimento de onda maximo, sendo que para todas as amostras, sera
considerado somente a absorvancia nesse comprimento de onda. Para a metodologia
proposta, a validacao seré feita usando medidas espectrofotométricas e os dados obtidos

serao tratados usando a calibracdo de ordem zero.

2.1.2 Comparacéo Entre Metodologias

Existem alguns testes que podem ser aplicados quando é desejado avaliar se existe
uma diferenca estatistica entre duas metodologias. Um desses testes € o método da
distancia ortogonal. Normalmente, a regressdo linear do tipo | € a mais usado na
calibracdo de ordem zero, porém nem sempre essa pode ser aplicada, considerando que
nesse tipo de regressao, 0 erro no eixo y é mais alto que no eixo X .

Em certas situacdes deve ser considerado que existe um erro nos dois eixos e nesse
caso, a regressao linear do tipo | ndo pode ser usada. Quando um novo método analitico
é desenvolvido, este € comparado a um método de referéncia, sendo a regressao linear do
tipo 11 (método distancia ortogonal). Nesse método, os coeficientes linear (b0) e angular
(b1), assim como outros valores relacionados podem ser calculados usando as eq. 2 — 6
(Oliveira; Aguiar, 2013).

by, = [s2 — sZ +/(sz —52)% + 4(cov(y, x))?]/[2cov(y,x)] (2)
bo =7 —bi% (3)
sz = 2i=a (i — %)% (4)
sy =Xisii—»M? ()
cov(y,x) = X(x; —X)(y; — ¥) (6)

Sy2 e sx2 sdo as variancias de y e x respectivamente (métodos diferentes)
enquanto cov (y,X) é a covariancia.

A precisdo indica a proximidade dos valores de medicdo de réplicas de uma
amostra, sendo avaliado pelo desvio padrdo, enquanto a exatiddo é calculada a partir do
guanto um valor estimado ¢é préximo do valor considerado verdadeiro ou de referéncia.
A eq. 8 represente o erro absoluto, enquanto eq. 9 representa o erro relativo: (Valderrama;
Braga; Poppi, 2009).

Eq=xi—xp (7)
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E, = Zal x100% (8)

Xy

Onde E é erro absoluto; xi é o valor medido e xv é o valor referencial; Er é o erro

relativo.

2.2 ANALISE DE IMAGEM DIGITAL

Celulares podem ser usados como uma ferramenta na analise de imagem digital,
tendo potencial para ser usado para prop6sitos educacionais quimicos, por exemplo. As
imagens capturadas pelos celulares podem ser interpretadas como coordenadas do sistema
RGB (red, green, blue) (Koesdjojo et al., 2015; Moraes; Confessor; Gasparotto, 2015;
Kehoe; Penn, 2013; Moraes et al., 2014).

O software R (versdo 3.5.1.) € gratuito e tem um pacote (EBImage) que executa a
decomposic¢éo da imagem digital no sistema RGB. Esse pacote permite a criagcdo de um
vetor de pixel, cujo intensidade varia de acordo com a eg. 1: (Pau et al., 2010). O pacote
EBImage € gratuito e facil de controlar, também tem baixo custo, portanto foi escolhida

para tratar todos os dados obtidos.

VRGB2 =VR2+ G2+ B2 (9)

Nessa equacdo R, G e B sdo os canais individuais (vermelho, verde e azul

respectivamente), enquanto o RGB seriam 0s trés canais juntos.

2.3 ENSINO DE QUIMICA CONTEXTUALIZADO

O ensino de quimica precisa ser capaz de demonstrar aos alunos a relacdo que
existe entre conhecimento tedrico e experimental (Pinto, 2012), visto que o0 conhecimento
aplicado na parte experimental advém de uma base sélida de conhecimento teorico.
Pensando-se em aulas praticas de quimica, independentemente, da instituicao ter ou ndo
acesso a equipamentos sofisticados, ha de se apresentar também outros meios que podem
ser baratos e rapidos, podendo ser aplicados ao longo de uma aula ou conjunto de aulas
praticas.

Por meio de diferentes experimentos pode se fazer com que o aluno compreenda

melhor a aplicagdo de conteudos em aulas experimentais, tais como a coleta e tratamento
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de dados, entendendo melhor como se interpreta um gréafico e/ou tabela (Barbosa, 2011;
Salesse, 2012)

2.4 ANALISE DO AZEITE DE OLIVA

Métodos cromatograficos (Fasciotti et al., 2010; Mata — Espinosa et al., 2011;
Monfreda et al., 2012; Monfreda et al., 2014; Ruiz — Samblas et al., 2012) s&o uma forma
de avaliar a qualidade do azeite de oliva, mas sdo técnicas caras e demoradas, tendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) um alto gasto de solvente organico.
Métodos espectroscopicos, tais como infravermelho (Mata — Espinoza et al., 2012; Sinelli
et al., 2010; Rohman et al., 2010; Gurdeniz et al., 2009; Ozturk et al., 2010) ou
espectrofofotométricos (Barker; Rayens, 2003; Valderrama et al., 2014; Gomes, 2013)

podem ser usados acoplados com quimiometria também podem ser empregados

3 PROCEDIMENTO METODOLOGICO
3.1 PREPARO DAS SOLU(}OES PARA ANALISE DA ADULTERAQAO DO
AZEITE DE OLIVA

As amostras de 6leo de soja e azeite extra virgem foram adquiridas em comércio
local na cidade de Valenca (Rio de Janeiro). Foram preparados solucdes contendo
diferentes teores de dleo de soja e azeite de oliva conforme Tabela 01. As misturas tinham

um volume total de 10 mL.

Tabela 1: Concentracfes das misturas de azeite com 6leo de soja.

Padrao Volume de azeite  Volume de 6leo de % de 6leo na % de azeite na
(mL) soja (mL) mistura (% v/v) mistura
(%oviv)
1 (branco) 10 0 0 100
2 9,5 0,5 5 95
3 9 1 10 90
4 8,5 15 15 85
5 8 2 20 80
6 7,5 2,5 25 75

Fonte: Os autores (2021)

3.2 AQUISICAO DAS IMAGENS
Para aquisicdo das imagens foi necessario o uso de uma caixa de madeira (20 x 12
X 18 cm) pintada de tinta preta fosca, com fitas de led no interior na parte superior da

caixa. A caixa utilizada pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1: Caixa de madeira usada para aquisicdo das imagens: (a) vista da parte interna da caixa iluminada
com fitas de led branco; (b) topo da caixa com o orificio para colocar a camera do smartphone.

As amostras (800 uL) foram colocadas em uma placa de toque branca (Figura 2)
apos a reacdo para aquisicao das fotos.

Figura 2: Amostras de misturas sintéticas de dleo de soja e azeite de oliva na placa de toque antes da

aquisicao da imagem l

3.3 TRATAMENTO DAS IMAGENS

Ap0s a aquisicdo das imagens, as mesmas foram passadas para um computador e
cortadas (30 x 30 pixels) para serem tratadas no software R usando o pacote EBImage.

O teor de adulteracdo foi calculado usando-se quatro modelos diferentes: apenas
o canal vermelho, apenas o canal azul, apenas o canal verde e 0s trés canais juntos visando
checar qual modelo oferecia o0 melhor resultado de predicao.

O software, que é totalmente gratuito, pode ser baixado diretamente da internet e
instalado conforme instru¢Ges do site (www.r-projetc.org). Por meio de comandos
especificos pode-se trabalhar em diferentes topicos, tais como estatistica basica,
calibracdo univariada, testes estatisticos para comparacdo de metodologias, analise de

imagem digital, que é o interesse desse trabalho dentre outros. Apds instalacdo do
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software e abrir o mesmo, deve-se proceder a instalacéo e habilitacdo do pacote EBImage
(Figura 3).

Figura 3: Instalacdo e habilitacdo do pacote EBImage

source("http://bioconductor.org/bioclLite.R")#instalacdo do pacote
bioclLite("EBImage")

library("EBImage" )#habilitacdo do pacote

Os comandos utilizados para determinar o teor de adulteracdo do azeite com 6leo
foram adaptados do material suplementar disponivel no artigo de Moraes et al. (2014).
Na Figura 4, pode se observar parte dos comandos adaptados, replicados para cada

padréo.

Figura 4: Trecho de comandos adaptados para tratamento das imagens no software R usando o pacote
EBImage (a) comandos para importagdo das imagens e criacdo dos vetores do sistema RGB; (b) criacdo
dos modelos de regressdo linear (intensidade do canal vs concentragdo predita da solucéo padréo.

blankl = readImage('Blankl.jpg’') #importacdo da imagem

blank2 = readImage('Blankl.jpg’') #importacdo da imagem

blank = (blankl + blank2)/2 # célculo da média das réplicas

pad2l = readImage('padraoc 2_1.jpg") #importacdo da imagem

pad22 = readlmage(‘padrao 2_2.jpg’') #importacdo da imagem

pad2 = (pad2l + pad22)/2 # célculo da média das réplicas

pad2m = pad2 - blank #normalizacdo dos dados (.)
pad2red = channel(pad2m, ‘red’) #criacdo do padrao canal vermelho

pad2redm = mean (pad2red)*255 #criacdo do padrdo canal vermelho

pad2blue = channel(pad2m, 'blue') #criacdo do padrdo canal azul

pad2bluem = mean (pad2blue)*255 #criacdo do padrdo canal azul

pad2green = channel(pad2m, ‘green’) #criacdo do padrdo canal verde
pad2greenm = mean (pad2green)*255 #criacdo do padrdo canal verde

pad2f = sqrt(pad2redm”2+pad2bluem”2+pad2greenm”2) #criacdo do padrdo para o vetor RGB

X=¢(pad2f,pad3f,paddf,padSf,padéf) #criacdo do vetor das imagens

conc=c(1,2,3,4,5) #criacdo do vetor concentracdo (b)

nodelo<-1m(X~conc) #construcdo do modelo linear

plot(conc,X,x1ab="concentration (mg/mL)", ylab = “vector RGB", main = "RGB model”, pch = 1)&construcdo do grafico
abline(modelo, col="red") #insercdo da reta de ajuste

summary(modelo) #dados do modelo

coefficients=coefficients(modelo) #coeficientes do modelo para calcular valores medidos

Determinacgéo da adulteragdo por meio da espectrofotometria no UV-Vis.

As andlise foram feitas usando um espectrofotdmetro modelo Cary 60 UV-Vis
(Agilent Technologies) na faixa de 200 — 700 nm. As amostras foram colocadas em uma
cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm e as andlise realizadas em duplicata. Apés a
realizacdo das analises, os dados obtidos foram convertidos pro formato CSV sem
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virgulas para serem tratados no software R. Com base no espectro, foi selecionado o ponto

de absorvancia maxima.

Comparacdo entre técnicas
Para comparacdo das metodologias (analise de imagem digital e

espectrofotometria no UV-Vis) foi usado o método da distancia ortogonal.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Determinacdo da adulteracdo do azeite de oliva com 06leo de soja por anélise de
imagem digital.

Depois da aquisicdo e tratamento das imagens, foi possivel construir os quatro
modelos representados na Tabela 2, aonde pode se observar além da equacdo do modelo,
os valores dos coeficientes de correlacdo e determinacédo. Para a construcdo dos modelos
foi necessario retirar o padrdo de concentracdo de 5% v/v de dleo de soja e 95% v/v de
azeite de oliva, pois estava muito discrepante dos demais dados, causando desvios
significativos nos modelos. Vale também ressaltar que para os modelos dos canais
vermelho e verde, o padrdo de concentracdo 25% v/v de 6leo de soja e 75% v/v de azeite
de oliva também estava destoando dos demais, entretanto, para manter os dados para fins
de comparacéo esse padrdo foi mantido. Com base nos valores da Tabela 2, 0 modelo
RGB foi escolhido, dentre os quatro modelos existentes, como o melhor para fins de
predicdo.

Tabela 2: Modelos obtidos usando o pacote EBImage no R para determinacdo da adulteragdo de azeite extra
virgem com 6leo de soja.

Modelo Equacéo do modelo Coeficiente de Coeficiente de
determinact (R2) correlacéo (R)
RGB (juntos) Y = 84,475 -2,715C 0,9045 0,9510
Canal vermelho Y =7,4466 — 0,6495C 0,2645 0,5143
Canal azul Y = 83,6451 — 2,7830C 0,8168 0,9038
Canal verde Y =11,2268 — 0,56C 0,2717 0,5212

Fonte: Os autores (2021)

A partir desssa escolha (do melhor modelo), mediu-se os valores de concentragdo

de 6leo usado na aadulteragdo (Tabela 3)
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Tabela 3: Valores medidos de concentracdo de 6leo usado na adulteracdo do azeite para o modelo escolhido

Concentracdo predita ~ Concentracéo estimada Erro relativo (%)
(%viv) (Yoviv)
90 90 0,4
85 86 1,2
80 77 3,8
75 76 1,3

Fonte: Os autores (2021)

Determinacgéo da adulteracdo do azeite de oliva por espectrofotometria no UV-Vis
Na Figura 05 se tem o espectro sobreposto do 6leo de soja e azeite de oliva extra

virgem.

Figura 5: Espectro UV-Vis de 6leo de soja e azeite de oliva.

éleo de soja
azeite de oliva

Absorvancia

200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

E possivel observar na regido de 200 — 378 nm (regi&o circulada em verde) que
havia um ruido e por isso essa regido do espectro foi desconsiderada, trabalhando-se
apenas com a regido de 379 — 700 nm. Nessa regido foi possivel observar pontos
diferentes (demarcados em roxo na Figura 6) onde se tinha picos de absorvéancia, o que é

esperado em virtude da presenca de clorofila no azeite.
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Figura 6: Espectro recortado no UV-Vis de 6leo de soja e azeite de oliva.

azeite 1

azeite 2
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azeite 4

w

Absorvancia

400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Para fins de quantificacdo, se escolheu 3 pontos: 415, 454 e 670 nm, tendo sido
gerado um modelo linear para cada absorvéancia escolhida,conforme pode ser observado
na Tabela 4.

Tabela 4: Modelos de calibracdo univariada para espectrofotometria no UV-Vis.

Comprimento de onda Equacao do modelo R2 R

(nm)

415 Y =0,014714x + 0,91 0,9539
0,401755

454 Y =0,009909x + 0,87 0,9327
0,323701

670 Y =0,004031x + 0,63 0,7937
0,161116

Fonte: Os autores (2021)

Com base na andlise dos modelos, o que ofereceu melhor resultado de predicéo
foi o referente a 415 nm, sendo ele o escolhido para fins de comparagcdo com o melhor
modelo obtido na analise de imagem digital. Na Tabela 5 se tem os valores medidos e 0
erro relativo associado a cada medida. Pode se observar que os valores medidos foram

proximos aos esperados, o que é corroborado pelo erro relativo.

Tabela 5 — Erro relativo e valores medidos por espectrofotometria.

Valor esperado (%ov/v) Valor medido (% v/v) Erro relativo (%)
95 98 3
90 91 1
85 87 2
80 81 1
75 72 4

Fonte: Os autores (2021)
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Comparacdo entre as técnicas

Ao se recorrer ao método da distancia ortogonal se obteve a equacdo do modelo
exibida na Tabela 6. Pode se observar que os resultados obtidos no processo de
comparacdo pode ser considerado satisfatorio. Vale ressaltar que a metodologia
alternativa proposta ainda seria otimizada, o que acarretaria em uma relacdo mais forte
entre a andlise de imagem digital e a espectrofotometria no UV-Vis. Também vale
ressaltar que tal comparacao foi desconsiderando o padrdo de 5% de 6leo de soja e 95%
de azeite de oliva cujo resultado ndo foi descartado na espectrofotometria no UV-Vis,

visto que na andlise de imagem digital tal padrédo foi retirado na constru¢do do modelo.

Tabela 6 — Equacdo do modelo de comparacdo das técnicas.
Equacéo do modelo R2 R
Y =0,7631C + 19,101 0,8472 0,9204
Fonte: Os autores (2021)

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos dois estudos de caso apresentados mostram o potencial
da analise de imagem digital para ser empregada para fins de ensino, usando um
smartphone como aliado no processo de ensino-aprendizagem. Valer ressaltar que as duas
metodologias, que se basearam na aquisicdo de imagens, tiveram os dados tratados
fazendo uso de um software gratuito. Tal processo pode ser aplicado em aulas praticas de
quimica analitica tanto no nivel técnico quanto em nivel superior (em cursos de quimica
ou areas afins) quando nao se tem um espectrofotdmetro disponivel ou mesmo que se
tenha como a insercdo de uma nova técnica a ser aprendida pelos alunos.

Os resultados, ainda que haja necessidade de se otimizar os modelos obtidos, ja
mostram a viabilidade da aplicacdo da analise de imagem digital como ferramenta de
ensino. Visto que, ndo apenas uma nova técnica seria apresentada, mas também a
introducdo ou revisao de conceitos importantes vistos na teoria poderiam ser colocados
em pratica diferentes conceitos de quimica analitica e também de quimiometria tais como:
calibracdo univariada, visto que os modelos construidos foram a partir de dados escalares,
avaliacdo de valores discrepantes, avaliacdo da adequacao do modelo, além do conceito

de anélise de imagem digital.
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