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RESUMO

DETERMINACAO DE CALCIO EM PETROLEO UTILIZANDO COLORIMETRIA
COM IMAGENS DIGITAIS

AUTORA: Luiza Baumann
ORIENTADOR: Prof. Dr. Edson Irineu Mller

Nesse trabalho foi desenvolvido um método para a determinacdo de Ca em petréleo
utilizando a colorimetria com imagens digitais com o aplicativo PhotoMetrix. Para isso, foi
utilizado um sistema portatil baseado na captura de imagens digitais por uma camera
endoscopica e o processamento e tratamento das imagens foi feito utilizando o aplicativo
PhotoMetrix PRO. A andlise colorimétrica foi baseada nas rea¢des de complexacédo com
o Ca usando calceina, murexida e calcon. Foram avaliados os parametros de pH e
concentracdo de cada complexante necessaria para a formacdo de complexos estaveis
com o Ca. Também foi utilizado um planejamento de experimentos do tipo Doehlert,
modelo quadratico, de trés varidveis, para avaliar as influéncias do volume total de
solucéo (1 a 2 mL), distancia focal da camera (2 a 20 mm) e intensidade de luz (30 a 180
IxX) para a aquisicdo das imagens digitais. Por ultimo, foram otimizadas as regides de
interesse para a captura das imagens digitais (32x32, 64x64 e 128x128 pixels) e avaliadas
as possiveis interferéncias causadas pela presenca de magnésio. Apds a captura das
imagens, os dados foram processados no aplicativo PhotoMetrix PRO utilizando o modelo
de calibragdo multivariada pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS). A norma
ASTM D4807 foi avaliada como método de preparo de amostras para posterior
determinacdo de Ca nas amostras de petréleo. Diante disso, foi feito o isolamento das
espécies salinas contidas no petréleo em membrana de 0,45 pum apos filtracdo, como
preconizado pela norma ASTM D4807. O método proposto, com as condicfes otimizadas,
foi aplicado para 5 amostras de petroleo com concentracdes de Ca variando de 5 até
aproximadamente 900 mg kg, para avaliar a capacidade preditiva do modelo. Os
resultados do método proposto foram comparados com os valores obtidos pelas
solubilizacdes das amostras de petroleo e também, com os valores obtidos pela digestdo
por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas em sistema com camara Unica de
reacdo (MAWD-SRC) com determinacdo por ICP OES, como métodos de referéncia.
Coeficientes de determinacdo superiores a 0,997 foram obtidos para os modelos de
calibracdo construidos para os trés complexantes, com a utilizacao de 5 fatores. Valores
de RMSECV de 0,26, 0,35 e 0,32 mg L foram obtidos para os modelos de regressao
para a calceina, murexida e calcon, respectivamente. Nao foram observadas diferencas
significativas entre o método proposto e os métodos de referéncia (ANOVA, intervalo de
95% de confianca). Os limites de detecc¢éo e quantificacdo foram 0,62 e 2,05 mg kg%, 0,12
e 0,40 mg kg e 0,15 e 0,51 mg kg, para os complexantes calceina, murexida e calcon,
respectivamente. Nao foi observada interferéncia significativa do magnésio nas amostras
de petroleo utilizadas neste trabalho. Por fim, 0 método colorimétrico por imagens digitais
com PhotoMetrix € considerado uma alternativa viavel para a determinacdo de Ca em
amostras de petroleo, devido a sua possibilidade de miniaturizacao, baixo custo, facilidade
operacional e rapidez na obtencdo e processamento das imagens digitais.

Palavras-chave: Petréleo. Calcio. Imagens digitais. Calibracdo multivariada.
PhotoMetrix.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CALCIUM IN CRUDE OIL USING COLORIMETRY WITH
DIGITAL IMAGES

AUTHOR: Luiza Baumann
ADVISOR: Prof. Dr. Edson Irineu Miller

In this work, a method was developed for the determination of Ca in petroleum using
colorimetry with digital images with the PhotoMetrix application. For this purpose, a
portable system was used based on the capture of digital images by an endoscopic
camera and the processing and treatment of the images was done using the
PhotoMetrix PRO application. The colorimetric analysis was based on complexation
reactions with Ca using calcein, murexide and calcon. The pH parameters and
concentration of each complexing agent necessary for the formation of stable
complexes with Ca were evaluated. A three variable Doehlert matrix (DOE), quadratic
model, was also used to evaluate the influences of the total volume of solution (1 to 2
mL), camera focal length (2 to 20 mm) and light intensity (30 at 180 Ix) for digital image
acquisition. Finally, the regions of interest for capturing digital images (32x32, 64x64
and 128x128 pixels) were optimized and the possible interference caused by the
presence of magnesium was evaluated. After the capture of the images, the data were
processed in the PhotoMetrix PRO application using the multivariate calibration model
by the partial least squares (PLS) method. ASTM D4807 was evaluated as a sample
preparation method for further determination of Ca in petroleum samples. Therefore,
the saline species contained in the crude oil were isolated in a 0.45 um membrane
after filtration, as recommended by the ASTM D4807 standard. The proposed method
with optimized conditions was applied to 5 crude oil samples with Ca concentrations
ranging from 5 to approximately 900 mg kg, to evaluate the predictive capacity of the
model. The results of the proposed method were compared with the values obtained
by the solubilization of the petroleum samples with determination by ICP OES and also
with the values obtained by microwave-assisted wet digestion using single reaction
chamber (MAWD-SRC) with determination by ICP OES, as reference methods.
Determination coefficients greater than 0.997 were obtained for the calibration models
built for the three complexing agents, using 5 factors. RMSECYV values of 0.26, 0.35
and 0.32 mg L were obtained for the regression models for calcein, murexide and
calcon, respectively. No significant differences were observed between the proposed
method and the reference methods (ANOVA, 95% confidence interval). The detection
and quantification limits were 0.62 and 2.05 mg kg, 0.12 and 0.40 mg kg and 0.15
and 0.51 mg kg1, for the complexing agents calcein, murexide and calcon,
respectively. No significant interference of magnesium was observed in petroleum
samples used in this work. Finally, the colorimetric method by digital images with
PhotoMetrix is considered a viable alternative for the determination of Ca crude oll
samples, due to its possibility of miniaturization, low cost, operational ease and speed
in obtaining and processing digital images.

Keywords: Crude oil. Calcium. Digital images. Multivariate calibration. PhotoMetrix.
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1 INTRODUGAO

O petréleo € composto majoritariamente por hidrocarbonetos e em uma menor
propor¢cdo por compostos organicos que contém enxofre, nitrogénio, oxigénio e
metais. Essa mistura € de ocorréncia natural, encontrando-se normalmente no estado
liguido (SPEIGHT, 2001). A sua extracdo geralmente é realizada juntamente com
agua livre ou 4gua na forma de emulsdo. Nas emulsdes de petrdleo estdo contidas
algumas espécies indesejadas, decorrentes da etapa de extracdo, como 0sS
sedimentos, o elevado teor de agua e os sais (ALVES et al., 2022; UMAR et al., 2018).

Dentre os sais associados a fase aquosa das emulsGes agua/éleo, estdo os
sais de cloreto, formados com os metais célcio, sédio e magnésio, como o CaClz, NaCl
e MgClz, respectivamente. Esses sais contidos no petroleo, quando sdo submetidos a
altas temperaturas, tendem a reagir com o vapor de agua produzido, por meio de uma
reacdo de hidrdlise, formando o &acido cloridrico. Consequentemente, ocorre a
corrosdo dos equipamentos de destilacdo, além de causar o entupimento das
tubulac@es, valvulas e bombas (SPEIGHT, 2001; SPEIGHT, 2006).

Diante disso, ha a necessidade de se fazer o controle desses contaminantes
presentes no petréleo, em especial a quantificacdo de célcio. O monitoramento da
concentracdo de célcio pode ser feito por diversas formas, porém as mais usuais séo
empregando diluicdo em solventes organicos, calcinagdo da amostra com posterior
digestdo acida e a decomposi¢ao por via umida com radiagdo micro-ondas, como
métodos de preparo de amostra, e a quantificagao é realizada por espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de
absorcao atdmica com chama e forno de grafite (FLORES, 2014; MELLO et al., 2012).

Apesar dos métodos e técnicas acima citados serem bem estabelecidos,
progressivamente tem sido desenvolvidos métodos utilizando técnicas que fornecam
resultados mais rapidos, que possibilitem a analise no local e que tenham um baixo
custo. Dessa forma, como alternativa, & possivel fazer a determinagdo de calcio
utiizando a analise colorimétrica por imagens digitais. Em analises onde ha
modificacdo de cor mediante uma reacdo, pode-se efetuar a captura e o
processamento de imagens digitais, sem a necessidade de equipamentos robustos,
como espectrofotdbmetros ou colorimetros. Ainda, o desenvolvimento de novos
métodos miniaturizados e portateis promove maior mobilidade, sem prejuizo a
gualidade analitica dos resultados (FAN et al., 2021; FERNANDES et al., 2020).
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As analises colorimétricas baseiam-se na formacéo de compostos com cor em
solucéo, a partir de diversas reacfes quimicas, como complexacao, precipitacao,
oxirreducdo, entre outras. Particularmente, nas reagbes de complexagdo, sao
utilizados agentes complexantes sensiveis ao ion metalico, os quais mudam de
coloracdo, conforme a concentracdo do metal presente em solucéo, em faixas de pH
especificas para a formacdo do complexo (BACCAN, 2001; HARRIS et al., 2010;
SKOOG et al., 2013; VOGEL et al., 1989).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método colorimétrico
para a determinacdo de calcio em petrdleo, utilizando um sistema portatil para a
captura das imagens digitais e o processamento das mesmas através do aplicativo
PhotoMetrix PRO. Para tanto, foram otimizados alguns parametros importantes para
a formacdo dos complexos na reacdo colorimétrica, como pH e a concentracdo de
complexante necessaria, além dos parametros do dispositivo de deteccao
colorimétrica. Como método de preparo de amostra, buscou-se adaptar a norma
ASTM D4807, utilizada para a determinacao do teor de sedimentos empregando uma
filtragdo, para posterior determinacgéo de calcio no PhotoMetrix. A exatiddo do método
foi realizada através da comparacdo dos resultados do método proposto com os
resultados obtidos com a decomposicao por via Umida assistida por radiacdo micro-

ondas e das solubilizagdes com posterior determinacéo por ICP OES.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera abordada a revisdo bibliografica, a qual foi dividida em 4
partes principais. Na primeira parte, ser&o abordados os aspectos gerais sobre o
petréleo, o processo de formagdo de emulsées e os problemas causados pela
presenca de sais no petroleo. Na segunda secdo, serdo apresentadas as normas
oficiais, os métodos de preparo de amostras e as técnicas para a determinacdo de
calcio em petroleo e seus derivados. Na terceira etapa, seréo tratados os conceitos
da formagédo de complexos com o calcio e seus fundamentos, estabilidade de um
complexo e os principais complexantes utilizados. Por fim, serdo abordados os
fundamentos da analise colorimétrica por imagens digitais, seus fundamentos, além
dos métodos quimiomeétricos utilizados para o tratamento dos dados da colorimetria

com imagens digitais obtidas com o aplicativo PhotoMetrix.
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2.1 PETROLEO

O petréleo € composto por uma mistura de hidrocarbonetos, associado a
pequenas quantidades de compostos organicos formados com enxofre, nitrogénio,
oxigénio e metais. Dentre as diversas teorias que buscam explicar a origem do
petréleo, uma das mais aceitas € a de que o petréleo € gerado por meio da
deterioragdo da matéria organica acumulada nas rochas sedimentares, durante
milhares de anos, em condi¢fes térmicas adequadas (temperatura e pressao). Ele é
utilizado principalmente como combustivel, gas, fonte de energia nas industrias, além
de prover as matérias primas utilizadas para a producédo de polimeros, plasticos e
diversos outros produtos (RIAZI, 2005; SPEIGHT, 2006).

2.1.1 Composigao quimica do petréleo

O petréleo apresenta uma gama de diferentes compostos organicos, cuja
composicao varia em funcéo da regido e da profundidade, do tempo/idade da reserva
petrolifera e das condi¢cdes em que o petréleo foi submetido, tais como temperatura e
pressdo. Além disso, o petrdleo também pode apresentar, dependendo da sua origem,
alteracdes na cor, odor, entre outras propriedades (GLUYAS e SWARBRICK, 2003;
SPEIGHT, 2001).

A grande maioria dos constituintes dos hidrocarbonetos no petroleo, é
composto por grupos parafinicos, nafténicos e aromaticos. As parafinas sao
hidrocarbonetos saturados, com cadeias lineares ou ramificadas, enquanto que os
naftenos podem apresentar um ou mais anéis, além de cadeias laterais. J& os
hidrocarbonetos aromaticos, podem conter em sua estrutura um ou mais anéis
benzénicos, podendo estar ligados a anéis nafténicos e cadeias parafinicas. Esses
compostos resultam em alteracdes das propriedades fisico-quimicas do petroleo,
dependendo do grupo predominante (JONES e PUJADO, 2006).

Com relacdo a composicao elementar, a variacdo ndo € tao significativa. O
petréleo é composto majoritariamente por hidrocarbonetos, apresentando em massa
de 83 a 87% de carbono e 10 a 14% de hidrogénio. Ainda, em menores proporg¢oes,
0 petrdleo contém de 0,1 a 2% de nitrogénio, 0,05 a 1,5% de oxigénio, 0,05 a 6% de
enxofre e teores inferiores a 0,3% de metais, como Fe, Ni, V, entre outros (SPEIGHT,
2001).
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A classificacdo do petroleo é feita por diversos parametros fisico-quimicos, tais
como a densidade, pressdo de vapor, ponto de fluidez, viscosidade, acidez, entre
outros. Entretanto, a forma mais empregada de classificacdo do petrdleo consiste na
determinacao da densidade, de acordo com o American Petroleum Institute (API). A
densidade pode ser definida como a relacdo entre a massa especifica do 6leo e do
padrdo, a uma determinada temperatura. Com base na densidade, o petréleo é
caracterizado como extra leve, leve, médio, pesado, extrapesado e asfaltico (FARAH,
2012; GAUTO et al., 2016; SPEIGHT, 2006).

Diante disso, utiliza-se o °API como medida da densidade para estimar o valor

comercial do petréleo, através da Equacéo 1:

141,5
°AP] = —— —131,5 (1)
d15,6/15,6

Em que, disense € a razdo entre a densidade do petréleo a 15,6 °C e a
densidade da 4gua na mesma temperatura. Os petréleos extrapesados apresentam
°APl entre 15 e 19, os pesados entre 19 e 27, os intermediarios entre 27 e 33 e aqueles
com °API superiores a 33 sdo considerados leves (FARAH, 2012; GAUTO et al., 2016;
SPEIGHT, 20086).

2.1.2 Formagao de emulsdes e os problemas causados pela presenga dos sais

no petréleo

Um dos maiores problemas encontrados na industria petrolifera é a elevada
quantidade de agua que esta associada a extracdo do petroleo. Geralmente, o
petréleo é extraido dos pocgos juntamente com agua livre ou agua emulsionada,
produzindo emulsdes. Basicamente, as emulsfes podem ser do tipo dgua-em-6leo
(A/O), Oleo-em-agua (O/A) e emulsdes multiplas (dgua-em-0leo-em-agua, A/O/A),
sendo a emulsdo agua em Oleo o tipo mais comum na induastria petrolifera
(ABDULREDHA et al., 2020).

As emulsdes sdo formadas dentro do reservatério quando o petréleo e a agua,
presente naturalmente no poc¢o ou injetada durante a extracao, entram em contato e
comecam a ser coproduzidos. A formacdo dessas emulsdes ocorre principalmente

devido ao fluxo turbulento nos dutos ao longo do processo de perfuragéo. A agitacao
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e a turbuléncia formada nos pocos, resultantes desse processo, geram forcas de
cisalhamento suficientemente altas para provocar a dispersédo da agua em goticulas
na fase oleosa e vice-versa, formando assim as emulsdes (UMAR et al., 2018; WONG
et al., 2015; YONGUEP et al., 2022).

Além disso, a presenca de agentes emulsificantes no petréleo, como
asfaltenos, ceras, bases e acidos organicos, soélidos inorganicos e sais dissolvidos
podem aumentar a estabilidade das emulsfes. Quanto maior a quantidade de agentes
emulsificantes, maior sera a estabilidade de uma emulsao, pois o filme interfacial se
torna mais rigido, dificultando o rompimento e a coalescéncia das gotas (ALVES et al.,
2022; KANG et al., 2011; UMAR et al., 2018).

A corrosao causada nos tubos de refino permanece sendo um dos maiores
obstaculos enfrentados nas refinarias de petréleo, devido a presenca de sedimentos,
agua e sais. A presenca dessas espécies pode causar diversos efeitos adversos na
qualidade do produto obtido, bem como, pode causar a corrosdo dos equipamentos
de destilagdo e incrustagao nas unidades trocadoras de calor (SPEIGHT, 2001).

A corrosao desenvolve-se principalmente pela presenca de sais de cloreto,
formados com os metais calcio, magnésio e sédio. Geralmente, a quantidade de sais
de cloreto presente ndo € muito elevada, porém, mesmo em baixas concentracoes,
resulta em diversos prejuizos as refinarias (HUANG e ZHU, 2019).

A maioria dos sais de cloreto presentes no petroleo sdo originarios da agua
salgada associada a sua producdo. Eles podem ser removidos do petréleo com uma
boa eficiéncia por meio de dessalinizadores. Porém, os sais que permanecem na agua
emulsionada, quando submetidos ao aquecimento, sofrem hidrdlise, formando acido
cloridrico como subproduto (GRAY, et al., 2008; SPEIGHT, 2006). Os principais sais
presentes no petréleo e as suas respectivas reacdes de hidrolise, estdo apresentados

nas Equacoes 2, 3 e 4.

CaClz + H20 = 2HCI + CaO (2)
MgCl2 + H20 = 2HCI + MgO 3)
2NaCl + H20 = 2HCI + Na20 (4)

Como visto, mesmo em baixas concentracdes, a presenga dos sais causa uma
série de danos a refinaria. Diante disso, a porcentagem de sal existente no petréleo
deve ser mantida abaixo dos limites permitidos. O teor salino é expresso como a
quantidade de cloreto de sodio (NaCl) presente no petrdleo e derivados, em que, na

producéo o teor maximo permitido é 570 mg L* e no maximo 5 mg L nas refinarias.
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Para que esse valor seja atingido nas refinarias, o petréleo € submetido a um
procedimento de desidratacéo e/ou dessalgacdo previamente ao seu transporte dos
campos produtores. J& em relacdo ao BSW (do inglés, basic solids and water), o teor
méaximo de dgua e sedimentos aceito € 1% (MORIGAKII et al., 2010; SPEIGHT, 2006).

2.2 TECNICAS PARA DETERMINAGAO DE CALCIO EM PETROLEO

2.2.1 Normas oficiais para a determinacgao de calcio em petréleo

Diversas normas oficiais sdo propostas para a determinacado de calcio em
petroleo e seus derivados, dentre as quais destacam-se as normas ASTM D5056,
D7876, D4951, D3605, D4628 e D7111. A seguir, de forma resumida, estdo
apresentados os métodos de preparo de amostras e as técnicas utilizadas para a
determinacao elementar para cada norma.

Anorma ASTM D5056 ¢é utilizada para a determinacao de Ca, Al, Fe, Ni, Si, Na,
V em coque de petroleo por espectrometria de absorgéo atdmica (AAS). No método
de preparo de amostra utilizado, € feita inicialmente a calcinagao da amostra em forno
tipo mufla, e em seguida as cinzas obtidas sao fundidas com os reagentes tetraborato
de litio (Li2B4O7) ou metaborato de litio (LiBO2) (ASTM D5056, 2017).

Ja a norma ASTM D7876 consiste na decomposicao de amostras de petroleo
e seus derivados utilizando digestdo por via umida com aquecimento por radiagao
micro-ondas (com ou sem incineragao prévia das amostras) e posterior determinagao
elementar por espectrometria de emissdo atdbmica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) ou espectrometria de absorgado atébmica (AAS) (ASTM D7876,
2018). AASTM D4951, por sua vez, permite a determinagdo de Ca, Ba, B, Cu, Mg, P,
S e Zn em amostras de 6leos lubrificantes por ICP OES com a diluicao prévia das
amostras com solvente organico (ASTM D4951, 2019).

Por fim as normas ASTM D4951, D3605, D4628 e D7111 propdem a diluicao
prévia das amostras em solventes organico (xileno, tolueno) e posterior determinagao
elementar por técnicas de espectrometria atomica (F AAS ou ICP OES) (ASTM D4951,
2019; ASTM D3605, 2017; ASTM D7111, 2021).

Recentemente foram propostas algumas adapta¢des da norma ASTM D4807
que permitem o isolamento das espécies salinas presentes nas emulsdes de petroleo.

O método consiste na solubilizacdo do petréleo em tolueno aquecido e posterior
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filtracdo da mistura em membrana de 0,45 um para a determinacdo do teor de
sedimentos. A partir da diferenca de massa da membrana antes e apoés a filtracdo em
relagdo a massa de amostra utilizada, é calculado o teor de sedimentos, sendo o
resultado final expresso em porcentagem (ENDERS et al., 2020; HENN et al. 2022).
Enders et al. (2020) fizeram a caracterizacdo e a identificagcdo de sodlidos
inorganicos presentes em petréleos, utilizando a norma ASTM D4807. Além do que é
preconizado pela norma, os autores também fizeram modificacdes, utilizando misturas
de solventes, como tolueno + isopropanol, tolueno + isopropanol + 4gua e uma terceira
modificacao, utilizando uma etapa de lavagem adicional com agua quente dos solidos
inorganicos retidos membrana de 0,45 um. Os principais elementos identificados nas
estruturas solidas retidas nas membranas de nylon foram Na, Cl, Ca, Ba, Fe, K, Mg,
S, Si e Sr utilizando a microscopia eletronica de varredura com detector EDS-raios-X.
A modificagdo da norma ASTM D4807 para a determinagdo elementar foi
proposta por Henn et al. (2022), que consistiu na solubilizagcdo em agua das espécies
retidas na superficie da membrana de nylon de 0,45 ym. Os autores avaliaram o
isolamento das espécies salinas formadas com o Mg, Sr e Pb através do método de
filtracdo em membrana para posterior determinacao do teor de sedimentos presentes
no petroleo, segundo a norma ASTM D4807. Esse método ndo requer equipamentos
sofisticados e apéds a filtracdo na membrana de nylon, o Mg e o Sr, presentes como
sOlidos inorganicos, ficaram retidos na membrana, podendo ser facilmente

recuperados em agua, mas as recuperacdes do Pb ndo foram quantitativas.

2.2.2 Métodos de preparo de amostra para posterior determinagao de calcio em

petréleo

Os métodos de preparo de amostra tém a finalidade de converter a amostra em
uma forma adequada a ser introduzida nos equipamentos de medida, utilizados para
a quantificagcdo dos elementos de interesse. Embora existam técnicas que permitem
a introdugdo da amostra sélida sem pré-tratamento prévio, a grande maioria delas
requer que as amostras estejam na forma de solucdo ou de suspensao, como as
técnicas espectrométricas de absorcao atdmica, de emissao 6ptica em chamas e em
plasmas indutivamente acoplados. Com essa etapa, as interferéncias geradas pelos

componentes da matriz da amostra podem ser minimizadas e a calibracao é facilitada,
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devido a possibilidade do uso de padrbées aquosos para este fim (KRUG e ROCHA,
2016).

A grande maioria dos métodos de preparo de amostras utilizados para posterior
determinacdo de calcio em petroleo aplicam uma diluicdo em solventes organicos,
calcinagao da amostra com posterior digestdo acida e a decomposi¢céo por via umida
com radiagao micro-ondas. A seguir serao descritos, de forma resumida os métodos
que empregam a calcinagdo e a decomposi¢ao por via umida com radiagdo micro-
ondas.

Na calcinacdo das amostras de petrdleo, ocorre a decomposicdo da matéria
organica, por meio da combustao e/ou pirélise em uma mufla, com temperaturas entre
450 e 550 °C. A queima da amostra é realizada na presenca do oxigénio do ar e o
produto da queima € um residuo inorganico (cinzas), normalmente contendo éxidos
de metais, silicatos, fosfatos e sulfatos néo volateis, os quais podem ser solubilizados
em acidos inorganicos. O meétodo permite a decomposicédo de grandes quantidades
de amostra (> 10 g), porém, a perda de elementos por volatilizacdo pode ser
significativa, acarretando em diversos erros sistematicos na etapa de determinacao
(KRUG e ROCHA, 2016; MELLO et al., 2012).

Em vista disso, um dos métodos mais empregados para a determinacao de
calcio e outros metais presentes no petrdleo € a decomposi¢ao por via Umida com
acidos concentrados e aquecimento com radiagcdo micro-ondas em sistema fechado.
Em seguida, a determinagao elementar é feita por técnicas de espectrometria atdmica
utilizando plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS).

O método de preparo de amostra de digestao por via umida é utilizado para
promover a oxidagdo da matéria organica, por meio do uso de acidos minerais
concentrados, podendo ser realizada em sistemas abertos ou fechados. Em geral, a
maioria dos compostos organicos presentes nas amostras podem ser oxidados e os
elementos de interesse a serem determinados, permanecem dissolvidos na solugao
acida (ARRUDA, 2007; KRUG e ROCHA, 2016; MELLO et al., 2012).

A decomposigao por via umida € particularmente util para ser utilizada como
meétodo de preparo de amostra para o petroleo, principalmente devido a presenga de
elementos em baixas concentracdes, considerando os riscos de contaminacgao
existentes nas analises. Em sistemas abertos algumas desvantagens sao
encontradas, como perda de elementos volateis, contaminagao por fontes externas, o

tempo de decomposigao € elevado, visto que a temperatura maxima atingida € a
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temperatura de ebuligio do acido concentrado utilizado, e a eficiéncia de
decomposicao é inferior a obtida em sistemas fechados. Isso porque, em sistemas
fechados, maiores temperaturas e pressbes podem ser empregadas, pois com a
aplicagao da presséao, ocorre o aumento da temperatura de ebuli¢do do acido utilizado.
Ainda, os riscos de contaminagéo sdo minimizados, visto que os frascos sao fechados,
isolados da atmosfera do laboratério. Contudo, a acidez e o carbono residual dos
digeridos podem acarretar em interferéncias na etapa de determinagao utilizando as
técnicas de ICP OES e ICP-MS (ARRUDA, 2007; FLORES et al., 2014; KRUG e
ROCHA, 2016).

2.2.3 Técnicas instrumentais para determinagao de calcio

Uma das formas de se fazer o monitoramento da concentracdo de calcio e
outros metais presente no petroleo € utilizando métodos de decomposi¢gao por via
umida com radiagdo micro-ondas, empregando acidos concentrados e posterior
determinacado por técnicas espectrométricas como, a espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absorgéo
atbmica com chama (F AAS) ou com forno de grafite (GF AAS). A seguir, serao
abordados brevemente os principios de cada uma das técnicas citadas.

A espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) é uma das técnicas mais empregadas, devido a sua capacidade multielementar
para a determinacao dos elementos, pela ampla faixa linear e pelos baixos limites de
deteccao possiveis de serem obtidos. A técnica baseia-se na medida da intensidade
da radiagcao emitida por atomos ou ions excitados por um plasma, quando estes
retornam ao seu estado fundamental. O numero de foétons emitidos é diretamente
proporcional a concentracdo do elemento de interesse. A regidao do espectro
eletromagnético em que ocorre as transicdes eletrbnicas € a do ultravioleta-visivel
(190 a 700 nm). O plasma é um gas parcialmente ionizado, normalmente o argdnio,
devido ao seu elevado potencial de ionizagdo (15 eV), o qual consegue excitar a
maioria dos elementos da tabela periddica, atingindo temperaturas de até 10.000 K
(DEAN, 2005; HILL, 2008).

A espectrometria de absorgcdo atdbmica (AAS, do inglés Atomic Absorption
Spectrometry) € uma técnica monoelementar e baseia-se na medida da intensidade

da radiagao absorvida por atomos gasosos no estado fundamental. Assim como para
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a técnica de ICP OES, a regido do espectro eletromagnético em que ocorre as
transicoes eletronicas ¢ a do UV-Vis. Além disso, na AAS as fontes de radiagao
utilizadas para promover a excitacdo dos elementos, fornecem radiagdo no
comprimento de onda especifico e caracteristico do analito. Os tipos de atomizadores
mais utilizados na AAS sao a chama e o forno de grafite. A espectrometria de absor¢ao
atbmica com chama (F AAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry) é
utilizada para determinar os elementos na ordem de mg L', enquanto que na
espectrometria de absorgao atdbmica com atomizacéo eletrotérmica em forno de grafite
(ET AAS, do inglés Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry ou GF AAS, do
inglés Graphite Furnace Atomic Absorption) os elementos podem ser determinados
em concentragdes 1.000 vezes mais baixas em relagdo a F AAS, em ug L' (WELZ e
SPERLING, 1999; SKOOG et al., 2017).

Poirier et al. (2016) aplicaram as técnicas ICP OES e ICP-MS para a
determinacdo de Ni, V, Fe e Ca em petréleo por diluicdo direta com solventes
organicos. Para o calcio, especialmente, os limites de deteccdo e quantificagdo por
ICP OES e ICP-MS foram 20 e 50 ug kg' e 2,2 e 6,9 ug kg'', respectivamente. Foi
obtida uma recuperacdo de 101-103% e 103-111% por ICP OES e ICP-MS,
respectivamente, indicando uma boa concordancia. Pessoa et al. (2012) propuseram
a determinacdo de Ca, Mg, Sr e Ba em amostras de petréleo por espectrometria de
absorcao atbmica, usando a formacao de emulsdes O/A para o preparo da amostra.
Ca, Mg e Srforam determinados por F AAS e o Ba por GF AAS. Os limites de deteccéo
encontrados foram 0,54, 0,09, 0,10 e 0,04 ug g*! para Ca, Mg, Sr e Ba,
respectivamente. Foram obtidas recuperacdes de 96 a 104%, indicando ser uma boa
alternativa de andlise.

Seeger et al. (2019) utilizaram a espectrometria de absor¢do atdbmica em forno
de grafite por amostragem direta (DS-GF AAS) para a determinacdo de Mg e Ca em
amostras de petréleo dessalinizado. Os resultados encontrados para o calcio de
massa caracteristica e limite de quantificacdo foram 4,8 pg e 0,1 pg g¥,
respectivamente. Uma boa linearidade foi obtida (R? acima de 0,997) e desvio padrédo
relativo abaixo de 14%. Nos testes de recuperacgao avaliados, o0s resultados variaram
de 92 a 107%. Por fim, os autores relataram que a DS-GF AAS é uma boa alternativa
para a determinacdo de calcio e magnésio, pois requer um minimo preparo de
amostra, minimizando os riscos de contaminacgao, além de reduzir o uso de reagentes

quimicos e o tempo de andlise. E importante destacar que apesar da elevada
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sensibilidade, possibilidade de analise direta de amostras de petrdleo e possibilidade
de eliminacao da matriz pela etapa de pirdlise na GF AAS, cuidados especiais devem
ser tomados na determinacao de metais alcalinos e alcalino-terrosos por esta técnica,
devido a possibilidade de formacdo de carbetos estaveis, diminuindo, portanto, a
sensibilidade da técnica (WELZ, 1999).

2.3 FORMAGCAO DE COMPLEXOS COM O CALCIO

Um complexo é formado pela reagdo de um ion metalico com um ligante. Os
ions metalicos sé&o acidos de Lewis, isto €, substancias que podem aceitar pares de
elétrons e os ligantes sdo bases de Lewis, ou seja, substancias que podem doar pares
de elétrons. Para que essa ligagéo seja formada, os ligantes devem ter pelo menos
um par de elétrons desemparelhados disponivel (SKOOG et al.,, 2013; HARRIS,
2010).

Um dos complexantes mais utilizados € o acido etileno-diamino-tetra-acético
(EDTA). A sua estrutura apresenta seis grupos doadores de elétrons, quatro grupos
carboxilicos e dois grupos amino, designado como um ligante hexadentado. Uma
propriedade atrativa do EDTA é que ele reage com os ions metalicos na proporcédo de
1:1, independente da carga do cation, exceto os metais alcalinos. Sendo assim, 0s
indicadores liberam o ion metélico, que serd complexado pelo EDTA no ponto de
equivaléncia. A maioria dos complexos formandos com o EDTA sdo muito estaveis,
resultado dos varios sitios complexantes da molécula (BACCAN, 2001; SKOOG et al.,
2013).

O equilibrio das reagdes de complexagao ocorre quando o ion metalico M se
liga ao ligante L, formando o complexo ML, conforme a Equacao 5:

M+ L < ML (5)

As reagdes de complexacao ocorrem em etapas, de tal forma que em cada uma
delas, somente um ligante reage com o metal ou o complexo ja formado, de acordo
com as equagodes a seguir, exemplificadas de forma geral, omitindo as cargas dos
ions:

ML + L « ML2 (6)
MLz + L < ML3 (7)

MLn-1+ L < MLn (8)
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Cada reacao apresenta a sua constante de formacgéo B correspondente, em
que B1 é o valor da constante para a reagao (1) e assim sucessivamente até 3n
(SKOOG et al., 2013; VOGEL et al., 1989).

As reagdes de complexag¢do sdo muito utilizadas na quimica analitica através
do emprego da volumetria de complexagao, que permite a determinagdo de ions.
Nessas titulagbes, o ion metalico é titulado com um solugcdo do agente complexante
na presengca de um indicador adequado e com pH apropriado. Os indicadores
utilizados nas titulagbes complexométricas devem ser sensiveis ao ion metalico e
formar complexos menos estaveis com o ion metalico, quando comparada com a
estabilidade do complexo do ion metalico e titulante. Esses indicadores sé&o
compostos organicos caracterizados por formar complexos coloridos com os ions
metalicos (SKOOG et al., 2013; VOGEL et al., 1989).

2.3.1 Estabilidade de um complexo

A estabilidade de um complexo em solu¢do aquosa esta relacionada com grau
na qual as duas espécies se associam, depois de atingir o equilibrio quimico. Quanto
maior for a constante de formacao de um complexo M + L, maior € a estabilidade e
maior a propor¢ao do complexo em solugdo. A seletividade de um ligante € maior
quando o valor da constante de formacéo do complexo é elevado (SKOOG et al.,
2013).

Além da constante de formacgéao, o pH é outro fator importante da estabilidade
dos complexos com ions metalicos, o qual esta diretamente relacionado com a forma
em que o agente complexante esta presente no meio (SKOOG et al., 2013; VOGEL
et al., 1989).

2.3.2 Principais complexantes utilizados na determinacao de Ca

O EDTA sem duvidas é o agente complexante mais utilizado nas titulagées
complexométricas para a determinagéo de Ca. Contudo, o complexo EDTA-Ca néao
possui coloragdo, o que inviabiliza a sua utilizagdo na colorimetria por imagens
digitais. Assim, seréo descritos os principais complexantes para a determinagao de

calcio que produzem complexos coloridos tais como o calcon, murexida e a calceina.
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O calcon, também chamado de azul preto de eriocromo R, € um sal de sédio
acido 1-(2-hidréxi-1-naftilazo)-2-naftol-4-sulfénico. Na formagéo do quelato metalico,
o calcon se liga ao calcio pelos dois atomos de oxigénio dos grupos fendlicos, os quais
perdem os hidrogénios em fun¢do da desprotonac¢ao promovida pela mudanga de pH.
Os prétons se ionizam com valores de pKa de 7,4 e 13,5 respectivamente. O grupo
sulfénico tem como fungao aumentar a solubilidade do composto em agua, visto que,
este grupo é fortemente acido, estando completamente dissociado em agua,
independente do pH da solugdo. O calcon deve ser utilizado em um pH igual ou
superior a 12, para evitar a interferéncia provocada pelo magnésio. Teoricamente,
nessa condicdo 0 magneésio se precipta como hidréxido, ndo competindo com o calcio
para a formagao do complexo com o calcon. A mudanca de coloracao é observada de
rosa para azul (BACCAN, 2001; VOGEL et al., 1989).

A murexida (purpurato de amoénio) € utilizada como complexante em titulagdes
diretas de calcio com EDTA em pH 12, onde a mudanga de cor no ponto final é de
vermelho para azul-violeta. A mudangca de cor é decorrente do descolamento
progressivo de protons dos grupos imido. Ha quatro desses grupos na estrutura da
murexida, no entanto, apenas dois podem ser removidos em solug&o alcalina, com
valores de pKas = 9,2 e pKas = 10,5. Destaque importante, € que com esse
complexante, o magnésio forma um complexo muito fraco, é incolor e se decompde
no pH utilizado para as titulagbes com o calcio (BACCAN, 2001; VOGEL et al., 1989).

A calceina (CsoH2sN2013), também conhecida por fluorexona, € um agente
complexante sintetizado a partir da fluoresceina. Quando ela se complexa com os ions
Ca?*, libera uma molécula de fluoresceina, responsavel pela emisséo fluorescente,
com coloragéo verde. A calceina deve ser utilizada em solugédo alcalina, em pH acima
de 12, para evitar e minimizar possiveis interferéncias provocadas pelo magnésio
(NTAILIANAS et al., 1964).

2.4 COLORIMETRIA COM IMAGENS DIGITAIS

2.4.1 Fundamentos

A colorimetria compreende as técnicas utilizadas para descrever e quantificar

as cores, perceptiveis pelo ser humano. Em compostos quimicos, uma cor pode ser

observada, quando uma substancia absorve determinado comprimento de onda na
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regiao do visivel (380-780 nm). A substancia absorve certos comprimentos de onda e
o olho humano consegue detectar a cor proporcional aos comprimentos de onda que
ndo foram absorvidos. Ainda, a cor que € observada corresponde a cor complementar
referente a cor absorvida (HARRIS, 2010; SKOOG et al., 2013; VOGEL et al., 1989).

Quando a luz entra em contato com a matéria, esta pode ser absorvida, refletida
ou transmitida. No fenémeno de absorcéo, quando comprimentos de onda especificos
séo absorvidos, o restante é refletido e observa-se a cor complementar. Quando todos
0s comprimentos de onda sdo absorvidos, a cor preta € observada e quando nenhum
comprimento de onda é absorvido, a luz branca é refletida. A luz branca compreende
todas as cores presentes no espectro visivel. Ainda, a luz pode ser transmitida e
passar sem nenhuma modificagao pelo material (HARRIS, 2010; SKOOG et al., 2013;
VOGEL et al., 1989).

O proposito da colorimetria é a descricdo numérica das cores e a percepcao da
cor de um determinado objeto é atribuida a trés razdes, sendo elas: a fonte de luz, as
propriedades Opticas, como a reflexdo ou transmissdo da luz pelo objeto e a forma
como que o detector enxerga essa cor. Essas caracteristicas podem ser quantificadas
pela colorimetria, levando a representacfes de cores como RGB (LINDON et al.,
2016).

Um dos mais conhecidos e utilizados dos modelos de cores é o RGB. Para a
geracao de uma cor, o modelo usa trés canais: vermelho (R), verde (G) e azul (B). As
cores RGB sédo denominadas cores primarias, pois todas as outras cores sédo obtidas
pela combinacéo dessas trés cores, em diferentes proporcdes. Esse modelo baseia-
se em um sistema de coordenadas cartesianas, podendo ser visualizado,
geometricamente, na forma de um cubo (Figura 1). Os eixos representam as cores
primarias RGB, em trés pontos. Nas outras extremidades, estéo as cores secundarias
ciano, magenta e amarelo. A cor preta encontra-se junto a origem, a cor branca na
extremidade mais distante da origem e a escala de cinza se estende do preto ao
branco no decorrer da linha que os une (GONZALEZ & WOODS, 2008).

As cores secundarias sao geradas através das combinacdes R+B, G+B e R+G,
obtendo as cores magenta, ciano e amarelo, respectivamente. A luz branca é formada
pela mistura das trés cores primarias ou de uma secundaria com sua cor primaria
contraria, enquanto que o preto € formado, na subtrativa, pela mistura das trés cores
primarias ou de uma secundaria com sua primaria oposta (MARQUES FILHO &
VIEIRA NETO, 1999). Assim, quando os valores dos canais R, G e B forem
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equivalentes a 255, a cor sera branca e quando os valores desses canais for 0, a cor
sera preta. Cada canal possui um valor que varia de 0 a 255, sendo possivel a
formacao de mais de dezesseis mil cores. Assim, cada cor possuira um valor de R,
um valor de G e um valor de B. Os valores maximos de R, G e B se encontram
padronizados no intervalo de 0 a 1, apenas por conveniéncia (ABDOLMALEKY et al.,
2017). (DE JESUS et al., 2021; GONZALEZ & WOODS, 2008).

Figura 1 — Modelo de cores RGB
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Fonte: Adaptado de De Jesus et al., 2021.

A partir do modelo RGB, outros novos modelos de cores podem ser gerados.
Dentre eles estdo o matiz, saturacdo e valor (HSV, do inglés hue, saturation and
value); matiz, saturacao e brilho (HSL, do inglés hue, saturation and lightness) e matiz,
saturacdo e intensidade (HSI, do inglés hue, saturation and intensity). A matiz
distingue uma cor da outra, ou seja, quando se diz que um objeto € laranja ou amarelo,
a matiz € a referéncia. Além disso, a matiz esta relacionada ao comprimento de onda
dominante. A saturacdo se refere ao grau de pureza ou a intensidade de uma cor. E
0 que distingue a cor vermelha da rosa, por exemplo. Uma cor serd mais intensa

guando maior for a saturacéo. Valor, brilho e intensidade referem-se a quantidade de
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luz, responsavel por diferenciar cores claras e escuras (GONZALEZ & WOODS,
2008).

Nos dUltimos tempos, 0os avangos em novas tecnologias de aquisicdo e
processamento de imagens digitais estdo ganhando espaco entre os cientistas, devido
a comprovacao da eficacia dos seus resultados frente a equipamentos colorimétricos
tradicionais. Em analises onde ha modificacdo de cor mediante uma reacgéo, pode-se
efetuar a captura e processamento das imagens digitais, resultando em uma anélise
mais rapida, com menor custo e sem a necessidade de equipamentos robustos como
espectrofotometros e colorimetros (DE JESUS et al., 2021).

Uma imagem digital € composta por elementos de imagens, denominados
pixels (do inglés, picture elements), onde cada pixel € obtido pela combinacéo das
cores vermelha, verde e azul. Com isso diz-se que cada ponto representado no cubo
da Figura 1 corresponde a um pixel. A aquisi¢cdo das imagens digitais pode ocorrer
por meio de cameras fotograficas, smartphones, webcam, endoscépios, entre outros,
0S quais vao captar uma cena real tridimensional e converté-la em uma imagem
eletrbnica. Para a conversao da imagem digital, normalmente se utilizam dispositivos
de carga acoplada (CCD, do inglés charge coupled device) ou semicondutores metal-
oxido complementar (CMOS, do inglés complementary metal-oxide semiconductor).
Eles tém a funcdo de transformar a luz incidente em um sinal elétrico, o qual é
processado, convertendo a imagem a uma forma numérica, nos valores correspondes
de cada canal R, G e B (MARQUES e NETO, 1999).

A utilizacdo do modelo de cores RGB como resposta analitica fundamenta-se
em que os valores de cada canal (R, G e B) mudam proporcionalmente com a cor. De
acordo com a cores geradas entdo, é possivel aplicar a analise colorimétrica para
quantificar os elementos de interesse. No caso especifico do calcio, as reacbes de
complexacdo podem ser usadas para esse fim. Apos capturadas as imagens sao
necessarias ferramentas matematicas para a conversao e o tratamento dos dados.
Para isso a quimiometria é muito aplicada, através de modelos univariados ou
multivariados de calibracdo (DE JESUS et al., 2021; FAN et al., 2021; FERNANDES
et al., 2020).

Diferentes trabalhos podem ser encontrados na literatura, em que foi utilizado
a analise colorimétrica com imagens digitais. Dentre as diversas matrizes que foram
aplicadas, encontram-se as de alimentos (CALEB et al., 2021; JING et al., 2021),
bebidas (FERNANDES et al., 2020; PORTO et al., 2019), revestimentos industriais
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(ALBIZU et al., 2020), suplementos e farmacos (BALLESTEROS et al., 2021; JAIN et

al., 2021), entre outras.

2.4.2 Quimiometria e calibragcao multivariada

A Quimiometria é uma area interdisciplinar, que abrange estatistica
multivariada, quimica analitica, ciéncia da computagcdo e modelagem matematica
(GEMPERLINE, 2006). Em outras palavras, € a ciéncia que utiliza modelos
matematicos e estatisticos para o tratamento, interpretagcdo e previsao dos dados
(FERREIRA, 2015).

Um dos métodos mais utilizados na quimiometria € a calibragdo multivariada.
A aplicacdo dessa técnica é realizada para encontrar um algoritmo matematico que
produza informacfes quantitativas, a partir dos resultados registrados em um
determinado equipamento. Apds encontrar esse algoritmo, € possivel predizer a
concentracdo do analito de interesse, por meio da resposta instrumental obtida
anteriormente (FERREIRA et al., 1999; WANG et al., 2022).

A partir de uma matriz de dados obtida pela analise multivariada é possivel
determinar todas as variacdes existentes. Assim, ferramentas quimiométricas tentam
encontrar as relacfes entre as amostras e as variaveis desse conjunto de dados e
converté-las em novas variaveis latentes (KUMAR et al., 2014). As técnicas mais
conhecidas de analise multivariada sdo a analise de componentes principais (PCA, do
inglés, Principal Component Analysis) e a regressdo pelo método dos quadrados
minimos parciais (PLS, do inglés, Partial Least Squares).

Como uma ferramenta de analise exploratéria, a PCA representa a
transformacao de um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de variaveis
com a mesma dimensdo. Ao empregar essa metodologia, € possivel descobrir,
visualizar e interpretar as relacbes que podem existir entre as amostras e as
diferencas existentes entre as variaveis, além de verificar a existéncia de amostras
andmalas (FERREIRA, 2015; VARELLA, 2008).

Considerado o método mais popular em quimiometria, o PLS é uma técnica de
regressao supervisionada que relaciona variaveis independentes (matriz X) com as
variaveis das propriedades de interesse (vetor Y), baseado no uso de fatores. Esse
meétodo utiliza a analise de componentes principais com o objetivo de reduzir a
dimensionalidade da matriz (FERREIRA, 2015; VINZI et al., 2010).



36

Os modelos de calibracdo por PLS podem ser desenvolvidos a partir de dados
coletados através da espectroscopia do ultravioleta e do visivel. Apds a obtencéo dos
dados instrumentais, onde as respostas sdo as intensidades medidas, é possivel fazer
uma relacdo com uma propriedade de interesse, como por exemplo, a concentracao
de um determinado analito (FERREIRA, 2015). Assim, entende-se que a calibracdo
multivariada consiste basicamente de duas fases: a calibracdo e a previséao.

Para verificar a qualidade do modelo e realizar a escolha do numero de fatores,
alguns critérios sdo avaliados. Entre os mais importantes, destacam-se o valor do erro
médio quadratico de calibragdo (RMSEC, do inglés, Root Mean Square Error of
Calibration), o erro médio quadratico de validagao cruzada (RMSECYV, do inglés, Root
Mean Square Error of Cross Validation) e o erro médio quadratico de predi¢cao
(RMSEP, do inglés, Root Mean Squares Error of Prediction) (BRERETON, 2000).

O RMSEC descreve o grau de concordancia entre o modelo de calibragao,
enquanto que o RMSECV define o numero de variaveis latentes em que o modelo
apresenta menor erro de predi¢cdo. Ja o RMSEP, indica o quanto o modelo errou a
partir do valor verdadeiro. Dessa forma, o numero de fatores considerado 6timo, é
aquele que apresentar o menor RMSEP (FERREIRA, 2015; GEMPERLINE, 2006).

2.4.3 PhotoMetrix

Apesar dos avangos nas tecnologias de aquisicdo e processamento das
imagens digitais, em muitos casos o processamento das imagens nao ocorre
diretamente no dispositivo utilizado, requerendo outro software para o tratamento das
mesmas.

Pensando na praticidade e agilidade das analises colorimétricas por imagem
digital, Helfer et al. (2017) desenvolveram um aplicativo para smartphone denominado
de PhotoMetrix, capaz de capturar e analisar as imagens digitais através de modelos
matematicos. Entre as opgdes, podem ser realizadas a analise univariada
convencional, bem como a analise multivariada com os algoritmos PCA, HCA e PLS.
O aplicativo esta disponivel em duas versodes: a versao PRO, onde a captura das
imagens é realizada através da camera do proprio dispositivo, e a versao UVC, que
permite a conexado de uma camera USB ao dispositivo.

Dentre algumas vantagens de utilizar um smartphone para aquisicdo de

imagens digitais, destaca-se a sua facilidade de operacéao, rapidez na obtencao de
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resultados e mobilidade, além da familiaridade do operador (BOCK et al., 2020). O
aplicativo pode ser baixado gratuitamente na Google Play (Android).

Uma variedade de trabalhos envolvendo o uso do PhotoMetrix podem ser
encontrados na literatura em diversas aplicagdes, como a determinacdo de acgucares
em refrigerante (SCHLESNER, 2022), determinacéo de cobre em aguardente de cana
(BOCK et al., 2022), determinacéo de fltior e fosforo em agua (PAPPIS et al., 2019),
determinacdo de acido urico em saliva (SOARES et al.,, 2021), avaliacdo da
estabilidade térmica do leite por meio do teste com alizarol (HELFER et al., 2018),
entre outras.

Apesar das vantagens em se utilizar um smartphone, alguns desafios ainda
precisam ser superados, principalmente ao que se refere a reprodutibilidade das
andlises. Devido as diferencas entre os modelos e fabricantes dos smartphones e da
forma como cada operador faz a captura das imagens, é necessario a construcéo de
dispositivos que padronizem as condicbes ambientais, como por exemplo, a
iluminacdo e a distancia da camera em relacdo a superficie da amostra para a
aquisicao das imagens.

Nesse sentido, Costa et al. (2020) desenvolveram um dispositivo portatil
impresso em 3D (Figura 2A) que atende a essas expectativas, controlando as
condi¢cBes ambientais, uma vez que o ambiente de iluminacao é controlado e a camera
fica em uma posicéo fixa durante toda a analise. No sistema, uma camera USB
(endoscopica) foi posicionada na lateral do dispositivo e conectada a um smartphone
para realizar a captura das imagens digitais. Para o controle da intensidade de luz
emitida, foi utilizado um diodo emissor de luz (LED), o qual foi conectado a um
modulador da energia fornecida por uma bateria. As reacfes colorimétricas foram
feitas em frasco transparente de polipropileno e o frasco foi introduzido numa cavidade
central projetada no dispositivo (Figura 2B). Os dados foram processados, apos a
captura das imagens, no aplicativo PhotoMetrix UVC, onde s&o gerados os

histogramas RGB.



38

Figura 2 — Sistema utilizado para analise colorimétrica com imagens digitais utilizando o aplicativo
PhotoMetrix UVC desenvolvido por Costa et al. (2020)

. Regulador da
AL intensidade de luz
do LED
Camera f - —

Dispositivo  [Bateria
impresso em 3D

Conexdo USB ‘ t\ ‘ \
' | & Frascos de
polipropileno

(A) ®)

Camera LED

Fonte: adaptado de Costa et al. (2020).

Para a avaliacdo do sistema proposto, quatro adulterantes proibidos em
amostras de leite foram analisados, sendo eles o cloreto, perdxido de hidrogénio,
hipoclorito e amido. Nos resultados obtidos para os adulterantes, os coeficientes de
determinacdo foram superiores a 0,99 e ndo foram identificadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre os valores medidos e 0s previstos. Além do mais, 0 uso
do sistema impresso em 3D, minimizou as interferéncias que podem ser causadas
pela iluminac@o do ambiente e distancia da cAmera e superficie da amostra. A camera
USB externa utilizada permite o acoplamento com qualquer smartphone, o que pode
reduzir os erros relacionados a marca e modelos dos celulares. E por fim, como a
reacao colorimétrica da amostra ocorre dentro dos frascos de polipropileno, vapores
gue podem ser gerados nas reacdes ndo entram em contato nem com a camera e

nem com o smartphone, o que aumenta a vida Util destes (COSTA et al. 2020).

2.4.4 Aplicagcoes da colorimetria por imagens digitais

Neste capitulo serdo descritas, principalmente as aplicagdes da literatura que
propdem a utilizacdo da colorimetria por imagens digitais na determinagao de calcio e
determinacao de sal em petroleos.

O uso da colorimetria associada a dispositivos portateis para a aquisicéo e

tratamento das imagens digitais, vém crescendo progressivamente. Ainda assim, as
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aplicagdes encontradas na literatura para a determinagao de calcio em determinadas
matrizes sédo significativamente menores. O mesmo ocorre para matrizes oleosas
como o petréleo.

Em relagdo ao calcio, Lopez-Molinero (2013) avaliaram a viabilidade da
colorimetria com imagem digital para a determinagdo da dureza da agua. A reagao
colorimétrica aconteceu entre os ions Ca?* e o indicador metalocrémico glioxal bis(2-
hidroxianil), o qual, em solugéo, gera uma cor laranja avermelhada em meio alcalino.
Para a aquisigdo das imagens digitais, foi utilizada uma camera comercial de 2 M
pixels. O processamento e tratamento dos dados RGB das imagens foi realizado pelo
software Matlab®. As melhores respostas foram obtidas usando a cor verde do modelo
de cores RGB. O coeficiente de correlacao alcangado foi 0,995, com uma faixa linear
de 0,2 a2,0 mg L e o limite de detecgao foi de 0,07 mg L. A exatiddo do método foi
avaliada através da comparagao dos resultados do método proposto, com os métodos
de referéncia utilizando a técnica F AAS para a determinagao do calcio e por titulagéo
de complexométrica usando EDTA e negro de eriocromo T como indicador. Pelo teste
t student foi comprovado que os resultados nao apresentaram diferencas
significativas. Com isso, os autores indicaram que o método pode ser utilizado para a
quantificacao de calcio, na dureza da agua, sendo um método rapido e de baixo custo.

Mais recentemente, Peng et al. (2019) desenvolveram um método de
microextracdo liquido-liquido dispersiva combinado com a andlise colorimétrica,
utilizando um smartphone para a determinacdo de célcio em amostras de agua e
alimentos. Foi utilizado o glioxal bis(2-hidroxianil) para a formagdo do complexo
colorido com o calcio, o qual pode ser extraido em uma mistura de solventes
(cloroférmio e 1,2-diclorometano) na presenca de cloreto de tetra-decil-metil-
benzilamonio. Os valores de RGB foram registrados pelo aplicativo Color Grab. Nos
resultados obtidos pelos autores, a faixa linear foi de 0,06 a 1,5 ug mL™1, com limite de
deteccédo e quantificacdo de 0,017 e 0,056 ug mL, respectivamente. O método foi
validado em comparacdo com F AAS e CRM e diferengas significativas ndo foram
observadas.

Soares et al. (2022) utilizaram a colorimetria por imagens digitais em um
smartphone com o aplicativo PhotoMetrix, para a determinagao de calcio e magneésio
em biodiesel. A determinagao de calcio e magnésio foi baseada na descoloragéo de
uma solugdo alcalina de negro de eriocromo T devido a formagéao de complexos com

os analitos. Para isso, foi utilizado etanol para dissolver o biodiesel e o indicador. O
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coeficiente de determinacéo obtido foi de 0,999, limite de detecgdo de 3 umol L', em
uma faixa linear de 10 a 75 ymol L-'. Para a avaliagdo da exatiddo, os resultados do
meétodo proposto foram comparados com os resultados obtidos por ICP OES, com
quebra de emulsdo como preparo de amostra, os quais nao apresentaram diferencas
significativas por meio do teste t de Student. Os autores concluiram que o método
proposto é uma alternativa confiavel para a determinagao das concentragdes de calcio
e magnésio no biodiesel. Além da caracteristicas desejaveis de um método
colorimétrico por analises digitais, como rapidez e baixo custo, os autores relataram
que o método por eles proposto apresentou algumas vantagens. Sendo elas, preparo
da amostra rapido, pois a amostra foi dissolvida com etanol, evitando extracbes
demoradas. Também foi possivel a minimizagdo da geragao de residuos e o risco de
efeitos de matriz, pois foi possivel preparar as curvas de calibracdo em etanol
(SOARES et al., 2022).

Holkem et al. (2021) desenvolveram um método colorimétrico utilizando
imagens digitais com o dispositivo portatil desenvolvido por Costa et al. (2020), para
a determinacdo de cloreto em amostras de petrdleo. As imagens digitais foram
processadas no aplicativo PhotoMetrix, utilizando o modelo PLS, gerado no préprio
app. O cloreto foi extraido para a fase aquosa com agua e ainda foi avaliado a
necessidade do uso de solventes organicos (tolueno, 6leo mineral, querosene, xileno,
acetato de etila, acetona e alcool isopropilico) para a extragdo. O limite de detecgao
encontrado nesse método foi de 69 mg L' (0,034 mg g™! usando 10 g de amostra) e
nao foram observadas diferengas significativas, comparando os resultados do método
colorimétrico com os valores de referéncia (determinagao de cloro por cromatografia

de ions ap6s combustao induzida por micro-ondas).
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo descritos a instrumentacao, 0s reagentes, as amostras e 0s
procedimentos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho. Ademais, seréao
apresentados os parametros avaliados para a determinacdo de célcio em amostras
de petréleo utilizando o método colorimétrico por imagens digitais através do aplicativo
PhotoMetrix. Também serd descrito o procedimento para isolamento das espécies
salinas presentes nas emulsdes de petréleo utilizando a norma ASTM D4807 para
subsequente determinacao de Ca utilizando o método proposto. Por fim, os métodos
de referéncia, MAWD-SRC e solubilizacdo para posterior determinacéo pela técnica
de ICP OES, foram utilizados para a avaliacado da exatiddo do método proposto.
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3.1 REAGENTES

A 4gua ultrapura utilizada para os experimentos passou por um processo de
destilacdo, seguida pela deionizacao utilizando uma coluna de troca ibnica e por fim,
a agua foi purificada por um sistema de Milli-Q® (Millipore, EUA), com resistividade
minima de 18,2 MQ cm. As amostras de petréleo foram solubilizadas com tolueno
grau analitico (Tedia, EUA) nas filtracdes, para a posterior determinacao do teor de
sedimentos e célcio.

Na decomposicao das amostras de petroleo, o acido nitrico (65% m/m, Merck,
Alemanha) utilizado € destilado abaixo do seu ponto de ebulicdo, em um sistema de
destilacdo de quartzo (modelo duoPUR, Milestone). O gés argbnio (pureza 99,998%,
White Martins, S&o Paulo) foi utilizado para pressurizar (40 bar) a cavidade do sistema
SRC durante a etapa de decomposi¢cao das amostras de petréleo.

Para a quantificacdo do calcio e dos demais metais por ICP OES, a curva de
calibracdo (10 a 600 ug L?) foi preparada pela diluicdo de uma solugdo estoque
multielementar de 1000 mg L* (SCP33MS, SCP Science, Canada e Merck, Alemanha)
em agua. A exatiddo da curva de calibracdo foi verificada utilizando o material de
referéncia certificado NIST 1640a (Trace Elements in Natural Water). Para a geracao
do plasma e nebulizacédo das amostras, o gas utilizado foi o argénio (pureza 99,998%,
White Martins, S&o Paulo).

A curva de calibracédo (1 a 10 mg L) para a determinagéo de calcio utilizando
a colorimetria por imagens digitais no PhotoMetrix, foi preparada a partir da diluicdo
de uma solucdo estoque de Ca(NOz)2 (Dinamica, Brasil) 1000 mg L* em agua. Para
0 ajuste do pH das soluc¢des, foi preparada uma solucado de NaOH (Vetec, Brasil) 0,5
mol L%, a partir de uma solucdo estoque de NaOH 1 mol L, em &agua. Os
complexantes utilizados foram calceina (Sigma-Aldrich, Japéo), murexida (Nuclear,
Brasil) e calcon (Merck, Alemanha). Para cada complexante, foram preparadas
solucdes 0,1%. A calceina foi solubilizada em uma solucdo de NaOH 0,1 mol L, a
murexida foi solubilizada em agua, enquanto que o calcon foi dissolvido em metanol.
As solugdes dos complexantes foram preparadas diariamente, dada a instabilidade

das mesmas.
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3.2 AMOSTRAS

As amostras de petréleo foram enviadas pelo Centro de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES) da
PETROBRAS. Foram utilizadas 5 amostras, identificadas como 1, 2, 3, 4 e 5. As
amostras selecionadas sao emulsdes naturais da camada do pré-sal, que apresentam
°API de 26 a 29, conforme dados fornecidos pelo CENPES. Cabe ressaltar que, antes
de qualquer procedimento, as amostras de petréleo foram homogeneizadas de forma

manual durante 10 minutos.

3.3 INSTRUMENTACAO

A analise colorimétrica utilizando imagens digitais foi desenvolvida utilizando
um dispositivo proposto por Costa et al. (2020), para maior controle das condicdes
ambientais como iluminagéo e distancia da amostra em relacdo ao diodo emissor de
luz. O dispositivo foi projetado utilizando um software de desenho 3D (SolidWorks®,
versao office premium 2008, Estados Unidos) e os componentes foram impressos por
deposicao fundida em &cido polilatico (PLA) utilizando uma impressora 3D (modelo
Core A3 V2, GTMaX 3D, Brasil).

Na Figura 3 estd demonstrado o dispositivo utilizado, na qual observa-se uma
cavidade central para a introdug&o da amostra contida em um frasco de polipropileno
transparente do tipo Eppendorf com fundo redondo e volume de 2 mL (Cralplast,
Brasil). Para controlar a intensidade de luz emitida, um diodo emissor de luz (LED) de
6 W foi conectado em um modulador de energia. Uma camera USB (modelo
endoscopio inteligente, B-Max, China, 7 mm, resolugdo de 640 x 480 pixels) foi
posicionada na lateral do dispositivo e conectada a um notebook (modelo X541UA-
GO1987T, ASUS, Brasil, Intel Core i3-6006U), para a aquisicdo da imagens digitais.
O aplicativo PhotoMetrix, disponivel gratuitamente na Google Play Store (Android), foi
instalado na versdo PRO no notebook por meio de um emulador (BlueStacks App
Player, Bluestacks System Incorporated, EUA) disponivel nas plataformas digitais,
para a sua execucdo. Apdés a reacdo colorimétrica, que ocorreu nos frascos de
polipropileno, as amostras foram fotografadas e processadas pelo aplicativo
PhotoMetrix. Todas as imagens foram submetidas a analise multivariada utilizando o

algoritmo dos minimos quadrados parciais (PLS) contido no aplicativo PhotoMetrix.
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Figura 3 — Dispositivo utilizado para a determinacéo de calcio por analise colorimétrica nas amostras
de petréleo. Em destaque, a camera USB, o local para a introdugao da amostra em frasco de
polipropileno e o regulador da intensidade de luz emitida pelo LED

Local para
introduzir a
amostra

Regulador da

Camera intensidade

USB de luz

Fonte: Autor (2022).

ApoOs o processo de filtracdo das amostras de petréleo seguindo a norma ASTM
D4807, os sedimentos retidos na superficie das membranas de nylon de 0,45 pum,
foram solubilizados em 25 mL de &gua ultrapura. As determinacdes de Ca, Mg, Na,
Ba, Li e Sr, solubilizados das membranas de nylon, foram realizadas por um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (modelo
Spectro Ciros CCD®, Spectro Analytical Instruments, Alemanha). O equipamento
contém um nebulizador do tipo cross-flow (Spectro Analytical Instruments), uma
camara de nebulizacédo de duplo passo (Scott, Spectro Analytical Instruments) e uma
tocha com injetor de quartzo (Spectro EOP Quartz Torch, Glass Expansion, Australia).
As condic¢des operacionais do equipamento encontram-se na Tabela 1, as quais foram
estabelecidas de acordo com as condi¢des usuais do laboratério. Os mesmos extratos
foram utilizados para a determinacdo de célcio por colorimetria com imagens digitais

no aplicativo PhotoMetrix.
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Tabela 1 — Condicdes de operacao utilizadas na determinacdo de Ca, Mg, Na, Ba, Li e Sr por ICP

OES
Parametro Condicao
Poténcia do gerador de radiofrequéncia, W 1400
Vazéo do gés principal, L mint 15,0
Vazdo do gas auxiliar, L mint 0,20
Vazdo do gas nebulizador, L min-t 0,70
Elemento Comprimento de onda, nm
Ca 393,366 (II)
Mg 280,271 (I
Na 589,592 (I)
Ba 455,403 (1)
Li 670,784 (1)
Sr 407,771 (IN)

() Linha de emissédo atdmica; (ll) Linha de emissao idnica.

A exatiddo do método foi avaliada por meio da comparacdo dos resultados
obtidos pelas solubilizacbes das amostras de petrdleo (com determinacédo por ICP
OES e PhotoMetrix), com os resultados obtidos pelo método de digestéo por via umida
assistida por radiacdo micro-ondas (MAWD) em sistema com camara Unica de reacao
(SRC UltraWave®, Milestone, Italia) de aco inoxidavel e determinacéo por ICP OES.
O UltraWave disp6e de uma camara de PTFE com capacidade de 0,9 L, a qual é
utilizada para acomodar o rotor que contém 5 frascos de quartzo. De acordo com o
fabricante, 0 maximo de temperatura e pressao gque o sistema suporta € de 300 °C e
199 bar, respectivamente. Apds a digestdo, as amostras foram quantificadas por ICP
OES.

3.3.1 Determinagao do teor de agua

A determinacao do teor de agua foi feita seguindo a norma ASTM D4377, por
meio da titulagdo potenciométrica, conforme método de Karl Fischer. Para isso, foi
utilizado um titulador automatico (modelo 836 Titrando, Metrohm, Suica), com médulo
de agitacdo magnética (modelo 803 Ti Stand, Metrohm, Suica) e eletrodo de platina

(modelo 8.109.1306, Metrohm). Uma mistura de tolueno e metanol na propor¢éao de
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3:1 foi utilizada para a solubilizacdo das amostras de petréleo e a mistura foi titulada

utilizando o reagente comercial Hydranal Composite 5®.

3.3.2 Determinagao do teor de sedimentos e isolamento das espécies salinas

para determinacgao de calcio

A determinacgéo do teor de sedimentos e o isolamento das espécies salinas foi
feita de acordo com o especificado pela norma ASTM D4807. Assim, um sistema de
filtracdo a vacuo foi utilizado, conforme demonstrado na Figura 4. O sistema consiste
em uma bomba de vacuo (modelo WP6 111560, Millipore, EUA), um funil de vidro
sinterizado, um kitassato de vidro e membranas de nylon com porosidade de 0,45 pm.
Ainda, foi utilizado uma chapa de aquecimento (VELP Scientifica, Italia), para o
aguecimento das amostras e do tolueno empregado para a solubilizacdo. A pesagem
das membranas e das amostras foi realizada em uma balanca analitica (modelo AY
220, com resolucao de 0,1 mg, Shimadzu, Jap&o). As membranas foram secas a 105

°C em estufa com circulacdo de ar (Nova Etica, Brasil).

Figura 4 — Sistema de filtracdo utilizado para determinacéo do teor de sedimentos nas amostras de
petroleo

Fonte: Autor (2022).
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3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Determinacao do teor de agua nas amostras de petréleo

A determinacdo do teor de agua foi realizada de acordo com o especificado
pela norma ASTM D4377, por meio da titulagdo potenciométrica pelo método de Karl
Fischer. Aproximadamente 0,5 g de amostra foram pesadas e transferidas com o
auxilio de uma seringa para um copo de titulagdo. Cerca de 25 mL de uma mistura de
tolueno e metanol na proporcao de 3:1, foi utilizada para a solubilizacdo das amostras
de petréleo. Para a titulacdo da mistura, foi utilizado o reagente comercial Hydranal
Composite 5®. Um eletrodo de platina foi empregado para a detec¢éo do ponto final
da titulagao, sendo identificado diretamente pelo software do equipamento.

3.4.2 Determinacao do teor de sedimentos e isolamento das espécies salinas

nas amostras de petréoleo

Para a determinacdo do teor de sedimentos e o isolamento das espécies
salinas nas amostras de petroleo foi utilizada a norma ASTM D4807. E importante
destacar que originalmente a norma ASTM D4807 permite a determinacao do teor de
sedimentos. A partir de trabalhos relatados na literatura, constata-se a possibilidade
do isolamento das espécies salinas presentes nas emulsGes de petrdleo e a
subsequente determinacao elementar (ENDERS et al., 2020; HENN et al., 2021).

Para a determinacéo do teor de sedimentos (de acordo com a norma ASTMD
4807), inicialmente as membranas de nylon de 0,45 pum foram secas em estufa com
circulacdo de ar forcada a 105 °C por 15 minutos. Apds, as membranas foram
resfriadas e reservadas em um dessecador até o momento de uso. Massas de
amostra de petroleo (de 1 a 10 g) foram pesadas e solubilizadas em 100 mL de
tolueno. A mistura amostra + tolueno foi aquecida a 90 °C. Cabe destacar que para as
amostras com maior teor de sedimentos, foram utilizadas massas de petroleo
menores para evitar o entupimento da membrana, o que acaba impedindo a completa
filtracdo da amostra.

Apos a filtracdo, as membranas novamente foram secas em estufa a 105 °C
por 15 minutos e apoés, pesadas para proceder o céalculo do teor de sedimentos. A

diferenca entre a massa da membrana pesada antes e depois da filtracdo, indicou o
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resultado (%) do teor de sedimentos presente nas amostras. O procedimento foi
realizado em triplicata. As espécies salinas isoladas na superficie da membrana foram
solubilizadas no interior de frascos de polipropileno de 50 mL utilizando massas de
agua variando de 10 a 25 g. Os extratos aquosos foram utilizados para a determinacéo
de calcio utilizando a ICP OES e a colorimetria com imagens digitais utilizando o
PhotoMetrix.

3.4.3 Decomposigao assistida por radiagao micro-ondas em SRC

A decomposicao das amostras de petroleo foi realizada utilizando o método de
digestdo por via umida assistida por radiagcdo micro-ondas em sistema com camara
Unica de reacao. Antes de iniciar o procedimento de pesagem das amostras, estas
foram homogeneizadas manualmente durante 5 minutos. Posteriormente, cerca de
500 mg de petroleo foram pesados em frasco de quartzo com capacidade de 40 mL e
em seguida, foram adicionados 6 mL de HNOs destilado ao frasco. Previamente a
digestdo no sistema SRC, foi realizada uma etapa de oxidagcdo dos compostos
organicos, pelo aquecimento das amostras contendo o HNOs em banho durante 1
hora (ENDERS et al., 2020).

Nesse periodo, foi preparada uma mistura para a cuba de reacdo de 130 mL
de agua com 5 mL de HNO3s concentrado, preenchendo o copo de PTFE, de acordo
com as recomendacdes fornecidas pelo fabricante do equipamento. Apds o periodo
de 1 hora de oxidacdo dos compostos organicos das amostras, os frascos foram
colocados no rotor e dispostos no interior do copo de PTFE para dar inicio ao
procedimento de digestdo no sistema SRC. O sistema foi fechado e pressurizado com
argonio, em uma pressao inicial de 40 bar.

O programa de irradiacdo consistiu em 6 etapas, sendo elas: (I) rampa de 5 min
até 90 °C; (Il) rampa de 10 min até 110 °C, com permanéncia de 5 min; (lll) rampa de
10 min até 120 °C; (IV) rampa de 10 min até 130 °C; (V) rampa de 20 min até 250 °C,
com permanéncia de 15 min e (VI) resfriamento do sistema. Apds a digestao, as
amostras foram transferidas para frascos de polipropileno e avolumadas a 25 mL com
agua ultrapura (ENDERS et al., 2020).
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3.4.4 Determinacao de calcio por colorimetria com imagens digitais utilizando o
PhotoMetrix

Inicialmente, foram realizados experimentos para verificar a influéncia do pH
(10 a 13), da concentragdo do complexante (0,016 a 0,250 mmol L), do volume total
da solucéo (1 a 2 mL), da distancia focal da camera (2 a 20 mm) para a obtencéo das

imagens digitais e da intensidade de luz (30 a 180 Ix) aplicada pelo LED.

3.4.2.1 Influéncia do pH e otimizacdo da concentracdo do complexante necessario

para a formacdo dos complexos com o calcio

A influéncia do pH e a concentragdo do complexante na formacéo dos
complexos com o calcio foram avaliadas para a calceina, murexida e o calcon. A
influéncia destas variaveis foi avaliada mediante a construcdo de curvas de calibracéo
com concentracdo de Ca de 1 a 10 mg Lt no interior de frascos de polipropileno de 2
mL. Neste sentido, aliquotas da solugdo estoque de Ca(NOz)2 1000 mg L* foram
transferidas para o interior de diferentes frascos de plastico de 2 mL e o pH foi ajustado
com solucdo de NaOH 0,5 mol L. Todas as curvas de calibracdo para os trés
complexantes foram construidas em pH superior a 10, condicdo necessaria para a
formacdo de complexos estaveis com o Ca (NTAILIANAS e WHITNEY, 1964 e
VOGEL, 1989). A escolha do melhor pH e a concentragdo do complexante foi feita a
partir do menor valor de RMSECV.

Nessas mesmas curvas de calibracdo, antes de proceder a captura das
imagens, também foram avaliados os volumes de cada complexante adicionados, que
fossem suficientes para a formacdo estavel dos complexos. Apés a reacdo
colorimétrica gerada nas curvas de calibracdo para cada complexante, foi realizada a
aquisicdo das imagens digitais (area de interesse: 64x64 e n=4) utilizando o sistema
exemplificado na Figura 2. Todas as imagens foram submetidas a analise multivariada

utilizando PLS, selecionada diretamente no aplicativo PhotoMetrix PRO.
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3.4.2.2 Avaliacdo do volume total da solucéo, distancia focal da camera e intensidade

de luz para a obtencéo das imagens digitais

Um planejamento de experimentos fatorial do tipo Doehlert (DOE) foi feito para
avaliar algumas condicBes experimentais de interesse e possibilitar a obtencdo de
superficies de resposta, para definir a melhor condicdo de trabalho a ser aplicada para
0s experimentos. Dentre as variaveis avaliadas, estdo: o volume total da solugéo (1 a
2 mL), a distancia focal da camera (2 a 20 mm) para a obtencéo das imagens digitais
e a intensidade de luz (30 a 180 Ix) aplicada pelo LED.

Dessa forma, o volume total da solucédo foi escolhido como sendo a variavel 1,
a distancia focal da cAmera como variavel 2 e a intensidade de luz como variavel 3.
Como séo trés variaveis, o numero de niveis gerado pelo planejamento DOE é igual
a5, 7 e 3, para as variaveis 1, 2 e 3, respectivamente. Para a construcdo do
planejamento foram utilizadas planilhas eletrénicas, seguindo o tutorial apresentado
por Teofilo e Ferreira (2006). Os diferentes niveis gerados para cada uma das
varidveis podem ser observados na Tabela 2 e os 19 experimentos gerados pelo
planejamento DOE na Tabela 3. Vale ressaltar que os 19 experimentos foram
executados para os trés complexantes estudados neste trabalho (calceina, murexida
e calcon).

Os experimentos foram realizados utilizando a opc¢éo de calibragdo multivariada
por PLS, no aplicativo PhotoMetrix PRO. Neste caso, apenas os valores dos canais
R, G e B foram coletados para serem utilizados nos calculos do planejamento de
experimentos. Sendo assim, os resultados experimentais foram avaliados utilizando
as mesmas planilhas propostas por Teofilo e Ferreira (2006), nas quais sao avaliadas
a significancia da regressdo, ajuste do modelo e sdo construidos os gréaficos de
superficie, para avaliar a condicdo 6tima de trabalho a ser empregue em todos os
experimentos do trabalho. Ainda, foi utilizada a ferramenta Solver disponivel no

Microsoft Excel® para identificar a melhor condigéo de trabalho.
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Tabela 2 — Valores reais e codificados de cada variavel para avaliacdo da melhor condicao de
trabalho na aquisi¢cdo das imagens digitais usando o PhotoMetrix

Variaveis Niveis da variavel 1
-1 -0,5 0 0,5 1
VarOl 1 1,25 15 1,75 2

Niveis da variavel 2
09 -06 -03 0 029 058 pg7
Var02 2 |5 8 11 14 17 | o
Niveis da variavel 3
-08 0 0,82
Var03 30 | 105 | 180

Fonte: Autor (2022).

Tabela 3 — Ensaios gerados pelo planejamento DOE para avaliar a melhor condi¢c&o de trabalho na
aquisicdo das imagens digitais usando o PhotoMetrix

Planejamento

Ensaio Var 1, mL Var 2, mm Var 3, lux Ensaio Var 1, mL Var 2, mm Var 3, lux

1 2,00 11 105 11 1,25 14 180
2 1,75 20 105 12 1,50 5 180
3 1,75 14 180 13 1,50 11 105
4 1,00 11 105 14 1,50 11 105
5 1,25 2 105 15 1,50 11 105
6 1,25 8 30 16 1,50 11 105
7 1,75 2 105 17 1,50 11 105
8 1,75 8 30 18 1,50 11 105
9 1,25 20 105 19 1,50 11 105
10 1,50 17 30

Fonte: Autor (2022).
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3.4.2.3 Investigacao de interferéncias causadas pelo magnésio

A influéncia do magnésio na formacao dos complexos foi investigada utilizando
concentracdes variando de 0,5 a 10 mg L' de Mg e a concentracdo de Ca constante
em 5 mg L. As solucdes contendo Ca e Mg foram analisadas utilizando curvas de
calibracdo para cada um dos complexantes com as condicdes experimentais
previamente otimizadas. Os resultados para a interferéncia de Mg foram avaliados a
partir do célculo da incerteza da medicao baseado no desvio padrdo das medidas de

uma solucéo contendo somente Ca e o valor de t de Student.

3.4.2.4 Avaliagao dos critérios para verificar a qualidade dos modelos de calibracéo

para determinacao de Ca

Os modelos de calibracdo obtidos pela regressdo PLS foram avaliados de
acordo com o numero de fatores, os coeficientes de determinagdo, RMSEC, RMSECV
e RMSEP. A escolha do nimero de fatores que melhor descreve o modelo é feita de
acordo com os valores encontrados de RMSEC, RMSECV e RMSEP. No entanto, o
namero de fatores considerado 6timo, é aquele que apresentar o menor RMSEP.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para cada complexante
utilizado, foram calculados considerando a concentracdo média e o desvio padréao de
dez medidas do branco. Para o branco, foi realizada a filtracdo da membrana de 0,45
pm com tolueno e determinada a sua concentracdo pelo aplicativo PhotoMetrix PRO.

Os valores encontrados para as amostras de petréleo (em mg L) foram
convertidos em mg kg, levando em consideracéo a massa de amostra e a massa de
agua utilizada para a afericdo das solubilizacées (10 g), utilizados no preparo das
amostras.

Para a avaliacdo da exatiddo do método proposto, os resultados foram
comparados com os resultados obtidos pela MAWD e determinagédo por ICP OES e
com os resultados encontrados nas solubilizagdes e determinacéo por ICP OES. Foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA) com pos teste t de Student, num intervalo de
95% de confiancga, utilizando o software GraphPad InStat®, verséao 3.0. O fluxograma

da Figura 5 resume todos os procedimentos experimentais avaliados nesse estudo.



Figura 5 — Fluxograma dos procedimentos e parametros avaliados para a determinacéo de calcio nas amostras de petréleo
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| | |
Area de interesse (32x32, 64x64, 128x128)

| | |
Interferéncias provocadas pelo magnésio

Resultados de calcio utilizando colorimetria por

imagem digital no PhotoMetrix
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, inicialmente, serdo mostrados os resultados da caracterizagéo
das amostras de petréleo utilizadas nesse trabalho. Logo apés, serdo mostrados os
resultados dos métodos de referéncia utilizados para avaliacdo da exatiddo do modelo
proposto. E por fim, ser&o mostrados e discutidos os resultados para o
desenvolvimento do método colorimétrico utilizando o aplicativo PhotoMetrix para a

determinacao de célcio em petroleo.
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4.1 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE PETROLEO

Inicialmente, as amostras de petréleo selecionadas para este estudo foram
caracterizadas quanto ao teor de 4gua, teor de sedimentos e °API, cujos resultados

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados para a determinacédo do teor de agua, teor de sedimentos e °API| presentes
nas amostras de petréleo utilizadas neste trabalho (n=3)

Amostra Teor de agua, % Teor de sedimentos, % °API
1 5,55+0,03 0,864 + 0,147 26,75+ 0,15
2 0,41+0,01 0,161 + 0,017 28,78 £ 0,09
3 0,93+0,01 0,299 + 0,010 26,38 + 0,01
4 0,82 £ 0,04 0,131 + 0,045 28,16 + 0,09
5 0,36 £ 0,03 0,054 + 0,009 26,26 + 0,13

Fonte: Autor (2022)

Em relacédo ao teor de 4gua, a amostra 1 foi quem apresentou o maior valor
(5,55%), enquanto as demais amostras apresentaram teores de agua inferiores a 1%.
Jé para a determinacédo do teor de sedimentos, de acordo com a norma ASTM D4807,
para a maioria das amostras, foi necessario diminuir a massa utilizada para a filtracéo,
pois ao pesar a massa preconizada pela norma (10 g), ocorria 0 entupimento da
membrana, impedindo a completa filtracdo da amostra. Além do mais, com excecao
das amostras 4 e 5, as amostras apresentaram teores de sedimentos superiores a
0,15% (m/m), valor maximo estipulado pela norma. Em relacéo ao °API, o menor valor
encontrado foi 26,26 e o maior valor foi 28,78, sendo considerados petréleos
intermediarios (SPEIGHT, 2006) e provenientes da camada do pré-sal (informacao
fornecida pelo CENPES/PETROBRAS).

4.2 DETERMINACAO DE Ca, Mg, Na, Ba, Lie Sr EM PETROLEO PELOS METODOS
DE REFERENCIA

A exatiddo do método proposto nesse estudo foi avaliada pela comparacéao dos

resultados obtidos pelas solubiliza¢cdes das amostras de petrdleo (com determinagéo
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por ICP OES e PhotoMetrix), com os resultados obtidos pelo método de digestao por
via imida por radiacdo micro-ondas em sistema com camara unica de reacéao (MAWD-
SRC).

Normalmente, os metais alcalinos e alcalinos terrosos encontram-se no
petréleo na forma de sais (SPEIGHT, 2001). Conforme descrito no item 3.4.2
(Determinacao do teor de sedimentos e isolamento das espécies salinas nas amostras
de petréleo) dos Materiais e Métodos, apoés a filtracdo das amostras nas membranas
de 0,45 um, as espécies salinas isoladas na superficie das membranas foram
solubilizadas com massas de agua de 10 e 25 g. Os extratos aquosos entdo foram
utilizados para a determinacéo de calcio pela ICP OES. Os resultados obtidos estédo
apresentados na Tabela 5 e foram comparados com aqueles obtidos ap6s MAWD-
SRC, conforme descrito no item 3.4.3 (Decomposicao assistida por radiagdo micro-
ondas em SRC).
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Tabela 5 — Concentracao de Ca, Mg, Na, Ba, Li e Sr em sedimentos de petrdleo apos solubilizacdo e MAWD-SRC, com determinacéo por ICP OES.
Resultados expressos em mg kg? (n = 3)

Metal Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
MAWD-SRC Solubilizacgo  MAWD-SRC  Solubilizacdo = MAWD-SRC  Solubilizacdo MAWD-SRC Solubilizagdo MAWD-SRC Solubilizacdo
Ca 879 +43 834 + 39 118 + 10 103+ 9 400 + 39 379 +38 639 £ 58 680 £ 85 5,36 £ 0,50 5,02+0,01
Mg 188 + 14 188 + 13 19,7+ 1.8 21,5+2,0 31,1+3,0 31,3+4,2 11,3+0,1 11,5+0,1 2,64 £0,25 2,60 £ 0,20
Na 2559 + 189 2649 £ 165 153+ 14 138 £ 20 308 £ 35 261 £ 36 58,1+6,3 61,7+45 165+ 11 166 + 4
Ba 0,701 + 0,040 0,754 + 0,055 < 0,100 < 0,050 1,10+ 0,10 1,33+£0,15 1,13+0,15 1,18 + 0,07 < 0,100 < 0,050
Li 0,432 + 0,045 1,04 £ 0,50 < 0,100 < 0,050 0,223 £ 0,030 0,303 £ 0,050 < 0,100 < 0,050 < 0,100 < 0,050
Sr 176 £ 2,0 195+1,8 3,73+£0,29 3,77 £ 0,31 122+1,5 135+1,7 2,74+0,02 291+0,27 0,322+0,04 0,309 +0,03

Fonte: Autor (2022).
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Os resultados obtidos pela MAWD-SRC e solubilizagcdo das membranas, com
posterior determinacéo por ICP OES nédo apresentaram diferencas significativas (teste
t de Student, com nivel de confianca de 95%). Os resultados para Ca foram
comparados na etapa posterior com os resultados da analise colorimétrica com

imagens digitais no PhotoMetrix.

4.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO COLORIMETRICO COM IMAGENS
DIGITAIS UTILIZANDO O APLICATIVO PHOTOMETRIX

Inicialmente, serdo apresentados os resultados obtidos na avaliagdo da
influéncia do pH e da concentracdo dos complexantes (calceina, murexida e calcon)
necessaria para a formacéo do complexo com o Ca. Em seguida, serdo discutidos o0s
resultados do planejamento DOE para avaliacao das interac6es das variaveis 1, 2 e
3, que foram o volume de solucéo utilizado (1 a 2 mL), distancia focal da camera (2 a
20 mm) para a aquisicdo das imagens digitais e a intensidade de luz (30 a 180 Ix)
emitida pelo LED, respectivamente.

Ainda, serdo mostrados os resultados da regido de interesse selecionada para
a captura das imagens digitais no PhotoMetrix, nas regibes de 32x32, 64x64 e
128x128, bem como, a comparacdo dos resultados pelo método proposto e 0s
métodos de referéncia utilizados para a avaliacdo da exatiddo e os resultados das

interferéncias provocadas pelo magnésio na formacéo dos complexos.

4.3.1 Avaliagado da influéncia do pH e otimizagdo da concentragcao do

complexante necessaria para a formagao dos complexos com o calcio

O pH influencia diretamente na formacéo do complexo, devido a quantidade de
sitios disponiveis para ocorrer a ligacdo com o céalcio. Sendo assim, avaliou-se a
influéncia do pH e a concentracdo de complexante (calceina, murexida e calcon)
necessaria na formacao dos complexos com o calcio. A influéncia destas variaveis foi
avaliada mediante a construcao de curvas de calibracdo com concentracéo de Ca de
1 a 10 mg L. Neste sentido, aliquotas da solucéo estoque de Ca 1000 mg L-* foram
transferidas para o interior dos frascos de polipropileno de 2 mL e o pH foi ajustado
com solucdo de NaOH 0,5 mol L. Todas as curvas de calibracdo para os trés

complexantes foram construidas em pH superior a 10, condicdo necessaria para a
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formacdo de complexos estaveis com o Ca (NTAILIANAS e WHITNEY, 1964 e
VOGEL, 1989).

Nessas mesmas curvas de calibragdo, antes de proceder a captura das
imagens, também foram avaliados os volumes de cada complexante adicionados, de
maneira a permitir a obtencdo de complexos estaveis e com maxima resposta
colorimétrica. Apos a reacao colorimétrica gerada nas curvas de calibracao para cada
complexante, foi realizada a aquisicdo das imagens digitais utilizando o sistema
exemplificado na Figura 2 e com regido de interesse de 64x64 (n=4). Todas as
imagens foram adquiridas 30 s ap0s a adicdo de cada complexante, em seguida foram
submetidas a analise multivariada utilizando PLS, selecionada diretamente no
aplicativo PhotoMetrix PRO. A escolha da melhor condicao foi baseada nas figuras de
mérito obtidas pelas curvas de calibragdo, como o coeficiente de determinagdo (R?),
0 numero de fatores, RMSEC e RMSECV.

Na Figura 6 encontram-se os resultados de RMSECV para os diferentes pH e
concentracbes de complexante calceina, murexida e calcon avaliados. A partir da
Figura 6 € possivel notar que o menor valor de RMSECV encontrado para a calceina
foi utilizando uma concentragdo de 0,120 mmol L* de complexante em pH 12 (Figura
6A). Nessas condicdes, a estequiometria da reacdo € 2 mol de célcio para 1 mol de
complexante calceina, considerando o maior ponto da curva de calibracdo de 10 mg
Lt de Ca (0,25 mmol L1). Para a murexida (Figura 6B), o menor valor de RMSECV
obtido foi para a concentracdo de 0,250 mmol L* em pH 12. Nessa condicdo, a
estequiometria da reacao € de 1:1 (Ca:murexida), considerando a concentracédo de
0,25 mmol L1, Por fim, para o calcon, o menor RMSECV encontrado foi utilizando uma
concentragéo de 0,080 mmol L't em pH 12. Nesse caso, a estequiometria da reacdo
foi de 3 mols de célcio para 1 mol de calcon (considerando a concentracao de 0,25
mmol L1 de Ca). Cabe destacar, que se deve trabalhar em pH 12 com o calcon para
minimizar possiveis interferéncias formadas com o magnésio (VOGEL et al., 1989).

Essas condi¢cdes otimizadas foram aplicadas em todos o0s experimentos

posteriores.
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Figura 6 — Resultados dos modelos de calibracdo por PLS obtidos pelo aplicativo PhotoMetrix em
funcado do pH e da concentracdo de complexante necessaria para a formagdo dos complexos com o
Ca. (A) Calceina; (B) Murexida e (C) Calcon
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4.3.2 Avaliacao do volume total da solugao, distancia focal da camera e

intensidade de luz para a obtengao das imagens digitais

Apés o ajuste de pH e a concentracdo adequada de cada complexante,

realizou-se um planejamento de experimentos do tipo Doehlert, modelo quadratico

para a otimizagdo do volume total da solugdo, a distancia focal da camera e a
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intensidade de luz. A definicdo de qual planejamento usar € muito importante para
estimar as influéncias e ou os efeitos das diferentes variaveis em estudo. Com isso,
as interacbes entre as varidveis obtidas com o planejamento auxiliam a boa
compreens&o do comportamento do sistema (TEOFILO e FERREIRA et al., 2006).

Um ponto importante é que os planejamentos fatoriais permitem a construcao
de modelos lineares nos fatores utilizando o método dos Minimos Quadrados, que
descrevem superficies de respostas planas. Mas, na maioria das vezes a superficie
de resposta possui curvatura, requerendo a constru¢do de modelos quadraticos, como
foi o caso do presente estudo. Dessa forma, por meio do planejamento DOE sé&o
adicionados novos niveis de planejamento fatorial, que permitem o calculo de
coeficientes quadraticos. Além disso, a escolha do planejamento DOE foi em funcgéo
de este necessitar um numero menor de experimentos quando comparado com o
planejamento composto central, o que o torna mais eficiente (BREITKREITZ, et al.,
2014; TEOFILO e FERREIRA et al., 2006).

Esse planejamento foi utilizado por Bock et al. (2022) para encontrar a condigéo
Otima de trabalho para posterior determinacdo de cobre em aguardente de cana
(cachaca). As variaveis avaliadas foram a concentracéo de cuprizona necessaria para
a formacao do complexo estavel com o cobre e o pH, em cinco e trés niveis. Holkem
et al. (2021), por sua vez, utilizaram o planejamento composto central (CCD), para
posterior determinacédo de cloreto em petréleo por analise colorimétrica com imagens
digitais. Foram avaliadas as intera¢gfes entre 3 variaveis, sendo elas a intensidade de
luz aplica pelo LED, o volume total de solucéo utilizado e a distancia focal da camera
para a captura das imagens digitais ap0s reacao de precipitacao.

Diante disso, no presente estudo, o volume total da solugéo foi fixado como
variavel 1, a distancia focal da caAmera como variavel 2 e a intensidade de luz como
variavel 3, considerando que essas sdo as variaveis mais importantes. Assim, foi
possivel avaliar as influéncias entre as variaveis, visto que dependendo das condi¢des
empregadas, as respostas podem diferir em termos dos canais R, G e B. O mesmo
planejamento foi aplicado para calceina, murexida e calcon.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para os canais RGB para
cada complexante, a significAncia da regresséo para o modelo, o ajuste do modelo e
os graficos de superficie para avaliar a condigdo 6tima de trabalho, que foi empregada

em todos os experimentos do trabalho.
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4.3.2.1 Calceina

Para poder fazer a avaliagdo da regressédo e do ajuste do modelo, foram
avaliados os valores dos canais RGB obtidos dos 19 ensaios gerados pelo
planejamento DOE (Tabela 3), os quais encontram-se na Tabela 6. No entanto, um
desafio que ainda € corriqueiro, é a insercao dos trés canais simultaneamente como
resposta na avaliacdo dos experimentos do planejamento. Assim, tanto para a
calceina, como para dos demais complexantes, utilizou-se como resposta apenas o

canal com a melhor correlacdo com a concentracdo de calcio.

Tabela 6 — Resultados dos 19 ensaios do planejamento DOE quadratico correspondentes aos canais
R, G e B obtidos pelo modelo PLS no aplicativo PhotoMetrix para a calceina (n = 3)

Ensaio R G B
1 182,7 182,7 119,7
2 201,7 203,3 136,7
3 163,0 166,7 108,0
4 178,3 183,3 118,3
5 191,3 195,0 131,0
6 186,7 168,0 111,7
7 193,0 195,3 132,3
8 191,3 169,3 113,7
9 201,3 205,3 138,0
10 201,0 179,7 121,3
11 166,0 170,3 112,0
12 165,0 169,3 112,0
13 182,3 183,7 120,0
14 182,7 183,7 120,3
15 182,3 184,7 121,3
16 182,0 183,3 120,0
17 182,7 183,7 121,0
18 181,7 183,0 120,3
19 181,0 184,0 120,3

Fonte: Autor (2022).
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Na Figura 7 estd o grafico de calibracdo entre os valores dos canais RGB
obtidos para a calceina, em relacéo a concentracéo de calcio. E possivel observar que
o canal R é o que apresenta o maior coeficiente de determinacdo (R? = 0,9714) com
a concentragdo de calcio. A correlacdo também é significativa para o canal G com
coeficiente de determinacao de 0,9207. Por fim, para o canal B, a correlacdo néo é
significativa. Sendo assim, os valores do canal R foram utilizados como resposta para

0 tratamento estatistico dos experimentos.

Figura 7 — Curva de calibracéo para a calceina utilizando a resposta dos canais RGB em funcao da
concentracdo de célcio (n = 3)
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Fonte: Autor (2022).

Nesse mesmo contexto, Lopez-Molinero et al. (2013) propuseram a
determinacao da dureza de céalcio em agua pela colorimetria com imagens digitais. A
reacdo colorimétrica utilizada para a captura das imagens digitais ocorreu entre os
fons Ca?* e o indicador metalocromico glioxal bis(2-hidroxianil). Os autores realizaram
uma analise fatorial das imagens digitais (coloridas) pela analise de componentes
principais (PCA). Com isso, verificaram que a cor verde (canal G) apresentou a maior
variancia (50% da variancia total), indicando que a maior sensibilidade analitica estava
associada a essa cor.

A etapa seguinte foi verificar se 0 modelo matematico feito estava ajustado,

pois esta é uma etapa fundamental para chegar na condi¢cdo 6tima do planejamento
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de experimentos. Sendo assim, apés inserir os valores do canal R como resposta,
obteve-se os resultados da significancia da regressao e o ajuste do modelo quadratico
(Tabela 7), através da andlise de variancia (ANOVA). A forma mais confidvel de
executar essa etapa é utilizando a ANOVA. A variacao total da resposta pela ANOVA
€ determinada como a soma quadratica da regressao (SQregr) € @ Somo quadratica
dos residuos (SQres), sendo a soma total: SQtwotal = SQregr + SQres (TEOFILO e
FERREIRA, 2006). Como esperado, a regressao foi significativa (p < 0,05) e o modelo
nao apresentou falta de ajuste (p > 0,05), sendo 99,8 % da variacao explicada pelo

modelo.

Tabela 7 — Andlise de variancia para regressédo multipla do planejamento DOE para a calceina

Analise de Variancia - Modelo Quadratico

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 2280 9 253,31 464,43 SG 7E-11
Residuos 4,909 9 0,5454
F. Ajuste 2,75 3 0,9167 2,5478 0,152
Erro Puro 2,159 6 0,3598
Total 2285 18
% variacao explicada 99,785
% max. de variagao explicavel 99,906

FV: fonte de variacdo; SQ: soma quadratica; nGL: nimero de graus de liberdade; MQ: média
quadratica.

Apés avaliada a andlise de variancia do modelo, a proxima etapa foi a avaliagéo
dos coeficientes do modelo obtidos com o planejamento DOE. Para tanto, foi
construido o gréfico de probabilidade normal (Figura 8), em funcdo do valor normal
esperado e dos efeitos padronizados (t-Student). E possivel observar que o
coeficiente da variavel 3 (intensidade de luz) e o coeficiente quadratico da segunda
variavel (22), correspondente a distancia focal da camera apresentaram-se como
sendo os mais significativos. O coeficiente da varidvel 3 apresentou uma contribui¢cao
negativa, indicando que a condi¢éo que apresenta melhor desempenho € quando se
aplica menores intensidades de luz na captura das imagens. Por outro lado, o

coeficiente quadrético da segunda variavel (22), correspondente a distancia focal da
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camera, indicou que a melhor resposta é encontrada quando se usa maiores

distancias focais para a aquisi¢cdo das imagens.

Figura 8 — Gréfico de probabilidade normal para os coeficientes obtidos para a calceina
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Fonte: Autor (2022).

Apbés as etapas anteriormente descritas, os fatores significativos foram
selecionados, permitindo executar uma analise de superficies de resposta para a
otimizacao dos experimentos. Assim, sdo encontrados os valores das variaveis que
vao produzir a melhor resposta esperada, ou seja, a condi¢do 6tima de trabalho. A
Figura 9 apresenta os graficos de superficie gerados, em que para verificar as
interacOes entre as variaveis, uma delas é fixada e avaliada em funcédo das demais.
Nesse sentido, quando o volume total de solucao foi fixado, as maiores respostas
foram obtidas aplicando menores intensidades de luz e maiores distancias focais na
aquisicao das imagens digitais (Figura 9A). Quando a distancia focal foi fixada, as
maiores respostas foram alcangcadas aplicando menores intensidades de luz e em
relacédo ao volume, as respostas praticamente foram constantes (Figura 9B). E ao fixar
a intensidade de luz, as maiores respostas foram aplicando maiores distancias focais

e praticamente foram constantes em relacéo ao volume.
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Figura 9 — Superficies de respostas das variaveis significativas por analise colorimétrica no
PhotoMetrix utilizando solugédo de referéncia de calcio (5 mg L) com a calceina
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Fonte: Autor (2022).

Diante disso, percebe-se que nao € possivel visualizar de uma forma téo clara
e objetiva qual é a melhor condi¢édo de trabalho por meio dos gréaficos de superficie.
Com isso, uma das formas possiveis de encontrar essa condicdo € utilizando a
ferramenta Solver disponivel no Microsoft Excel®, um suplemento que pode ser
utilizado para teste de hipdteses. O método de solucdo utilizado nesse estudo foi 0
Gradacdo Reduzida Generalizada (GRG), empregado para problemas simples nédo
lineares (MICROSOFT, 2022). Os resultados obtidos pelo Solver estdo apresentados
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na Tabela 8. Sendo assim, a condi¢cdo 6tima encontrada foi utilizando 2 mL como
volume total de solucdo, 20 mm de distancia focal da camera e 30 Ix de intensidade
de luz. Depois disso, todos os outros experimentos foram realizados nessas condi¢des

de volume, distancia focal e intensidade da luz.

Tabela 8 — Valores reais e codificados utilizados para a obtencao da condicdo 6tima de trabalho
empregando o Solver para a calceina

Condicéo 6tima Planejamento
Valor codificado  Valor real -1 0 1
Var 1 1 2 1 15 2
Var 2 1 20 2 11 20
Var 3 -1 30 30 105 180

Var 1 - Volume total de solugdo (mL); Var 2 - Distancia focal da cAmera (mm) e Var 3 - Intensidade da
luz (lux).

4.3.2.2 Murexida

O mesmo planejamento de experimentos foi aplicado para o complexante
murexida. A primeira etapa consistiu na avaliagdo da regresséao e do ajuste do modelo,
onde foram inseridos os valores dos canais RGB obtidos para os 19 experimentos
gerados pelo planejamento DOE (Tabela 3). Os resultados encontram-se na Tabela
9.
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Tabela 9 — Resultados dos 19 ensaios do planejamento DOE quadratico correspondentes aos canais

R, G e B obtidos pelo modelo PLS no aplicativo PhotoMetrix para a murexida (n = 3)

Ensaio R G B
1 236,0 104,0 161,7
2 236,0 107,7 172,3
3 236,0 108,7 181,0
4 236,0 100,0 160,0
5 236,0 111,0 177,3
6 178,3 54,3 72,7
7 236,0 104,7 166,7
8 175,0 46,3 65,3
9 236,0 111,0 175,3
10 189,0 54,7 65,7
11 236,0 105,7 178,7
12 236,0 119,3 190,0
13 236,0 102,3 163,3
14 236,0 101,3 161,7
15 236,0 100,3 160,7
16 236,0 102,3 162,0
17 236,3 102,7 161,3
18 236,0 95,3 148,0
19 236,0 101,3 153,3

Fonte: Autor (2022).

As curvas de calibracdo entre as respostas obtidas pelos canais RGB e a

concentracdo de célcio sdo apresentadas na Figura 10. E possivel constatar que o

canal B é o que apresenta o maior coeficiente de determinagdo com a concentragao

de célcio (R? = 0,9054), ao passo que o canal R apresenta a menor correlagédo. Sendo

assim, os valores do canal B foram utilizados como resposta para verificar a regressao

e se 0 modelo apresentou ou ndo falta de ajuste.
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Figura 10 — Curva de calibracdo para a murexida utilizando a resposta dos canais RGB em funcao da
concentracgao de calcio (n = 3)
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Fonte: Autor (2022).

Na sequéncia, apoés inserir os valores do canal B como resposta, obteve-se 0s
resultados da significancia da regresséao e o ajuste do modelo quadratico (Tabela 10),
através da analise de variancia (ANOVA). Novamente, como esperado, a regressao
foi significativa (p < 0,05) e o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p > 0,05), sendo

98,9 % da variacdo explicada pelo modelo.

Tabela 10 — Andlise de varidncia para regressado multipla do planejamento DOE para a murexida

Analise de Variancia - Modelo Quadratico

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 2643 9 2936,5 90,008 SG 9,8E-08
Residuos 293,62 9 32,625
F. Ajuste 98,417 3 32,806 1,0083 0,45162
Erro Puro 195,21 6 32,534
Total 26722 18
% variagao explicada 98,901
% max. de variacao explicavel 99,269

FV: fonte de variacdo; SQ: soma quadratica; nGL: nimero de graus de liberdade; MQ: média quadratica.
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Na sequéncia, foi obtido o grafico de probabilidade normal (Figura 11), em
funcdo do valor normal esperado e dos efeitos padronizados (t-Student). E possivel
observar que o coeficiente da variavel 3 (intensidade de luz) € o mais significativo de
todos e apresenta uma contribuicdo positiva, indicando que a condi¢cédo que apresenta
melhor desempenho é quando se aplica maiores intensidades de luz na captura das

imagens.

Figura 11 — Grafico de probabilidade normal para os coeficientes obtidos para a murexida
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Fonte: Autor (2022).

Em seguida, foram construidos os graficos de superficies de resposta para
encontrar a condicdo 6tima de trabalho (Figura 12). Quando o volume total de solucéo
foi fixado, as maiores respostas foram obtidas ao se aplicar maiores intensidades de
luz e menores distancias focais na aquisicdo das imagens digitais (Figura 12A).
Quando a distancia focal foi fixada, as maiores respostas foram alcancadas ao aplicar
maiores intensidades de luz e em relacdo ao volume, as respostas praticamente foram
constantes (Figura 12B). E por ultimo, ao fixar a intensidade de luz, as maiores
respostas foram obtidas no sentido das menores distancias focais e novamente,

praticamente foram constantes em relagcdo ao volume.
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Figura 12 — Superficies de respostas das variaveis significativas por analise colorimétrica no
PhotoMetrix utilizando solugédo de referéncia de calcio (5 mg L1) com a murexida
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Fonte: Autor (2022).

Na ultima etapa, foram obtidos os resultados utilizando o Solver do Excel

(Tabela 11). A condicao 6tima encontrada foi utilizando 1,5 mL como volume total de
solugéo, 11 mm de distancia focal da camera e 180 lux de intensidade de luz. Depois
disso, todos os outros experimentos foram realizados nessas condicfes de volume,

distancia focal e intensidade da luz.
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Tabela 11 — Valores reais e codificados utilizados para a obtencéo da condicdo 6tima de trabalho
empregando o Solver para a murexida

Condicéo 6tima Planejamento
Valor codificado  Valor real -1 0 1
Var 1 0 1,5 1 1,5 2
Var 2 0 11 2 11 20
Var 3 1 180 30 105 180

Var 1 - Volume total de solucdo (mL); Var 2 - Distancia focal da cAmera (mm) e Var 3 - Intensidade da
luz (lux).

4.3.2.3 Calcon

A primeira etapa do planejamento DOE consistiu na avaliacdo da regressao e
do ajuste do modelo, onde foram inseridos os valores dos canais RGB obtidos para
0s 19 experimentos gerados pelo planejamento e os resultados encontram-se na
Tabela 12.



Tabela 12 — Resultados dos 19 ensaios do planejamento DOE quadratico correspondentes aos
canais R, G e B obtidos pelo modelo PLS no aplicativo PhotoMetrix para o calcon (n = 3)

Ensaio R G B
1 228,0 1143 160,0
2 228,3 122,3 174,3
3 235,0 135,0 181,0
4 233,3 126,3 166,7
5 236,0 130,0 184,0
6 196,0 100,0 116,0
7 236,0 129,3 181,3
8 183,7 86,3 116,7
9 234,0 129,0 174,0
10 188,3 99,7 124,3
11 234,7 138,0 185,0
12 236,0 143,7 189,7
13 229,7 116,0 158,0
14 231,7 121,7 165,0
15 233,7 120,0 158,7
16 231,0 121,0 163,7
17 233,7 122,3 163,0
18 230,0 121,3 159,3
19 233,0 120,0 157,0

Fonte: Autor (2022).
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A correlacdo entre as respostas obtidas pelos canais RGB e a concentracdo de

célcio encontram-se na Figura 13. E possivel visualizar que o canal R é o que

apresenta o maior coeficiente de determinacdo com a concentracdo de célcio (R? =

0,9397). Assim, os valores do canal R foram utilizados como resposta para verificar a

regressao e se o modelo apresentou ou nao falta de ajuste.
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Figura 13 — Curva de calibracdo para o calcon utilizando a resposta dos canais RGB em funcéo da
concentracgao de calcio (n = 3)
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Fonte: Autor (2022).

Em seguida, depois de inserir os valores do canal R como resposta, obteve-se
os resultados da significancia da regressao e o ajuste do modelo quadratico (Tabela
13), através da analise de variancia (ANOVA). Os resultados indicaram que a
regressao foi significativa (p < 0,05) e o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p >

0,05), sendo 99,5 % da variacao explicada pelo modelo.

Tabela 13 — Andlise de variancia para regressdo multipla do planejamento DOE para o calcon

Analise de Varidncia - Modelo Quadratico

FV SQ nGL MQ Fcalc, p
Regressao 4921 9 546,78 188,49 SG 4E-09
Residuos 26,11 9 2,9008
F. Ajuste 9,25 3 3,0833 1,0975 0,42
Erro Puro 16,86 6 2,8095
Total 4947 18
% variacao explicada 99,472
% max. de variagao explicavel 99,659

FV: fonte de variacao; SQ: soma quadratica; nGL: nimero de graus de liberdade; MQ: média
guadratica.
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Posteriormente, obteve-se o grafico de probabilidade normal (Figura 14), em
funcdo do valor normal esperado e dos efeitos padronizados (t-Student). E possivel
observar que o coeficiente da variavel 3 (intensidade de luz) apresentou uma
contribuicdo positiva, o que significa que a condicdo que apresenta melhor
desempenho é aquela na qual se aplica maiores intensidades de luz na captura das

imagens.

Figura 14 — Gréfico de probabilidade normal para os coeficientes obtidos para o calcon
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Fonte: Autor (2022).

A proxima etapa foi avaliar as superficies de resposta para encontrar a
condicdo otima de trabalho (Figura 15). Quando o volume total de solucao foi fixado,
as maiores respostas foram obtidas nas intensidades de luz intermediarias e menores
distancias focais na aquisi¢ao das imagens digitais (Figura 15A). Quando a distancia
focal foi fixada, as maiores respostas foram alcancadas nas intensidades de luz
intermediarias e em relacdo ao volume, este ndo apresentou muita diferenca,
permanecendo constante (Figura 15B). Por fim, ao fixar a intensidade de luz, as
maiores respostas foram obtidas no sentido das menores distancias focais e

novamente, praticamente foram constantes em relagéo ao volume.
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Figura 15 — Superficies de respostas das variaveis significativas por analise colorimétrica no
PhotoMetrix utilizando solugédo de referéncia de calcio (5 mg L1) com o calcon
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Fonte: Autor (2022).

Por ultimo, foram obtidos os resultados utilizando o Solver do Excel (Tabela
14). A condicdo 6tima encontrada foi utilizando 2 mL como volume total de solucéo, 2
mm de distancia focal da camera e 180 Ix de intensidade de luz. Depois disso, todos
0s outros experimentos foram realizados nessas condi¢cdes de volume, distancia focal

e intensidade da luz.
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Tabela 14 — Valores reais e codificados utilizados para a obtencéo da condicdo 6tima de trabalho
empregando o Solver para o calcon

Condicéo 6tima Planejamento
Valor codificado Valor real -1 0 1
Var 1 1 2 1 1,5 2
Var 2 -1 2 2 11 20
Var 3 0,596 150 30 105 180

Var 1 - Volume total de solucdo (mL); Var 2 - Distancia focal da cAmera (mm) e Var 3 - Intensidade da
luz (lux).

4.3.3 Otimizagao da regiao de interesse

A regido de interesse (ROI, do inglés region of interest) controla a area
demarcada na imagem onde sera realizado o seu processamento. Esse parametro
pode ser selecionado diretamente no aplicativo PhotoMetrix. Dentre as regifes de
interesse disponiveis no app, foram escolhidas para os experimentos, as regides
32x32, 64x64 e 128x128. Os resultados foram avaliados em funcdo dos valores de
RMSECV obtidos a partir da curva de calibracdo preparada para a captura das
imagens digitais e considerando o numero de fatores empregado na constru¢do dos
modelos PLS.

Em um modelo de calibragdo multivariada € muito importante estabelecer o
namero de fatores a ser utilizado no modelo. Para isso, geralmente é utilizada a
validacdo cruzada para a escolha do nimero de fatores, com base na avaliacdo da
extensdo dos erros de previsdo para o modelo de calibragdo. Dessa forma, a escolha
do namero de fatores é em funcdo do menor RMSECV, desde que ndo seja
introduzido ruido, uma vez que o ruido torna 0 modelo menos robusto (FERREIRA et
al., 1999). A Figura 16 representa os resultados do RMSECV e do numero de fatores
obtidos para os modelos de calibracdo utilizando PLS no aplicativo PhotoMetrix e
ainda, o comportamento da regido de interesse utilizada para a captura das imagens,
para os complexantes calceina (Figura 16A), murexida (Figura 16B) e calcon (Figura
16C).

E possivel observar que 5 fatores sdo suficientes para representar os modelos
gerados para a calceina, murexida e o calcon. Verifica-se para a calceina, que as

regides 32x32 e 128x128 ndo apresentaram diferenca significativa nos valores de
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RMSECV. Para a murexida os valores de RMSECV nao apresentaram diferenca

significativa para as ROIs avaliadas. Contudo, para o calcon, o menor valor de
RMSECYV foi obtido utilizando a regiao 128x128.

Figura 16 — Valores de RMSECV em fun¢éo do nimero de fatores do modelo PLS obtidos para a
curva de calibragao, utilizando solucdes de referéncia de célcio 1 a 10 mg L1. Em destaque as trés
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Sendo assim, a proxima etapa foi avaliar os resultados em funcéo dos valores
de RMSEP (Figura 17). Vale destacar, que para a obtencao do erro de previsdo nessa
etapa, foram utilizadas solucdes de referéncia de calcio que nao faziam parte da curva
de calibracdo e as amostras de petréleo s6 foram analisadas pelo PhotoMetrix apds
essas otimizacgoes.

Para a calceina (Figura 17A), foi visto que nao havia grandes diferencas entre
as regides 32x32 e 128x128 em fung¢do do RMSECYV, no entanto, a regido 128x128
apresentou o menor valor de RMSEP e foi selecionada para os experimentos futuros.
A murexida (Figura 17B) ndo tinha apresentado diferencas significativas nas trés
regides avaliadas em funcdo do RMSECV, porém, em relacdo ao RMSEP, a regiao
64x64 foi quem apresentou o menor erro de previsdo, sendo escolhida para os
experimentos posteriores. Para o calcon (Figura 17C) a regidao 128x128 foi quem
apresentou o menor valor de RMSEP, o que ja tinha sido observado para o valor de

RMSECYV, sendo a regido empregada para todos os experimentos seguintes.
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Figura 17 — Valores de RMSEC, RMSECV e RMSEP em funcédo das regides de interesse avaliadas
no modelo PLS obtidos para a curva de calibragdo, utilizando solu¢des de referéncia de calcio 1 a 10
mg L e 5 fatores
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4.3.4 Determinagcao de calcio nas amostras de petréleo pela colorimetria com

imagens digitais no PhotoMetrix

Apébs as otimizacdes acima citadas, procedeu-se a determinagdo de Ca nas
amostras de petréleo pela analise colorimétrica utilizando imagens digitais no
aplicativo PhotoMetrix PRO. Os modelos de calibracdo multivariada foram construidos
utilizando o método dos minimos quadrados parciais (PLS) para cada um dos
complexantes.

As curvas de calibragdo (1 a 10 mg L") foram obtidas pelo método de regresséo
PLS diretamente no aplicativo PhotoMetrix. O padrao de 10 mg L™ foi retirado das
curvas de calibragdo construidas utilizando a murexida e o calcon permitindo a
melhora nos coeficientes de determinacao. Os resultados da curva de calibracdo em
que foi utilizado a calceina como complexante estdo apresentados na Figura 18, os
quais foram avaliados em termos do numero de fatores, linearidade da curva de
calibragdo, RMSEC, RMSECV e RMSEP. Foram necessarios cinco fatores para a
adequada explicacdo do modelo e estabilizacdo do RMSECV, como pode ser visto no
ponto destacado em vermelho na Figura 18A. Assim, o modelo de calibragédo obtido
apresentou R? superior a 0,99 (Figura 18B). Os valores de RMSEC, RMSECV e
RMSEP foram de 0,12, 0,26 € 0,32 mg L', respectivamente. Para avaliar a capacidade
preditiva do modelo (RMSEP), foram preparados dois padrdes (solugao de referéncia
de calcio) que ndo estavam presentes na curva de calibragdo (3e 7 mg L™).

Um ponto importante a ser destacado é que tanto as curvas de calibracdo como
0s complexantes empregados, eram preparados diariamente em funcdo da

instabilidade da solu¢cdo contendo os complexantes.
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Figura 18 — Parametros da curva de calibracédo pelo modelo PLS utilizando a calceina. Condi¢ées:

100 pL de solugédo de referéncia de calcio, 130 pL de NaOH 0,5 mol L (pH 12), 150 pL de calceina

(0,120 mmol L) e o restante avolumado a 2 mL (volume total de solugédo), 30 lux de intensidade de
luz, 20 mm de distancia focal da camera, 128x128 pixels (n = 4)
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Os resultados da curva de calibragcédo por PLS em que foi utilizado a murexida
como complexante estdo apresentados na Figura 19. Verifica-se que foram
necessarios cinco fatores para a adequada explicagdo do modelo e estabilizacdo do
RMSECYV, como pode ser visto no ponto destacado em vermelho na Figura 19A. Com
isso, 0 modelo de calibracdo obtido apresentou R? de calibracdo e R? de predicdo
superior a 0,99, RMSEC de 0,09 mg L%, RMSECV de 0,35 mg L* e RMSEP de 0,37
mg L (utilizando padrdes de referéncia de 3 e 7 mg L* como amostra) (Figura 19B).
Vale salientar que pelo planejamento de experimentos DOE a condi¢cdo Otima de

volume total de solugéo foi de 1,5 mL, dessa forma, como as solu¢des da curva foram
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preparadas num volume total de 2 mL, 500 pL de cada solucdo eram descartados

antes de proceder a captura das imagens digitais.

Figura 19 — Parametros da curva de calibragéo pelo modelo PLS utilizando a murexida. Condi¢6es:
100 pL de solugéo de referéncia de calcio, 130 pL de NaOH 0,5 mol L1 (pH 12), 99 pL de murexida
(0,174 mmol L) e o restante avolumado a 2 mL (volume total de solugédo), 180 lux de intensidade de
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20 apresenta os resultados da curva de calibragao por PLS utilizando

complexante. Observa-se, novamente, que foram necessarios cinco

fatores para a adequada explicacdo do modelo e estabilizagdo do RMSECV, como

pode ser visto no ponto destacado em vermelho na Figura 20A. Nessa condi¢ao, o

modelo de calibragdo obtido apresentou R? de calibragédo superior a 0,99 e R? de
predigdo de 0,976, RMSEC de 0,16 mg L', RMSECV de 0,32 mg L' e RMSEP de
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1,47 mg L (utilizando padrées de referéncia de 3 e 7 mg L' como amostra) (Figura
20B).

Figura 20 — Pardmetros da curva de calibrac&o pelo modelo PLS utilizando o calcon. Condi¢8es: 100

pL de solugédo de referéncia de calcio, 130 pL de NaOH 0,5 mol Lt (pH 12), 66,6 pL de calcon (0,080

mmol L1) e o restante avolumado a 2 mL (volume total de solugao), 150 lux de intensidade de luz, 2
mm de distancia focal da cAmera, 128x128 pixels (n = 4)
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Posteriormente, 5 amostras de petréleo (n = 3) foram selecionadas para avaliar
a capacidade preditva do modelo PLS obtido, em uma faixa de 5 até
aproximadamente 900 mg kg?!. As amostras foram previamente filtradas e
solubilizadas de acordo com a norma ASTM D4807, com o intuito de fazer o
isolamento das espécies salinas nas membranas de 0,45 pm. Os extratos aquosos da
solubilizag@o das espécies salinas retidas na membrana de 0,45 um foram utilizados

para a determinacéo de calcio utilizando a analise colorimétrica com imagens digitais
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pelo PhotoMetrix. Os resultados da concentracdo de calcio obtidos pelo método

proposto estdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15 — Concentracéo de célcio nas amostras de petréleo pelo método de solubilizacdo (ASTM
D4807) e determinacao por PhotoMetrix. Por comparacao, os resultados obtidos pela MAWD-SRC e
solubilizagdo com determinagéo no ICP OES. Resultados expressos em mg kg1, média + desvio
padrdo, n=3

Photometrix

Amostra Calceina  Murexida Calcon MAWD-SRC  Solubilizacao

1 846 +38 850+ 36 915+ 83 879 + 43 834 + 39
2 113+ 10 98 +9 101 + 10 118 + 10 103+ 9
3 475+28 390 +25 422 +12 400 + 39 379 + 38
4 649 +64 616 + 37 695 * 23 639 + 58 680 = 85
5 58+04 48+0,3 55+0,6 54+0,5 50+0,1

Fonte: Autor (2022).

Para os trés complexantes empregados, utilizando o teste ANOVA com um
intervalo de 95% de confianca, ndo foram observadas diferencas significativas nos
resultados obtidos pelo método proposto (analise colorimétrica com imagens digitais
no PhotoMetrix), em comparacdo com os resultados dos métodos de referéncia
utilizados (MAWD-SRC e solubilizac&o).

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados ap0s realizar
a filtracdo de uma membrana somente com tolueno e solubilizacdo a 25 mL de agua
ultrapura. Para a calceina foram obtidos 0,62 e 2,05 mg kg* de LD e LQ,
respectivamente. Murexida e calcon apresentaram LD e LQ de 0,12 e 0,40 mg kg™ e

0,15 e 0,51 mg kg, respectivamente.

4.3.5 Avaliagao da interferéncia do magnésio

A interferéncia da concentracao de magnésio na formagédo dos complexos com
a calceina, murexida e calcon foi avaliada utilizando solu¢cbes de referéncia com
concentracGes de calcio constante de 5 mg L' e a concentracdo de magnésio
variando de 0,5 a 10 mg L.

De acordo com a literatura, deve-se trabalhar em pH em torno de 12 com os

complexantes calceina, murexida e calcon, de forma a minimizar possiveis
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interferéncia provocadas pelo magnésio. Nesse pH, possivelmente o magnésio
precipita na forma de hidroxido, impedindo que ele reaja com o0s complexantes
(NTAILIANAS et al., 1964; VOGEL et al., 1989).

Os resultados das interferéncias estdo demonstrados na Tabela 16. A avaliacédo
da existéncia da interferéncia do Mg foi feita a partir do calculo da incerteza expandida
utilizando o desvio padrdo de 10 medidas de uma soluc&o contendo somente 5 mg L-
1 de Ca na presenca dos complexantes calceina, murexida e calcon e os valores de t.
A partir disto obtiveram-se os intervalos de aceitacdo para as medidas sem a
interferéncia de magnésio que foram de 5,0 +0,4, 5,0 + 0,6 € 5,00 + 0,6 mg L* de Ca,
para a calceina, murexida e calcon, respectivamente. Desta forma, observa-se que
concentraces iguais ou superiores a 3 e 5 mg L, promovem interferéncia na
determinacdo de Ca quando utilizados os complexantes calceina e calcon. Por outro
lado, ndo foi verificada interferéncia até a concentracdo de 10 mg L? para o
complexante murexida. Para as amostras analisadas, considerando a massa de 10 g
de petroleo e membrana solubilizada em 10 g de &gua, e as diluicbes necessarias dos
extratos para a determinacdo de Ca, a maxima concentracdo de Mg observada é de
2,6 mg L* (Amostra 5). Assim, ndo se observa interferéncia de Mg nas determinacdes
de calcio utilizando a calceina, murexida e calcon na colorimetria por imagem digital

com o Photometrix.

Tabela 16 — Resultados obtidos para a concentracdo de célcio na presenca de diferentes
concentracdes de magnésio pelo PhotoMetrix (n = 3)

Ca,mgL! Mg, mglL? Calceina Murexida Calcon
5 0 51+£0,2 50£0,2 49+0,2
5 0,5 51+£0,3 50x0,1 49+0,1
5 1 52+0,3 50x+0,1 50+0,2
5 2 52+0,2 53%+0,1 50+0,3
5 3 54+0,1 51+£0,1 51+£0,3
5 4 56+0,2 48+0,1 47+0,1
5 5 57+0,4 500,10 57+1,0
5 10 59+0,4 53+0,4 570+£0,8
0 5 2,64 +1,03 <0,40 <0,51

Fonte: Autor (2022).
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4.3.6 Estabilidade dos complexantes

A estabilidade dos complexantes calceina, murexida e calcon foi avaliada, de
forma visual, a partir do tempo necessério para a mudanca de coloracao nas solugdes,
apos a adicdo de cada complexante. Lembrando que a captura das imagens sempre
foi realizada 30 s apds a adicdo dos complexantes, para evitar esse tipo de
interferéncia.

Nesse sentido, a calceina, aparentemente, ndo apresentou nenhuma
instabilidade em relacdo a cor formada do complexo, permanecendo amarela-
esverdeada durante um longo periodo, superior a 4 h. A murexida apresentou
estabilidade em torno de 30 min, sendo que, a sua cor rosa-violeta adquiriu uma
coloracdo mais clara com o passar do tempo. J& o calcon, foi 0 complexante mais
instavel utilizado, sendo estavel em torno de 15 min, até perder quase que

completamente a sua coloracéo.
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5 CONCLUSAO

O método proposto permitiu a determinacao de célcio em emulsdes de petréleo
utilizando a colorimetria com imagens digitais no aplicativo PhotoMetrix. A extracao
dos sais de petréleo utilizando a norma ASTM D4807 mostrou-se adequada para a
determinacao de célcio, visto que foi possivel fazer o isolamento das espécies salinas
na membrana de 0,45 um e posterior determinacdo de célcio pelo método proposto.
Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores da
concentracdo de calcio obtidos pela MAWD-SRC e determinacao por ICP OES e o
método proposto.

A utilizacdo da calceina, murexida e calcon, como agentes complexantes,
mostrou-se viavel para a formacdo de complexos coloridos e estaveis permitindo a
determinacao de calcio em petréleo utilizando a colorimetria por imagens digitais e
PhotoMetrix, apds a otimizacdo de varidveis importantes, tais como pH, concentracédo
dos complexantes, volume total de solucéo, distancia focal da camera e intensidade
de luz.

N&o se observou interferéncia significativa de magnésio na determinacao de
Ca nas amostras de petréleo utilizando o método proposto com solu¢cdes contendo
concentracdes de magnésio inferiores a 3 mg Lt. A murexida mostrou-se como o
anico agente complexante para célcio, para a qual ndo se observou interferéncia de
magnésio em todas as concentracdes investigadas (até 10 mg Lt de Mg). Os limites
de quantificacdo foram inferiores a 2,0 mg kg, sendo que a murexida apresentou o
menor limite de quantificacdo, de 0,40 mg kg, para extratos obtidos mediante a
filtracdo de 10 g de petrdleo e solubilizacdo das espécies salinas retidas na membrana
com 10 g de agua. Estes limites de quantificacdo sdo apropriados e atendem as
exigéncias das refinarias de petréleo que necessitam limites de quantificacdo da
ordem de 5 mg kg, para minimizar os efeitos deletérios de corrosédo e entupimento
das tubulacdes promovidas pelos sais de calcio. Em termos de precisao, a colorimetria
com imagens digitais no aplicativo PhotoMetrix atende as exigéncias da industria do
petréleo com RSDs inferiores a 10% que sdo semelhantes aqueles propostos pelas
normas oficiais.

O método proposto apresentou algumas vantagens em relacdo aos meétodos
convencionais, tais como possibilidade de miniaturizacdo do sistema, facilidade de

operacdao, baixo custo e rapidez. Assim, o método proposto é considerado adequado
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para ser implementando nas rotinas de laboratorio da industria petrolifera para o
controle de qualidade de amostras de petrdleo, no que diz respeito a determinacao de
Ca.
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