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RESUMO

Os esterois sdo componentes presentes em 6leos vegetais e estudados principalmente por sua
propriedade de inibir a absorcdo do colesterol. Sua determinacao pode ser realizada através de
métodos cromatogréaficos ou baseada na reacdo colorimétrica de Liebermann-Burchard,
seguido de analises por espectrofotometria. Por outro lado, os dispositivos mdveis tém se
mostrado eficientes na andlise colorimétrica, viabilizando o desenvolvimento de métodos
portateis e de menor custo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de
um método para determinacéo de esterdis totais em 6leos vegetais através de sinais analiticos
obtidos com uma camera de smartphone. Para isso, um smartphone Samsung Galaxy J5 com
camera de 13MP foi empregado, sendo as andlises realizadas pelo aplicativo Pipette Color
Picker, com distancia de 25 cm do dispositivo movel a amostra e iluminacdo ambiente.
SolucgBes padrdo de calibracdo de colesterol em cloroformio foram submetidas a reacéo
colorimétrica, conforme o método de Libermann-Burchard e analisadas pelo método proposto
e por espectrofotometria UV-Vis. A qualidade dos ajustes foi avaliada pelos valores de R? em
diversas escalas de cor, sendo 0 melhor ajuste obtido utilizando a escala RGB, com R2 médio
de 0,90 para B. A influéncia da distancia dodispositivo a amostra (15 cm e 25 cm), condicBes
de iluminacdo (ambiente e artificial fluorescente) e aplicativo (Pipette Color Picker e Color
Grab) utilizado foram avaliados na predi¢do do valor de esterdis em uma amostra de azeite de
oliva. Nao foram observados efeitos significativos da variacdo da iluminagdo, porém, uma
melhor condicdo de analise, com menor erro relativo, foi observada quando empregado o
aplicativo Pipette a 25 cm de distancia sob iluminacdo ambiente, mostrando a importancia da
padronizacdo das condi¢fes de analise. Também foram testadas duas condicGes de pré-
tratamento do sinal analitico, sendo que ao converter o valor obtido de RGB paraum valor
equivalente a absorbancia, foram obtidos melhores resultados de linearidade do método, com
R2 de 0,96 usando o componente de cor B, e erro padrdo proximo ao encontrado para 0 método
espectrofotométrico. Os ensaios realizados apresentaram linearidade, limite de deteccéo,
precisdo e exatiddosatisfatérios. Os valores de desvio padrdo relativo obtidos dos ensaios de
repetibilidade foram inferiores a 14,0% e menores que 10,1% em termos de precisao
intermediaria. A recuperagdo aparente obtida nos ensaios de exatiddo realizados mostrou-se
na faixa de 91,6 e 107,9%. A precisao e exatiddo também avaliadas pelas analises de amostras
de Oleos vegetais apresentaram resultados compativeis com os encontrados nos ensaios de
validacdo que empregaram solucdes padrdo. A variacdo dos dias de anélise, lote de reagentes
e preparacdo de novas solugdes estoque e padrdo ndo promoveram interferéncia nos
resultados produzidos e indicaram que o método pode ser considerado robusto. Portanto,
dispositivos moveis podem ser utilizados em substituicdo ao espectrofotdbmetro na
determinacdo de ester6is em Oleos vegetais através da reacdo de Liebermann-Burchard,
permitindo um maior acesso a analise, atraves de dispositivos amplamente utilizados no dia-a-
dia, de facil mobilidade e custo baixo quando comparado aos métodos instrumentais de
analise quimica.

Palavras-chave: Andlise colorimétrica. Smartphone. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Sterols are components present in vegetable oils and studied mainly for their property of
inhibiting the absorption of cholesterol. Its determination can be performed using
chromatographic methods or based on the Liebermann-Buchard colorimetric reaction,
followed by spectrophotometric analysis. On the other hand, mobile devices have shown to be
efficient in colorimetric analysis, enabling the development of portable and lower cost
methods. Thus, the objective of this work was to develop a method for determining total
sterols in vegetable oils through analytical signals obtained with a smartphone camera. For
this, a Samsung Galaxy J5 smartphone with a 13MP camera was used, and the analyzes were
performed using the Pipette Color Picker application, with a distance of 25 cm from the
mobile device to the sample, and ambient lighting. Cholesterol calibration standard solutions
in chloroform were submitted to colorimetric reaction, according to the Libermann-Burchard
method and analyzed by the proposed method and by UV-Vis spectrophotometry. The quality
of the adjustments was evaluated by the R? values in different color scales, the best fit being
obtained using the RGB scale, with an average R? of 0.90 for B. The influence of the distance
from the device to the sample (15 cm and 25 cm), lighting conditions (ambient and artificial
fluorescent) and application (Pipette Color Picker and Color Grab) used were evaluated to
predict the value of sterols in an olive oil sample. No significant effects of lighting variation
were observed, however, a better analysis condition, with lower relative error, was observed
when using the Pipette application at 25 cm away under ambient lighting, showing the
importance of standardization of analysis conditions. Two pre-treatment conditions of the
analytical signal were also tested, and when converting the value obtained from RGB to a
value equivalent to the absorbance, better results of linearity of the method were obtained,
with R2 of 0.96 using the color component B, and standard error close to that found for the
spectrophotometric method. The tests performed showed satisfactory linearity, detection limit,
precision and accuracy. The relative standard deviation values obtained from the repeatability
tests were less than 14.0% and less than 10.1% in terms of intermediate precision. The
apparent recovery obtained in the accuracy tests performed was in the range of 91.6 and
107.9%. The precision and accuracy also evaluated by the analysis of vegetable oil samples
showed results compatible with those found in the validation tests that used standard
solutions. The variation in the days of analysis, batch of reagents and preparation of new stock
and standard solutions without interfering in the results produced indicated that the method
can be considered robust. Therefore, mobile devices can be used to replace the
spectrophotometer in the determination of sterols in vegetable oils through the Liebermann-
Burchard reaction, allowing greater access to the analysis, through devices widely used in
everyday life, of easy mobility and low cost when compared to instrumental methods of
chemical analysis.

Keywords: Colorimetric analysis. Smartphone. Bioactive compounds.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Principais esterois encontrados nos 6leos e gorduras vegetais ............cccceevevvervennnne 14
Figura 2 - Reacdo de Liebermann-Burchard .............ccoooeeiiiiniiiiiiccee e 16
Figura 3 - Solucgdes padrao de formaldeido para determinacdo em amostras de alimentos..... 19
Figura 4 - Esquema de determinacéo de glicose em urina utilizando um smartphone para_

captura de imagem de SenSOres COIOMMELIICOS .......c.eiveiirerieiiese e 21
Figura 5 - Representacdo gréafica do Sistema RGB...........cccooiiiiiiiiiiiieeeee e 22
Figura 6 - Representacdo grafica do Sistema CMY .......ccccoviieiiiie i 23
Figura 7 - Representacdo gréafica do Sistema HSV ... 24
Figura 8 - Representacdo grafica do Sistema XY Z. ......cccceiieiiiiieiieie e 25
Figura 9 - Representacdo grafica dos modelos L*a*b* e L*c*h*, respectivamente................ 26
Figura 10 - Esquema usado na andlise das amostras para determinacéo dos esterois totais_

usando camera de SMArtPNONE. ........coiiiiiiieiee et 35

Tabela 1 - Niveis do planejamento fatorial 2% usado para avaliar o efeito de condicdes_
analiticas sobre a acuracia do método baseado em imagens digitais para determinacédo de

esterdis totais €M OlE0S VEQELAIS. ......cc.civeiii et 37
Gréfico 1 - Valores RGB e absorbancia em 625 nm para uma solugdo teste para determinacgéo_
0O te0r de ESTEIrOIS TOLAIS. .....viiviiieeiecee sttt et e e sreenre e 41
Figura 11 - Imagens digitais, valores RGB e cor resultante de solug¢des padrao de calibragéo_
para determinaGao do teor de eSterOiS tOLAIS. ........ccveiveieeiecieece e 42
Tabela 2 - Valores médios de R2 obtidos de trés curvas analiticas nos sistemas de cor_

LA LTS Uo [0SR 43

Graéfico 2 - Efeito da iluminacéo, da distancia e do aplicativo sobre o erro absoluto do teor de_
esterdis totais em uma amostra de azeite de oliva empregando o método baseado_em imagens

digitais em relagé@o ao obtido por espectrofotometria UV-VIis. ........cccvvveveiienienenie e 45
Tabela 3 - Resultados obtidos do planejamento fatorial para estabelecimento da condi¢éo_
Otima para determinacéo de esterois totais usando imagens digitais............cccoveeveiieieecieennenn, 46

Tabela 4 - Parametros estatisticos obtidos de 3 curvas analiticas na determinacao de esterdis_
por espectrofotometria UV-Vis (Agsnm) e por imagens digitais com e sem estratégias de

transformacao dos Sinais ANAITTICOS .........couerieiiieieie e 48
Gréfico 3 - Curvas analiticas para determinacao de esterdis baseadas na absorbancia a 625nm,
no valor de B e no valor de aborbancia de B (AB). . ...coueveeereriereieiesiisieeeeeese e 49
Tabela 5 - Parametros estatisticos da regressdo linear das concentracdes de esterol em............. ‘
solugdes padrao contra 0s respectivos Valores de A OU Agosnme« . e eereereerreesieereemreeseesseaseens 50
Gréfico 4 - Residuos da regressao linear das concentracdes de esterol em solugdes padrao_
contra 0S respPectivos ValOreS 08 A OU ABsnm. ««eeeerereerrereereeseerueserseessesesseessessessseessesseenns 51

Tabela 6 - Resultados de precisao e exatiddo obtidos dos ensaios realizados no mesmo dia e_
em dias distintos pelo método colorimétrico baseado em imagens digitais em_solucdes padrdo
de colesterol em ClOrOfOIMIO. ........cuoiiiiiee s 52
Tabela 7 - Precisdo e exatidao avaliadas na determinacéo do teor de esterois totais em 0leos_
vegetais (n=6) pelo método de imagens digitais, previamente otimizado, em relagdo ao
MELOAO €SPECIOTOTOMELIICO. .. .e.viiitiitieiiee ettt bbbt 53
Gréfico 5 - Médias (n=6) dos teores de esterdis totais em amostras de 6leos vegetais_
determinados pelo método baseado em imagens digitais e por espectrofotometria. As barras
representam deSVIO PAATEO. .......ciueiiieiiie ettt 54
Tabela 8 - Media (n=6), desvio padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR) obtidos na_
determinacdo do teor de esterois totais em amostras de 6leos vegetais determinados pelo
método por imagens digitais e por espectrofotometria UV-VIS. .......ccccoovviieiieiieinesesieseeninns 55



2.1

2.2
2.2.1
2.3
23.1
2.3.2
2.4
24.1
2.4.2
2.4.3
2431
2.4.3.2
2.4.3.3
244
2.4.5

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

SUMARIO

LN IERI0] 5161070 IR 10
REVISAO DE LITERATURA . ...ttt 12
Qualidade de 6leos € gorduras VEQEtais. ..........cccveueieereeiesee e 12
Y (=] 0TSSP 13
Determinagao e ESTEFOIS. ......oivieiirieeieie et 15
Uso de imagens digitais e dispositivos portateis na analise quimica.................... 17
Sistemas de cor para expressao de imagens digitais. .........cccocveverieeiesieiieseenenn, 21
Uso de Smartphones para andlise de 6leos vegetais. .........cccccevvevveieiieseccie s, 26
Validago de metodo analitiCo.........ccceererieiiiiiiieice s 27
LiNEANTAAR. ... ccvieeieeee ettt 29
D=1 o - o J PSPPSR 29
PECISAD. ... eiueiieie ettt bbbttt b e eene bt 31
RePEtiDIIAAAE. ..o 31
ReprodutiDilidade...........cooiiiiiic e 31
Comparagdo da precisao entre MELOUOS. .......ccvvereeirerieese e 32
Limite de Deteccdo e Limite de Quantificagao..........cccccovvevevvevicieiiece e, 32
0] o101 (=720 33
MATERIAL E METODOS. ...t s e, 35
Configuracéo inicial do método Proposto. .......ccccveveeieiie i 35
Selecao do Sinal aNAITTICO. .......cccviiiieeee e 36
Otimizacao das condicdes de anNAlISe .........ccccceevveieiiece e 36
Pré-tratamento do sinal analitiCo..........ccccocviiiiiiieicic e 37
Figuras de mérito para validago. ..........ccocereeriiniiieneee e 38
[ 0 T== U g T - To L= USRS 38
[ e u o L= o R o T 157 Lo SRS 38
Limite de Deteccéo e Limite de QUantifiCagao. ...........ccocvveririniiiene e 39
RESULTADOS E DISCUSSAO. ......oovivveiieeeiceeeeeeesessnesersss s 41
Configuragao inicial MEtodo ProPOSLO. .....cveeeieriiriereiise e 41
Selegdo do Sinal @NalItICO. ......ccveveiiiececc s 42
Otimizacao das condigdes de aNALISE ........ccccveeeieriereiese e s 44
Pre-tratamento do sinal analitiCo...........cocoviiiiiiiiii 47

Figuras de meérito para validagGao. ...........ccocevvriiiiiiiie e 50



451
45.2
4.5.3

LINBAITAAAE ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e eeeaeens 50

EXAUIAA0 € PrECISAO ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e e e e 51
Limite de Deteccao e Limite de QUantifiCagao. ...........ccocvvvrireeieienc i 56
CONGCLUSAO. ..ottt ettt ettt eee et et es et et et e eses e eseseeeeeeenes 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........oooiiieeeeeeeeeee e, 59



1 INTRODUCAO

A cor é o primeiro atributo avaliado pelos consumidores em um alimento, podendo
indicar seu estagio de maturacao e, até mesmo, suas condicdes de conservacao, identificando
se 0 mesmo est& ou ndo apropriado para consumo (SOROURADDIN, SAADATI E MIRABI,
2015). Além disso, muitas andlises de alimentos sdo realizadas através de técnicas com
producdo de cor para quantificacdo de analitos, 0 que acontece para Oleos vegetais, por
exemplo, na quantificacao de esterdis, que se da por anélise espectrofotométrica da cor azul-
esverdeada produzida pela reacdo de Lieberman-Burchard (DAKSHA et al., 2010).

Os fitoesterdis (esterdis de origem vegetal) sio compostos minoritarios presentes em
Oleos vegetais e sdo considerados compostos bioativos que trazem maior saudabilidade ao
alimento consumido (JORGE, 2010). Com isso, tem crescido muito a procura por 06leos
vegetais com este componente, presente principalmente em éleos virgens ou extra-virgens, ou
seja, extraidos a frio ou prensados e que nao foram submetidos a processos de refino. Esse
tipo de andlise é previsto em legislacdo no Brasil (BRASIL, 2018) e internacionalmente nos
guias de analises do Conselho Internacional Oleicola (2015) e Codex Alimentarius (2001)
como um dos parametros de qualidade de azeites de oliva comercializados no mercado.

Assim, a analise de esterdis em 6leos vegetais é de suma importancia, pois pode ajudar
a indicar a adulteracdo de um dleo vegetal virgem pela adi¢do de outro 6leo vegetal refinado
ou mesmo pelo processo de refino do referido 6leo (BRASIL, 2018). Ademais, através da
analise de esterois é possivel garantir um nivel minimo de saudabilidade do 6leo vegetal, ja
que esse composto é conhecido por ajudar a diminuir os niveis de colesterol no sangue
(SABIR; HAYAT; GARDEZI, 2003).

Os principais métodos utilizados para analise de esterois sdo por cromatografia gasosa
(CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas (MS),
com diferentes tipos de detectores (ALBERICI et al., 2016; BERASATEGI et al., 2012). Esses
métodos sdo reconhecidos como trabalhosos, demorados e com alto consumo de reagentes,
além de requererem varias etapas para preparacdo da amostra. Um método mais simples
utilizado para essa andlise é atraves da espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do
visivel (UV-Vis) (ARAUJO et al., 2013; DAKSHA et al, 2010). O método
espectrofotométrico é capaz de determinar apenas o teor total de ester6is na amostra,
enguanto os métodos cromatograficos, principalmente quando acoplados a espectrometria de

massas, podem dar informacg6es mais detalhadas sobre as espécies de esterdis presentes.
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Apesar de os espectrofotbmetros serem equipamentos de facil operacdo, seu custo é
relativamente elevado, além de ndo ser um equipamento portatil e de uso facilitado fora de um
laboratorio. Assim, nos ultimos anos vem sendo estudados métodos analiticos baseados
em imagens digitais obtidas com scanners, cameras digitais e smartphones para determinacao
de analitos e avaliagdo de propriedades em alimentos através de producdo de cor, as quais
podem ser eficientemente associadas a softwares ou aplicacdes moveis. Fan e colaboradores
(2021) relatam que esse tipo de analise esta se tornando uma metodologia promissora para
determinacdo da concentracdo de analitos por meio da avaliacdo das mudancas de cor na
imagem digital obtida, sendo uma metodologia rapida e de baixo custo, principalmente para
usuarios que desejam realizar analises colorimétricas com pouco esforco, baixo custo e
independente de localizacdo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método baseado em
imagens digitais obtidas com smartphone para determinacdo do teor total de esterdis em dleos

vegetais, com o intuito de viabilizar uma metodologia portatil, de baixo custo e eficiente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Qualidade de 6leos e gorduras vegetais

Os lipidios, componentes essenciais das estruturas bioldgicas, sdao formados por um
conjunto de substancias que tem como principal caracteristica a hidrofobicidade, ou seja, ndo
serem sollveis em agua e em muitos casos sollveis em solventes organicos, tais como éter
etilico, éter de petroleo, hexano, cloroférmio e acetona (FAHY et al., 2005; JORGE, 2009;
NELSON; COX, 2011).

Segundo Jorge (2009), os lipidios séo frequentemente encontrados na natureza, tanto
em animais como em vegetais e podem ser denominados 6leos, quando liquidos a temperatura
ambiente, ou gorduras, quando s6lidos a mesma temperatura (20°C).

O termo lipidios engloba substancias como os acidos graxos e seus derivados,
triacilglicerdis, monoacilglicerois, diacilglicerdis, fosfolipidios, ceras, esterdis, terpenos, entre
outros (FAHY et al., 2005; JORGE, 2009).

A classificagdo geral dos lipidios pode ser resumida da seguinte forma:

— Simples: acilglicerdis (glicerol + &cidos graxos) e ceras (ésteres de acidos graxos + alcoois
de alto peso molecular);

— Compostos: fosfolipidios (glicerol + acidos graxos + compostos de acido fosférico + base
nitrogenada), esfingomielinas (esfingosina + acido graxo + fosfato + colina), cerebrosidios
(esfingosina + acido graxo + agucar simples) e gangliosidios (esfingosina + acido graxo +
carboidrato);

— Derivados: esterdis (colesterol, fitoesterdis), vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K),
carotenoides.

A maior parte dos lipidios naturais é composta de 98 a 99% de triacilglicerdis,
compostos formados por trés moléculas de 4acidos graxos e uma de glicerol e cujas
propriedades fisicas dependem da estrutura e distribuicdo dos &cidos graxos presentes
(GRAMPONE, 1993). Os 1 a 2% restantes, denominados componentes minoritarios, incluem
tracos de mono e diacilglicerdis, acidos graxos livres, fosfolipidios, ceridios, constituintes
insaponificaveis, clorofila e produtos dealteracéo.

Gorduras e 06leos sdo as principais formas de armazenamento de energia em muitos
organismos; os fosfolipidios e os esterdis sdo elementos estruturais de membranas biologicas;
e outros lipidios tém funcGes como de cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons,
horméniose agentes emulsificantes (NELSON; COX, 2011).
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Sabe-se que 0Oleos e gorduras refinados sdo tipicamente submetidos a processos fisicos
e quimicos de refinos, incluindo a degomagem, neutralizacdo, branqueamento e
desodorizacdo. Com isso, eles sofrem perdas de compostos bioativos desejaveis, como 0s
compostos fenolicos, tocoferdis, fitoesterdis e carotendides (REDONDO-CUEVAS, 2018).

Por outro lado, tem crescido, nas Ultimas décadas, a preocupacdo do consumidor em
relacdo a qualidade dos alimentos, o que fez com que aumentasse, portanto, a busca por
alimentos funcionais ou compostos bioativos benéficos a satde. Muitos compostos bioativos
sdo conhecidos por proporcionar beneficios a saude, prevenindo, tratando doencas ou
proporcionando um melhor funcionamento do organismo. Dessa forma, a busca por 6leos com
composi¢do especial, ou seja, com presenca de compostos bioativos desejaveis como acidos
graxos essenciais, fitoesterdis, compostos fendlicos e pigmentos também vem crescendo, ja
gue a presenca desses compostos pode caracterizar esses 6leos como alimentos funcionais
(JORGE, 2010).

O conteudo de fitoesterdis encontrado em dleos vegetais € maior que em qualquer
outro tipo de alimento. Han, Yang e Feng (2008) relataram que as melhores fontes de
fitoesterdis na dieta humana sdo os 6leos vegetais e os cereais. Varios fitoesterdis com
estruturas especificas sdo conhecidos por inibir a deterioracdo oxidativa de 06leos, servindo
como potenciais agentes anti-polimerizacdo para 6leos de fritura. Além disso, as atividades de
hipocolesterolemia de alguns fitoesterdis foram documentadas (AZIZI; GHAVAMI, 2020).
Com isso, sempre ha a necessidadede maiores investigacdes sobre a composicdo quimica e

outras propriedades nutricionais e de saudabilidade de 6leos e gorduras.

2.2 Esterdis

O colesterol é um esterol que realiza muitas funcbes vitais no corpo, como fornecer
componentes essenciais as membranas celulares e servir como precursor de acidos biliares,
horménios esterdides e vitamina D (CHAMPE; HARVEY, 1997). Porém, uma das principais
razdes de doencgas cardiacas é a hipercolesterolemia, ou seja, 0 aumento da concentracdo do
colesterol no sangue (SABIR; HAYAT; GARDEZI, 2003).

A corrente sanguinea transporta colesterol em particulas chamadas lipoproteinas.
Entretanto muito colesterol circulante pode ferir as artérias, especialmente as artérias
coronarias que abastecem o coracdo. Isso leva ao acimulo de “placa” carregada de colesterol
nos revestimentos dos vasos, uma condi¢cdo chamada aterosclerose. Quando o fluxo sanguineo

para o coracdo é impedido, o musculo cardiaco fica sem oxigénio, causando dor no peito
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(angina). Se um coégulo de sangue obstruir completamente uma artéria coronaria afetada pela
aterosclerose, pode ocorrer um ataque cardiaco (infarto do miocardio) ou morte (LIPPY,
1998).

Os esterois provenientes de plantas, ou fitoesterdis, sdo componentes minoritarios
presentes em Oleos e gorduras com estrutura quimica e funcdes bioldgicas similares ao
colesterol (PIIRONEN et al., 2000). Devido a essa semelhanca, 0s esterOis vegetais sdo
estudados principalmente por sua propriedade de inibicdo da absorcdo do colesterol, além de
seus potenciais efeitos anti-cancer, anti-aterosclerose, anti-inflamatério e atividade
antioxidante (BERGER; JONES; ABUMWEIS, 2004).

Sabe-se que os fitoesterdis abaixam o nivel de colesterol no sangue, assim como a
ingestdo de gorduras mono e poli-insaturadas (também presentes em Gleos vegetais) e, por
isso, ha a importancia em se conhecer os alimentos ricos em esterois e controlar sua ingest&o,
buscando limitar a ingestdo de alimentos que aumentam o colesterol no sangue e, da mesma
forma, equilibrar o consumo daqueles ricos em fitoesterdis (SABIR; HAYAT; GARDEZI,
2003).

Mais de 100 tipos de fitoesterdis foram identificados na natureza, sendo suas
distribuices variaveis de acordo com as caracteristicas de cada planta, condi¢Ges agronémicas
e ambientais do cultivo, além da extracdo, refino e armazenagem, quando a fonte sdo os 6leos
e gorduras. Os principais fitoesterois encontrados sao o [-sitosterol, campesterol,
brassicasterol, avenasterol e estigmasterol, e suas estruturas estdo demonstradas na Figura 1
(ALBERICI et al., 2016; AZ1Zl; GHAVAMI, 2020).

Figura 1 - Principais esterois encontrados nos 6leos e gorduras vegetais.
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Fonte: Jorge (2010).
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2.2.1 Determinacao de esterois

No método comumente usado para a determinacdo individual dos fitoesterdis, as
amostras de lipidios sdo submetidas a saponificacdo e extracdo adicional da fragédo
insaponificavel; em seguida a composicdo de esterois totais € determinada por cromatografia
gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama, identificando cada esterol por comparagéo com
o tempo de retencdo dos padrbes e quantificando por meio de curvas analiticas
(BERASATEGI et al.,, 2012). Apesar de sua utilidade, o método é reconhecido como
trabalhoso, demorado e com consumo de reagentes de custo relativamente elevado.

Abordagens alternativas para a determinacdo individual de fitoesterdis em alimentos
aplicam cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com deteccdo por UV, arranjo de
diodos (DAD), indice de refracdo (RI) ou espalhamento de luz evaporativo (ELSD). Mais
recentemente, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com fonte de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-MS) foi relatada como adequada para
analise de esterolem 6leos vegetais (ALBERICI et al., 2016).

Alberici e colaboradores (2016) também relataram que varios protocolos de analise
diretapor espectrometria de massas (MS), como ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por
matriz (MALDI), ionizacéo por eletrospray (ESI) e fotoionizacao a pressao atmosférica (APPI),
permitema reducdo do tempo de analise devido a eliminacdo da etapa cromatografica. Mas,
devido & sua baixa polaridade, os ester6is sdo dificeis de ionizar por ESl e MALDI.

Uma determinacdo mais simples estima o teor de esterdis totais usando a
espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do visivel, baseando-se na reacdo de
Liebermann-Burchard (FIGURA 2), em que as hidroxilas dos ester0is reagem com uma
solucdo de anidrido acético e &cido sulfurico para produzir um derivado de coloracdo azul-
esverdeada gque absorve radiacdo eletromagnética ao redor de 625 nm. A quantificacdo € feita
por meio de curva analitica usando colesterol como padrdo, devido a sua similaridade
estrutural (ARAUJO et al., 2013; DAKSHA et al., 2010).
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Figura 2 - Reacdo de Liebermann-Burchard.
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Fonte: Da autora (2022).

Essa metodologia foi utilizada por Sabir, Hayat e Gardezi (2003) na analise de esterois
em Oleos e gorduras comestiveis, que relataram que a escolha do método foi porque ele ndo é
apenas especifico para o colesterol, mas para qualquer esterol que tenha o grupo CsOH e,
dessa forma, é capaz de quantificar, de forma total, todos os esterdis presentes na amostra.
Bhatnagar e Gopala Krishna (2013) utilizaram a mesma metodologia para avaliar o teor de
esterdis no 6leo de semente de Moringa oleifera Jaffna em comparacdo com outros 6leos
vegetais comumente usados na india, como 6leo de coco, 6leo de palma, 6leo de farelo de
arroz, 6leo de semente do niger, 6leo de gergelim e 6leo de amendoim. Tavakoli e
Khodaparast (2013) também utilizaram a metodologia para determinagdo do teor de esterdis
totais do 6leo de frutos de Pistacia khinjuk cultivados no Ird. Herchi e colaboradores (2015)
utilizaram este método para avaliacdo do contetdo de esterois totais em Oleos da casca de
linhaca com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de novos produtos ricos em dmega-
3. J& Souleymane e colaboradores (2016) utilizaram o método para avaliar o contetdo de
esterdis totais de Oleos artesanais de semente de algoddo e amendoim produzidos e

consumidos em Ouagadougou.



2.3 Uso de imagens digitais e dispositivos portateis na analise quimica

A colorimetria € a técnica utilizada para descrever e quantificar a percep¢do humana da
cor (OHNO, 2000). A colorimetria visual é caracterizada pela medicao através da mudanca de
cor percebida ao olho nu e, por isso, € considerada de grande dificuldade e baixa precisdo,
enquanto que a colorimetria fotoelétrica utiliza aparatos como colorimetros ou
espectrofotbmetros, mais precisos na distingdo da mudanca de cor e determinacdo da
concentracdo de solucbes (CLYDESDALE, 1978).

Muitos métodos colorimétricos quantitativos s&o utilizados para determinar a
concentracdo de um analito em uma amostra. 1sso se tornou possivel através da Lei de Lambert
Beer, que permite a quantificacdo de um analito por leitura de absorbancia em
espectrofotémetro, permitindo a quantificacdo de diversas espécies quimicas (KEHOE;
PENN, 2013). Porém, os métodos quantitativos que podem alcancar precisdo e exatiddo
suficientes para a quantificacdo de analitos por reacdo colorimétrica podem ser de alto custo
dependendo da configuracdo instrumental e ndo permitir a portabilidade, o que € importante
para andlises in loco. Dessa forma, tém surgido estudos para a substituicdo desses
equipamentos por scanners e cameras digitais, incluindo as de dispositivos portateis como 0s
tablets e telefones celulares.

A Colorimetria por Imagem Digital tem se tornado um tema de pesquisa importante e
recorrente devido a sua facilidade de obtencdo e compartilhamento de dados, ja que € baseado
na analise de imagens coletadas por equipamentos de ampla utilizacdo, tendo como vantagem
a portabilidade e o custo relativamente baixo de muitos desses equipamentos (FIRDAUS et
al., 2014).

Segundo a revisdo publicada por Fan e colaboradores (2021), a Colorimetria por
Imagem Digital foi muito estudada na Gltima década para a determinacdo de substancias em
amostras quimicas e bioldgicas, como também para analisar indicadores bioquimicos como
glicose e proteinas, pesticidas, antibioticos, compostos naturais, bactérias e virus.

Em 2006, Mendoza, Dejmek e Aguilera utilizaram valores obtidos nos sistemas de cor
RGB e XYZ de imagens obtidas por uma camera fotografica Canon PowerShot A70, sob
incidéncia de iluminacdo paralela fluorescente e com uso de algoritmos adequados para
avaliar a cor de amostras de bananas e pimenta malagueta em comparagdo com um colorimetro
de bancada. A robustez do método foi avaliada por mudancgas na orientagdo, resolu¢éo e zoom
da camera, porém os resultados mostraram-se significativamente afetados pelas cores de

fundo e pela curvatura e brilho da superficie.
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Botelho, Assis e Sena (2014) utilizaram imagens obtidas por scanners com obtencéo
de valores de RGB para quantificar o corante amarelo crepusculo em refrigerantes e bebidas
isotdnicas. Sorouraddin, Saadati e Mirabi (2015) também utilizaram valores de RGB obtidos
de imagens digitais capturadas pelo mesmo tipo de equipamento para determinacdo dos
corantes alimentares vermelho carmoisina, azul brilhante, amarelo crepuisculo e amarelo
quinolina em amostras comerciais alimenticias. Ambos os estudos demonstraram ser uma
metodologia viavel, rapida, de baixo custo e com bons resultados.

Souza e colaboradores (2014) mostraram a viabilidade da utilizacdo de uma camera
digital convencional, uma camera de telefone celular, um microscopio dptico e um scanner
como dispositivo de captura de imagem de microzonas impressas para quantificar Fe** em
amostras farmacéuticas. Os autores relataram boa linearidade do método para sistemas de cor
RGB e CMYK e melhor desempenho do método quando utilizado o scanner como dispositivo
de obtencdo das imagens, com resultados sem diferenca estatistica em relacdo aos obtidos
pelo método espectrofotométrico.

Por todos os relatos supramencionados, observa-se que sdo necessarias, portanto, duas
etapas principais na andlise: obtencdo da imagem e quantificacdo da cor, por software de
processamento adequado. Esses softwares tém a fungé@o de converter a informacgdo da cor em
um sinal digital de um sistema de cor definido, a fim de possibilitar a correlacdo entre o sinal
da imagem e a concentracdo do analito. O software ou aplicativo utilizado para o
processamento da imagem deve ser escolhido pelo analista de acordo com o objetivo do
estudo e o sistema de cor utilizado.

De acordo com Wong, Liu e Yu (2014), a quantificacdo de um analito através de
scanners tem se mostrado promissora € a combinacdo de dispositivo movel e aplicativo
também se mostra como uma opcdo para andlises quimicas em locais sem acesso a
equipamentos, visto que os aplicativos moveis podem ser utilizados para o processamento das
imagens obtidas.

Para fins didaticos, Koesdjojo e equipe (2015) desenvolveram um método simples e
direto para construcdo de um dispositivo microfluidico que pode ser utilizado para varios
testes colorimétricos. No experimento realizado, os alunos criaram seus proprios dispositivos
microfluidicos com suprimentos de laboratoério comuns e determinaram a concentracdo de
Fe?* e Cu?" por colorimetria através de imagens digitais obtidas através de cameras de
smartphones e analisadas em sistema de cor RGB em um aplicativo de leitura de cores.

Martinkova e Pohanka (2016) desenvolveram um meétodo utilizando os valores de RGB

deimagens obtidas de uma camera de um smartphone Sony Xperia MT27i para detectar a
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concentracdo de glicose através da mudanca de cor da reacdo entre enzimas imobilizadas por
uma membrana de sol-gel em bolhas (glicose oxidase e peroxidase — enzimas necessarias para
determinacdo colorimétrica de glicose) com substrato glicose e dicloridrato de o-
fenilenodiamina (0-PD). O teste se mostrou simples e de baixo custo para andlise de niveis de
glicose no sangue, com boa correlagdo da intensidade de cor com a concentragéo de glicose e
baixo limite de detecgdo (750 mmol/L). Yetisen e colaboradores (2014) desenvolveram um
algoritmo de aplicativo de smartphone com repetibilidade entre dispositivos, transformando
0 smartphone em um leitor para medir pH e quantificar proteina e glicose em testes
comerciais colorimétricos de urina, com alta precisdo e reprodutibilidade.

Firdaus e colaboradores (2014) utilizaram valores de RGB obtidos por fotos de alta
resolucdo produzidas a partir de cameras digitais para analise quantitativa de cromo e ferro
em amostras aquosas. A precisdao do método foi validada por regressao linear simples da cor
individualem R, G ou B e por minimos quadrados parciais usando espectrofotometria UV-
visivel como método de referéncia. Os autores obtiveram precisdo e exatidao suficientes para
a validacdo do método, obtendo uma metodologia mais rapida, de baixo custo e boa preciséo.

Kehoe e Penn (2013) utilizaram metodologia semelhante e mostraram que
concentracdes de corantes alimentares azuis, bebidas isotonicas de limao e cloreto de ferro 11l
podem ser determinados empregando cameras digitais e também cameras de celular. Dados
confidveis foram coletados pela obtencdo de imagens digitais de solugdes de amostras,
padrdes e brancos em uma condicdo de luz uniforme, fornecendo um método facil para
realizar a anlise colorimétrica.

Wongniramaikul, Limsakul e Choogum (2018) desenvolveram um sensor de baixo
custo com Colorimetria por Imagem Digital através de imagens obtidas pela camera de um
smartphone Iphone 6.0 para detecgdo de formaldeido em amostra de alimentos através de
valores obtidos de RGB das imagens (FIGURA 3),obtendo um método mais limpo, de baixo

custo, com boa linearidade, baixo limite de deteccéo e baixo erro relativo.

Figura 3 - Solucdes padrdo de formaldeido para determinacdo em amostras de alimentos.
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Fonte. Wongniramaikul, Limsakul e Choogum (2018).
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Coutinho e colaboradores (2017) utilizaram imagens obtidas por smartphone de
amostras comerciais de vitamina C e padrdes de acido ascorbico para quantificar o principio
ativo atraves de valores de RGB processados no software GIMP 2.0. O método proposto foi
considerado répido, de baixo custo, simples e portatil, além de fornecer resultados
satisfatorios e diferencas ndo significativas com 95% de confianca entre o teor de acido
ascorbico estimado pelo método de proposto e os valores de referéncia tabelados.

Phadungcharoen e equipe (2020) desenvolveram um método de analise da
concentracdo do farmaco cloridrato de clorpromazina, onde apos extracdo de pares de ions,
formando um complexo de par de ions amarelo, foram obtidos os valores de RGB em
aplicativo através de foto obtida por uma camera de iPhone. O método proposto apresentou
boa linearidade e precisao, além de ser rapido, facil, barato e ecologicamente correto.

Zamora-Garcia e colaboradores (2021) mostraram que € possivel estimar a
concentracdo de amoOnia na &gua para piscicultura através da utilizacdo da leitura dos
componentes RGB obtidos por imagens de cameras digitais, facilitando a decisdo do
piscicultor na determinacdo do tempo correto de reposicdo da agua dos tanques.

Caleb e Alshana (2021) utilizaram um smartphone para deteccdo de curcumina em
amostras de cha e curcuma, através do processamento dos valores de RGB das imagens no
software ImageJ, e obtiveram boa precisdo e exatiddo do método.

Mathaweesansurn, Maneerat e Choengchan (2017) utilizaram um smartphone
Samsung Galaxy S5 e aplicativo disponivel no sistema operacional Android “Albumin
smart test” para quantificar albumina na urina, onde imagens das amostras foram
capturadas pela camera dosmartphone a processadas pelo aplicativo. A reacdo entre a
albumina e éster etilico de tetrabromofenolftaleina (TBPE) na presenca de Triton X-100
foi utilizada como principio dedeteccdo. Os autores obtiveram um método portétil, rapido
e de facil implementacdo, com alta precisdo na determinacdo da albumina (RSD < 2,5%) e
alta exatidao (Recuperacdo = 98,7% * 1,6).

Helfer e colaboradores (2017) desenvolveram um aplicativo capaz de quantificar ferro
em suplementos vitaminicos através de técnicas de correlacdo linear simples dos dados
de RGBcapturados em imagens das amostras. J& Masawat e equipe (2016) construiram
um aplicativo para dispositivo iOS para determinacdo de ferro total em &gua. O aplicativo
registra os componentes de cor armazenando valores de vermelho, verde e azul, além de
calcular a matiz,a saturacdo, brilho e valores de cinza usando a teoria de cores padrdo. Os
valores obtidos a partirdas imagens de solucdes alaranjadas de ferro (11) com 1,10-fenatrolina

foram coletados e utilizadospara avaliar a concentragdo total de ferro em amostras de &gua,
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utilizando a teoria da distancia euclidiana para a determinagdo de ferro. O colorimetro foi
considerado de baixo custo, leve, facil de operar, rapido, de baixo consumo de amostra e
reagentes e baixa geracdo de residuos. Além disso, alcancou um limite de quantificacdo de
0,1 mg/kg e, quando comparado com o método de referéncia, ndo apresentou diferenca
estatistica com um nivel de confianga de 95%.

Jia et al. (2015) propuseram um método de calibracdo das cores obtidas por camera de
smartphone para compensar as variacdes de condicGes de iluminagédo, posicdo de imagem e
até mesmo marcas de celulares, através da utilizacdo de fundos pretos e brancos como
referéncias. Eles aplicaram o método proposto a deteccdo de glicose em urina por um
conjunto de sensores colorimétricos. As imagens foram capturadas por uma camera de
smartphone (FIGURA 4) e diferentes concentracbes de glicose na urina foram bem

discriminadas apds uma analise de agrupamento hierarquico (HCA).

Figura 4 - Esquema de determinacéo de glicose em urina utilizando um smartphone para
captura de imagem de sensores colorimétricos.
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Fonte: Adaptado de Jia et al. (2015).

Dessa forma, os pardmetros de cor obtidos por fotografias de dispositivos mdveis
mostram- se promissores para serem utilizados para analises colorimétricas, com maior

facilidade e menor custo, quando comparado aos métodos instrumentais classicos.

2.3.1 Sistemas de cor para expressao de imagens digitais

Como observado na literatura, ha a possibilidade de utilizacdo de diversos sistemas de
cor no processamento das imagens digitais e, diante disso, € importante conhecer os sistemas
disponiveis e avaliar o que melhor se aplica a anélise realizada.

O sistema RGB é um sistema aditivo que usa a luz transmitida para exibir cores.
Vérias proporcdes e intensidades das trés cores primarias (R-red/vermelho, G-green/verde e B-
blue/azul) sdo usadas para criar ciano, magenta, amarelo e branco. E um sistema amplamente

utilizado em telas de televisores e computadores e 0 modelo se relaciona intimamente com a



maneira como o ser humano percebe a cor na retina. O sistema é dependente do dispositivo,
uma vez que seu alcance de cores varia de acordo com a exibi¢do do dispositivo (YAM;
PAPADAKIS, 2004).

No sistema RGB, as imagens digitais sao geralmente compostas por cores de 24 bits (8
bitsR + 8 bits G + 8 bits B). Portanto, os valores de RGB variam de 0 a 255 para cada um dos
componentes de cores — vermelho, verde e azul — em uma imagem colorida. Quando 0s
valores dos trés componentes sdo iguais, € produzido um tom de cinza neutro; quando o valor
de todos oscomponentes é 255, é produzido um branco puro; e quando o valor de todos os
componentes € 0,0 resultado é um preto puro (ADOBE SYSTEM, 2020; FIRDAUS et al.,
2014, JIA et al., 2015).

O sistema de cores RGB pode ser representado por um cubo, conforme apresentado na
Figura 5, no qual os valores RGB primérios estdo em trés vértices; as cores secundarias
(ciano, magenta e amarelo) estdo em outros trés vértices; o preto esta na origem e o branco esta
no vértice mais distante da origem. Dessa forma, a escala de cinza, ou seja, 0s pontos de
valores RGB iguais estendem-se por uma reta que une o preto ao branco (GONZALEZ;
WOODS, 2010; SHU et al., 2016).

Figura 5 - Representacéo grafica do sistema RGB.
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Fonte: Mathworks (2021).

tinta impressa em papel e, geralmente, é expresso em porcentagem. O CMY é um sistema
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dependente do dispositivo, onde trés cores de tintas primérias (C - cyan/ciano, M - magenta e
Y - yellow/amarelo) sdo usadas para criar outras cores (YAM; PAPADAKIS, 2004).

Figura 6 - Representacdo grafica do sistema CMY.
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Fonte: Cao et al. (2016).

Na teoria, essas trés cores combinadas absorvem toda a luz, produzindo preto. Porém,
é produzida uma cor marrom, devido as impurezas das tintas, sendo necessaria uma quarta
tinta primaria, o preto (K), para produzir um preto verdadeiro — dando origem ao sistema
CMYK. O branco puro é gerado quando todos 0s quatro componentes possuem valores de 0%
(ADOBE SYSTEM, 2020).

O sistema de cores HSV (hue - matiz, saturation - saturacdo e value - intensidade) é
fundamentalmente diferente do amplamente conhecido sistema de cor RGB, uma vez que
separa a intensidade (luminancia) das informacdes de cor (cromaticidade). O sistema pode ser
representado tridimensionalmente, onde o eixo vertical central representa a intensidade; o
matiz, que representa o tipo de cor, é definido como um angulo no intervalo 0°-360°, com
vermelho em angulo 0°, verde em 120°, azul em 240° e vermelho novamente em 360°; a
saturacdo é a profundidade ou pureza da cor e é medida como uma distancia radial do eixo
central com valor entre 0 no centro e 1 na superficie externa, sendo que quanto mais proximo
ao 1 a cor percebida muda de um tom de cinza para a forma mais pura da cor representada por
seu matiz. Assim, para baixos valores de saturacdo, a cor se aproxima de cinza especificado
pelo nivel de intensidade, enquanto que, para altos valores de saturacdo, a cor pode ser
aproximada por seu matiz (SURAL; QIAN; PRAMANIK, 2002).
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Figura 7 - Representacdo grafica do sistema HSV.
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Fonte: Ribeiro e Gomes (2012).

O sistema XYZ foi estabelecido pela Comissdo Internacional de Iluminacéo (CIE -
Commission Internationale d’Eclairage) em 1931 como a primeira escala cientifica para
definicdo de cores aditivas. Assim como o sistema RGB, o sistema XYZ baseia-se na
formacdo das cores apartir do vermelho, verde e azul e sdo denominados triestimulos nas
coordenadas X, Y e Z a partirde um observador. Neste espaco de cor todos os estimulos
perceptiveis sdo descritos por valores positivos de X, Y e Z, e o valor de Y é a luminéncia
(CIE, 1931). Os valores sdo porcentagens doscomponentes de uma mistura aditiva de trés
cores necessaria para obter uma cor e ndo sao caracteristicos absolutos de uma amostra, mas

valores relativos que dependem do método usado para determina-los (POYNTON, 1995).
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Figura 8 - Representacdo grafica do sistema XYZ.

Fonte: Carrein et al. (2015).

O sistema L*a*b* é um padrdo internacional para medicdo de cores desenvolvido pela
Comissdo Internacional de lluminacdo (CIE) em 1976. A cor L*a*b* é descrita em
coordenadas cartesianas e consiste em um componente de luminancia ou luminosidade (L*) -
variando de O (preto) a 100 (branco) — juntamente com dois componentes cromaticos —
variando de -120 a +120: 0 componente a* (que varia de verde se negativo a vermelho se
positivo) e o componente b* (quevaria de azul se negativo a amarelo se positivo) (LEAO;
SOUZA; ARAUJO, 2006; YAM; PAPADAKIS, 2004). O sistema CIE L*a*b* é
independente do dispositivo e tem base na percep¢do humana da cor, onde seus valores
numéricos descrevem todas as cores vistas por uma pessoa com visdo normal (ADOBE
SYSTEM, 2020). Usualmente, é um sistema de cor utilizado na caracterizacdo da cor de
alimentos.

O sistema de cores CIE L*C*h* € um sistema em que as coordenadas L
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(luminosidade), ¢ (croma) e h (matiz) sdo cilindricas e correspondem as trés dimensdes
de cores. O matiz € associado ao comprimento de onda dominante de uma cor e varia de 0-
360°, onde 0° representa vermelho e 90° representa amarelo, 180° representa verde e 270°
representa azul. O valor de luminosidade representa a quantidade de branco (100) ou preto (0)
de uma cor. O croma descreve a quantidade de matiz ou saturagdo de uma determinada cor e é
medidoem uma escala de 0 a 40, com 0 representando o nivel mais baixo de saturacéo e 40 o
mais alto (WROLSTAD; SMITH, 2017).

Figura 9 - Representacdo gréfica dos modelos L*a*b* e L*c*h*, respectivamente.
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Fonte: Moghaddam et al. (2013).

2.3.2 Uso de Smartphones para analise de 6leos vegetais

Na Gltima década diversos autores mostraram ser possivel a utilizacdo de smartphones
paraa anélise de amostras de 6leos vegetais.

Para avaliar a confiabilidade de azeites de oliva, Dhande e Sushir (2018)
desenvolveram um algoritmo de processamento de imagens capaz de estimar a adulteracdo de
um azeite de oliva com 6leo de soja através de uma captura de foto por smartphone através da
segmentacdo baseadaem cores utilizando-se o sistema de cor L*a*b*. Ja Hakonen e Beves
(2018) utilizaram uma lanterna LED de 405 nm e uma camera de smartphone para
autenticacdo de um o6leo comestivel através da identificacdo de compostos fluorescentes
intrinsecos como as clorofilas e os polifendis. Utilizando-se o parametro hue (matiz) do
sistema de cor HSV, foram autenticados vinte e quatro diferentes 6leos comestiveis de nove
tipos e quinze marcas, distinguindo as nove amostras de azeite extravirgem dos outros 6leos

utilizados. Mai e Le (2020) construiram um espectrofotdmetro portéatil baseado em smartphone
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com sensibilidade e acurédcia adequados, em que as imagens capturadas pelo smartphone
foram convertidas em graficos de distribuicdo de intensidade versus comprimento de onda
para medir as variacdes na intensidade fluorescente de misturas de azeite de oliva extravirgem
e 6leo de arroz em diferentes porcentagens.

Visando avaliar a qualidade dos Oleos vegetais, Vucane e colaboradores (2020)
utilizaram um smartphone e o aplicativo Color Picker, além de um algoritmo de
correspondéncia de imagem para o sistema de cor RGB, para andlise da atividade
antioxidante de 6leos vegetais pelo método DPPH. O objetivo do estudo foi determinar a
atividade antioxidante usando colorimetria baseadaem imagens obtidas pelo smartphone de
onze diferentes amostras, utilizando-se 0 método espectrofotdmetro como comparacdo. Os
autores obtiveram resultados sem diferencas significativas (p> 0,05) quando comparados ao
método espectrofotométrico usando valores de RG. Peamaroon, Jakmunee e Moonrungsee
(2021) desenvolveram um método colorimétrico baseado em camera de smartphone para
a determinacdo do indice de iodo de dleos vegetais, propriedade quimica do 6leo referente
ao grau de insaturacdo. Normalmente, o indice de iodo podeser determinado usando o método
padrdo de Wijs, através de titulometria. Os autores utilizaramuma pequena quantidade de
reagente Wijs para halogenacdo dos sitios insaturados das amostras, sendo que o reagente que
ndo reagiu é transformado em iodo e posteriormente reage com a solucéo de amido para formar
um complexo de cor azul. Um aplicativo de download gratuito (Color Picker ou Color Grab)
foi usado para medir a intensidade da cor azul, através da leitura no sistema de cor RGB.

Carvalho e Nunes (2021) utilizaram regressdo linear multipla (MLR) e maquina de
vetores de suporte de minimos quadrados (LS-SVM) para calibrar teores de clorofilas e
carotendides de azeites de oliva e de abacate a partir de imagens digitais das amostras obtidas
com smartphone. Resultados obtidos por espectrofotometria foram usados como referéncia.
Os autores também desenvolveram uma metodologia de transferéncia de calibracdo, com o
objetivo de diminuir erros causados por mudancas de cAmeras e iluminacdo. Eles obtiveram
um modelo com boa precisédo sob diferentes condi¢Ges de iluminagdo e com diferentes modelos

de smartphone para analise de clorofilas e carotendides em 6leos vegetais.

2.4 Validagdo de método analitico

A validacdo de método é um estudo experimental e documentado que consiste em
definir e avaliar um procedimento analitico e confirmar que o método em consideragdo possuli

recursos consistentes com o que a aplicacdo exige, obtendo resultados analiticos com nivel de
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incerteza aceitavel, ou seja, que sejam confiaveis. Para isso é necessario avaliar o desempenho
e adequacdo do método a aplicacdo proposta e que a validacdo seja realizada sobre o
procedimento analitico exatamente da forma que o mesmo sera executado na rotina
(TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014; MAPA, 2015).

A validacdo é necesséria para demonstrar que o método analitico atende aos critérios
estabelecidos para diferentes caracteristicas de desempenho, com um minimo de confianga
dos resultados apresentados. Tambeém € importante ressaltar que o estudo de validacao
fornece aos analistas um conhecimento sélido e uma experiéncia dos detalhes praticos da
execucdo do meétodo, incluindo a conscientizacdo de quaisquer etapas criticas do processo
(TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014).

Na pratica, a validacdo do método é feita avaliando uma série de caracteristicas de
desempenho do método, como precisdo, veracidade, seletividade/especificidade, linearidade,
faixa de operacgéo, recuperacdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, sensibilidade,
robustez e aplicabilidade, sendo os resultados obtidos sdo avaliados através dos métodos
estatisticos (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014).

Os requisitos e diretrizes de validacdo de métodos sdo bem descritos por diversos
orgdos reguladores, agéncias de padronizacdo e grupos de trabalho ou comités e podem ser
especificados de acordo com o setor especifico. Os guias internacionais mais utilizados sao
Eurachem, IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), 1SO (Organizacdo
Internacional de Padronizacdo) e AOAC Internacional (Associacdo de Quimicos Analiticos
Oficiais) (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004).

Taverniers e colaboradores (2004) ainda explicam que as versdes do guia Eurachem
sdo publicadas com diretrizes sobre qualidade em laboratério no geral, validacdo de métodos
e testes de proficiéncia, enquanto que os guias desenvolvidos pela IUPAC, ISO e AOAC
Internacional tratam de estruturas de validacdo e padronizacdo para quimica analitica.
Diretrizes especificas para métodos farmacéuticos e biotecnoldgicos sdo descritos pela FDA
(Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos), Farmacopéia dos
Estados Unidos e ICH (Conferéncia Internacional de Harmonizacdo) e a Comisséo
Internacional do Codex Alimentarius trata de métodos de analise e amostragem, com critérios

para avaliar a aceitabilidade de métodos de analise de alimentos.
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2.4.1 Linearidade

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e
a concentracdo do analito (INMETRO, 2020).

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado, denominada faixa de trabalho.
Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e dentro dela, a resposta
do sinal tera uma relagdo linear com o analito. A faixa linear de trabalho de um método de
ensaio € o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual é
possivel a determinacdo com precisdo, exatidao e linearidade exigidas (INMETRO, 2020).
Para avaliacdo da linearidade, inicialmente deve ser definida a faixa de trabalho através do
proprio método normalizado ou pelo analista, com base na faixa de concentragdo do analito
que se espera encontrar ou avaliar (MAPA, 2015).

A linearidade de um meétodo pode ser observada pelo gréafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo do analito, onde os residuos devem ser representados
graficamente e observado se hd comportamento aleatério. Se o grafico de residuos indicar
alguma tendéncia pode indicar que o modelo linear seja inadequado (TAVERNIERS; DE
LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; INMETRO, 2020).

Outra forma de indicar a linearidade de um método é o calculo a partir da equacéo da
regressao linear e pelo coeficiente de correlacdo linear (R), frequentemente usado para indicar
0 quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico. (INMETRO, 2020).
Como os desvios da linearidade sdo muitas vezes dificeis de serem detectados visualmente,
pode-se verificar a sua adequacdo por meio do calculo dos residuos entre os valores medidos
e os valores calculados a partir da equacdo de regressdo (TAVERNIERS; DE LOOSE;
BOCKSTAELE, 2004; INMETRO, 2020).

2.4.2 Exatidao

A exatiddo de um método é definida como sendo a concordancia entre o resultado de
um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A exatiddo é
normalmente estudada como dois componentes: veracidade e recuperacdo. (EURACHEM,
2014). A veracidade da medigdo é uma expressdo de qudo proxima a média de um namero

infinito de resultados esta de um valor de referéncia e, como néo é possivel fazer um nimero
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infinito de medigdes, a veracidade ndo pode ser medida, porém pode ser feita uma avaliacdo
prética (bias) comparando-se a média dos resultados do método avaliado com um valor de
referéncia adequado (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM,
2014).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo uso de
materiais de referéncia certificados, participagdo em comparagGes obtidos com outro método
e realizacdo de ensaios de recuperacdo e pode ser necessaria uma combinacao de diferentes
abordagens (EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

Ao utilizar um material de referéncia na determinacéo da veracidade prética, a média
da concentracdo e o desvio padrdo de uma série de medicdes replicadas sdo determinados pelo
método candidato e os resultados comparados com o valor atribuido do método de referéncia
(TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004).

Na auséncia de materiais de referéncia adequados, podem ser utilizados estudos de
recuperagéo para uma indicacdo do nivel de veracidade. E necessério avaliar a eficiéncia do
método para detectar todo o analito presente na amostra. Como geralmente ndo se sabe quanto
do analito estd presente em uma amostra, € necessario avaliar a eficiéncia do método em
extrai-lo da matriz da amostra e, uma maneira de fazer essa avaliacdo é através do
enriquecimento de amostras com o analito em varias concentracGes, extrair as porcoes de teste
enriquecidas e medir a concentracdo do analito (TAVERNIERS; DE LOOSE;
BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014).

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser fortificadas com o analito
em pelo menos trés diferentes concentragdes sendo, por exemplo, proximo ao limite de
deteccdo, proximo a concentracdo maxima permissivel e em uma concentra¢do préxima a
média da faixa de uso do método. Porém, os analitos podem estar presentes em uma variedade
de formas na amostra e, as vezes, apenas algumas formas séo de interesse do analista, assim, 0
método pode ser intencionalmente projetado para determinar apenas uma forma particular de
andlise. A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode
ocasionar avaliacOes excessivamente otimistas da recuperacdio (EURACHEM, 2014,
BIOPHARMACEUTICS, 2018; INMETRO, 2020).

Também é possivel avaliar a exatiddo de um método comparando os resultados do
método candidato com os obtidos de um método alternativo, sendo este um método de
referéncia ou um método atualmente em uso rotineiro no laboratorio. Dessa forma, 0 método

alternativo é utilizado como forma de obter um valor de referéncia aceito para a medicao
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realizada, geralmente com resultados com menor incerteza que o método candidato. O
objetivo é demonstrar que os resultados obtidos por ambos métodos fornecem resultados
equivalentes (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014).

2.4.3 Precisao

A precisdo é o termo geral para avaliar a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condicdes definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de medicéo
e as duas formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetibilidade e a
reprodutibilidade (EURACHEM, 2014; MAPA, 2015; INMETRO, 2020).

A precisdo é geralmente demonstrada como desvio padrdo ou desvio padrdo relativo.
Tanto a repetibilidade quanto a reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da concentracao
do analito e devem ser determinadas em diferentes niveis de concentracdo e, em casos
relevantes, a relagdo entre precisdo e a concentracdo do analito deve ser estabelecida
(EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).

2.4.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade é o grau de concordancia entre os resultados de medicOes sucessivas
de uma mesma amostra, sob as mesmas condi¢fes de medicdo (condigdes de repetibilidade),
ou seja, mesmo procedimento de medi¢do, mesmo observador, mesmo instrumento usado sob
mesmas condi¢Bes, mesmo local e repeticdes em curto espaco de tempo (EURACHEM, 2014;
MAPA, 2015; INMETRO, 2020).

Ela pode ser expressa quantitativamente considerando-se a caracteristica de disperséo
dos resultados e pode ser determinada por meio da analise de padrdes, material de referéncia
ou adicdo a branco em varias concentracdes na faixa de trabalho (MAPA, 2015; INMETRO,
2020). Sugere-se entre 6 e 15 repeticbes para o célculo do desvio padrdo para cada
concentracdo, chamado desvio padrao de repetibilidade (INMETRO, 2020).

2.4.3.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de uma
mesma amostra, efetuadas sob condicdes variadas de medicdo. A precisdo sob condigdes de

reprodutibilidade, em que os resultados dos ensaios sdo obtidos com o mesmo método,
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variando-se laboratérios, operadores ou equipamentos é denominada “precisdo intermediaria”
(EURACHEM, 2014; MAPA, 2015; INMETRO, 2020).

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em
laboratdrios diferentes, mas definindo exatamente quais as condicOes a variar, podendo ser:
variacdo de analistas, variagdo de equipamentos, variagdo de tempo, entre outros. Esta medida
de precisdo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um
laboratério (EURACHEM, 2014; MAPA, 2015; INMETRO, 2020).

Para determinar a precisdo intermediaria de um método, efetuam-se “n” medigdes em
replicata ou em ensaio Unico sobre a amostra, nas condi¢Bes pré-definidas. Se necessario, este
procedimento é repetido sobre outras amostras, abrangendo outros niveis de concentracdo. Na
maioria dos casos, 0 valor de precisdo intermediaria é expresso em funcdo do nivel de
concentracdo do ensaio e 0 seu célculo é efetuado a partir dos resultados obtidos, apds
eliminacdo dos resultados dispersos. A visualizacdo grafica dos valores também pode ser util

para identificar a existéncia de valores dispersos (INMETRO, 2020).

2.4.3.3 Comparacao da precisdo entre métodos

Quando se pretende avaliar se dois métodos (A e B) tem diferencas significativas entre
si, em termos de precisdo, pode-se recorrer ao teste F, que se baseia no célculo da razéo entre
as variancias dos dois métodos. O valor obtido é comparado com o valor tabelado de F. Se F
calculado < ao F tabelado, os dois métodos ndo apresentam diferencas significativas entre si
(INMETRO, 2020).

2.4.4 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo

Para medi¢cdes em baixas concentracfes pode ser necessario estabelecer um valor do
resultado que seja considerado para indicar um nivel de analito que seja significativamente
diferente de zero, conhecido como “valor critico” ou “limite de decisao” (EURACHEM,
2014). Também é importante conhecer a concentragdo mais baixa do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada pelo método, em um nivel de confianca
especificado, ou seja, o “limite de deteccdo” (LOD) ou “valor minimo detectavel”
(TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014; MAPA, 2015) e
estabelecer o nivel mais baixo em que o desempenho é aceitavel para uma aplicagdo tipica, ou

seja, a menor gquantidade de analito determinada com preciséo e exatiddo adequados, conceito
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normalmente referido como o limite de quantificagdo (LOQ) (EURACHEM, 2014; MAPA,
2015; BIOPHARMACEUTICS, 2018).

O guia da Eurachem (2014) ressalta que, para estimar LOD e LOQ, as amostras
utilizadas devem ser amostras em branco, ou seja, matrizes que nao contém analito detectavel,
ou amostras de teste com concentracbes de analito préximas ou abaixo do LOD esperado.
Quando amostras em branco ou amostras de teste em baixas concentragdes ndo estdo
disponiveis, geralmente podem ser usados brancos de reagentes.

Para a validacdo de um método o LOD e o LOQ séo mais comumente determinados e
sdo normalmente calculados multiplicando um desvio padrdo por um fator adequado
(TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014). E importante que
este desvio padrdo seja representativo da precisdo obtida para amostras de teste tipicas e que
sejam feitas medicGes em replicatas suficientes para fornecer uma estimativa confiavel
(EURACHEM, 2014).

Em muitos procedimentos de medicéo, a média de réplicas é relatada no uso rotineiro
do método, onde cada réplica é obtida seguindo todo o procedimento de medicdo. Neste caso,
o0 desvio padrao dos resultados Unicos Sy deve ser corrigido dividindo-se pela raiz quadrada de
n, que é o numero médio de réplicas em uso de rotina. (EURACHEM, 2014). Para célculo do
LOD, o desvio padréo corrigido Sy deve ser multiplicado pelo fator 3 e para célculo do LOQ
o desvio padréo corrigido Sy deve ser multiplicado pelo fator multiplicador Ko, usualmente
igual a 10 (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004; EURACHEM, 2014).

A importéncia da determinacédo do limite de deteccdo e os problemas associados a essa
determinacdo advém do fato de que a probabilidade de deteccdo ndo muda rapidamente de
zero para um quando seu limiar é ultrapassado. Os problemas tém sido investigados

estatisticamente e diversos critérios de decisdo tém sido propostos (INMETRO, 2020).

2.4.5 Robustez

A robustez de um procedimento analitico é a medida de sua capacidade de permanecer
inalterado por pequenas, mas deliberadas, variacdes nos parametros do método, ou seja,
expressa a sensibilidade do método frente a essas variacdes (EURACHEM, 2014; INMETRO,
2020). Para avaliagdo da robustez podem ser variados os dias de analise, analistas,
instrumentos utilizados, materiais de preparacdo da amostra, as substancias a analisar, as
condigdes de armazenamento, as condi¢gdes ambientais e/ou de preparacdo da amostra em que
o método pode ser aplicado, entre outros (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE,
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2004; MAPA, 2015).

Para examinar os efeitos de diferentes fatores pode ser aplicado um planejamento
fatorial, combinando mudancas nas condi¢des e realizando um conjunto de experimentos que
permitem determinar quais fatores tém uma influéncia significativa ou mesmo critica nos
resultados obtidos (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004). Quando as
variacBes das condicOes de andlise ndo afetarem significativamente os resultados obtidos, o
método é considerado robusto para as condi¢Oes avaliadas, ou seja, indica a confiabilidade do
método durante o uso normal (EURACHEM, 2014; MAPA, 2015; INMETRO, 2020). Vale
ressaltar que quanto maior for a robustez de um metodo, maior serd a confianga desse
relacionamento a sua precisdo (EURACHEM, 2014; INMETRO, 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Configuracao inicial do método proposto

O método proposto empregou um smartphone Samsung Galaxy J5, constituido por
uma camera de 13MP, com resolugdo 4128x3096 pixels, flash led, distancia focal de 28mm,
com foco automatico e estabilizacdo digital. Inicialmente foi usado o aplicativo Pipette Color
Picker, disponivel no sistema operacional Android, para obtencdo das informacdes
colorimetricas.

Os testes iniciais foram realizados em condi¢Ges de iluminagdo ambiente, sem
incidéncia de iluminag&o solar, artificial ou flash, sendo as solugdes padréo inseridas em uma
cubeta de vidro fixadas em estrutura metalica montada com garras. Foi usada uma distancia de
25 c¢cm entre o dispositivo e a posicdo da amostra (FIGURA 10). Tais condi¢cdes foram
definidas por meio de testes preliminares.

SolugBes padrdo na faixa de 10 a 210 mg L colesterol (Sigma Life Science
Cholesterol, > 92.5%), para construgdo da curva analitica, foram preparadas em cloroférmio e
sequencialmente submetidas a reacéo de Lieberman—Burchard (ARAUJO et al. 2013; SABIR,;
HAYAT; GARDEZI, 2003). O preparo do reagente Lieberman—Burchard consistiu em
submeter 10 mL de anidrido acético a um de banho de gelo por 30 minutos, seguido de adi¢édo
de 1 mL de &cido sulfarico (ADU et al., 2019). Antes das analises, 0,8 mL do reagente de
Lieberman—Burchard foi adicionado a um determinado volume de solugéo estoque a 1800 mg
L™ de colesterol e o volume foi completado com cloroférmio para 4 mL.

Figura 10 - Esquema usado na analise das amostras para determinacdo dos esterdis totais
usando cAmera de smartphone.

camera do
smartphone

cubeta com
amostra

\

distancia padronizada
de 25cm

Fonte: Da autora (2022).
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Apos analise nestas condicbes, os valores de RGB foram obtidos para todas as
solugdes padrdo usando o aplicativo Pipette Color Picker. Para efeito de comparacdo, as
mesmas solucBes foram também analisadas por espectrofotometria de absorcdo molecular
UV-Vis a 625nm.

Para avaliar o tempo de estabilidade das solugdes padrdo de colesterol, uma solugéo
teste na concentracdo de 60 mg L foi previamente preparada e analisada a cada minuto,
durante 60 minutos, tanto pelo método proposto quanto por espectrofotometria de absorcao

molecular UV- Vis.

3.2 Selecao do sinal analitico

Apos avaliar a viabilidade do método usando o sistema de cor RGB, também foram
testados os sistemas de cor CMY, HSV, XYZ, L*a*b* e L*C*h* das solucdes padréo de
colesterol de diferentes concentragdes. Os dados foram obtidos pela conversdo dos valores de
RGB para os sistemas de cor supracitados usando ferramentas disponiveis no site
“Colormine” (http://colormine.org/), e submetidos a analise por regressdo linear, com

consequente obtencdo do coeficiente de determinagéo, R2.

3.3 Otimizacédo das condicdes de analise

Depois de demonstrada a viabilidade do método, outras condi¢cdes de analise foram
testadas a fim de avaliar a influéncia da distancia entre a cdmera e a amostra, do aplicativo
usado para capturar informac6es de cor das imagens e do tipo de iluminacdo sobre o nivel de
erro do método baseado em imagens digitais em relacdo ao método espectrofotométrico. Para
isso, foram utilizados 0 mesmo dispositivo moével, com variacao da distancia - 15 e 25 cm, do
aplicativo - Pipette Color Picker e Color Grab (ambos disponiveis no sistema operacional
Android), e das condi¢bes de iluminacdo - ambiente (sem incidéncia de iluminacdo solar,
artificial e/ou flash) e em local escuro com incidéncia apenas de luz artificial fluorescente de
11W. Nesta etapa foi utilizada uma amostra de azeite de oliva da variedade Arbequina
(EPAMIG).

Foi utilizado um planejamento fatorial 23, conforme Tabela 1. A resposta avaliada foi
o erro relativo (%) entre o teor de esterdis totais determinado pelo metodo baseado em
imagens digitais e o obtido por espectrofotometria UV-Vis. A significAncia dos efeitos foi
avaliada com 95% de confianca e os resultados obtidos foram usados para estabelecer as

melhores condi¢des analiticas. Os célculos e graficos foram feitos no programa Chemoface
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versdo 1.65 (NUNES et al., 2012).

Tabela 1 - Niveis do planejamento fatorial 2% usado para avaliar o efeito de condicdes
analiticas sobre a acurécia do método baseado em imagens digitais para
determinacéo de esterois totais em 6leos vegetais.

Nivel -1 +1

luminagdo  Artificial ~ Ambiente
Distancia 15 25

Aplicativo Pipette  Color Grab
Fonte: Da autora (2021).

3.4 Pré-tratamento do sinal analitico

Dois tipos de transformacao de dados foram avaliados como alternativas para corre¢ao
de efeitos adversos, tais como variacdo de iluminacdo e posicdo da amostra, durante a
obtencdo das imagens. Para isso, um adesivo de cor preta e outro de cor branca foram
posicionados préximo ao recipiente das amostras para obtencdo de imagens digitais com
perfil RGB. Os valores de RGB foram entdo transformados por meio das equacdes 1
(KUNTZLEMAN; JACOBSON, 2016) e 2 (HONG; CHANG, 2014):

Av — —log Vamostra (1)
Vbranco
256

Vcorr = X (Vamostra - Vpreto) (2)

Vbranco— Vpreto
onde “V” ¢ o valor RGB.

De acordo com os autores, a equacdo 1 é utilizada como forma de medir a absorbéncia,
ou seja, a quantidade de luz absorvida pela solugéo e, por isso, é baseada na Lei de Lambert
Beer, que permite a determinacdo da concentracdo de um analito através da andlise de
absorbancia.

Ja na equacéo 2, os valores RGB obtidos da captura da imagem do adesivo preto e do
adesivo branco sdo definidos como referéncias. Os valores para vermelho (R), verde (G) e
azul (B) das referéncias de preto e de branco sdo usados para corrigir os valores originais de
RGB. Assim, todos os sinais de deteccdo sao ajustados em relagéo a cada valor RGB dos

sinais de referéncia.
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3.5 Figuras de mérito para validagéo

Alguns ensaios de validagdo foram realizados para avaliar a eficiéncia do método
baseado em imagens digitais para determinacdo de esterOis totais em Oleos vegetais.
Linearidade, exatiddo, precisao, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)
foram as figuras de mérito selecionadas para a validacdo do método proposto.

As amostras empregadas nos ensaios de validagdo consistiram em solugdes padrdo de
colesterol em cloroférmio, azeites de abacate das variedades Hass e Breda (EPAMIG) e
azeites de oliva da variedade Koroneiki (EPAMIG), cultivados na microrregido da Serra da
Mantiqueira— MG, bem como 6leo de améndoa de macautba e de améndoa de jeriva colhidos
na regido de Lavras — MG e extraidos no préprio laborat6tio usando uma prensa de parafuso
(Yoda Home Up). Todos os 6leos utilizados foram armazenados em frasco de vidro ambar,

refrigerados (4°C) e protegidos da luz até a conducéo dos experimentos.

3.5.1 Linearidade

Para obter a equacédo da regressao linear, uma curva analitica foi construida com cinco
niveis de concentracdo e 3 replicatas por nivel, correspondendo a 10, 60, 110, 160 e 210
mg.L™ de colesterol em cloroférmio. Todas as solucdes foram preparadas separadamente e as
analises foram realizadas de forma randomizada. A qualidade do ajuste e a significancia do
modelo de regressdo foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) considerando nivel

de significancia de 95%.
3.5.2 Exatidao e Precisdo

Solucbes de colesterol em cloroférmio, em trés niveis de concentragdo (10, 110 e 210
mg L), foram preparadas e submetidas & reagdo de Liebermann-Burchard para determinacéo
da precisdo e da exatiddo. A repetibilidade (n = 6) foi avaliada no mesmo dia pelo mesmo
analista (resultados intraensaios). A reprodutibilidade ou precisdo intermediaria (n = 3),
expressa como desvio padréo relativo (DPR, %), foi avaliada nas mesmas condigdes, em trés
dias, totalizando 9 replicatas (resultados interensaios). A exatidao foi determinada pelos dados
obtidos dos mesmos ensaios realizados para avaliar a precisdo. Apés a interpolacdo do
sinal analitico na curva analitica, as recuperacdes aparentes (%) foram calculadas
comparando a concentracdo média de colesterol obtida apos analise com o nivel de

concentracdo na solucéo padrédo. Ja a veracidade (b) foi determinada pela equacéo:
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b(%) = % x 100 ®)

onde x € a concentracdo média e x.r € a concentragcdo nominal da solugdo padrdo empregada
nos ensaios de validacdo.

Adicionalmente, para verificar a performance do método incluindo amostras de
6leos, optou-se por avaliar a exatiddo comparando os resultados obtidos das analises de 5
amostras de 6leos pelo método baseado em imagens digitais com os resultados obtidos pelo
método espectrofotométrico.

As amostras empregadas consistiram nos seguintes oOleos: Abacate Hass, Abacate
Breda, Macalba, Oliva e Jeriv4, ja descritas ateriormente. Foram consideradas duplicatas para
cada amostra usando trés curvas analiticas distintas, totalizando seis observac6es por amostra.
As medias do teor de esterdis totais,determinados pelo método baseado em imagens digitais e
por espectrofotometria, também foram comparadas por meio de Teste-T usando a ferramenta
“Test-T: duas amostras em par para médias”’do Microsoft Excel com 95% de confianca.

A precisdo também foi avaliada pelos resultados obtidos dos ensaios com amostras de
Oleos, cujo desvio padrdo relativo foi obtido das médias dos teores de esterdis totais
determinados pelo método baseado em imagens digitais e por espectrofotometria. As
variancias dos dois métodos foram ainda comparadas pelo Teste-F usando a ferramenta “Test-
F: duas amostras para variancias” do Microsoft Excel com 95% de confianca. Foram
consideradas duplicatas para cada amostra usando trés curvas de calibracdo distintas,

totalizando seis observagfes por amostra.

3.5.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagio

O limite de deteccdo (LOD) é definido como a concentra¢do mais baixa do analito em
uma amostra, que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Ja o limite de
quantificacdo (LOQ) pode ser definido como o menor nivel em que o desempenho é aceitavel
para uma aplicagdo tipica (EURACHEM, 2014).

De acordo com o guia de validacdo empregado (EURACHEM, 2014), amostras em
branco funcionam bem para metodos onde um sinal mensuravel é obtido para um branco,
como em espectrofotometria e espectroscopia atdmica, podendo inferir que funciona bem para
0 método proposto. Entretanto, quando amostras em branco ou amostras de teste em baixo
nivel de concentracdo ndo estdo disponiveis para o célculo do LOD, como no caso de
amostras de Oleos, brancos de reagentes muitas vezes podem ser usados (EURACHEM,
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2014). Diante disso, para determinar experimentalmente o LOD, uma cubeta contendo
cloroférmio, como branco reagente, foi analisada em replicata (6 repeti¢des) pelo método
proposto, obtendo-se as respostas do sinal analitico. O LOD foi determinado a partir do

desvio padrao, expresso em unidades de concentracdo, de acordo com a equacao:

LOD=3x So' 4)
sendo So 0 desvio padrdo estimado de n resultados na concentragdo zero e So', ou Seja,

S
0/\/5, 0 desvio padrédo usado para calcular LOD.

O LOQ estimado através da utilizacdo das solucdes padrao foi calculado pela equagéo:
LOQ =10 xSg )
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Configuracao inicial do método proposto

A determinacdo de esterois totais por espectrofotometria é baseada na reacdo de
Liebermann-Burchard, a qual ndo é imediata e ocorre ao longo de alguns minutos. Para
verificar a estabilidade da cor da mistura reacional, uma solucdo de colesterol a 60 mg L
teve seus parametros de cor RGB, bem como a absorbancia a 625 nm, adquiridos a cada
minuto durante 60 minutos. Os valores de RGB obtidos ao longo do tempo estéo presentes no
Gréafico 1. Observa-seque ha uma tendéncia de estabilidade na resposta RGB entre 25 e 40
minutos, indicando um intervalo seguro para as analises das amostras.

Embora outros autores (ARAUJO et al., 2013; ANDIMA et al., 2018; ADMASSIE,
EMAN E ENDALEW, 2021; DAKSHA et al., 2010) tenham relatado o inicio das analises por
espectrofotometria UV-Vis em tempos menores de reacdo, apds a adicdo do reagente de
Liebermann-Burchard, pode-se observar pelo Grafico 1 que tal comportamento foi
semelhante tanto para os resultados obtidos por espectrofotometria UV-Vis quanto pelo
método proposto, no que se refere aos componentes G e B. A resposta obtida para o
componente R apresentou valores proximos de zero para a amostra analisada durante todo o
tempo avaliado, 0 que pode ser explicado pela coloracdo azul-esverdeada que é exibida pelo
meio reacional, com absor¢do na regido do vermelho (~ 625 nm) e reflexdo na regido do verde
e do azul. Baseado nos resultados obtidos estabeleceu-se que as amostras deveriam
permanecer em repouso por 25 minutos apds o preparo para entdo dar prosseguimento a

analise das mesmas.

Gréfico 1 - Valores RGB e absorbancia em 625 nm para uma solucéo teste para determinacéo
do teor de esteradis totais.
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Fonte: Da autora (2021).
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A primeira etapa que deve ser considerada ao propor um método para determinagéo de
um analito é verificar se h4& um sinal analitico que varie proporcionalmente a sua
concentragdo. Para isso, curvas analiticas usando as concentragdes 10, 60, 110, 160 e 210 mg
L™ de colesterol foram construidas. Apés 25 minutos de reacdo, as imagens digitais das
solugdes foram adquiridas para obtencdo dos valores de RGB. A Figura 11 mostra as
caracteristicas de um conjunto de solu¢Ges padrdo de calibracdo, cuja intensidade da cor
aumenta com o aumento da concentragdo, com diminuicdo gradativa dos valores de G e B, ou
seja, assim como esperado, foi observado um comportamento de variagdo dos valores obtidos

conforme aumento da concentracdo do analito.

Figura 11 - Imagens digitais, valores RGB e cor resultante de soluc@es padrédo de calibracdo
para determinacao do teor de esterdis totais.

mg.L™" 10 60 110 160 210

Fonte: Da autora (2021).

Ao realizar a regresséo linear do conjunto de dados para os componentes R, G e B, 0s
coeficientes de determinacdo obtidos foram 0,53, 0,98 e 0,92, respectivamente. Esses
resultados associados as caracteristicas visuais das solucdes de calibracdo indicam o pontecial

de uso quantitativo do método proposto, principalmente usando os componentes G e B.

4.2 Selecdo do sinal analitico

Os valores obtidos das analises de solugdes padréo pelo sistema de cor RGB foram
convertidos usando ferramentas disponiveis no site “Colormine” (http://colormine.org/) para
outros sistemas de cor, sendo eles: CMY, HSV, XYZ, L*a*b* e L*C*h*. O valor de R? entre

o valor de cada parametro de cor e as resepctivas concentracdes do analito foi determinado
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em triplicata (por meio de trés curvas analiticas) para cada um dos sistemas de cor
supracitados, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios de R2 obtidos de trés curvas analiticas nos sistemas de cor

analisados.

Componente de cor R G B
R2 0,67 0,89 0,90

Componente de cor C M Y
R2 0,68 0,89 0,88

Componente de cor H S \/
R2 0,34 0,68 0,89

Componente de cor X Y Z
R2 0,72 0,77 0,75

Componente de cor L A B
R2 0,89 0,43 0,56

Componente de cor L C H
R2 0,89 0,5 0,43

Fonte: Da autora (2021).

Maiores valores de R2 foram obtidos para as curvas analiticas baseadas nos
componentes G e B (TABELA 2), indicando uma boa correlacdo linear entre os valores
desses componentes de cor e as concentracfes das solucdes padrdo de colesterol. Era esperado
que esses componentes do sistema de cor RGB apresentassem melhor linearidade, visto que a
cor produzidana analise de esterois é caracteristica por ser uma coloracdo azul-esverdeada,
conforme Figura 11. Para efeito de comparacéo, as analises realizadas por espectrofotometria
UV-Vis produziram R2 médio de 0,98.

Os valores médios de R?, obtidos pelo sistema de cor CMY, foram inferiores a 0,9 para
0s componentes M e Y (TABELA 2) e a 0,7 para C. Isso demonstra melhor ajuste dos
resultados obtidospelas cores magenta e amarelo, que sdo complementares das cores verde e
azul respectivamente, aquelas que descrevem a coloracdo gerada na analise de esterdis,
justificando a melhor linearidade desses componentes.

No sistema de cor HSV, apenas a componente V produziu curva analitica com R?
médio proximo de 0,9, sendo que 0 V descreve a intensidade ou luminancia da cor produzida.
O resultado obtido indica uma linearidade relacionada a intensidade da cor produzida pela
curva analitica, que vai do azul-esverdeado mais claro (maior V), quando em menores
concentracdes de esterois, para o azul-esverdeado mais escuro (menor V), quando em maiores
concentracdes de esterois.

Para o sistema de cor XYZ, nenhum dos componentes teve linearidade satisfatoria, o
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que indica que o sistema ndo correlacionou linearmente a cor produzida com as concentracoes
dos padroes.

Considerando os sistemas de cor L*a*b* e L*C*h* foi obtido R2 préximo de 0,9
apenas para a componente L, que descreve a luminosidade da cor produzida. Assim como
para o sistema HSV, esse resultado condiz com a intensidade da cor produzida na curva
analitica, mais clara para padrdo menos concentrado, e mais escura para padrdo mais
concentrado. Os demais componentes desses sistemas ndo correlacionaram linearmente as
cores das solugdes padrdo com suas respectivas concentragdes.

Levando em consideracao a correlacdo linear entre os valores das componentes dos
diferentes sistemas cor e as concentragdes das solucbes padrao, componentes dos sistemas de
cor RGB ou CMY foram os que apresentaram maior potencial para serem usados como sinal
analitico para calibracdo. Diante disso, optou-se por utilizar o sistema RGB, ja que é um

sistema mais comum nas aplica¢fes para tratamento de dados de imagens digitais.

4.3 Otimizacdo das condicdes de analise

Para estabelecer a melhor condicdo para determinacdo de esterdis em 6leos vegetais
através de imagens digitais foi avaliada, através de um planejamento fatorial 23, a influéncia
da distancia entre a camera e a amostra, do aplicativo usado para capturar informacdes de cor
das imagens e do tipo de iluminacdo. O mesmo smartphone foi utilizado para coletar imagens
em todo o processo de analise para minimizar erros instrumentais. A resposta considerada
para analise do planejamento fatorial foi o erro relativo entre os teores de esterdis totais
determinados em uma amostra de azeite de oliva por espectrofotometria e pelo método
baseado em imagens digitais. Nesta etapa, o sinal analitico consistiu dos valores da
componente G, uma vez que sua curva analitica apresentou menor soma de quadrados de
residuos, embora o valor de R? para esse componente tenha sido ligeiramente inferior ao
modelo baseado em B.

O Gréfico 2 mostra o efeito estatistico das varidveis avaliadas sobre o erro absoluto
obtido da comparacéo entre o teor de esterois totais determinado em uma amostra de azeite de
oliva pelo método proposto e pelo método de referéncia.

Conforme a literatura, era esperado que a interferéncia dos valores obtidos pelas
imagens digitais fosse proveniente principalmente das condigdes de iluminagéo e da distancia
entre a camera e a amostra, ja que, conforme Fan et al. (2021), diferentes condicGes de

iluminacdo e distancia afetam diretamente a qualidade da imagem obtida e consequentemente
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os resultados da analise. Entretanto, embora numericamente diferente de zero, o efeito da
iluminag&o néo foi significativo, o que nos leva a inferir sobre a robustez do método, mesmo

sob efeito da luz ambiente (sem incidéncia de luz solar).

Gréfico 2 - Efeito da iluminacdo, da distancia e do aplicativo sobre o erro absoluto do teor de
esterois totais em uma amostra de azeite de oliva empregando o método baseado
em imagens digitais em relacdo ao obtido por espectrofotometria UV-Vis.
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Fonte: Da autora (2021).

Ao analisar os aplicativos utilizados, observa-se que o aplicativo Pipette Color Picker
considera uma maior area para capturar a imagem digital quando comparado ao aplicativo
Color Grab. Isso faz com que o aplicativo Pipette tenha maior amplitude ao considerar 0s
valores médios obtidos, onde qualquer interferéncia de sombra ou foco pode fazer diferenca na
imagem capturada. Dessa forma, acredita-se que por ser considerada uma maior area de
interesse, o aplicativo Pipette produziu melhores resultados.

Os valores obtidos para esterdis totais na amostra de azeite de oliva nas diferentes
condigdes experimentais, bem como os respectivos erros relativos, sdo apresentados na Tabela
3.
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Tabela 3 - Resultados obtidos do planejamento fatorial para estabelecimento da condigédo
Otima para determinacéo de esterois totais usando imagens digitais.

lluminacdo  Distancia  Aplicativo  Esterdis totais (mg/kg)*  Erro relativo (%)**

Artificial 15cm Pipette 374.7 19.3
Acrtificial 15¢cm Color Grab 372.6 18.7
Artificial 25cm Pipette 383.8 22.2
Acrtificial 25cm Color Grab 248.7 -20.8
Ambiente 15cm Pipette 369.6 17.7
Ambiente 15¢cm Color Grab 361.6 15.2
Ambiente 25cm Pipette 340.4 8.4

Ambiente 25cm Color Grab 229.0 -27.1

* determinado pelo modelo proposto baseado ha componente G.
** em relagdo ao teor de esterois totais de 314,0 mg/kg determinado por espectrofotometria UV-Vis.
Fonte: Da autora (2021).

A condigdo com menor erro relativo (8,4%) foi aquela que utilizou iluminagédo
ambiente, 25 cm de distancia entre camera e amostra e aplicativo Pipette. A validade de tal
resultado foi reforcada pelas condicdes de analise com maior erro relativo obtido quando o
aplicativo Color Grab foi empregado, com 25 cm de distancia, tanto em condi¢bes de
iluminacg&o artificial quanto ambiente. Possivelmente, isso ocorreu devido a pequena area de
captura do aplicativo nessa distancia. Também foram obtidas altas porcentagens de erro
relativo quando utilizado o aplicativo Pipette em condic¢des de iluminacéo artificial.

Embora sejam observadas menores percentagens de erro relativo em condicGes de
iluminacdo ambiente (TABELA 3), conforme previamente descrito, a variacdo do tipo de
iluminacdo isoladamente ndo afetou significativamente o nivel de erro do método, ao
contrario da distancia e do tipo de aplicativo. Alguns autores relatam ser desnecessario 0 uso
de equipamentos para padronizar as condi¢Ges de iluminag&o utilizadas durante a aquisicao de
dados de imagem, desde que realizada apropriada correcao de fundo e que a medi¢do ndo seja
realizada sob incidéncia de luz solar direta (NELIS et al., 2020; HONG; CHANG, 2014).
Porém, Fan e colaboradores (2021) ressaltam que, idealmente, o analito e padrfes devem ser
fotografados sempre sob as mesmas condi¢des de iluminacdo, o que foi feito neste
experimento. Dessa forma, diante dos cuidados para padronizacdo das condi¢des analiticas
que foram observados durante a condugédo deste experimento, era esperado que a variagao de
condicGes de iluminacdo ndo afetasse significativamente o resultado produzido pela anélise.

No Gréafico 2 observa-se que, em média, ao passar a distancia de 15 para 25 cm, 0 erro
relativo diminuiu 22%. Cabe enfatizar que, operacionalmente, quando se analisa a distancia

da amostra ao dispositivo, percebe-se uma maior dificuldade em conseguir um foco adequado



da imagem com 15 cm de disténcia. Por esse motivo, definiou-se por realizar as analises
subsequentes com 25 cm de distancia.

Conforme observado no Gréafico 2, o aplicativo também influenciou o erro do método,
mas houve um efeito de interacdo antagbnico significativo entre a distancia e o aplicativo, ja
que ao utilizar o aplicativo Color Grab os melhores resultados foram obtidos com 15 cm.
Dessa forma, isso reafirma que, com uma distancia de 25 cm entre a camera e a amostra
usando o aplicativo Pipette, a analise apresenta menores erros na predicdo do valor de
esterois.

Né&o sdo encontrados muitos relatos na literatura de comparacdo de resultados obtidos
entre aplicativos utilizados e entre distancias da cadmera ao analito, sendo que, na maioria das

vezes, as publicacBes sobre o tema apenas relatam a padronizacdo de ambas as condigdes.

4.4 Pré-tratamento do sinal analitico

E relatado que algumas transformacdes aplicadas aos valores de RGB podem melhorar
a qualidade de modelos preditivos, uma vez que tais transformacdes sdo capazes de corrigir
desvios causados por variagdes nas condicGes analiticas, como, por exemplo, variacGes
decorrentes de iluminagdo (HONG; CHANG, 2014; KUNTZLEMAN; JACOBSON, 2016).

Em uma das transformagdes mais comuns, os valores de RGB originais sao
convertidos em valores equivalentes a absorbancia com base nos valores RGB da imagem de
um branco (Equacdo 1). Ao avaliar o valor de absorbancia considera-se o sinal da intensidade
de luz incidente que passa pela cubeta com a amostra e o sinal da intensidade de luz incidente
que passa pela cubeta com branco (sem amostra). Assim, temos o valor de intensidade de luz
que realmente é absorvida pela cor produzida pela amostra (KUNTZLEMAN; JACOBSON,
2016).

Outro tipo de transformacdo (HONG; CHANG, 2014) reescala os valores de RGB
originais com base em valores RGB da imagem de uma referéncia branca e uma preta
(Equacéo 2). Essas duas transformacgdes foram aplicadas aos valores de RGB para construgédo
das curvas analiticas, cujos valores de Rz e soma de quadrados dos residuos sdo apresentados

na Tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros estatisticos obtidos de 3 curvas analiticas na determinacao de esterois
por espectrofotometria UV-Vis (Aszsnm) e por imagens digitais com e sem
estratégias de transformacao dos sinais analiticos.

Soma dos Quadrados

R? dos Residuos

Assnm 0,99 249
R 0,67 11853
G 0,89 2933
B 0,90 3595
Ar 0,34 57125
Ac 0,95 1092

Ag 0,96 300
Reorr 0,67 11853
Georr 0,89 8510
Beorr 0,90 2635

Fonte: Da autora (2021).

A transformacdo das componentes RGB baseada no calculo de absorbancia promoveu
melhorias nas curvas analiticas obtidas pelos componentes G e B, as quais apresentaram
maiores valores de R2 e menores residuos ao usar as variaveis transformadas. Ja a
transformacéo baseada no reescalamento usando referéncias de preto e branco néo convergiu
em melhorias de ajuste das curvas analiticas.

Especialmente a curva obtida a partir de B teve uma melhoria consideravel, elevando
o valor de Rz de 0,90 para 0,96, 0o que é mais préximo ao RZ de 0,99 obtido por
espectrofotometria. Além disso, houve uma consideravel diminuicdo na soma dos quadrados
dos residuos, passando de 3595 para 300, um valor préximo a 249 obtido para a curva do
método espectrofotométrico. Este efeito pode ser observado no Gréafico 3, que mostra as
curvas analiticas, as equacdes da reta e 0s valores de RZ obtidos para uma das trés repeticdes
das curvas analiticas.

Embora os autores que propuseram a utilizacdo da Equacdo 1 como forma de
transformacdo do componente de cor ndo tenham demonstrado a comparacdo de uma
abordagem com transformagdo com outra sem transformacdo, Paristiowaki e colaboradores
(2021) utilizaram a transformacdo proposta e obtiveram uma melhora no coeficiente de
determinacdo de um método para determinacdo de nitrito em solugbes padréo, passando de
0,9037, considerando o valor de G, para 0,9882, considerando a absorbancia de G calculada
conforme a equagéo 1, mostrando o efeito positivo da transformacéo aplicada na linearidade
do método. Ja a transformacdo de cor proposta por HONG e CHANG (2014), na equagéo 2,
foi utilizada pelos autores para padronizar os resultados de imagens obtidas de tiras de analise

rapida de urina mesmo em condigdes de iluminacdo diferentes (luz interna fluorescente, luz
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solar externa e luz interna de baixa intensidade). Apds a aplicacdo da equacao, 0s sinais
analiticos obtidos produziram resultados de cor muito similares, tendo sido eficiente para o
propdsito aplicado. Isso pode indicar que o método ndo foi eficaz para a andlise realizada
devido a influéncia da iluminacdo ndo ter sido significativa nos resultados produzidos,

conforme apresentado anteriormente no gréafico 2.

Gréfico 3 — Exemplo de curvas analiticas para determinacdo de esterdis baseadas na
absorbancia a 625nm, no valor de B e no valor de aborbancia de B (Ag).

2,0 1
y=0,0094x-0,068
15 R2=0,98
: 1,0 -
i
< -
05 )
0,0 T T T T
0 50 100 150 200
Esteroistotais (mg/kg)
120 -
y=-0424x+ 9224
100 4 © R2=0,387
80 -
o 60 - o
40 -
20 °
(o]
0 L] L] L} L]
0 50 100 150 200
Esteroistotais (mg/kg)
14 -
12 4 y=00043x+0.2731
10 4 R*=0,98
08 - &)
< 06 1
04 A
0,2 A1
0,0 T T T T
0 50 100 150 200

Esteroistotais (mg/kg)

Fonte: Da autora (2021).

Tendo em vista os fatos apresentados, a transformacdo das componentes de cor RGB,
sobretudo a B, para gerar valor equivalente a absorbancia (Ag), produziu modelo com melhor
qualidade quando comparado ao modelo sem a transformacdo, com qualidade equivalente ao
obtido pelo método espectrofotométrico. Logo, este foi o melhor sinal analitico encontrado
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para a determinacdo de esterdis totais em Oleos vegetais usando Colorimetria por Imagem

Digital.

4.5 Figuras de mérito para validagéo

45.1 Linearidade

Alguns parametros relacionados a linearidade foram previamente apresentados na
Tabela 4 e Gréfico 2, tais como 0 R2 e a soma de quadrados dos residuos, os quais indicaram
que o método proposto (usando As como resposta analitica) teve linearidade equivalente a do
método espectrofotométrico. Adicionalmente, a analise de variancia da curva analitica com
cinco niveis de concentracdo e 3 repeticGes por nivel foi realizada para os sinais analiticos
obtidos na condicdo 6tima do método proposto e também do método de referéncia
(espectrofotométrico). Os parametros da analise de variancia das curvas analiticas de ambos 0s

métodos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros estatisticos da regressao linear das concentracdes de esterol em
solucgdes padrao contra os respectivos valores de Ag 0U Agzsnm.

Ag Ag25nm

R2 0.96 0.99

R2 ajustado 0.95 0.98
Erropadrdo  17.42 10.78
F 8751  221.96

p 0.003 0.001
Fonte: Da autora (2021).

Observa-se na Tabela 5 que o valor do coeficiente de determinacdo para a
metodologia testada foi aceitavel, j& que se encontra proximo a 1, valor em que o modelo da
regressao explica apropriadamente a variabilidade dos dados de resposta (CHICCO;
WARRENS; JURMAN, 2021) e pr6ximo aquele obtido para ametodologia padrdo utilizada
(espectrofotometria UV-Vis). O erro padrdo encontrado para ambosos métodos também foi
considerado proximo. Além disso, ambas as regressdes foram significativas (p < 0,05) e 0 R?
ajustado diferiu do Rz em apenas 0,01.

No grafico 4 é possivel observar que os residuos ndo demonstraram seguir um padrao,

ou seja, ndo indicaram um outro tipo de relacdo entre a concentragdo predita e o residuo
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obtido, ou ainda, alguma dependéncia entre os residuos.

Gréfico 4 - Residuos da regresséo linear das concentracGes de esterol em solugdes padrdo
contra os respectivos valores de Ag 0uU Agzsnm.
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Fonte: Da autora (2021).

4.5.2 Exatidao e Precisdo

Os ensaios de validacdo realizados no mesmo dia (n=6) em dias distintos (n=9), para
avaliar a precisdo e a exatiddo do método proposto, produziram resultados de recuperacdo
aparenteentre 95,1 e 107,9%, precisdo em termos de repetibilidade (intraensaio) entre 7,3 e
18,8%, precisao intermediaria (interensaio) entre 6,4 e 25,2% e veracidade, termos de erro
relativo, entre -8,4 e 25,8% (TABELA 6).



Tabela 6 - Resultados de precisdo e exatiddo obtidos dos ensaios realizados no mesmo dia e
em dias distintos pelo método colorimétrico baseado em imagens digitais em
solucgdes padrao de colesterol em cloroformio.

Resultados Intraensaios

Preciséo Exatiddo
Conc. Conc. . . . «
Nominal Medida Desvio padrdo  Erro relativo  Recuperacéo
(mgL?Y (mgLY) relativo (%) (%) aparente (%)
10 10,8 18.8 +7,9 107,9
110 117,0 7.3 +6,3 106,3
210 192,4 14.0 -8,4 91,6
Resultados Interensaios
Preciséo Exatiddo
Conc. Conc.

Nominal  Medida Desvio padrdo  Erro relativo  Recuperacéo

mgLY)  (mgLY relativo (%) (%) aparente (%)
10 12,6 25,2 +25,8 125,8
110 1159 6,4 +5,3 105,3
210 199,6 10,1 -4,9 95,1

Fonte: Da autora (2021).

Critérios de aceitacdo para recuperacdo e também para o desvio padrdo relativo
(DPR), obtido sob condicGes de repetibilidade e de precisdo intermediaria podem ser
estabelecidos pelos laboratdrios para os métodos analiticos empregados na rotina, seguindo as
orientacGes normativas da legislacdo aplicavel as areas de atividades (INMETRO, 2020). No
que se refere aos métodos analiticos que empregam dispositivos moveis para obtencdo de
imagens digitais com perfil RGB, ndo foi encontrada legislagio com tais critérios
estabelecidos. Entretanto, a AOAC, através do Peer Verified Program, propde seus proprios
niveis de aceitabilidade, em funcdo do nivel de concentracdo do analito (TAVERNIERS; DE
LOOSE; BOCKSTAELE, 2004). Ao nivel de partes por milhdo, a precisdo aceitavel em
termos de repetibilidade e de precisdo intermediaria deve ter DPR entre 53 e 11% e a
recuperacao aparente, > 80% e < 110% (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004;
BIOPHARMACEUTICS, 2018). Pela orientacdo do INMETRO (2020) sobre validacdo de

métodos analiticos, que aplicam as ultimas edi¢des da EURACHEM e AOAC, aceitam como
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critério a faixa de DPR de 5 a 11% para o0s ensaios de repetibilidade, e de 8 a 16% para a
precisdo intermediaria. Portanto, os resultados obtidos dos ensaios de precisdo e exatiddo
estdo de acordo com parte dos critérios supracitados e também com os critérios de aceitacéo,
geralmente recomendados para métodos analiticos instrumentais, como os cromatograficos, em
que a precisdo aceitavel deve ser < 15%, exceto no LOQ (20%) e recuperacdo aparente > 85%
e < 115%, exceto no LOQ (= 80% e < 120%) (BIOPHARMACEUTICS, 2018). Entretanto,
pode-se observar na Tabela 6 que, para os experimentos interensaios (precisao intermediaria),
os valores obtidos no menor nivel de concentracdo (10 mg L™) extrapolaram os critérios
supramencionados. E natural que maiores variagdes sejam, geralmente, obtidas em menores
concentragcdes do analito na amostra (TAVERNIERS; DE LOOSE; BOCKSTAELE, 2004).
Entretanto, acredita-se que a padronizacdodas condicdes de iluminacdo e a instabilidade da
reacdo colorimétrica de Liebermann-Burchard, os principais fatores que influenciam na
precisdo e exatiddo do método, tenham efeito mais acentuado na determinagdo de baixas
concentragfes do analito quando comparado aos maiores niveis de concentracdo nesse tipo de
analise quantitativa.

RecuperacGes de amostras brancas enriquecidas ou de solucdes padrdo, conforme
avaliado nos primeiros ensaios de validagéo, geralmente oferecem resultados melhores do que
aqueles obtidos das analises de amostras de rotina em que o analito estd mais fortemente
ligado a matriz (EURACHEM, 2014). Levando isso em consideracdo, uma comparagdo de
métodos incluindo a analise de 5 amostras de 0leos foi realizada, cujos resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 7. O erro absoluto e o erro relativo, bem como a exatiddo do método
proposto, foram calculados para os teores de esterois totais determinados pelo método baseado

em imagens digitais tendo o método espectrofotométrico como referéncia.

Tabela 7 - Precisdo e exatidao avaliadas na determinacdo do teor de esterois totais em 6leos
vegetais (n=6) pelo método de imagens digitais, previamente otimizado, em relacéo
ao meétodo espectrofotométrico.

Oleo Erro absoluto (mg/kg)  Errorelativo (%)  Exatidao (%)
Abacate Hass 19,1 1,8 98,2
Abacate Breda 12,8 1,1 98,9

Macauba 17,3 5,2 105,2

Oliva 27,9 19,9 119,9

Jeriva 0,4 0,2 99,8

Fonte: Da autora (2021).

A exatiddo do método proposto, em termos de recuperacdo variou entre 98,2 e 119,9%
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para todas as amostras analisadas, ou seja, atendeu os critérios estabelecidos pela
EURACHEM (2014). As amostras que apresentaram melhor exatiddo na sua determinacao,
valores proximos de 100%, também apresentaram menores valores de erro relativo. Além disso,
obteve-se erro absoluto médio, erro relativo médio e recuperacdo média para os cinco 0leos
analisados de 15,5 mg/kg, 5,6% e 104,4% respectivamente. Vucane e colaboradores (2020)
também obtiveram valores de exatiddo préximos a 100% para a metodologia de anélise da
atividade antioxidante de Oleos vegetais pelo método DPPH baseada em Colorimetria por
Imagem Digital.

As médias dos teores de esterois totais determinados em amostras de cinco 6leos
vegetais pelo método baseado em imagens digitais e por espectrofotometria foram

comparadas, conforme apresentado no Gréfico 5.

Gréfico 5 - Médias (n=6) dos teores de esterdis totais em amostras de 6leos vegetais
determinados pelo método baseado em imagens digitais e por espectrofotometria.
As barras representam desvio padréo.
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Fonte: Da autora (2021).

Os teores de esterpois totais obtidos com o método proposto foram proximos dagueles
obtidos com o método espectrofotométrico. Atraves do Teste-t com 95% de confianga,
confirmou-se que ndo houve diferenca significativa entre os valores determinados por
espectrofotometria e usando Colorimetria por Imagem Digital.

Vucane e colaboradores (2020) utilizaram valores de RG obtidos no aplicativo Color
Picker para analise da atividade antioxidante de 6leos vegetais por DPPH e ndo observaram

diferenca estatistica com 95% de confianca entre a metodologia usando a Colorimetria por



Imagem Digital e o método espectrofotométrico. Peamaroon, Jakmunee e Moonrungsee
(2021) também n&o verificaram diferenca significativa entre um método baseado no valor de B
(de RGB) e 0 método titulométrico para determinacdo do indice de iodo. Assim, é possivel
verificar que o uso de smartphones sdao promissores para analises colorimétricas de 0Oleos
vegetais, reduzindo custos e tornando as anélises de mais facil acesso aos produtores.

Conforme previamente mencionado, a precisdo também foi estimada como desvio
padrdo relativo (DPR) dos dados obtidos das analises em replicatas de cinco amostras de
Oleos vegetais (TABELA 8). Nesta abordagem, os valores de desvio padréo relativo obtidos
para as analises dos Gleos vegetais, com exce¢do do Abacate Hass e Jeriva, usando 0 método
baseado em imagens digitais foram inferiores ao maior desvio padrdo relativo obtido nos
ensaios de precisdo que empregaram solucdes padrdo (TABELA 6), estando, portanto, de
acordo com a estimativa de precisdo previamente avaliada.

Peamaroon, Jakmunee e Moonrungsee (2021) obtiveram desvios padréo relativos entre
3.1e 10.7% na determinacéo do indice de iodo em 0leos vegetais usando um método baseado
no valor de B (de RGB). Ja Vucane e colaboradores (2020) obtiveram desvio padrao relativo
de 0,1% para a metodologia de andlise de atividade antioxidante de 6leos vegetais utilizando-
se espectrofotometria UV-Vis e entre 0,6 a 0,7% para 0 método baseado em Colorimetria por
Imagem Digital. Os valores de desvio padrdo relativo encontrados na metodologia aplicada
neste trabalho sdo maiores que os encontrados pelos autores citados acima, 0 que pode ser
justificado pelas dificuldades em produzir a reacdo colorimétrica de Liebermann-Burchard,

que envolve banho de gelo, tempo de reacdo controlada e reagentes de alta volatilidade.

Tabela 8 - Média (n=6), desvio padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR) obtidos na
determinacdo do teor de ester0is totais em amostras de 6leos vegetais determinados
pelo método por imagens digitais e por espectrofotometria UV-Vis.

Ag25nm As
Oleo Estéar;éé/sktg)tals DP  DPR Est(er;é;ktg)tals DP  DPR
Abacate Hass 1093.3 244.7# 22.4 1074.2 68.9# 6.4
Abacate Breda 1202.6 63.6# 5.3 1189.8 152.1# 12.8
Macalba 332.5 479%# 144 349.8 199# 5.7
Oliva 140.1 10.1* 7.2 168.0 10.7* 6.4
Jeriva 232.7 57.9* 249 232.3 40.0* 17.2

# variancias ndo equivalentes segundo Teste-F com 95% de confianca.
* variancias equivalentes segundo Teste-F com 95% de confianca.
Fonte: Da autora (2021).
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N&o houve diferenga significativa entre as variancias dos teores de esterdis totais
determinados pelos dois métodos quando comparadas pelo Teste-F a 95% de confianca para
as amostras de azeite de oliva e 0Oleo de jeriva, as quais tém teores mais baixos de esterois.
Para as amostras de azeites de abacate e 6leo de macauba, houve diferenca significativa.
Nesses casos, apenas para o azeite de Abacate Breda, amostra com maior teor de esterois totais,
os desvios padréo e desvios padréo relativos sdo maiores usando imagens digitais com modelo
baseado em As, quando comparado ao método espectrofotométrico. Isso sugere uma tendéncia
do método baseado em Colorimetria por Imagem Digital ser mais preciso ou téo preciso
qguando o método espectrofotométrico em determinagdes envolvendo teores de esterdis mais

baixos.

4.5.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccdo estimado para o método baseado em imagens digitais foi de 6,49
mg L™ e pode ser considerado aceitdvel com base no teor de esteréis determinados nas
amostras analisadas. O limite de quantificacdo estimado de 34,82 mg L™ foi superior ao
primeiro nivel de concentracdo das curvas analiticas construidas nesse estudo (10 mg L™).
Entretanto, esse nivelde concentracdo apresentou precisdo e exatiddo adequados nos ensaios
de repetibilidade. Além disso, € importante ressaltar que os limites estimados foram inferiores
aos teores de esterdis totaisencontrados em todos 0s 6leos vegetais analisados nesse estudo.
Dessa forma, embora ndo seja recomendado para a analise de éleos com quantidades muito
baixas de esterdis em sua composic¢do, considerados os limites de deteccdo e de quantificacao,
0 método utilizado é considerado promissor para a analise de esterdis em Gleos vegetais, visto
gue o método proposto ndo se aplica a analise de rotina de esterdis a nivel de traco em
amostras de 6leos.

Cabe enfatizar que artigos de revisdo recentes sobre a utilizagcdo de smartphones para
analises quimicas e analises de alimentos mostraram um numero muito baixo de publicacdes
comevidéncias de validacdo dos métodos utilizados (FAN et al, 2021; NELIS et al., 2020).
Nelis e colaboradores (2020) constataram que de 56 artigos por eles citados apenas dois
incluiram todos os parametros-chave para a validacdo da performance analitica, o que pode
estar relacionado com a dificuldade de padronizacdo das condicGes analiticas.

Embora a robustez ndo tenha sido avaliada como uma figura de mérito neste estudo,
mas considerando que mudangas podem ocorrer durante o desenvolvimento e a aplicacdo de
um método na rotina, os ensaios de validacdo do método foram realizados em condicbes que

poderiam influenciar a resposta analitica. Diante disso, variagdes como uso de solvente de
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lotes distintos, realizag@o de experimentos em diferentes dias e preparacdo de novas solugdes
padrdo estoque, como também de solucbes de calibracdo, foram algumas das condi¢des
analiticas que variaram e serviram para avaliar o comportamento do método em condicdes
reais de laboratorio. Assim, os resultados dos ensaiosde validacdo mostraram evidéncias de
que o metodo desenvolvido atende aos critérios de desempenho exigidos e pode ser

considerado robusto.
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5 CONCLUSAO

A determinacdo colorimétrica do teor de esterdis totais em 06leos vegetais utilizando
Colorimetria por Imagem Digital usando smartphone mostrou-se vidvel. Os resultados
obtidos para amostras reais por meio deste método ndo se diferiram estatisticamente daqueles
obtidos pelo método espectrofotométrico.

As condicBes de iluminacdo ndo afetaram significativamente os resultados produzidos
pelas andlises, uma vez que a curva analitica € construida nas mesmas condi¢cdes em que as
amostras sdo analisadas. J& o aplicativo e a distancia entre a cAmera e a solucdo de anélise
afetaramos resultados produzidos. Os melhores resultados obtidos ao usar o aplicativo Pipette
sugerem que aplicativos com maior area de captura da cor na regido de interesse devem
produzir respostas analiticas com interferéncias minimizadas. Usar uma distancia adequada
entre a cmera e 0 recipiente com a amostra, de modo a garantir o ajuste de foco, também se
mostrou fundamental. Portanto, é indispensavel padronizar dispositivo, aplicativo e distancia
de captura das imagens digitais, a fim de minimizar os erros de anélise.

Os resultados obtidos pelos ensaios realizados mostraram que 0 mesmo tem potencial
para ser implementado em anélises de rotina, levando a resultados com exatiddo e preciséo
adequados.

A reacdo de Lieberman-Burchard usada neste trabalho é uma reacdo que requer
atencdo e execucdo minuciosa por parte do analista, visto que pequenos descuidos e
imprecisdes procedimentais podem prejudicar significativamente os resultados obtidos.
Apesar disso, este trabalho mostrou que € possivel usar imagens digitais obtidas com
smartphone para analise colorimétrica de esterdis, dispensando 0 uso de um

espectrofotdmetro.
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