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Resumo: Durante a pandemia de COVID-19, o presente projeto foi proposto a dois alunos do Curso
Técnico em Quimica do campus Nilépolis do IFRJ, que abracaram a ideia de realizar experimentos
em casa, usando a camera de um smartphone, solucGes de corantes alimenticios e aplicativos de
medicdo de cores. Embora ndo tenha sido possivel uma comparacgdo estatistica com os resultados
obtidos com um espectrofotdmetro, os experimentos foram direcionados para a verificacdo da
influéncia das condi¢cdes experimentais sobre os resultados da analise e para a simulacdo da
validacdo de um método analitico. Estudos preliminares com corantes azul, verde e vermelho e com
os aplicativos ColorMeter, Color Grab e PhotoMetrix PRO levaram a escolha por fazer a
determinacdo dos parametros analiticos de mérito para o corante vermelho, usando o canal G (do
sistema de cores RGB) do aplicativo PhotoMetrix PRO, com fundo branco e uma iluminacdo
secundaria. Curvas analiticas na faixa de 0,80 a 4,0 ucc mL™* (micro colher de cha por mililitro)
foram obtidas com R? entre 0,9714 e 0,9891 com comportamento homocedastico confirmado pelo
teste de Cochran. Os limites de detecgdo e quantificacdo foram determinados pelo teste da
percepcdo visual, sendo 0,32 e 1,1 pcc mL™?, respectivamente. Para os niveis de concentragdo de 1,2
e 2,4 ucc mL*, a precisio intermediaria entre dias foi de 8,9 e 8,3%, respectivamente. Ja os valores
de recuperacdo variaram entre 99 e 120% para o nivel de fortificacdo de 1,2 pcc mL? e entre 102 e
104% para o nivel de fortificacdo de 2,4 ucc mL™. A metodologia alternativa para a simulagéo do
desenvolvimento e da validacdo de um método analitico em casa, de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelo INMETRO, foi considerada adequada e promissora. Além disso, 0 experimento
relatado pode ser prontamente adaptado para varios objetivos de aprendizagem de quimica analitica.

Palavras-chave: smartphone; colorimetria; PhotoMetrix; experimentos em casa.
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Abstract: During the COVID-19 pandemic, the present project was proposed to two students of the
Technical Course in Chemistry of the Nildpolis campus of IFRJ, who accepted the idea of
conducting at home experiments, using a smartphone camera, food coloring solutions and color
measurement apps. Although a statistical comparison with the results obtained with a
spectrophotometer was not possible, the experiments were directed to verify the influence of
experimental conditions on the results of the analysis and to the simulation of the validation of an
analytical method. Preliminary studies with blue, green and red dyes and with the ColorMeter,
Color Grab and PhotoMetrix PRO apps led to the choice by determining the analytical parameters of
merit for the red dye, using the G channel (of the RGB color system) of the PhotoMetrix PRO
application, with white background and secondary lighting. Analytical curves in the range of 0.8 to
4.0 utp mL* (micro teaspoon per milliliter) were obtained with R? between 0.9714 and 0.9891 with
homoscedastic behavior confirmed by Cochran's test. The limits of detection and quantification
were determined by the visual perception test, being 0.32 and 1.1 utp mL*?, respectively. For
concentration levels of 1.2 and 2.4 utp mL™, the intermediate accuracy between days was 8.9 and
8.3%, respectively. Recovery values ranged from 99 to 120% for the fortification level of 1.2 utp
mL? and between 102 and 104% for the fortification level of 2.4 utp mL?. The alternative
methodology for simulating the development and validation of an analytical method at home,
according to the criteria established by INMETRO, was considered adequate and promising. In
addition, the reported experiment can be readily adapted to various learning goals of analytical
chemistry.

Keywords: smartphone; colorimetry; PhotoMetrix; at home experiments.
INTRODUCAO

Movidos pela pandemia de COVID-19, as instituicbes de ensino técnico e superior se
esforcavam para fazer a transicao para plataformas virtuais de aprendizagem durante o ano de 2020
e para explora-las da melhor maneira possivel em 2021. Ao mesmo tempo, os professores de
laboratério de quimica foram desafiados a desenvolver abordagens inovadoras para levar a
aprendizagem de laboratério aos alunos. Como professoras, ensinando Analise Instrumental no
IFRJ, aprendemos sobre varios recursos como simulac@es e demonstracdes gravadas em video, mas
encontramos poucos exemplos de experimentos de analise quantitativa que pudessem ser realizados
em casa. Pensando nisso, o presente projeto foi proposto a dois alunos do Curso Técnico em
Quimica do campus Nil6polis do IFRJ, que abracaram de pronto a ideia de realizar experimentos
em casa, usando a camera digital de um smartphone, solu¢bes de corantes alimenticios de
concentragdes variadas e aplicativos de medigdo de cores. Os seus resultados séo a base deste artigo
e evoluiram até a simulacdo da validacdo de um método analitico.

Em geral, as analises com smartphones sdo atraentes porque sdo compactas, portateis e
faceis de usar e, presumindo que o analista ja possua um smartphone, sdo geralmente de baixo
custo. Como resultado, os smartphones séo ferramentas promissoras para uso em analises de campo
em regides remotas e paises em desenvolvimento (DESTINO & CUNNINGHAM, 2020). Eles tém
encontrado aplicagcbes em diferentes areas, incluindo monitoramento da qualidade da &gua,
agricultura e sensoriamento quimico e biologico.
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No entanto, o desenvolvimento de espectrdmetros baseados em smartphones pode ser uma
tarefa desafiadora em cenarios da vida real, pois vérias condi¢cbes podem influenciar o processo de
avaliacdo quantitativa, tais como a luz ambiente e a independéncia do dispositivo. No entanto,
diversas abordagens ja foram propostas para superar tais desafios e melhorar o desempenho da
analise colorimétrica baseada em smartphones (KILIC et al., 2018).

Os recentes avangos nas tecnologias de aquisi¢do e processamento de imagens, bem como a
popularizacdo de equipamentos e aplicacdes moveis para tais fins tém chamado a atencdo da
comunidade cientifica. O uso de imagens digitais tem tido eficacia comprovada em aplicacdes que
antes eram restritas a equipamentos especificos, como colorimetros, espectrofotémetros e
fluorimetros. Uma imagem digital € composta por pixels e pode ser definida por uma funcdo
bidimensional da intensidade da luz refletida ou emitida por uma cena, definida como uma
distribuicdo de energia luminosa, na qual parte dessa energia € absorvida, parte transmitida e parte
refletida, e essas duas uUltimas partes podem ser capturadas por um dispositivo (HELFER et al.,
2017).

al
]
&
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A teoria da percepcao das cores pelo olho humano é baseada em uma hipétese formulada por
Thomas Young em 1801, que afirma que os cones (células fotossensiveis da retina junto com o0s
bastonetes) sdo subdivididos em trés grupos apresentando diferentes picos de sensibilidade situados
em torno do vermelho (R), verde (G) e azul (B). Assim, todas as sensacgdes de cores percebidas pelo
olho humano sdo combinagdes de intensidades de estimulos recebidos por cada um desses tipos de
cones. Embora o modelo de cores RGB seja o utilizado com mais frequéncia, existem outros
modelos que podem ser gerados a partir dele, como matiz, saturacdo e valor (HSV), matiz,
saturacdo e luminosidade (HSL) e matiz, saturacdo e intensidade (HSI) (GONZALES & WOODS,
2008).

Matiz é 0 que a maioria das pessoas entende por cor, por exemplo, a distincdo entre
vermelho e amarelo. Saturacdo é a quantidade de cor que esta presente, por exemplo, a distin¢do
entre vermelho e rosa. Valor, luminosidade ou intensidade é a quantidade de luz, como a distincao
entre vermelho escuro e vermelho claro ou entre cinza escuro e cinza claro. O valor é definido como
a quantidade maxima de R, G ou B, a intensidade como a média da quantidade de R, Ge B e a
leveza como a média das quantidades mé&xima e minima de R, G ou B (RUSS, 2011).

Em trabalhos recentes, diferentes pesquisadores tém utilizado a analise de imagens como
ferramenta analitica em diversos campos do conhecimento, tais como: controle da qualidade de
farmacos (CHOODUM et al., 2014; COUTINHO et al., 2017; DA SILVA & BORGES, 2019; DOS
SANTOS, S. D. C. et al, 2021), quantificacdo de metais (FIRDAUS et al., 2014; COLZANI et al.,
2017; LOURENCO et al.; 2021); fertilizantes (SOUZA et al., 2019), explosivos (SALLES et al.,
2014), controle da qualidade da 4gua (JARUJAMRUS et al., 2018; PLACIDO, 2017; BAUMANN
et al., 2019), alimentos (BOCK, 2018) e combustiveis (SOARES et al., 2017; SOARES et al., 2020).

Nos dias atuais, muitos alunos possuem um smartphone e tem o habito de instalar
aplicativos gratuitos. Além disso, eles ficam bastante animados com a ideia de usar tais aplicativos
durante um experimento num laboratorio de quimica. Embora os resultados ndo sejam sempre téo
precisos quanto os esperados com um espectrofotdmetro, os resultados obtidos com a cdmera de um
smartphone séo bons o suficiente para diversas aplicacGes. Outro beneficio dessa abordagem é que
os alunos podem ver com os olhos o que estdo medindo e entender mais facilmente o fenbmeno, o
que ndo acontece com um espectrofotometro (MONTANGERO, 2014). Alem disso, em tempos de
pandemia, esta ferramenta é mais do que util e atrativa para que os alunos possam realizar
experimentos em casa, usando materiais que possam ser adquiridos facilmente, tais como corantes
alimenticios. 3/19
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Os corantes alimenticios sdo utilizados nas industrias alimenticia e farmacéutica para
melhorar a aparéncia dos alimentos e dos medicamentos. Podem ser: organicos sintéticos,
organicos naturais, inorganicos e caramelo. Os corantes ndo sdo excipientes essenciais na
composic¢do dos medicamentos, pois apenas melhoram o aspecto visual do produto. Assim, quando
possivel, essas substancias devem ser evitadas para minimizar o risco do aparecimento de efeitos
adversos (ARAUJO & BERIN, 2012).

Os corantes sintéticos sdo amplamente utilizados nas industrias de alimentos e farmacéutica,
pois apresentam um bom comportamento em relacgdo a variagdes de temperatura, incidéncia de luz e
presenca de oxigénio, além de possibilitar uma cor intensa ao produto. No entanto, alguns estudos
apontam para indicios de reacdes adversas devido ao consumo desses aditivos, como o0
desenvolvimento de alguns tipos de cancer, reacdes alérgicas, inducéo de hiperatividade e mudancas
de comportamento em criancgas. A sua inocuidade passou a ser questionada com maior intensidade,
levando a proibicdo, em alguns paises, do uso desses corantes em alimentos (MORAES et al.,
2017).

No Brasil, o Ministério da Saude permite o uso de 11 corantes artificiais em alimentos e
farmacos. As concentragfes permitidas sdo estabelecidas de forma rigorosamente controlada e
dependem do corante e do produto ao qual sera aplicado. Os corantes sintéticos permitidos pela
legislacdo brasileira sdo Amaranto, Vermelho de Eritrosina, Vermelho Allura (ou Vermelho 40),
Ponceau 4R, Amarelo Creplsculo, Amarelo Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante,
Azorrubina, Verde Rapido e Azul Patente V (BRASIL, 1999).

Dentre os corantes sintéticos podemos destacar como 0s mais utilizados no Brasil os do tipo
Azo e os Trifenilmetanos. A classe de corantes Azo compreende varios compostos que apresentam
um anel naftaleno ligado a um segundo anel benzeno por uma ligacdo azo (N=N). Esse grupo
representa os corantes sintéticos mais utilizados em alimentos. Pertencem a essa classe 0s corantes
Vermelho Allura, Amarelo Tartrazina e Amarelo Crepusculo, apresentados na Figura 1. O grupo de
corantes Trifenilmetanos tem estrutura basica de trés radicais arila, ligados a um atomo de carbono
central. Apresentam, ainda, grupos sulfonicos que Ihes conferem alta solubilidade em &gua. Faz
parte desta classe o corante azul brilhante (Figura 1) (MORAES et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura quimica dos Corantes. FONTE: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt 4/19
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Os aplicativos gratuitos ColorMeter®, Color Grab® e PhotoMetrix PRO®, disponiveis para o
sistema Android, podem ser usados para medir os pardametros RGB e/ou HSV. Dessa forma, ndo
seria necessario o uso de um espectrofotbmetro para as medidas. O uso da camera do celular
associada a esses aplicativos permite ao analista realizar as medic¢des, diminuindo o custo da
metodologia.

O objetivo deste trabalho é avaliar o uso da cAmera de um celular associado a um aplicativo
de medicdo de cores para a realizacdo de determinacdes espectrofotométricas em casa, usando
corantes alimenticios e materiais simples. Embora ndo tenha sido possivel uma comparagdo
estatistica com os resultados obtidos com um espectrofotémetro, pois todos os experimentos foram
realizados em casa, 0s experimentos foram direcionados para a verificagdo da influéncia das
condicBes experimentais sobre os resultados da analise e para a simulacdo da validacdo de um
método analitico.

MATERIAL E METODOS
Estudos preliminares

Todos os experimentos foram realizados simultaneamente pelos dois alunos envolvidos no
projeto, cada um em sua casa. As analises foram realizadas, preferencialmente, em dias ensolarados
para minimizar a interferéncia da variagdo da luz ambiente nos resultados obtidos.

Trés corantes alimenticios foram adquiridos em comércio local: vermelho (vermelho allura),
azul (azul brilhante) e verde (mistura de amarelo crepusculo e amarelo tartrazina). Solugdes estoque
(SE) de cada corante foram preparadas utilizando dgua potavel como solvente, uma colher medidora
de cozinha correspondente a %2 colher de cha e um tubo graduado para centrifuga de 50 mL (Figura
2A).

A partir das solucdes estoque foram feitas diluicdes para a confeccdo das curvas analiticas
(Figura 2C), usando os mesmos tubos para centrifuga e uma seringa de plastico de 1 mL (Figura
2A) para medir os volumes das aliquotas. A unidade de concentracdo das solugdes resultantes ficou
como pcc mL? (micro colher de chd por mL). Entre 6 e 9 solucBes de cada corante foram
preparadas com concentragdes variando ente 0,16 e 4,0 pcc mL™.

Para a medicdo de todas as solucBes, um aparato foi montado numa posicao fixa na casa de
cada aluno para diminuir a interferéncia da iluminagdo ambiente, evitar movimentos indesejados
durante a captura das imagens, bem como fixar a distancia entre a cAmera e a solucdo analisada
(Figura 2B). Todas as medidas foram feitas com o mesmo aparelho celular para cada aluno, visto
que variacGes na qualidade da cdmera poderiam interferir na sensibilidade do método. Todas as
imagens foram capturadas sem flash, no modo automaético de cada aplicativo, apenas ajustando a
abertura para 0 maximo.
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Figura 2. Desenvolvimento do método caseiro. (A) Utensilios usados para o preparo das solugdes.
(B) Configuragdo experimental: compartimento de amostra (bécher de 50 mL), smartphone,
suportes, iluminacédo e fundo. (C) Fotografias das solugcdes dos corantes azul, verde e vermelho em
varios niveis de concentracdo preparadas em casa.

Além disso, com o objetivo de melhorar o contraste da coloracdo das amostras e,
consequentemente, melhorar a qualidade das imagens, um fundo de papel branco foi utilizado. Em
alternativa ao fundo branco, um fundo verde também foi testado para o corante vermelho.

Os experimentos preliminares foram realizados com os trés corantes de modo a obter 0s
valores dos parametros S e V com o aplicativo Color Grab®, os parametros R, G e B com o
aplicativo ColorMeter® e os parametros S, V, R, G e B com o aplicativo PhotoMetrix PRO®, para
testar as potencialidades dos trés aplicativos e a sensibilidade para cada cor. Além disso, as medidas
foram feitas com e sem a utilizacdo de uma iluminagdo secundaria (luminaria de mesa), como
mostrado na Figura 2B.

As condicBes experimentais testadas para cada corante durante os ensaios preliminares estao
apresentadas na Tabela 1. Todos os calculos, tabelas, graficos e testes estatisticos foram feitos
usando o Microsoft® Excel®, em diferentes versoes.

Tabela 1. Condigdes experimentais estudadas durante a etapa preliminar.

Corante Fundo lluminacéo secundaria Aplicativo
Azul Branco Nao Color Grab e ColorMeter
Vermelho Branco e Verde Sim PhotoMetrix PRO
Verde Branco Sim PhotoMetrix PRO
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Determinacéo dos parametros analiticos de mérito

No Brasil, um dos 6rgaos que regulamentam a validacdo de métodos analiticos é o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO), e o documento
“ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS” (DOQ-CGCRE-008) foi
utilizado neste trabalho (INMETRO, 2020). Os parametros utilizados para a validagdo foram:
sensibilidade, linearidade, limites de deteccédo e de quantificacao, precisao (repetibilidade e precisdo
intermediéaria entre dias) e exatiddo (recuperagdo analitica).

Para a validacdo da metodologia foi utilizado apenas o corante vermelho, o aplicativo
PhotoMetrix PRO® no canal RGB e 0 mesmo aparato apresentado na Figura 2B. As medidas foram
realizadas com o fundo branco e uma luminaria de mesa como iluminacdo secundaria. Os valores
para validagdo das andlises realizadas no PhotoMetrix PRO® foram obtidos diretamente do
aplicativo e posteriormente tratados no programa Excel.

A partir da solucdo estoque do corante vermelho (0,01 cc mL™), uma solucio de
concentragdo intermediaria (200 ncc mL™) foi preparada e chamada de solugdo mae (SM). A partir
da SM foram preparados 50 mL de cada uma das solu¢Ges padrdo descritas na Tabela 2, em
triplicata, usando agua potavel como solvente. A leitura das solugdes da curva analitica e do branco
foram realizadas em ordem aleatoria.

Tabela 2. Protocolo do preparo das solugdes padrao.
SM (mL)® Vfinal (ML)  C (pucc mL1)®)

Branco 0 50 0
Padréo 1 0,20 50 0,80
Padréo 2 0,40 50 1,6
Padrado 3 0,60 50 2,4
Padréo 4 0,80 50 3,2
Padréo 5 1,00 50 4,0

(a) SM = solugdo méae 200 pcc mL. (b) Para todos os niveis de concentragdo, n = 3.

Para aplicar uma regressdo linear simples com as medidas obtidas com o aplicativo versus
os valores de concentracdo das solucdes padrdo é necessario verificar se os erros da regressao linear
possuem variancia constante, ou seja, comportamento homocedastico. A hipotese de
homocedasticidade pode ser verificada tanto pela avaliacdo visual dos residuos quanto por meio de
testes estatisticos.

Os gréaficos dos residuos foram construidos para verificar se hd comportamento aleatorio.
Residuo € a diferenca entre o valor observado e o valor calculado pela equagéo da reta de regressao
para cada valor de x. Caso se observe alguma tendéncia no grafico de residuos, pode haver indicio
de que o modelo linear seja inadequado (INMETRO, 2020). Além disso, a analise do grafico de
residuos permite que seja detectado anomalias no ajuste da curva como amostras atipicas, variancia
inconstante e correlacdo entre os erros (LOURENCO, 2021).
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Além disso, para verificar a hipotese de igualdade das variancias foi utilizado o teste de
Cochran, que é aplicado apenas quando todos os desvios padrdo sdo obtidos a partir de um mesmo
nimero de resultados em condi¢bes de repetibilidade (MILLER, 2010). O teste de Cochran
compara a maior variancia com as demais, calculando-se Ccaiculado (EqQuacdo 1) e comparando-se
com Ctabelado-

5693.2022. v14.p.e20221409

\)

2 o aataia
8% maior variincia ~
Ceaiculado = Tk 2 Equa(;ao 1
=1-1

soma de todas as variancias

Onde:

Cecalculado = Valor calculado da estatistica do Teste de Cochran;
s%max = maior variancia;

si? = variancia amostral;

k = nimero de niveis do fator;

n = nimero de medidas em cada nivel do fator.

Caso o valor de Cecalculado Se€ja inferior ao valor de Crapelado, @S Variancias podem ser
consideradas homogéneas conforme o aumento da concentragdo. Esse resultado indica que ao longo
da faixa de concentracdo estudada o modelo tem um comportamento homocedastico e as curvas de
calibracdo podem ser determinadas através de regressao linear simples.

O limite de deteccdo foi determinado através do teste de avaliagdo visual que se baseia na
percepcdo da resposta da concentracdo do analito ou da propriedade observada. O limite de
deteccdo é determinado pela analise de amostras com concentrages conhecidas do analito e pela
definicdo de um nivel minimo em que o analito pode ser detectado com confian¢a. Normalmente
sdo realizadas sucessivas diluicdes até se encontrar a menor concentracdo que pode ser diferenciado
do branco (INMETRO, 2020).

Para isso, preparou-se varias solugdes com concentrac@es variando entre 0,080 e 0,80 pcc
mL?, a partir da SM cinco vezes diluida. A analise com o PhotoMetrix PRO gera uma tabela de
cores que pode ser utilizada para essa comparacgéo visual entre as cores das solucgdes testadas e o
branco. O limite de deteccdo foi determinado como a concentracdo da primeira solucdo a diferir
visualmente do branco. Ja o limite de quantificacdo foi determinado a partir do limite de deteccéo,
por meio da Equacdo 2 (INMETRO, 2020):

LD=LQ/33 Equacao 2

Onde:
LD = limite de deteccao;
LQ = limite de quantificag&o.

A avaliagdo da precisdo foi feita através da repetibilidade e da precisdo intermediaria entre
dias. A repetibilidade foi determinada em trés niveis de concentragéo, 1,2, 2,4 e 4,0 ucc mL?, com
seis repeti¢des para cada nivel (n = 6). A repetibilidade foi estimada pelo desvio padréo relativo
(Equacéo 3).

DPR% = %xlOO Equacso 3
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Onde:

DPR% = desvio padrao relativo;

s = desvio padréo;

x = média obtida a partir de 6 réplicas de amostras.

Ja a precisao intermediaria entre dias foi avaliada em dois niveis de concentracdo, 1,2 e 2,4
pucc mL?, com seis repeticdes para cada nivel (n = 6), em dois dias diferentes. A precisdo
intermediéaria foi calculada por meio da Equacéo 4 (INMETRO, 2020).

t n
SPlijs = t(n — 1)22(}% 0k

j=1k=1 Equacao 4

Onde:

Spi = precisdo intermediéria;

t = 2 dias diferentes;

n = 6 ensaios efetuados por amostra;
j=n°daamostra, j=1a?2;

k =n° do ensaio da amostra j, k =1 a 6;

yik = valor do resultado k para a amostra j;

yj = média aritmética dos resultados da amostra j.

A estimativa da exatiddo foi feita através de ensaios de recuperacdo. A recuperacdo de um
analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do
mesmo. As amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés niveis de
concentracdo (baixa, média e alta) da faixa de uso do método (INMETRO, 2020).

Uma pesquisa foi realizada para encontrar um produto farmacéutico que tivesse em sua
composicdo apenas o corante vermelho allura e fosse acessivel economicamente. Um medicamento
genérico “Paracetamol Bebé” sabor cereja 100 mg/mL foi escolhido como amostra, uma vez que
atendia aos requisitos citados acima. As solugdes utilizadas nos ensaios de recuperagdo foram feitas
em triplicata e estdo apresentadas na Tabela 3. A recuperacdo foi calculada segundo a Equacéo 5.

C
Rec% = ( 1 2 )xlOO

’ Equacédo 5

Onde:

Rec% = recuperagéo;

C1 = Concentracdo do analito na amostra fortificada;

C> = Concentracgdo do analito na amostra nao fortificada;

Cz = Concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.
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Tabela 3. Protocolo do preparo das solucgdes utilizadas nos ensaios de recuperacao.
V medicamento (mL) SM (mL)(a) Vinal (mL) Crortificagso (p.CC mL'l)(b)

1 0 50 0,0
1 0,20 50 0,8
1 0,30 50 1,2
1 0,40 50 1,6
1 0,60 50 2,4

(a) SM = solugdo méae 200 pcc mL. (b) Para todos os niveis de concentragdo, n = 3.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos preliminares

O objetivo desta etapa do trabalho, além de proporcionar treinamento aos estudantes, era
verificar a influéncia das condi¢des experimentais, avaliar qual pardmetro medido fornecia maior
sensibilidade para cada um dos corantes analisados e se as medias fornecidas pelos trés aplicativos
testados eram equivalentes. Nao foi realizado nenhum planejamento experimental e nenhum teste
estatistico nesta etapa. Foram avaliadas apenas as curvas analiticas em termos de sensibilidade,
através do coeficiente angular da reta, e de linearidade, através do coeficiente de determinagéo (R?).

Parte dos resultados obtidos nesta etapa estdo apresentados nas Figuras 3 a 6. Nas figuras 3 e
4, relativas aos resultados para o corante azul obtidos com os aplicativos ColorMeter e Color Grab,
respectivamente, podemos observar lado a lado os resultados obtidos pelos dois alunos envolvidos
no projeto e percebemos diferengas significativas em termos de sensibilidade e linearidade, que
podemos relacionar a qualidade da camera digital utilizada e a diferenca na habilidade dos
estudantes no preparo das solucdes. No entanto, percebemos que as curvas analiticas obedecem a
um mesmo perfil nos dois casos.

Para o corante azul, o parametro que apresentou maior sensibilidade foi o vermelho (R),
indicando ser esta a cor mais absorvida. A cor é uma propriedade importante de uma substancia e a
cor da matéria esta relacionada a sua capacidade de absorcdo ou reflexdo da luz. Solugdes e objetos
coloridos contém uma ou mais substancias que absorvem parte da luz visivel. Desse modo, a luz
que emerge (transmitida ou refletida) por um material qualquer possui 0 conjunto de todos 0s
comprimentos de onda que foram menos absorvidos por ele, determinando assim a sua cor
(ARAUJO, 2021). A cor vista pelo olho humano é dita como sendo a cor complementar daquela que
é absorvida, conforme mostrado na Figura 7 (AGILENT TECHNOLOGIES, 2016). Também para o
corante azul os parametros S e V forneceram resultados inferiores no quesito linearidade.

Nas Figuras 5 e 6 observamos os resultados preliminares para os corantes verde e vermelho,
respectivamente, obtidos com o aplicativo PhotoMetrix PRO. A partir daqui uma luminéria de mesa
passou a ser utilizada como iluminagdo secundaria o que levou a uma melhora significativa na
linearidade, principalmente dos parametros S e V.
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Para o corante vermelho a curva analitica também foi obtida usando um fundo verde no
lugar do fundo branco. No entanto, os resultados obtidos foram inferiores tanto em termos de
sensibilidade quanto em termos de linearidade.

0.90 00573 A 0.70
Y 005753 +0,7/78
. ) : y =-0,0625% +0,5911
0,80 g R2=0,9414 0.60 y " Re= 00247
_ I g g L T .. - e
0,70 [ i ] ~ T B g g
_ g 0.50 ‘ B L,
0.60 .. 4 .
o T e . 0.40 (]
0.50 R [ : 98 7
oR L y =-0,1220x +0,7206 oR -, ¥ =-0,1281x +0,6047
L R? = 0,9936 3 R*=0979
oi 010 o, og 030 .
0,30 ...
B e, *B ,, .
i y = -0,2646% +0.645 . 0.20 e
o = 056085 ) A042% +0.6067
0,10 v =-0,4042x + 0,6067 .
0,10 R2= 09917 '
0,00 0,00 L
000 020 040 060 080 100 120 140 160 000 020 040 060 08 100 120 140 160
C (pee mL 1Y) C (uce mLY)

Figura 3. Curvas analiticas preliminares para o corante azul na faixa de concentracédo entre 0,16 e
1,4 pcc mL?, obtidas pelos alunos Anderson (esquerda) e Pedro (direita) com os pardmetros R, G e
B medidos com o aplicativo ColorMeter, utilizando um fundo branco sem iluminacéo secundaria.

1,00 1,00
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Figura 4. Curvas analiticas para o corante azul na faixa de concentracdo entre 0,16 e 1,4 pcc mL?,
obtidas pelos alunos Anderson (esquerda) e Pedro (direita) com os parametros S e V medidos com o
aplicativo Color Grab, utilizando um fundo branco sem iluminacéo secundaria.
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Figura 5. Curvas analiticas para o corante verde na faixa de concentracgéo entre 0,40 e 3,2 pcc mL™,
obtidas pelo aluno Pedro com os pardmetros R, G e B (esquerda) e S e V (direita) medidos com o
aplicativo PhotoMetrix PRO, utilizando um fundo branco e uma luminaria de mesa como
iluminagdo secundaria.
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Figura 6. Curvas analiticas para o corante vermelho na faixa de concentracéo entre 0,40 e 4,0 pcc
mL, obtidas pelo aluno Anderson com os parametros R, G e B (esquerda) e S e V (direita)
medidos com o aplicativo PhotoMetrix PRO, utilizando um fundo branco e uma luminéria de mesa
como iluminacdo secundaria.

1
800 — Comprimento
de onda [nm] Cor absorvida  Cor complementar
700 _I 650-780 Vermelho [ W Azul-verde
595-650 Laranja =0 [ Azul esverdeado
560-595  Amarelo-verde I Roxo
= 500-560 Verde | M Vermelho-pirpura
490-500  Verde azulado [ I Vermelho
500 + _ 480-490 Azul esverdeado [N Laranja
435-480 Azul N Amarelo
400 — 380-435 Violeta [ Amarelo-verde

Figura 7. Transmiss&o e cor (acima). Absorvancia e cores complementares (abaixo).
FONTE: AGILENT TECHNOLOGIES, 2016.

Assim como foi observado para o corante azul, observamos para o corante verde, que na
verdade é uma mistura dos corantes amarelo crepdsculo e amarelo tartrazina, que o pardmetro que
forneceu maior sensibilidade foi o B (azul), correspondendo a cor mais intensamente absorvida
pelos corantes amarelos. O mesmo ocorreu para 0 corante vermelho que apresentou maior
sensibilidade para o pardmetro G (verde).
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A Figura 8 apresenta o0s espectros de absorcdo de alguns corantes alimenticios obtidos por
CAMPOS (2014) com os quais podemos confirmar o que foi apresentado na Figura 7. Segundo 0s
resultados obtidos por Campos, o0 maximo de absor¢do do corante azul brilhante (628 nm) esta na
regido do laranja; os méximos de absorcdo dos corantes amarelo crepusculo e amarelo tartrazina
(482 e 426 nm, respectivamente) estdo na regido do azul; e o0 maximo de absorcdo do corante
vermelho 40 (510 nm) esta na regido do verde.

—— Azul Brilhante
0259 —— Amarelo Crepusculo
Amarelo Tartrazina
0.20 Vermelho 40
’ Vermelho Bourdeaux
© Vermelho Ponceaux
2 0,15
Lys]
2
o
3
£ 010
0,05
0,00 ~=
N | ' I N 1 N 1
400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura 8. Espectros de absorcdo molecular de alguns corantes na regido do visivel.
FONTE: Adaptado de CAMPOS, 2014.

Sobre os aplicativos testados, embora os trés fornecam medidas equivalentes do ponto de
vista quantitativo, o aplicativo PhotoMetrix PRO mostrou-se 0 mais interessante para esta
aplicacdo, pois foi programado para realizar analises colorimétricas na area da quimica analitica,
diferentemente do ColorMeter e do Color Grab. Por isso, apresentou algumas vantagens no decorrer
do projeto, tais como fornecer os resultados dos parametros de maneira mais rapida, enviar 0s
resultados por e-mail e gerar os gréaficos das curvas analiticas. Além disso, uma funcionalidade que
acabou sendo bastante Util € que ele gera uma tabela com a diferenciacdo das cores da curva
analitica analisada, ajudando na determinacdo do limite de deteccdo na etapa de validacdo do
método.

Com base no que foi discutido até aqui, optou-se por fazer a determinagdo dos parametros
analiticos de mérito para o corante vermelho, usando o canal RGB do aplicativo PhotoMetrix PRO,
com fundo branco e iluminacdo secundéaria. Tal escolha esta baseada na qualidade dos resultados
obtidos para esse corante nessas condigdes e pelas funcionalidades adicionais do aplicativo
escolhido. No entanto, apenas os resultados obtidos com as medidas de G, que representa a cor mais
absorvida pelo corante, serdo apresentadas neste artigo.

13/19


http://dx.doi.org/10.22407/1984-5693.2020.v12.p.55-
http://dx.doi.org/10.22407/1984-5693.2020.v12.p.55-

ISSN 1984-5693

Vol.14, 2022 &l o :
http://dx.doi.org/dx.doi.org/10.22407/1984- UQL - W épmcp.?m.vm o
5693.2022. v14.p.620221409 B8 W wsrroro oz o R T
DC’J :I?]UCAJ;QO,CDIENCIAETECNOLOGIA -~ git® < TGCHOIOglﬂ
10 DE JANEIR /'I \
I\

Determinacéo dos parametros analiticos de mérito

Validar um método analitico € um processo demorado que requer muitos experimentos e
calculos estatisticos, além de, em muitos casos, implicar em custos elevados. Utilizar as medidas
obtidas com um aparelho celular e materiais alternativos para a simulacdo de experimentos em
espectrofotometria e validacdo de métodos analiticos garante uma gama de possibilidades em
termos de experiéncia, aprendizado e construcao de conhecimento.

O objetivo da validagdo é demonstrar que um determinado método analitico proposto é
adequado ao que se propde. Um método é considerado validado quando é avaliado segundo uma
série de parametros estabelecidos, tais como linearidade, precisdo e exatiddo, e apresenta o
desempenho esperado.

Linearidade

A Figura 9 mostra as curvas analiticas na faixa de 0,80 a 4,0 pcc mL™ obtidas para 0 método
proposto pelos alunos Pedro e Anderson, e seus respectivos graficos de residuos. Ambos 0s
estudantes obtiveram curvas analiticas com boa linearidade, com valores de R? maiores que 0,97.
Além disso, os graficos de residuos apresentaram um comportamento aleatério e com baixa
dispersao.

Os valores de Ccalculado para as duas curvas apresentadas foram inferiores ao valor de
Ctabelado, Mmostrando variancias homogéneas conforme o aumento da concentragdo. Esse resultado
indica que ao longo da faixa de concentracdo estudada o modelo tem um comportamento
homocedastico. Como o teste mostrou que as variancias sao estatisticamente equivalentes, as curvas
de calibracdo puderam ser determinadas através de regressao linear simples.
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Figura 9. Curvas analiticas para o corante vermelho na faixa de concentracéo de 0,80 a 4,0 pcc mL”
! empregando os valores do parametro G obtidas pelos analistas Anderson (esquerda) e Pedro
(direita) com o aplicativo PhotoMetrix PRO e seus respectivos graficos de residuos.

Limites de deteccao e quantificacio

O aplicativo PhotoMetrix PRO fornece uma escala de cores das solugdes analisadas (Figura
10). A partir disso foi possivel determinar os limites de deteccdo e de quantificacdo pelo teste da
percepcao visual. Observa-se na Figura 10 que apenas a partir da solugdo de concentracdo 0,32 ucc
mL* foi possivel discriminar entre a cor da solugdo e a cor do branco. Com base nessa observagéio o
LD foi considerado igual a 0,32 pcc mL™* e 0 LQ igual a 1,1 pcc mL™, de acordo com a Equacéo 2.

Solugdes padrao (nce mL'l)
0,080
0,16
0,24
0,32
0,40
0.48
0,56
0,64
0,72
0,80

Figura 10. Representacdo da coloracdo obtida da analise de 5 replicatas do branco (esquerda), e
das cores obtidas com solugdes padrdo com concentracéo vaiando entre 0,080 e 0,80 pcc mL™,

Repetibilidade e precisdo intermediaria

A Tabela 2 apresenta os dados de repetibilidade e precisao intermediaria entre dias obtidos
pelos dois estudantes. Nota-se que para ambos 0s analistas 0s maiores desvios padréo relativos
foram obtidos na concentracdo de 1,2 pcc mL™, que estd bem proxima do limite de quantificagio
(1,1 pcc mLY). Além disso, para esse nivel de concentragio houve uma diferenca significativa entre
as repetibilidades obtidas pelos dois estudantes. No entanto, considerando que o material utilizado
para 0 preparo das solugdes esta longe de ser considerado de precisdo, podemos afirmar que 0s
resultados obtidos foram satisfatérios, com a precisdo intermediaria entre dias variando entre 8,3 e
8,9%.
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Tabela 2. Resultados obtidos pelos dois analistas para repetibilidade e precisdo intermediaria entre
dias.
DPR%® DPR% (Spi)®
C (ucc mL™Y) Anderson Pedro Anderson Pedro
1,2 16 7,7 -- 8,9
2,4 5,0 51 8,3 --
4,0 2,9 3,4 -- --

@ n=6;(b)n=6et=2.
Exatidao

Antes de iniciar os ensaios de recuperacdo, foi necessario testar uma diluicdo do
medicamento de tal modo que a coloracdo observada estivesse dentro da faixa linear de trabalho
estabelecida (1,1 a 4,0 pcc mL™?). A diluicdo do medicamento foi feita de uma aliquota de 1,0 mL
para um volume final de 50 mL e a solucdo resultante esta apresentada na Figura 11, junto com as
solucdes de medicamento com fortificagio de 0,80, 1,6 e 2,4 ucc mL™?, respectivamente.

Figura 11. Solucéo do medicamento nao fortificada (esquerda) e solugdes do medicamento
fortificadas nos niveis de concentracéo 0,80, 1,6 e 2,4 ucc mL™.

Os resultados dos ensaios de recuperacao estdo apresentados na Tabela 3, onde podemos
observar que o aluno Anderson obteve valores de recuperagéo variando entre 99 e 103% para 0s trés
niveis de fortificacdo testados, o que caracterizaria uma excelente exatidao para o método. Por outro
lado, o aluno Pedro obteve valores mais altos, entre 104 e 121%. Uma estratégia que poderia ser
adotada para verificar os resultados de recuperacdo do método seria aumentar a concentracdo da
amostra ndo fortificada para que ela ndo fique tdo préxima do limite de quantificacdo. Ainda assim,
os resultados foram considerados satisfatorios devido a natureza do método avaliado.
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Tabela 3. Resultados obtidos pelos dois analistas para 0s ensaios de recuperagao.
Anderson Pedro

Cortificagio (LCC ML)  Cdeterminada (ucC ML) Rec%”  Cdeterminada (ucC ML)  Rec%”

0 1,2 - 1,1 -
0,80 -- -- 2,0 121
1,2 2,3 99 2,5 120
1,6 2,8 103 2,8 111
2.4 3,6 102 3,6 104
*n=3.
CONCLUSAO

Relatamos aqui uma metodologia alternativa para a simulacdo do desenvolvimento e da
validacdo de um método analitico, de acordo com os critérios estabelecidos pelo INMETRO,
empregando a camera de um smartphone e o aplicativo PhotoMetrix PRO®. Todos 0s experimentos
foram realizados em casa e proporcionou aos alunos aprendizado e experiéncia significativos, pois,
como uma tarefa baseada em investigacdo, os alunos foram forcados a pensar criticamente e a se
envolver com todas as etapas do projeto, incluindo o planejamento, o preparo das solucdes, as
analises, o tratamento dos dados obtidos e a avalia¢do dos resultados.

Os experimentos descritos sdo acessiveis para a maioria dos alunos, exigindo poucos
recursos além de uma camera de smartphone e de um computador, enquanto reforca os objetivos de
aprendizagem comuns cobertos em experimentos de desenvolvimento de métodos de andlise em
laboratério. Além disso, o experimento relatado pode ser prontamente adaptado para varios
objetivos de aprendizagem de quimica analitica, dentre os quais podemos citar como exemplo o
planejamento de experimentos.

Em uma préxima etapa do projeto pretende-se comparar os resultados obtidos em casa
usando um smartphone, com resultados obtidos no laboratério com um espectrofotbmetro, e 0s
dados, as discussdes e a conclusdo oriundos desta comparagdo serdo apresentados em um futuro
trabalho.
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