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RESUMO

DETERMINACAO COLQRIMETRICA DE GLICOSE EM SOLUCOES DE
REIDRATACAO UTILIZANDO IMAGENS DIGITAIS

AUTORA: Jennefer Maiara Queiroz
ORIENTADOR: Prof. Dr. Edson Irineu Muller

Os carboidratos sao biomoléculas de grande importancia para a vida. Além de serem
a principal fonte de producdo de energia nas células ndo fotossintéticas, também
possuem funcbes estruturais e de armazenamento de energia. Solugcbes de
hidratac&o oral sdo utilizadas para prevenir a desidratacéo, repondo agua e eletrolitos
perdidos ap6s vomito ou diarreia aguda. Essas solucdes contém glicose como
ingrediente majoritario. Neste trabalho, foi desenvolvido um método colorimétrico para
a determinacéo de glicose utilizando um dispositivo portétil que possui uma camera
endoscopica para a captura de imagens digitais. O tratamento das imagens foi
realizado no aplicativo PhotoMetrix. A analise colorimétrica consistiu na perda da
coloracdo azul do reagente Benedict, que contém ions cobre (llI), ao reagir com
acucares redutores. Para definir as condi¢c6es experimentais étimas da distancia focal
da camera endoscopica (2 a 20 mm) e da intensidade de luz aplicada por um diodo
emissor de luz (30 a 180 Ix), foi utilizado um planejamento de experimentos do tipo
Doehlert, modelo quadratico para duas variaveis. Foram explorados os modos de
calibracdo multivariada pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS) e
calibragao univariada utilizando canais individuais e o vetor resultante RGB. O preparo
das amostras consistiu na solubilizacdo, clarificacdo e diluicdo. As condicdes de
otimizagdo do método foram de distancia focal de 9,68 mm e 30 Ix de intensidade de
luz. O método de regressdo que apresentou o menor valor para o erro meédio
quadratico de previsdo (RMSEP) e o melhor coeficiente de correlacao foi utilizando o
vetor RGB no modo de calibragdo univariada, tendo como 0,20 g L* e 0,996,
respectivamente. A determinagao de glicose em duas amostras, uma solugcéo pronta
para beber e um p6 para preparo, resultou em concentracdes de 17,0 £ 0,6 e 23,3 £
1,8 g L, respectivamente. A exatiddo do método foi verificada pela comparacédo dos
resultados obtidos pelo método proposto com o método de referéncia de titulacdo de
Lane-Eynon. Nao foram observadas diferencas significativas entre os resultados
obtidos pelo método proposto e de referéncia. O limite de quantificacéo foi de 0,17 ¢
L-t. O método desenvolvido apresenta vantagens como o baixo consumo de reagentes
comparado ao método de referéncia, além disso, possui baixo custo, facilidade de
operacéo e rapidez no processamento de dados.

Palavras-chaves: Colorimetria por imagem digital. Calibracdo univariada. Calibragéo
multivariada. Dispositivo portétil. PhotoMetrix.



ABSTRACT

COLORIMETRIC DETERMINATION OF GLUCOSE IN REHYDRATION
SOLUTIONS USING DIGITAL IMAGES

AUTHOR: Jennefer Maiara Queiroz
ADVISOR: Prof. Dr. Edson Irineu Miller

Carbohydrates are very important biomolecules for life. As well as being the main
source of energy production in non-photosynthetic cells, they also have structural and
energy storage functions. Oral rehydration solutions are used to prevent dehydration
by replenishing water and electrolytes lost after vomiting or acute diarrhea. These
solutions contain glucose as the main ingredient. In this work, a colorimetric method
for determining glucose was developed using a portable device that has an endoscopic
camera for capturing digital images. The images were processed using the
PhotoMetrix application. The colorimetric analysis consisted of the loss of the blue
color of the Benedict's reagent, which contains copper (ll) ions, when reacting with
reducing sugars. To define the optimum experimental conditions for the focal length of
the endoscopy camera (2 to 20 mm) and the light intensity applied by a light-emitting
diode (30 to 180 Ix), a Doehlert-type design of experiments was used, with a quadratic
model for two variables. Multivariate calibration using the partial least squares (PLS)
method and univariate calibration using individual channels and the resulting RGB
vector were explored. Sample preparation consisted of solubilization, clarification and
dilution. The method's optimization conditions were a focal length of 9.68 mm and 30
Ix of light intensity. The regression method that showed the lowest value for the root
mean square error of prediction (RMSEP) and the best correlation coefficient was
using the RGB vector in the univariate calibration mode, with 0.20 g L and 0.996,
respectively. The determination of glucose in two samples, a ready-to-drink solution
and a powder for preparation, resulted in concentrations of 17.0 + 0.6 and 23.3 + 1.8
g L respectively. The accuracy of the method was verified by comparing the results
obtained by the proposed method with the Lane-Eynon titration reference method. No
significant differences were observed between the results obtained by the proposed
and the reference method. The limit of quantification was 0.17 g Lt. The method
developed has advantages such as low reagent consumption compared to the
reference method, as well as low cost, ease of operation and fast data processing.

Keywords: Digital image colorimetry. Univariate calibration. Multivariate calibration.
Portable device. PhotoMetrix.
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1 INTRODUCAO

Solucdes de reidratacdo oral podem ser encontradas em farmacias. Sao
recomendadas em casos de vomito ou diarreia aguda, possuindo grande quantidade
de glicose e sais a fim de repor eletrolitos.

O controle de qualidade é de fundamental importancia em setores industriais
para garantir a qualidade do produto e sua durabilidade. Além disso, é imprescindivel
gue o produto de fato apresente os componentes e concentracdes descritas na tabela
de informacéao nutricional.

O uso de imagens digitais vem destacando-se na area de alimentos e bebidas
(BENEDETTI et al., 2015; TEIXEIRA e SANTOS, 2022; YOU et al., 2023) em virtude
das vantagens de simplicidade de analise, baixo custo e possibilidade de
portabilidade. O método reconhecido como oficial pelo Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAPA) para a determinacdo de acuUcares em bebidas € a titulacdo de Lane
Eynon (BRASIL, 2005), também conhecida por titulacdo de Fehling. Algumas
desvantagens sdo observadas por esse método, como elevado consumo de reagente,
tempo de aguecimento, instabilidade do Reagente de Fehling e ponto final da titulagéo
grosseiro.

Outros métodos analiticos bem estabelecidos também podem ser utilizados
para a determinacéo de glicose, como HPLC, espectrofotometria, entre outros. Esses
proporcionam um resultado mais exato, no entanto, sdo de custo elevado.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método
colorimétrico para a determinacdo de glicose empregando o uso de imagens digitais
como alternativa aos métodos convencionais. A captura das imagens foi feita no
interior de um dispositivo portatil que permitiu o controle das condigbes experimentais
de distancia focal da camera e intensidade de luz, parametros dos quais foi realizado

um estudo para verificar qual a condi¢cdo 6tima de analise.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inicialmente, esta revisdo ira abordar aspectos gerais sobre os aclUcares. Em
seguida, serdo apresentados o método oficial e outras técnicas analiticas utilizadas
para a determinacdo de acucares totais. Por fim, serdo introduzidos os fundamentos
da analise colorimétrica através de imagens digitais e 0s métodos quimiométricos

utilizados no tratamento de dados.



13

2.1 ACUCARES

Carboidratos, ou comumente chamados de acucares, sdo compostos
poliidroxilados contendo a funcéo aldeido ou cetona, ou substancias que gere esses
compostos ao sofrer hidrolise (SOLOMONS et al., 2018). A estrutura molecular com
grupos hidroxilas gera centros quirais que originam diversos estereoisomeros de
acucares. A estereoquimica é de grande importancia em processos biolégicos
envolvendo enzimas que possuem alto grau de especificidade (NELSON e COX,
2019).

Os carboidratos sdo produzidos no processo de fotossintese através da
conversdo de CO:2 e H20 utilizando energia solar como fonte de energia, resultando
em biomoléculas com férmula empirica (CH20)n (SOLOMONS et al., 2018).

A oxidacao dos carboidratos € a principal via de producao de energia na maioria
das células ndo fotossintéticas, processo denominado glicolise. Além disso os
carboidratos atuam como fonte de armazenamento de energia e como elementos
estruturais em paredes celulares bacterianas e vegetais (NELSON e COX, 2019;
VOLLHARDT e SCHORE, 2013).

2.1.1 Classificacao

Os carboidratos sdo classificados por tamanho de cadeia, como
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. A palavra “sacarideo” é
derivada do grego sakcharon, que significa “agucar” (NELSON e COX, 2019).

Monossacarideos ou acucares simples sdo as unidades basicas dos
carboidratos. Tendem a formar estruturas ciclicas em solugdes aquosas quando
formados por cinco ou mais carbonos, através da reacdo intramolecular entre os
grupamentos alcool e aldeido ou alcool e cetona, formando hemiacetais ou
hemicetais, respectivamente (NELSON e COX, 2019; VOLLHARDT e SCHORE,
2013). Por exemplo, na Figura 1 é ilustrado a ciclizacdo da glicose. O alcool pode ser
adicionado a carbonila por duas faces, podendo haver a formacgéo das configuracdes
a e B. Formas isoméricas de monossacarideos que diferem apenas na configuracao
do &tomo de carbono hemiacetal ou hemicetal sdo denominados anémeros e 0 atomo
de carbono é chamado de carbono anomérico (NELSON e COX, 2019).
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Figura 1 - Ciclizacdo da glicose
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Fonte: Autoral, 2023.

Oligossacarideos sao cadeias curtas de monossacarideos unidos por ligacées
glicosidica, em que o grupo alcool de um residuo de acglcar reage com o carbono
anomérico de outro, ambos na forma ciclica, resultando em uma fungéo acetal ou
cetal. (VOLLHARDT e SCHORE, 2013). Os dissacarideos sdo mais comuns, por
exemplo, a sacarose é composta por D-glicose e D-frutose (NELSON e COX, 2019;
SOLOMONS et al., 2018).

Polissacarideos sdo polimeros de aclUcares com mais de vinte unidades de
monossacarideos, como por exemplo, o amido e a celulose (NELSON e COX, 2019).

Os acucares também podem ser classificados de acordo com o grupo funcional.
Moléculas poliidroxiladas que contém um grupo aldeido sdo denominadas aldoses e
guando a estrutura possui um grupo cetona sdo denominadas cetoses (SOLOMONS

et al., 2018). Por fim, os acucares séo classificados em redutores e nao redutores.

2.1.1.1 Acucares redutores

AcUcares redutores sdo aqueles que possuem o carbono anomérico livre,
possibilitando a oxidacdo a um grupo carboxila por espécies oxidantes, como por
exemplo, o ion cuprico (Cu?*). A reducéo ocorre apenas na forma linear, a qual esta
em equilibrio com a forma ciclica. Todos os monossacarideos e demais dissacarideos
gue possuem uma extremidade redutora (possuem um carbono anomeérico livre) sao
considerados acgucares redutores, como por exemplo, a lactose (dissacarideo formado
atraves da ligagdo glicosidica entre a B-o-galactose e B-p-glicose) possui o carbono
anomeérico do residuo de glicose disponivel para a oxidacéo (Figura 2-A) (NELSON e
COX, 2019).



Figura 2 - Exemplos de acUcar redutor (A) e ndo redutor (B).
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Fonte: Autoral, 2023.

2.1.1.2 Acucares nao-redutores

Quando a ligacdo glicosidica envolve o carbono anomérico de ambos os

residuos, o carboidrato é caracterizado como acucar nao-redutor, pois a
interconversdo entre as formas lineares e ciclicas ndo € possivel. A sacarose, por
exemplo, que é um dissacarideo de glicose e frutose, ndo apresenta carbono
anomerico livre (Figura 2-B). No entanto, as liga¢Bes glicosidicas sdo facilmente
hidrolisadas em meio &cido, resultando na liberagdo dos monossacarideos (NELSON

e COX, 2019).

2.2 TECNICAS DE DETERMINACAO DE ACUCARES

As técnicas analiticas para a determinacdo quantitativa de carboidratos séo
diversas, tais como, a polarimetria (HOAREAU et al., 2010; MORGANO et al.,2002),
refratometria (CALDAS et al., 2015; SHORE e SARGENT, 1981), titulagéo (SILVA et
al., 2003), espectrofotometria (SILVA et al., 2003; KEJLA et al., 2023; HATANAKA e
NOBARA, 1980), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High
Performance Liquid Cromatography), entre outras.

2.2.1 Refratometria

Método fisico que consiste na medida da quantidade de sélidos solluveis de
uma amostra. O método € indireto, ndo € seletivo e ndo pode ser utilizado para a
distincdo de acucares. Apropriado para medidas rotineiras no controle industrial para
a quantificacdo de acucar total (SHORE e SARGENT, 1981).
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O principio da técnica é a mudanga na dire¢cdo de um feixe de luz ao trocar o
meio. O refratbmetro € responsavel por medir o desvio, fornecendo o indice de
refracdo. Os resultados sdo comparados com um padrdo e expressos em grau Brix
(°Bx) (SIQUEIRA, 2019).

2.2.2 Polarimetria

A técnica permite a analise de compostos Opticamente ativos. Um feixe de luz
plano-polarizada ao passar através da amostra, resulta na rotacdo do plano de
polarizacéo devido a interagcdo com os compostos quirais (SOLOMONS et al., 2018).

O feixe de luz é constituido por dois campos perpendiculares entre si, campo
elétrico e campo magnético. A luz comum tem oscilagdes do campo elétrico em todos
0s planos possiveis. Ao passar através de um polarizador, é originada a luz plano-
polarizada, que oscila em apenas um plano (SOLOMONS et al., 2018).

O grau de polarizacdo depende do numero de moléculas quirais no percurso
optico. A Lei de Biot (Equacédo 1) pode ser utilizada para determinar a concentracéo
ou atividade dptica de um composto, em que [«]} é a rotagdo especifica de uma
substancia, I é o comprimento do tubo, ¢ é a concentragdo em g mL? e
x é a rotacdo observada (SOLOMONS et al., 2018)

x= [x]§ X1 X ¢ 1)

Polarimetros automaticos fornecem resultados suficientemente precisos em
relacdo ao instrumento normal e muitas vezes podem operar com solucbes mais
coloridas, isso pode ser util na andlise de melaco. No entanto a técnica apresenta
interferéncias quando estdo presentes outras substancias oOpticamentes ativas
(SHORE e SARGENT, 1981).

2.2.3 Titulometria

O método de Lane-Eynon faz o uso do Reagente de Fehling, uma solugéo
alcalina de sulfato de cobre em tampéo de tartarato de sédio e potassio. A reacdo de

oxirreducao entre o cobre(ll) e os acgUcares redutores necessita de meio basico e
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aguecimento (Equacéo 2), o tartarato tem a funcéo de complexar o cobre para evitar
sua precipitacdo na forma de hidroxido de cobre(ll). Para essa titulacéo, inicialmente,
a capacidade oxidante do reagente é padronizada com uma solucdo padrdo de
glicose.

RCOH + 2 Cu?* + 4 OH- A4, RCOOH + Cu20 + 2 H20 (2)

Inicialmente, a solucdo é azul devido a presenca de ions Cu?*. Ao iniciar a
titulacdo, héa a formacéo de precipitado vermelho de Cuz0 e perda da coloracédo azul
da solucdo. Proximo ao ponto final é adicionado o indicador azul de metileno para
facilitar a visualizacdo da mudanca de coloracéo, qualquer excesso de acucar reduz
o indicador, tornando-o incolor. O ponto final da titulacdo € indicado pela mudanca de
coloracédo brusca para vermelho tijolo intenso. (LANE e EYNON, 1923).

O método requer prética do analista, pois o ponto final da titulacdo é grosseiro.
Além disso, a titulacao deve ser realizada em ebulicéo para evitar que o Cu(l) do 6xido
cuproso seja oxidado pelo oxigénio presente no ar e forme Cu(ll) (SCHLESNER et al.,
2022). A titulacdo deve ser realizada em trés minutos no maximo, para evitar a
decomposicao do agucar, devido ao aquecimento prolongado. Além disso, o reagente
de Fehling é instavel, decompondo-se com o tempo. O método € amplamente utilizado
e reconhecido como método oficial para a determinacdo de aclUcares em bebidas
(BRASIL, 2005; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Outros métodos titulométricos indiretos podem ser utlizados para a
determinacdo de acuUcares redutores, como o método Luff Schoolr e método
complexométrico com o acido etilenodiaminotetracético (EDTA, do inglés,
Ethilenediaminetetraacetic acid) (SILVA et al., 2003).

2.2.4 Espectrofotometria

Entre os métodos espectrofotométricos incluem-se o método ADNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), Antrona, Fenol-Sulfurico e Somogyi-Nelson.

O ADNS é reduzido a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico por aclUcares redutores. A
equivaléncia entre o ADNS e a quantidade de acgUcar ndo é exata e diferentes
acucares produzem diferentes intensidade na cor. A quantificacéo € feita monitorando
o comprimento de onda de 540 nm (SILVA et al., 2003).
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O método de Antrona baseia-se na desidratacdo dos carboidratos pela a¢do do
acido sulfarico, produzindo furfural ou hidroximetilfurfural. Essas substancias reagem
com a antrona resultando em um produto de coloracédo azul, que € quantificado em
620 nm (KEJLA et al., 2023).

Semelhante ao método de Antrona, o método Fenol-Sulfdrico envolve a
desidratacdo do acUcar. Neste caso a antrona € substituida por fenol, esse ira reagir
com os produtos da desidratacédo produzindo um composto de coloracdo amarela, que
absorve em 490 nm (SILVA et al., 2003; KEJLA et al., 2023).

Por fim, a metodologia de Somogyi-Nelson baseia-se na transformacgéao dos
acucares em enodiois em meio alcalino, reduzindo o ion cuprico a cuproso. O Cu(l) é
oxidado pela adicdo de arsénio-molibidico, formando 6xido molibidénico de coloracéo
azul. A quantificacao é feita em 510 nm (SILVA et al., 2003; HATANAKA e NOBARA,
1980).

2.25 HPLC

Diferentemente dos outros métodos citados, a cromatografia é uma técnica
mais seletiva, permitindo a separacao, identificacdo e quantificacdo individual dos
carboidratos presentes na amostra. A aplicacdo é ampla, podendo ser utilizados
detectores de indice de refracdo (CALDAS et al. 2003; DUARTE et al., 2015),
espectrometria de massas (PISMENNOI et al., 2021), amperométrico (SA et al., 2020),
entre outros. A desvantagem da HPLC é a metodologia mais complexa e o custo

elevado.

2.2.6 Reacdao de Benedict

O Reagente de Benedict € uma variacdo do Reagente de Fehling. O principio
da técnica é semelhante, envolvendo a redugdo de ions cuprico por acgucares
redutores (HERNANDEZ-LOPES et al, 2020). Mas neste caso, o sulfato de cobre é
adicionado a uma solucéo de carbonato de sédio e citrato de sddio em substituicdo a
solucéo alcalina de tartarato de sédio e potassio. O Reagente de Benedict tem mais
estabilidade comparado ao Reagente de Fehling quando submetido a aquecimento e
exposto a luz (BENEDICT, 1908).
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Anteriormente, o teste era utilizado para a determinacdo semiquantitativa de
acucares. O reagente apresenta variacbes na coloracdo de acordo com a
concentracdo de aguUcares redutores. Variando de azul intenso, passando para tons
de verde, amarelo e por fim, vermelho. A descoloracdo do reagente é proporcional a
quantidade de acUcar redutor presente na amostra, ou seja, a concentracdo
remanescente de Cu(ll) é inversamente proporcional a concentracdo de acucar,
podendo ser quantificado por colorimetria (TEIXEIRA e SANTOS, 2022).

2.3 IMAGENS DIGITAIS

Com o avanco da tecnologia, o uso de imagens digitais vem se destacando
como meétodo alternativo em analises quimicas. A metodologia se baseia em duas
etapas, a aquisicdo da imagem e a digitalizacdo (MARQUES e NETO, 1999).

A aquisicdo das imagens requer o uso de dispositivos eletrbnicos, como
cameras fotograficas, scanners, smartphones, dentre outros, para realizar a
conversdo da imagem real tridimensional em uma imagem analdgica. A conversédo da
energia luminosa em sinal elétrico € feita, geralmente, por dispositivos de carga
acoplada (CCD, do inglés, charge coupled device) (MARQUES e NETO, 1999;
SOLOMON e BRECKON, 2011).

A digitalizacao é o processamento da imagem analdgica, resultando em valores
numéricos que representam os pixels. Pixel é a menor componente de uma imagem
digital e cada pixel possui apenas um valor numérico, associado a intensidade de cor
naquele ponto em relacdo ao modelo colorimétrico utilizado. Quanto maior a
guantidade de pixels, melhor a resolucdo da imagem digital. No entanto, os elevados
nameros de pixels implicam em maior custo de digitalizacdo e armazenamento
(MARQUES e NETO, 1999; SOLOMON e BRECKON, 2011).

No modelo de cores RGB (do inglés Red, Green and Blue) sado utilizados trés
canais principais para a geragdo de uma cor. As cores de RGB s&o denominadas
cores primarias, pois a partir da combinacéo das cores vermelha, verde e azul podem
ser obtidas outras cores (MARQUES e NETO, 1999; SOLOMON e BRECKON, 2011).

O espaco de cores RGB pode ser representado geometricamente na forma de
um cubo 3D com eixos R, G e B (Figura 3). Cada eixo tem o intervalo de 0 a 1. A cor
preta indica a auséncia total das trés cores, ocupando a posi¢éo (0,0,0). A cor branca

€ originada da quantidade maxima das cores primarias, ocupando o0 canto oposto
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(1,1,1). Todas as cores do espectro visivel encontram-se dentro do cubo. Assim, cada
cor é representada por um vetor com valores de R, G e B (MARQUES e NETO, 1999;
SOLOMON e BRECKON, 2011).

Figura 3 - Representacao tridimensional do modelo de cores RGB

B
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Fonte: Autoral, 2023

O modelo de cores RGB é o mais utilizado. Entretanto, a partir desse modelo
podem ser gerados outros, como o MCY (do inglés, Magenta, Cian and Yellow)
presentes nos outros trés vértices da Figura 3. O modelo HSV (do inglés, Hue,
Saturation and Value) é representado pelas componentes matiz, saturagéo e valor. A
matiz pode ser interpretada como a cor predominante, a saturacdo € o grau de pureza
da cor no sentido da quantidade de luz branca misturada e o valor € o brilho da cor
(MARQUES e NETO, 1999; SOLOMON e BRECKON, 2011).

O uso de imagens digitais vem sendo utilizado como respostas analiticas em
analises colorimétricas. Isso é possivel em casos que ha o aparecimento ou
desaparecimento de cor devido uma reacdo quimica como, precipitacdo,
complexacao, oxirreducdo, entre outras. A analise colorimétrica por imagem digital é
relatada com diversas matrizes, como a determinacdo elementar em &gua
(BAUMANN et al., 2019; MASAWAT et al., 2017; PAPPIS et al., 2019), adulterantes
em leite (COSTA el al., 2021), &cido urico em saliva (SOARES e ROCHA, 2021), entre
outros. Esses estudos apresentam métodos miniaturizados e de baixo custo,
alternativos aos métodos analiticos convencionais. Nesses casos, apés a captura das
imagens, € necessario 0 uso de técnicas quimiométricas para o tratamento de dados

obtidos das imagens digitais.
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2.3.1 Quimiometria

A quimiometria pode ser descrita como a interacdo de métodos matematicos e
estatisticos em analises quimicas. Podendo ser utilizada em técnicas de otimizacao,
calibracdo multivariada, analise exploratoria, entre outras (KUMAR et al., 2014).

O objetivo da analise multivariada é encontrar relacdes entre as amostras e as
variaveis de um determinado conjunto, convertendo-as em novas variaveis. As
técnicas mais utilizadas em analise multivariada sdo: a anélise de componentes
principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis), a analise de agrupamento
hierarquico (HCA, do inglés, Hierarchical Cluster Analysis) e a regressao por minimos

guadrados parcias (PLS, do inglés, Partial Least Squares) (KUMAR et al., 2014).

2.3.2 Photometrix

Software desenvolvido por Helfer et al. (2017) capaz de capturar as imagens e
tratar os dados em um Unico aplicativo empregando modelos matematicos. O
aplicativo esta disponivel gratuitamente em duas versdes para sistemas operacionais
Android e Windows-phone. A versdo PRO ¢é indicada para capturas utilizando a
camera do proprio dispositivo e a versdo UVC possibilita a conexdo de uma camera
USB.

As ferramentas quimiométricas do aplicativo incluem a andlise univariada
utilizando técnicas de correlagdo linear simples através de canais individuas ou pelo
vetor RGB resultante, bem como a analise multivariada com os algoritmos de HCA,
PCA e PLS.

A reprodutibilidade do método pode ser prejudicada pelas diferencas de
modelos de smartphones e da alteracdo de condi¢cdes ambientais como, distancia da
camera e a iluminagdo. Em vista disso, Costa et al. (2021) desenvolveram um
dispositivo portatil (Figura 4) impresso em impressora 3D que permite o controle das

condicbes ambientais.
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Figura 4 - Sistema miniaturizado para analises colorimétricas utilizando o aplicativo PhotoMetrix

LED comtrol
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Fonte: Costa et al, 2021.

Neste aparelho, foi colocado um diodo emissor de luz (LED, do inglés, light
emitting diode) conectado a um modulador de energia para que fosse possivel
controlar a iluminacdo. Para a captura das imagens, uma camera endoscopica foi
inserida na lateral do dispositivo e conectada a um smartphone. Na parte superior ha
uma cavidade para a introducao de frascos de polipropileno transparente contendo as
amostras. Para a avaliacdo do dispositivo proposto, Costa et al. avaliaram quatro
adulterantes em amostras de leite cru: cloreto, peréxido de hidrogénio, hipoclorito e
amido. O coeficiente de determinacéo (R?) foi superior a 0,99 para todos os modelos
e ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores medidos
e previstos.

Diversos trabalhos tém sido relatados com o uso do PhotoMetrix, desde a
analise elementar até molecular, como a determinacdo de cloreto em petroleo
(HOLKEM et al., 2021), monitoramento de flor em sistemas de abastecimento de
agua (BAUMANN et al., 2018), determinacdo de ferro em comprimidos de vitaminas
(HELFER et al., 2017), determinacéo de fosfatos em fertilizantes (SOUZA et al., 2019),

entre outros.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo informados os reagentes, as amostras e 0s instrumentos
utilizados. Estéo descritas as metodologias adotadas para a avaliagdo dos parametros
de otimizacdo do método colorimétrico, os procedimentos experimentais de preparo
das amostras e a determinacdo de glicose utilizando o método de referéncia e o

método proposto.
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3.1 REAGENTES

A agua utilizada para os experimentos era de elevada pureza com resistividade
minima de 18,2 MQ cm. A purificacdo da agua é realizada inicialmente por destilacao,
seguido de deionizagdo em coluna de troca ibnica e, por fim, passagem pelo sistema
de Milli-Q (Millipore, EUA).

Para a clarificacéo das amostras foi utilizado acetato de chumbo P.A. (Reagen,
Brasil) e sulfato de sodio anidro (Synth, Brasil). O Reagente de Benedict foi preparado
com sulfato de cobre (ACS Cientifica, Brasil), citrato de sodio (Synth, Brasil) e
carbonato de sédio anidro (Proquimios, Brasil). Para o Reagente de Fehling utilizou-
se sulfato de cobre (ACS Cientifica, Brasil), hidroxido de sodio (Neon, Brasil) e
tartarato de sodio (Merck, Brasil). O azul de metileno (ACS, Brasil) (2%) foi utilizado
como indicador para a melhor detecgéo do ponto final na titulagdo pelo método Eynon-
Lane. O preparo da curva de calibracao foi feito partindo de dextrose anidra P.A.

(Dinamica, Brasil).

3.2 AMOSTRAS

Em uma farmacia local foram adquiridas duas amostras indicadas para a
prevencdo da desidratacdo ou manutencdo da hidratacdo apos a fase de
desidratacdo. Para avaliar a diversidade da amostra, foi adquirido uma solucéo
hidroeletrolitica pronta para beber sabor guarana e um p6 para preparo de solucao
eletrolitica sabor natural.

3.3 INSTRUMENTACAO

Para a analise colorimétrica foi utilizado um dispositivo portatil proposto por
Costa et al. O aparelho foi projetado utilizando um software de desenho 3D
(SolidWorks® Premium 2008, EUA) e os componentes foram impressos por
deposicao fundida em acido polilatico (PLA, do inglés, polylactic acid) utilizando uma
impressora 3D (modelo Core A3 V2, GTMaX 3D, Brasil). O dispositivo permite o
controle de condigbes ambientais, pois a iluminacdo € originada pelo LED de 6 W
conectado a um modulador de energia. Para a captura das imagens digitais, em um

canal lateral, foi colocado uma camera USB (modelo endoscopio inteligente, B-Max,
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China, 7 mm, resolucéo 640 x 480 pixels) conectada a um notebook (modelo Aspire
A515-51 series, Acer, Brasil, Intel Core i3-8130U). Na parte superior do aparelho
portatil h4 uma cavidade para a introducéo de frascos de polipropileno transparentes
do tipo Eppendorf com fundo redondo e capacidade de 2 mL (Cralplast, Brasil).

Na Figura 5 é possivel observar a cavidade na qual é inserido os frascos de
polipropileno de 2 mL. Nas laterais estdo acoplados a camera USB e o regulador de

intensidade de luz.

Figura 5 - Dispositivo portatil utilizado para controlar as condi¢cdes experimentais durante a captura
de imagem para a determinagédo de glicose por analise colorimétrica

Fonte: Autoral, 2023.

O emulador BlueStacks App Player (Bluestacks System Incorporated, EUA) foi
instalado no notebook para que fosse possivel instalar o aplicativo PhotoMetrix PRO
disponivel gratuitamente na Google Play Store (Android).

Para o preparo da curva de calibracdo e das amostras foi utilizado banho
termostéatico (BM-102-ER, Pemem, Séo Paulo) e centrifuga (Sigma 3K30, Alemanha).
A glicose foi seca em estufa para secagem e esterilizagcdo (MA 033, Marconi, S&o
Paulo).

O método titulométrico Lane-Eynon foi realizado com uma bureta de 25 mL e a
solugéao contida no erlenmeyer foi aquecida utilizando uma chapa de aguecimento
(modelo ARE, VELP Scientifica, Italia).
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3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Preparo de amostra

A amostra liquida foi definida como amostra 1 e a amostra em po para preparo
como amostra 2. A amostra 1 apresentava coloragao caracteristica do sabor guarana,
portanto foi necessario realizar a clarificacdo para posterior analises. O clean up
baseia-se na adicao de solucdo neutra de acetato de chumbo 20% sobre a amostra,
até completar a descoloracdo. Cabe salientar que para a titulacao foi utilizado um
volume maior de amostra e consequentemente mais agente clarificante foi necessario.
Em seguida, o precipitado branco formado € removido por filtracdo utilizando papel
fitro de 0,45 pum. O sulfato de sodio foi utilizado para precipitar o chumbo
remanescente na forma de PbSO4 (precipitado branco insoltuvel) e realizado uma
segunda filtracdo. A remoc¢do do Pb remanescente € necessaria principalmente para
a analise colorimétrica, pois ao adicionar o reagente de Benedict (contendo CuSOa4)
na amostra contendo Pb ira ocorrer a precipitacdo do sulfato de chumbo, podendo
interferir na analise com imagem digitais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

O preparo da amostra 2 consistiu na solubilizacdo de um saché de 7,34 g em
250 mL de agua, como indica a forma de preparo no rétulo. Nao foi necessério

clarificar a amostra, pois era incolor.

3.4.2 Método de referéncia

As solucdes de Fehling A (0,138 mol L't de CuSO4 em agua) e Fehling B (0,613
mol L de Na2CsH406-2H20 e 0,500 mol L** de NaOH em &agua) foram preparadas e
padronizadas com glicose previamente seca em estufa a 70 °C durante uma hora, de
acordo com o manual de métodos fisico-quimicos para analise de alimentos
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

A padronizagéo foi realizada adicionando-se 10 mL de cada solugéo de Fehling
em um erlenmeyer, juntamente com 40 mL de agua. Aqueceu-se a mistura em uma
chapa de aquecimento de forma que a solucao atingisse a ebulicdo em torno de 4
minutos. Ao entrar em ebulicdo, a titulagdo foi iniciada gotejando-se padrao de glicose

1% (m/v). Inicialmente, a mistura das solu¢gbes de Fehling contida no erlenmeyer
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apresenta coloracdo azul escuro. No decorrer da titulagdo, o Cu?* é reduzido
produzindo precipitado avermelhado de Cu20 e ocasionando a descoloragdo da
solucdo. A titulacdo é finalizada quando a solucéo estiver incolor. Préximo do ponto
final foi adicionado 3 gotas do indicador azul de metileno para facilitar a visualizacao
do ponto final.

Apés feita a padronizacao, foi realizado a determinagcédo da concentracdo de
acucares redutores em glicose nas amostras. Prosseguindo da mesma forma que no
procedimento de padronizacéo, no entanto, as amostras eram adicionadas na bureta

em substituicdo a solucdo padréo de glicose.

3.4.3 Método colorimétrico

O Reagente de Benedict foi preparado conforme o procedimento descrito no
Manual de Solucdes, Reagentes & Solventes (MORITA e ASSUMPCAO, 2003).

Para o preparo de 250 mL do reagente, inicialmente, foi aquecido 150 mL de
agua e solubilizado 25,04 g de Na2COs anidro e 43,20 g de Nas3CeHs07:2H20. Em
outro recipiente foi solubilizado 4,33 g de CuSO4 em 20 mL de agua. Em seguida a
solucdo de cobre foi adicionada sobre a solugcédo de citrato de sédio e carbonato de
sédio e aferido a 250 mL com &gua. Ao misturar as solucdes ha a alteracdo da
coloracdo de azul claro para azul forte, indicando a formac&o do complexo de cobre
com o citrato.

A reacdo de oxirreducéo foi realizada em frascos de polipropileno de 2 mL
utilizando 0,75 mL do Reagente de Benedict e 0,75 mL de padrdo de glicose ou
amostra. Para completar a rea¢do, agueceu-se a mistura em banho maria a 90 °C.

Foram avaliadas duas metodologias para a aquisicdo das imagens digitais. Na
primeira, foi feita a captura da imagem no frasco contendo o precipitado avermelhado
logo apos finalizar a reacdo de oxirreducgéao.

Na segunda estratégia, foi realizado a leitura apenas do sobrenadante, ou seja,
do reagente de Benedict remanescente apos a reacao. Neste caso, os frascos foram
centrifugados a 3.000 rpm durante 3 minutos para decantar o precipitado formado. Em
seguida, uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi transferido para outro frasco para

a captura de imagem.
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3.4.3.1 Otimizagéao

Inicialmente foi verificado o tempo necessario para que todo acucar do
padrao/amostra reagisse com o reagente de Benedict. Para isso, foi utilizado uma
solugédo padréo de glicose de 5 g L. O tempo foi verificado até 14 minutos e foi fixado
aquele que apresentasse coloragdo constante apos certo periodo, indicando o
consumo de todo acucar presente na solucdo padrdo do maior ponto da curva de
calibracao.

As condi¢des experimentais foram avaliadas a partir de um planejamento de
experimentos fatorial do tipo Doehlert (DOE) utilizando o modelo quadratico para duas
variaveis, em que se avaliou a influéncia da intensidade de luz (30 a 180 Ix) e a
distancia focal da camera (2 a 20 mm). A construcdo do planejamento foi feita em
planilhas eletrénicas, como apresentado por Tedfilo e Ferreira (2006). A planilha
fornece os niveis de cada variavel, os ensaios do planejamento, a analise de variancia
para verificar o ajuste do modelo e a superficie de resposta para encontrar os valores
das variaveis que irdo produzir a melhor resposta desejada (Teofilo e Ferreira, 2006).

A distancia focal da camera foi definida como variavel 1 e a intensidade de luz
como variavel 2. Em casos de duas variaveis, os niveis gerados sdo 5 e 3 para a
variavel 1 e 2, respectivamente, resultando em 13 ensaios. Na Tabela 1 podem ser
observados os niveis gerados para cada variavel e na Tabela 2 os ensaios gerados

pelo planejamento DOE.

Tabela 1 - niveis reais e codificados para cada varidvel a fim de obter a melhor condi¢céo
experimental na aquisicdo das imagens digitais

Variaveis  Cadigo Niveis
_ _ -1 -0,5 0 0,5 1
Distancia Var01
6,5 11 155 20
-1 0 1
Intensidade  Var02
30 105 180

Fonte: Autoral, 2023.
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Tabela 2 - ensaios gerados pelo planejamento DOE

Ensaios Var01 Var02

1 20 105
2 15,5 180
3 2 105
4 6,5 30
5 15,5 30
6 6,5 180
7 11 105
8 11 105
9 11 105
10 11 105
11 11 105
12 11 105
13 11 105

Fonte: Autoral, 2023.

Os ensaios foram realizados com um padrédo de 2,5 g L' e as capturas de

imagem foram feitas utilizando a opcdo de calibragdo multivariada apenas para

obtenc&o dos valores dos canais R, G e B. O vetor resultante (VR? + G? + B?) foi
inserido como resposta aos ensaios na planilha proposta por Tedfilo e Ferreira (2006)
a fim de avaliar a significancia da regresséao, ajuste do modelo e obter os graficos de
superficies, que indica a melhor condicdo de trabalho.

A ferramenta Solver, disponivel no Microsoft Excel®, foi utilizada para confirmar
qual a condicao 6tima de trabalho. Esse suplemento pode ser utilizado para teste de
hipéteses, sendo possivel identificar valores de maximo e minimo, que sao
inconclusivos apenas por visualizacdo dos graficos de superficies.

Na estratégia de leitura com apenas o sobrenadante, considerando que a curva
de calibracdo obtida apés a reagdo entre o0 Reagente de Benedict e a glicose possui
um decréscimo da intensidade de coloragédo em relacdo ao aumento da concentracao
de glicose, suspeitava-se que, neste caso, a melhor condicdo de trabalho seria
correspondente as condicbes experimentais representadas pelo menor ponto do

gréafico de superficie.
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Desta forma, a curva de calibracdo foi analisada nas condi¢des representadas
pelo ponto maximo e nas condicdes minimas, sendo escolhida a condicdo que
apresentar a melhor linearidade, menor erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC,
do inglés, Root Mean Square Error of Calibration), menor erro quadratico médio de
validacéo cruzada (RMSECV, do inglés, Root Mean Square Error of Cross Validation)
e menor erro quadratico médio de predicdo (RMSEP, do inglés, Root Mean Square
Error of Predction).

A Figura 6 ilustra a sequéncia dos procedimentos realizados.

Figura 6 — Fluxograma dos procedimentos realizados e parAmetros avaliados

DETERMINAGAO DE GLICOSE

METODO DE REFERENCIA METODO PROPOSTO

TITULAGAO DE LANE-EYNON | [ COLORIMETRIA POR IMAGEM DIGITAL

Avaliagdo do tempo de reagido
4 6, 8, 10, 12 e 14 minutos

Planejamento Doehlert
Distancia focal da camera: 2; 6,9; 11; 15,5 e 20 mm.
Intensidade de luz: 30, 105 e 180 Ix.

Captura com o precipitado Captura com sobrenadante

Avaliagio do método de calibragio

Calibragéo Multivariada Calibracéo Univariada
Minimo Quadrados Parciais (PLS) Canais Individuais Vetor RGB

Fonte: Autoral, 2023.

3.4.3.2 Determinacéo de glicose nas amostras

A andlise das amostras foi feita apdés a otimizacdo das condicbes
experimentais, preparando-se uma curva de calibracdo de 0,25 a5 g L™ de glicose.

3.4.4 Validacao

A curva de calibracdo obtida na analise por PLS foi avaliada em termos da
linearidade, RMSEC, RMSECV, RMSEP e do numero de fatores necessérios para a
adequada explicacdo do método.
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Sistematicamente, na andlise de validacdo cruzada (RMSECV) um padrao do
conjunto de padrdes de calibracdo é retirado da curva e em sequéncia é avaliado
como amostra pela curva obtida sem esse. A analise fornece o RMSECV. Para a
definicdo do numero de fatores a ser usado, é escolhido aquele que apresentar o
menor valor de RMSECYV e que a partir desse néao se tenha mais ganho de informacao.

Para ambas as analises, univariada e multivariada, foi utilizado um conjunto de
previsao, que consiste em solucdes de referéncia que néo estavam incluidas na curva
de calibracéo, a fim de avaliar a capacidade preditiva do modelo (RMSEP), calculado
a partir da Equacao 3. Em que y,, é o valor medido, y, € o valor esperado e n é 0

namero de amostras do conjunto.

n v \2
RMSEP — \/zm(ym Ye) @)

n

O limite de quantificagc&o foi calculado de acordo com a Equacéao 4, partindo do
desvio padrdo de 10 medidas do branco e o coeficiente angular (sensibilidade) da
equacdao de reta da curva de calibracdo. O branco era obtido através da reacdo de

0,75 mL do Reagente de Benedict e 0,75 mL de agua ultrapura.

LQ— 10 X sd

"~ sensibilidade (4)
A exatidao do método foi avaliada por comparacao dos resultados obtidos pelo
PhotoMetrix e pela titulacdo de Lane-Eynon através do teste t de Student, com

intervalo de confianca de 95%, utilizando o software RStudio, versdo 4.1.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O capitulo a seguir contera os resultados obtidos ao longo do trabalho.
Inicialmente serdo mostrados os resultados obtidos pelo método de referéncia. Em
seguida, sera apresentado a otimizacdo do meétodo colorimétrico. E, por fim, séo
apontadas as figuras de mérito utilizando trés modos de calibracdo do PhotoMetrix e

a determinacao de glicose nas amostras.
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4.1 DETERMINACAO DE GLICOSE PELO METODO DE REFERENCIA

A titulacéo de Fehling ou Lane-Eynon foi feita rapidamente, atingindo a ebulicdo
em torno de quatro minutos e apos iniciada a titulacao, terminada em até trés minutos
para evitar que o Cu20 volte a forma Cu(ll) devido a reagdo com o oxigénio do ar
atmosférico.

Inicialmente foi feita a padronizacdo do reagente de Fehling com glicose 1%
previamente seca. Determinou-se que o fator (f) da solucdo de Fehling (gramas de
glicose correspondente a 10 mL das solu¢cdes de Fehling) foi de 0,055 g, calculado de
acordo com a Equacéo 5, em que V € o volume gasto do padréo de glicose e P é o

titulo da solugdo padrédo (g%).

f=VxPpP (5)

ApOs a padronizacédo, procedeu-se as determinacdes de glicose nas amostras.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. No rétulo de informacéo nutricional da
amostra 1 é informado que a concentracdo de glicose é igual a 22,5 g L. Ja para a
amostra 2, a diluicdo de um saché com 7,34 g de amostra em 250 mL de 4gua, como
indicado no rétulo, fornece uma solugéo com 24,2 g L de glicose. Ambas as amostras
nao apresentaram diferenga significativa entre o valor determinado e a informacgao do

rétulo, verificado através do teste t com intervalo de confianca de 95%.

Tabela 3 - Determinacao de glicose nas amostras por titulometria de Lane-Eynon (n=3)

Amostra  Concentracgédo de glicose (g L)
1 18,1+ 3,3
2 21,2+23

Fonte: Autoral, 2023

4.2 OTIMIZAGAO DO METODO COLORIMETRICO

Inicialmente foi realizado um teste para avaliar o tempo de reacdo necessario
entre o reagente de Benedict e a glicose. Apos a selecdo do tempo, foi feito a definicdo
dos parametros analiticos, da distancia focal da camera endoscopica e da intensidade

de luz aplicada pelo LED, através do planejamento Doehlert e do suplemento Solver.
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4.2.1 Avaliacdo do tempo

A escolha do tempo de reacdo foi feita partindo-se de uma solugcéo padrao de
5 g Lt de glicose. Foram preparadas seis solu¢cdes com 0,75 mL de padréo de glicose
e 0,75 mL do Reagente de Benedict. Os frascos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram colocados em
banho maria a 90 °C durante tempos de 4, 6, 8, 10, 12 e 14 minutos, respectivamente.
Analisando a Figura 7, percebe-se que a partir de 10 minutos ndo ha mais
alteracdo na coloracéo da solucdo. Portanto, foi definido o tempo de 10 minutos para

a reacdo de oxirreducéo entre o Reagente de Benedict e a glicose.

Figura 7 - Avaliac@o do tempo de reacdo de oxirredugdo entre o reagente de Benedict e a glicose.
Em minutos.

4 14

Wil

Fonte: Autoral, 2023

4.2.2 Planejamento Dohlert

Os 13 ensaios do planejamento gerado pela planilha eletrénica proposta por
Tedfilo e Ferreira (2006) foram realizados com uma solucéo padrdo de 2,5 g L™ para
a estratégia de analise direta (capturando a imagem no frasco em que foi realizada a
reacdo de oxirreducao, com o precipitado de 6xido de cobre presente) e analise do
sobrenadante (apos a centrifugacao do frasco e coleta de 1 mL do sobrenadante para

outro frasco).

4.2.2.1 Captura de imagem com o precipitado

Capturou-se as imagens utilizando o modelo PLS apenas para adquirir os

valores dos canais R, G e B. O vetor resultante dos trés canais foi colocado como



35

respostas aos ensaios. A Tabela 4 abaixo apresenta 0S ensaios e respectivas

respostas.

Tabela 4 — Respostas dos ensaios do Planejamento DOE originados da captura dos frascos
contendo o precipitado de Cu20

Ensaio R G B Vetor RGB
1 131 67 81 168.0
2 104 94 102 173.4
3 107 59 44 129.9
4 49 46 37 76.7
5 69 53 52 101.4
6 119 114 115 201.0
7 122 61 59 148.6
8 123 61 55 147.9
9 125 60 64 152.7

10 109 67 63 142.6
11 107 66 64 141.1
12 113 70 70 150.2
13 112 66 60 143.2

Fonte: Autoral, 2023

Apdés inserir o vetor resultante como resposta aos experimentos, foram obtidos
os resultados de significAncia da regressao e o ajuste do modelo quadrético (Tabela
5). A soma quadratica da variagdo total (SQtotal) € @ Soma dos componentes SQregressao
e SQresiduos. Em um bom modelo é esperado que a maior parte da variacdo total seja
descrita pela equacao de regressao e o restante pelos residuos. A SQresiduos € dada
pela soma dos componentes: soma quadratica do erro puro (SQep) € a soma
quadratica da falta de ajuste (SQrsj). Da variagdo que fica com os residuos é esperado
gue a maior parte figue com o erro puro (erro experimental) e ndo com a falta de ajuste
(relacionado com o modelo). Em termos praticos, um bom modelo deve apresentar
regressdo significativa e falta de ajuste ndo significativa (TEOFILO e FERREIRA,
2006).

Os dados demonstrados na Tabela 5 indicam que a regresséao foi significativa
(p < 0,05), no entanto 0 modelo apresenta falta de ajuste (p < 0,05).
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Tabela 5 - Analise de variancia do planejamento DOE utilizando o modelo quadratico das capturas de
imagem dos frascos contendo o precipitado de Cu20

Fonte de variagcao SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 10990,2 5 2198,04 38,94 SG 6E-06
Residuos 395,125 7 56,446

Falta de Ajuste 280,683 1 280,683 14,716 SG 0,009
Erro Puro 114,442 6 19,074

Total 11385,3 12

% variacao explicada 99,35

% maxima de variacdo explicavel 99,51

SQ: soma quadratica; nGL: niumero de graus de liberdade; MQ: média quadratica.

4.2.2.2 Captura de imagem do sobrenadante

Para a captura de imagem deste planejamento, foi realizado a centrifugacao e
coleta de 1 mL do sobrenadante. Os valores de cada canal adquiridos das capturas

de imagem estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Respostas dos ensaios do Planejamento DOE originados da captura dos frascos contendo
apenas o sobrenadante

Ensaio R G B Vetor RGB
1 143 207 203 323.3
2 141 206 194 316.2
3 140 204 195 315.0
4 129 175 146 261.9
5 126 173 161 267.8
6 142 207 199 320.3
7 124 191 177 288.4
8 124 191 177 288.4
9 124 189 174 285.3

10 122 192 179 289.5
11 122 192 180 290.1
12 122 193 181 291.4
13 121 192 179 289.0

Fonte: Autoral, 2023.

Neste caso, os resultados de significancia da regressao e o ajuste de modelo

foram mais promissores do que a analise direta dos frascos contendo o precipitado.
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Os valores da Tabela 7 indicam que o modelo est4 ajustado pois forneceu p > 0,05 e

a regressao foi significativa (p < 0,05), tendo como variancia explicada de 99,35%.

Tabela 7 - Analise de variancia do planejamento DOE utilizando o modelo quadratico das capturas de
imagem dos frascos contendo apenas o sobrenadante

Fonte de variacao SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 4376,5 5 875,3 214,581 SG 2E-07
Residuos 28,554 7 4,079

Falta de Ajuste 7,032 1 7,032 1,960 0,211
Erro Puro 21,522 6 3,587

Total 4405,036 12

% variacao explicada 99,35

% maxima de variacdo explicavel 99,51

SQ: soma quadratica; nGL: niumero de graus de liberdade; MQ: média quadrética.

Visto que a estratégia de andlise direta do frasco contendo o precipitado
apresentou falta de ajuste, prosseguiu-se todas as analises a seguir apenas com o
sobrenadante.

ApGs verificar a andlise de variancia do modelo, foi avaliado os coeficientes do
modelo a fim de selecionar os que sdo significativos para realizar a analise de
superficie de resposta. O grafico de probabilidade normal (Figura 8), obtido na planilha
eletrdnica, indica que o coeficiente da variavel 2 (intensidade de luz) e coeficiente
quadratico da variavel 1 (distancia focal da camera) apresentam a maior contribuicéo

para o modelo.

Figura 8 - Grafico de probabilidade normal dos coeficientes

[ 15 Grafico de Probabilidade Normal A
1 ®2

()

® 05 ot

2 0 o1

= |05 m12

£

2 Yo

3 415 I T T

S .10 1 30
L> Efeitos pacPronizados%?—student) y

Fonte: Autoral, 2023.
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Todos os coeficientes apresentaram significancia (p < 0,05) e foram utilizados
para adquirir o grafico de superficie de resposta e para a posterior andlise utilizando

a ferramenta Solver.
Na Figura 9 é apresentado a superficie de resposta obtida, percebe-se que a

superficie tem a menor resposta com distancia focal intermediaria e com baixas
intensidades, j& a maior resposta é obtida em maiores intensidades de luz e com

distancia da camera menor e maior.

Figura 9 - Superficie de resposta gerada pelo planejamento DOE

o
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o
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-0.30
-0.200
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Intensidade de luz

Fonte: Autoral, 2023.

Para confirmar o ponto de minimo e maxima intensidade, foi utilizada a
ferramenta Solver, suplemento disponivel no Microsoft Excel®, utilizando o método de
solucdo de Gradagao Reduzida Generalizada (GRG, do inglés, Generalized Reduced
Gradation) ndo linear. Através dos resultados expressos na Tabela 8 foi definido que
0 ponto de maior intensidade foi com 20 mm de distancia focal e 180 Ix de intensidade.
Ja a condicéo que forneceu a menor intensidade foi com 6,68 mm de distancia focal
e intensidade de luz de 30 Ix. As duas condi¢des foram utilizadas para adquirir as
imagens da curva analitica a fim de verificar se a melhor resposta do modelo é

referente as condi¢bes do ponto maximo ou ponto minimo.
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Tabela 8 — Resultado das condi¢des de ponto maximo e ponto minimo através da ferramenta Solver

Planejamento Resposta
-1 0 1 Ponto Valor codificado Valor real
AXi 1 2
Varol = 2 11 o0 Maximo 0
minimo -0,147 9,68
maximo 1 180

Var02 1 1
aro 30 05 80 minimo -1 30

Fonte: Autoral, 2023.

4.2.3 Definicdo do método de calibracao

O método de calibragdo multivariada utilizando PLS e os métodos de calibracdo
univariada utilizando canais individuais ou o vetor RGB foram avaliados utilizando as
condicbes de ponto maximo e minimo para verificar qual condicdo e método de
calibracdo fornece os melhores valores de linearidade, RMSECV e RMSEP. Para
todos os modos de calibracéo foi utilizado uma curva de 0,25 a 5 g L de glicose
(Figura 9).

Figura 10 - Curva de calibragdo de 0,25 a 5 g L de glicose

Fonte: Autoral, 2023.

4.2.3.1 Calibracdo multivariada utilizando PLS

Para a calibracdo multivariada pelo método PLS disponivel no aplicativo
PhotoMetrix escolhe-se o niamero de fatores em que fornece o menor valor de
RMSECYV e boa linearidade. O valor de RMSECYV ¢é fornecido pelo aplicativo apés a
construgdo da curva de calibracdo e definicdo do niamero de fatores.

Inicialmente foi feito a captura de imagem utilizando as condigbes do ponto

minimo (9,68 mm de distancia e 30 Ix de intensidade de luz) da superficie de resposta
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gerada pelo planejamento DOE. Analisando o grafico ilustrado na Figura 11-A,
percebe-se que trés fatores sdo suficientes para a adequada explicagdo do modelo,

acima disso ndo se tem mais ganho de informacao.

Figura 6 - (A) Valores de RMSECV em funcéo do nimero de fatores e (B) curva de calibracéo nas
condigBes experimentais indicadas pelo ponto de minima intensidade

15 :
A : y = 0,998x + 0,004
1.25 ‘
) N\ R% = 0,998
b 3

RMSECV
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|
Predito

1 2 3 4 5 & 7 : _ .
NUmero de fatores ‘ b
Medido

Fonte: Autora, 2023.

Definindo o nimero de fatores igual a trés obteve-se uma curva de calibracéo
(Figura 11-B) com coeficiente de determinacao igual a 0,998. Apesar de fornecer boa
linearidade, ao verificar a capacidade preditiva do método utilizando padrdes de
calibracdo, foram obtidos valores com erros superiores a 10%. Como pode ser

observado na Tabela 9, o valor calculado para o RMSEP foi igual a 0,47 g L.

Tabela 9 - Avaliacdo da capacidade preditiva utilizando PLS nas condi¢des do ponto minimo

Padréo (g L?) Concentracdo medida (g L™?)

1,5 1,97
3,5 3,91
4,5 5,02
RMSEP 0,47

Fonte: Autoral, 2023.

Apoés feita a andlise nas condicbes experimentais do ponto minimo da
superficie de resposta, foi realizado para o ponto de maxima intensidade, ou seja, com
distancia focal de 20 mm e intensidade de luz de 180 Ix.

Os resultados expressos na Figura 12-A, diferentemente do que € visto
usualmente, tem o valor de RMSECV crescente conforme aumenta o numero de
fatores. Para obter um coeficiente de determinacgéao igual a 0,996 (Figura 12-B) foram

necessarios cinco fatores.
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Figura 12 - (A) Valores de RMSECV em fun¢éo do nimero de fatores e (B) curva de calibracdo nas
condigBes experimentais indicadas pelo ponto de maxima intensidade
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Fonte: Autoral, 2023.

Para confirmar que o ponto maximo realmente ndo seria a condi¢do 6tima, foi
feita a captura dos padrdes de previsao para obter o valor de RMSEP, resultando em
1,43 g L' (Tabela 10).

Tabela 10 - Capacidade preditiva utilizando PLS nas condi¢des do ponto maximo

Padréo (g L?) Concentracdo medida (g L?)

1,5 3,55
3,9 3,53
4,5 3,11
RMSEP 1,43

Fonte: Autoral, 2023.

Considerando os resultados para o numero de fatores e o elevado RMSEP,
confirma-se que o ponto maximo da superficie de resposta nédo € a condicdo 6tima.
Desta forma, para as proximas andlises apenas as condi¢cées do ponto minimo foram

utilizadas.

4.2.3.2 Calibragao univariada utilizando canais individuais

A andlise univariada é recomendada para casos em que a concentracdo do
analito altera somente a intensidade da cor (HELFER et al., [2023]). Neste modo de
calibracdo, apoés realizar a captura de imagem dos padrbes, a opcdo fornece a
regressao linear simples para cada um dos canais, como o vermelho (R, do inglés,
Red), verde (G, do inglés, Green), azul (B, do inglés, Blue), matiz (H, do inglés, Hue),

saturacédo (S, do inglés, Saturation), valor (V, do inglés, Value), luminosidade (L, do
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inglés, Luminosity) e intensidade (I, do inglés, Intensity). A Tabela 11 indica a equacao

de reta e o coeficiente de correlacédo de cada canal.

Tabela 11 - Equaces de reta e coeficientes de correlacao obtidos pelo modo de calibracao
univariada pelo método de regresséo linear simples

Canal Equacdao de reta Coeficiente de correlagao
S y = —0,100x + 0,734 -0,991
R y = —14,360x + 181,099 -0,990
\% y = —0,056x + 0,710 -0,990
B y = 11,756x + 42,247 0,980
L y = —0,014x + 0,458 -0,899
H y = 76,164x — 18,643 0,867
| y = —0,005x + 0,411 -0,830
G y = —0,881x + 84,169 -0,485

Fonte: Autoral, 2023.

Com base nos dados foi observado que os vetores S, R e V forneceram o0s
melhores valores de correlagdo, no entanto os vetores S e V apresentaram baixa
sensibilidade, que resulta em elevados limites de quantificacdo. Desta forma, o canal
R foi escolhido para as seguintes andlises. A Figura 13 ilustra a curva de calibragcéo

obtida através do vetor R.

Figura 13 - Curva de calibracdo do vetor R
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Fonte: Autoral, 2023.

A Tabela 12 indica a predicéo dos padrbes de previsdo. Neste caso o valor de
RMSEP foi igual a 0,29 g L%, valor inferior aos modos de calibracédo anteriores. No

entanto, apresentou erro relativo superior a 10% para o padrdo de 1,5 g L.
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Tabela 12 - Capacidade preditiva utilizando o vetor R no modo de calibracdo univariada

Padrédo (g L) Concentracdo medida (g L?)

1,5 1,68
3,5 3,63
4,5 4,95
RMSEP 0,29

Fonte: Autoral, 2023.

4.2.3.3 Calibragao univariada utilizando o vetor RGB

O modo de calibracéo utilizando o vetor RGB fornece apenas uma equacéao de
reta, gerada pela regressao simples do vetor resultante (VR? + G2 + B?).
Para essa andlise o padrdo de 0,25 g L foi removido da curva de calibragéo,

desta forma foi possivel obter um valor de coeficiente de correlagdo maior (Figura 14).

Figura 147 - Curva de calibracéo utilizando o vetor RGB no modo de calibracéo univariada
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Fonte: Autoral, 2023

Analisando a Tabela 13, é possivel verificar que o0 modo de calibracédo
univariada utilizando o vetor RGB forneceu o menor valor de RMSEP e erros relativos
de no maximo 8%. Além disso, obteve-se uma boa linearidade e o maior valor para o
coeficiente angular, que esta relacionado com o limite de quantificacdo. Desta forma,
o vetor RGB foi escolhido para realizar a determinacéo de glicose nas amostras.

Tabela 13 - Capacidade preditiva utilizando o vetor R no modo de calibracdo univariada

Padrdo (g L?) Concentracdo medida (g L?)

1,5 1,62
3,5 3,74
4,5 4,73
RMSEP 0,20

Fonte: Autoral, 2023.
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4.3 DETERMINACAO DE GLICOSE NAS AMOSTRAS

O desenvolvimento do método colorimétrico teve como resultados a condicao
otima de 20 mm de distancia focal da camera e intensidade de luz de 30 Ix aplicada
pelo LED. Além disso, foi estabelecido que o modo de calibra¢do univariada utilizando
o vetor resultante RGB seria utilizado para a andlise das amostras, pois forneceu os
melhores valores para as figuras de mérito RMSEP e coeficiente de correlacéo.

Para a determinacdo de glicose nas amostras foi utilizado uma curva de
calibracdo de 0,5a5 g L de glicose.

Inicialmente foi feito o preparo das amostras. No caso da amostra 1 foi realizado
a clarificacdo e para a amostra 2 foi feito a solubilizacdo. Ambas as amostras foram
diluidas para a determinacéo por colorimetria.

O procedimento de reacao de oxirredugao para as amostras foi feito da mesma
forma que as solug¢des padréo, utilizando 0,75 mL do Reagente de Benedict e 0,75
mL da amostra. Em seguida, foram aquecidas a 90 °C durante 10 minutos.
Posteriormente, foi realizado a centrifugacéo e coleta de 1 mL do sobrenadante.

A captura de imagem nas condigbes otimizadas resultou nos valores de

concentragdo de glicose, em g L1, apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Concentragdo de glicose nas amostras obtidos pelo método proposto utilizando o
PhotoMetrix e pelo método de referéncia de titulacdo de Lane-Eynon. Resultados em g L1

Amostra PhotoMetrix Titulacéo
1 17,0+ 0,6 18,2+ 3,3
2 23,3+1,8 21,2+23

Fonte: Autoral, 2023.

A exatiddo do método foi verificada através do teste t (RStudio) com intervalo
de confianga de 95%. Nao foi observado diferenca significativa entre os resultados do
meétodo proposto e do método de referéncia. O limite de quantificacéo foi obtido a partir
de dez leituras do branco, fornecendo o valor de 0,17 g L.
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5 CONCLUSAO

O planejamento experimental do tipo Doehlert em conjunto com a ferramenta
Solver foi adequado para a avaliacdo da condicdo 6tima de trabalho. Foi definido que
distancias focais intermediarias (9,68 mm) e baixa intensidade de luz (30 Ix)
apresentam as melhores respostas no modelo. Apenas a estratégia de captura de
imagem do sobrenadante foi empregada nas determinacdes de glicose. Isso pois, o
resultado do planejamento com a captura de imagem direta do precipitado de Cu20
apresentou falta de ajuste. I1sso pode ser justificado pela distribuicdo de colora¢do nao
homogénea, visto que o precipitado decanta rapidamente, sendo requerido agilidade
e padronizacdo no tempo de agitacéo e de captura de imagem.

O modo de calibragdo multivariada pelo método PLS e a calibracdo univariada
com o vetor R forneceram erros de previsao superiores a 10%. O modo de calibracéo
univariada utilizando o vetor RGB apresentou o menor valor de RMSEP e maior
coeficiente de correlacédo, sendo o método escolhido para a determinacéo de glicose
nas amostras e apresentando um LQ satisfatério de 0,17 g L.

Os resultados obtidos pelo método proposto ndo tiveram diferenca significativa
quando comparados com os resultados do método de referéncia de titulacdo. O
método titulométrio de Lane-Eynon apresenta desvantagens, como a instabilidade do
reagente e a necessidade de realizar a titulacdo em até 3 minutos. JA o método
proposto possui vantagens como a reducdo do uso de reagentes, possibilidade de
miniaturizacao do sistema, baixo custo, facilidade de operacgao e tratamento de dados.

O uso de dispositivos portateis miniaturizados atrelado ao uso de imagens
digitais € uma alternativa econémica e pratica para a medicdo rapida em analises

rotineiras de controle de qualidade de bebidas.
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