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RUIZ, Renan Mendes. Desenvolvimento, Otimizacdo e Validacdo do Método
SPADNS para a quantificacdo de Fluoreto em aguas por Analise de Imagens
Digitais. 2017. 86 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A concentragdo de ions fluoreto em aguas de abastecimento tem despertado o
interesse em relacado as suas fungdes de prevencao da carie dentaria. O limite de
ingestéo de ions fluoreto € muito estreito com o de toxicidade, e relatos de fluorose
dentaria e 6ssea sdo encontrados na literatura. Uma opgao bastante interessante
para o monitoramento de fluoreto em aguas, consiste no uso de método
colorimétrico por analise de imagens digitais (AID), considerando sua praticidade,
baixo custo de implementagao, e disponibilidade diante do avango da tecnologia dos
dispositivos para captura de imagens. Neste trabalho, a determinagao quantitativa
de fluoreto em aguas foi realizada pelo sistema instrumental desenvolvido, proposto
por um método empregando o reagente cromogénico SPADNS, tendo a
sensibilidade otimizada por planejamento experimental. O planejamento
experimental resultou em um aumento de dez vezes na sensibilidade do método
proposto. O desempenho do método DIAScanner-SPADNS-RGB foi validado de
acordo com a resolugcdo da ANVISA e avaliado quanto ao desempenho, frente os
métodos de referéncia: potenciométrico, empregando o eletrodo ions seletivo de
fluoreto (ISEF), e espectrofotométrico (Vis-SPADNS). Foi obtida a linearidade em
uma faixa de concentragdo de ions fluoreto em agua de 0,05 a 1,20 mg L. O
coeficiente angular da curva apresentou desvio padrdao igual a 0,01651 e, o
coeficiente linear de 0,01052. O limites LD e LQ apresentaram valores de 0,039 mg
L' e 0,129 mg L™, respectivamente. As concentragdes de fluoreto nas amostras
analisadas foram comparadas por ANOVA frente aos métodos de referéncia e os
resultodos nado diferem significativamento ao nivel de 95 % de confianga. Os
calculos realizados pelo software QuantColour foram avaliados por ANOVA e nao
diferiram ao nivel de significancia. O volume de reagente SPADNS foi reduzido em
30 % pelo método proposto. O método DIAScanner-SPADNS-RGB se mostrou muito
eficiente na quantificagao de fluoreto em amostras de agua.

Palavras-chave:Fluoreto. Planejamento Experimental. SPADNS. Scanner. Andlise
de Imagem Digital.



RUIZ, Renan Mendes. Development, Optimization and Validation of the SPADNS
Method to Fluoride quantification in waters by Digital Image Analysis. 2017. 86
p. Dissertation (Master's Degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

ABSTRACT

The fluoride ions concentration in water supply has attracted interest because the
functions in dental caries prevention. The fluoride ions ingestion limit is narrow with
the toxicity, and reports in the literature of dental and bone fluorosis are found. A very
interesting option to monitoring fluoride in waters is the colorimetric method by digital
image analysis (AID), considering it is practicality, low implementation cost and the
technology advances of the image capture devices. This present work, the
quantitative determination of fluoride in waters was performed by the instrumental
method developed, consisting at the SPADNS chromogenic reagent use, with the
sensitivity optimized by experimental design. The experimental design resulted into a
ten-fold increase in the proposed method sensitivity. The DIAScanner-SPADNS-RGB
method performance was validated according to ANVISA and evaluated faced to the
reference methods: potentiometric, using the ion selective electrode of fluoride
(ISEF) and spectrophotometric (Vis-SPADNS). The linearity was obtained to fluoride
ions concentration range in water of 0.05 to 1.20 mg L. The analytical curve angular
coefficient had a standard deviation of 0.01651 and the linear coefficient of 0.01052.
The detection (LD) and quantification (LQ) limits presented values of 0.039 mg L
and 0.129 mg L, respectively. The fluoride concentrations into the analyzed
samples were compared by ANOVA faced to the reference methods and the results
obtained did not differed significantly at the 95% confidence level. The calculations
performed by the QuantColour software were evaluated faced to Excel by ANOVA
and did not differ at the significance level. The SPADNS reagent volume was
reduced in 30% by the proposed method. The DIAScanner-SPADNS-RGB method
proved as a very efficient in fluoride ions quantification in waters samples.

Keywords: Fluoride. Experimental Desing. SPADNS. Scanner. Digital Image
Analysis.
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1. INTRODUCAO

O Fluor é um dos elementos mais abundantes no ambiente, sendo encontrado
como mineral, e quanto a concentracdo, figura entre os vinte mais abundantes na
crosta terrestre. Os humanos sédo expostos aos ions fluoreto por meio dos alimentos
consumidos, bebidas, 4gua e até mesmo por inalagédo. Por meio do consumo de agua,
sdo ingeridas 75 % da concentracao total diéria de fluoreto. Estudos apontam que 0s
beneficios e maleficios relacionados ao consumo de fluoreto, dependem da
concentracgao ingerida (TAGUIPOUR et al., 2016).

A carie dentéria € uma doenca desenvolvida de forma infecciosa, causada por
dieta inadequada, principalmente pelo consumo excessivo de acgUcares e
carboidratos, acarretando na desmineraliza¢do da estrutura dentaria (BORGES et al.,
2016). A carie dentéaria atinge todas as faixas etarias, e a fluoretagcdo de aguas de
abastecimento tem sido o método coletivo de controle mais eficiente, aplicado por
mais de cinco décadas, com significativa melhora na saude bucal dos cidadaos
(BELLE et al., 2009).

Em contraponto, ha relatos na literatura sobre a fluorose 0ssea e dentaria,
causadas pela ingestdo de aguas com teores elevados de ions fluoreto por longos
periodos (RAMESH et al., 2016). No Brasil, Forte et. al. (2001) relatam a incidéncia
de fluorose nas localidades da Paraiba (FORTE et al., 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda uma faixa de
concentracdo para ions fluoreto em aguas de 0,5 até 1,5 mg L' (OMS, 2011). No
Brasil, esta é regulamentada pelo Ministério da Saude, que desde o ano de 1975,
estabelece os limites entre 0,6 mg Lt a 1,7 mg L (SILVA et al., 2014).

A fluoretacéo € uma medida consagrada na prevencao de carie dentaria, e 0s
teores ideais para consumo variam com as temperaturas meédias diarias do ar para
cada regido. Foi avaliado que para localidades com a média de temperaturas maximas
diarias entre 26,3 °C e 32,5 °C, a concentracdo ideal de ions fluoreto esta entre
0,55mg L*'e 0,84 mgL?!(MOINMAZ et al., 2012).

Ainda gue sejam comprovados 0s beneficios do flior no organismo, necessita
de consumo controlado por ser uma substancia farmacologicamente ativa, pois
concentragbes acima ou abaixo da estreita faixa ideal podem facilmente atingir os

limites de risco-beneficio em relacéo as dosagens consumidas (TOASSI et al., 2007).
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Sendo um parametro importante para a avaliacdo da qualidade da &gua de
consumo, além da pequena faixa de concentragdo de ions fluoreto entre os beneficios
e toxicidade, estabelecer e controlar os niveis de seguranca para o teor de fluoreto é
muito importante para a manutencdo da saude da populacdo, diminuindo os riscos
inerentes a contaminacao por ions fluoreto e prevencao da cérie dentaria (STANCARI
et al., 2014; FRAZAO et al., 2011).

Para determinacdo de fluoreto em &guas € mais utilizado o método
potenciométrico com eletrodo ions seletivos para fluoreto (ISEF — lon Selective
Electrode of Fluoride), por requerer um tempo menor para analise e maior simplicidade
para operacdo em relacdo ao método cromatografico. O espectrofotométrico
empregando o reagente SPADNS apresenta maior sensibilidade, porém é menos
utilizado por apresentar pouca seletividade e dispender um tempo maior para analises
(NOH, COETZEE, 2007).

A Analise de Imagem Digital (AID) € uma técnica de ampla aplicacao, por ser
rapida, de baixo custo e ndo destrutiva. A facilidade e rapidez para captura das
imagens associados a AlD, tem se tornado mais interessante devido a evolucdo dos
dispositivos como camera digital, caAmera de dispositivos moveis, scanner e webcam,
podendo ser aplicados em diferentes campos da ciéncia e tecnologia (SOUZA et al.,
2014).

Sao encontrados trabalhos com aplicacdo de imagens digitais em diversas
areas como: percepcdo humana (DE-SHENG, GUAN-LING, 2009), ortodontia
(MACHADO, SOUKI, 2004), alimentos (DALEN, 2003), geociéncias (SANTOS; GALO,
2016), agricultura (GODOY, 2007), engenharia (VERMA, VERMA, 2015) e
saneamento de esgoto (PRADO, CAMPOS, 2008).

Devido a importancia do controle da concentracéo de ions fluoreto em aguas
de abastecimento e a busca de metodologias alternativas para as verificacoes, este
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento, otimizacéo e validacdo de um método

rapido e versatil para determinacgéo de ions fluoreto em aguas utilizando AID.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FLUOR

O flbor pertence ao grupo dos halogénios, que do grego significa formador de
sal, sendo o elemento mais reativo conhecido. Este elemento apresenta sete elétrons
no nivel eletrénico mais externo, com configuracéo eletrdonica s?p®. O fllior se comporta
como um agente oxidante muito forte, e por ndo possuir orbital d de baixa energia, é
0 Unico elemento dos halogénios que ndo existe em niveis de oxida¢do mais elevados
(LEE, 1999).

As aguas subterraneas séo consideradas as maiores fontes de fldor. Os ions
fluoreto, formam complexos estaveis com 0s compostos organicos, boro, aluminio,
ferro e célcio. O fluor foi incorporado aos minerais por meio de solidificacédo de uma
fase fluida com grande concentracdo do elemento, dependendo de variaveis como
pH, pressédo, temperatura, composicdo das fases e tempo de reacdo. Os minerais
estdo presentes nas rochas da crosta terrestre como também, no magma e fluidos

hidrotermais associados a processos metamorficos (HYPOLITO et al., 2010).

2.1.1 FLUOR NO MEIO AMBIENTE

O fldor é encontrado em minerais que se formam em rochas igneas como
granito, sienito ou pegmatitos, em rochas vulcanicas alcalinas (ridlitos, andesitas,
fondlitos), em rochas metamorficas (félsico e mica) e, em menor grau, em depdésitos
sedimentares derivados de rochas parentais ricas em fldor, cinzas vulcanicas,
sedimentos e material rochoso geotérmico sobreposto ou folhelhos marinhos. Os ions
fluoreto e hidroxila por apresentarem carga e raio parecidos substituem-se
constantemente nas estruturas minerais, formando complexos mais sollveis com
céations como hidrogénio, magnésio e aluminio (OLACA et al., 2016).

Conforme caracteristicas de halogénio, o flior existe na forma de molécula
diatbmica F2 e apresenta a coloracdo amarelo claro. A maior fonte de flior é o mineral
fluorita (CaFz), com producdo mundial de 3,6 milhdes de toneladas. Outro mineral
bastante encontrado é fluorapatita (3(Ca(POa4)2.CaF2) (LEE, 1999).

O flbor é obtido na forma de &cido fluoridrico (HF), pela reacdo de CaF> com

acido sulfurico concentrado (H2SO4), como mostra a Equacdo 1. O HF produzido
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reage com o diéxido de silicio (SiO2) formando o acido fluossilicico (H2(SiFe)), como
apresentado pela Equacgéo 2. O Hx(SiFe) € utilizado na fluoretagdo de 4gua potavel no
lugar de fluoreto de sédio (NaF) (LEE, 1999).

CaF2 + H2SO4 — CaS04 + 2 HF Eq. (1)
6 HF + SiO2 — H2(SiFe) + 2 H20 Eq. (2)

O flior € um elemento presente nos alimentos, medicamentos, suplementos
nutricionais, creme dental e agua mineral, sendo necessario o controle rigido da

concentracao pelos 6rgaos reguladores (JESUS, 2005).

2.1.2 FUNCOES BIOLOGICAS E CONSEQUENCIAS PARA SAUDE

A funcao biologica e a toxicidade dos ions fluoreto dependem da concentragéo
consumida. O consumo de agua fluoretada responde aproximadamente por 60 % da
guantidade total de ions fluoreto ingerida (DAS et al., 2005). Apesar das incertezas
entre os cientistas sobre a necessidade da presenca de ions fluoreto para o consumo
humano, acredita-se que concentracdes de fluoreto adequadas atuam na prevencao
da carie dentaria. Por outro lado, o consumo elevado de ions fluoreto na dieta afeta
negativamente a satde humana na forma de fluorose 0ssea e dentaria, aumento nas
fraturas O6sseas, diminuicdo na taxa de natalidade, aumento de urolitiase (célculo
renal), disfuncdes na tiredide e indices menores de inteligéncia em criancas (CHEN et
al., 2013).

Foi detectada a correlacdo entre a ocorréncia da fluorose dentaria e a
concentracdo de ions fluoreto em agua para consumo, como também, a baixa
incidéncia de carie dentaria nas mesmas regides. Em 1958, foi reconhecida pela OMS
a importancia da fluoretacdo das aguas de abastecimento, sendo implementada como
medida de salde publica. Em 1975 a OMS desenvolveu um programa para
fluoretacdo de aguas de abastecimento, com aprovacdo por unanimidade dos 148
paises membros (RAMIRES, 2007).

A cérie dentéria é uma doenca cronica, que atinge todas as faixas etarias,
resultante da dissolucdo mineral dos tecidos dentarios por acidos produzidos no

metabolismo de carboidratos, em especial a sacarose (ALVES, 2008). O acUcar
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disponivel eleva a acidez localizada, ocorrendo a dissolugdo do fosfato de calcio
(Caz(P0Oa4)2) das superficies estruturais do esmalte dental, liberando-o no meio bucal.
O avanco na perda mineral acarreta a formacgéo de cavidades que em casos mais
graves, podendo levar a destruicdo da coroa dentaria (NARVAI, 2000). A Figura 1

mostra uma cavidade bucal com severa carie dentaria.

Figura 1. Aspecto clinico da cavidade bucal em criangas com carie severa

Cavidades de
tamanho médio

Mancha
branca

Destruicao da
coroa do dente

Fonte: LOSSO et al., (2009).

A adicao de fluoreto em aguas para abastecimento publico € um método eficaz
e seguro para prevencdo da carie dentaria, além do 6timo custo beneficio de
aproximadamente US$ 0,03 por pessoa/ano na cidade de Séo Paulo, Brasil. A
fluoretacdo de aguas de abastecimento, é considerada um dos dez maiores avancos
na Saude Publica no século XX nos Estados Unidos (PANIZZI, 2008).

Santos et al. (2012) relatam que de forma geral, ha diferencas marcantes em
relacédo ao indice de carie em criancas de até 12 anos, residentes em municipios com
e sem adicdo de fluoreto em aguas de abastecimento, havendo uma melhor condi¢cao

para as cidades com fluoretagcdo (SANTOS et al., 2012).

A importancia da avaliagdo e manutencéo da concentracdo de ions fluoreto

em agua de abastecimento em nivel adequado € muito importante, sendo encontrado
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diversos trabalhos na literatura sobre o heterocontrole em diferentes regides
brasileiras (VILLENA et al., 1996; MOURA et al., 2016; PIRES et al., 2002; SANTOS;
SANTOS, 2011).

Alguns programas de saude bucal coletiva se popularizaram com a
distribuicdo de géis fluoretados, que apresentam uma boa relacdo custo-beneficio e
facilidade de manipulacéo, principalmente onde a populagdo de criangas com idade
superior a 6 anos, formam o grupo de maior risco a carie. E contraindicado para
gestantes a utilizacdo de suplementos contendo fluoreto, uma vez que ndo ha

comprovacéao cientifica dos beneficios gerados ao bebé (CASCAES et al., 2012).

O creme dental fluoretado é responsavel por 6timos indices de reducdo na
incidéncia de céries durante as Ultimas décadas. Entretanto, seu uso também pode
acarretar o desenvolvimento da fluorose dentaria, com riscos mais elevados para
criancas menores de 6 anos (OMENA et al., 2006).

Os indices de fluorose dentaria estdo seguindo um padrao inverso ao da carie,
com taxas aumentando significativamente, manifestando-se principalmente nas
formas leve e muito leve, observadas em comunidades com e sem aguas de
abastecimento fluoretadas (CARVALHO et al., 2009). A Figura 2 apresenta a imagem

de um paciente com fluorose dentéria constatada.

Figura 2. Dentes de paciente com fluorose dentaria, aparéncia marrom e esmalte

comprometido.

Fonte: GUPTA et al., (2016).
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A fluorose dentaria € uma complicacdo que afeta o germe dentério durante a
formacéo devido ao consumo de concentracdes elevadas de ions fluoreto. A fluorose
dentaria acarreta na desmineralizacdo do esmalte, e pode ser classificada como
fluorose simples, fluorose opaca e fluorose combinada com porosidade. As lesdes
sdo proporcionais as quantidades consumidas, duracdo da exposi¢cao, causando
desde alteracdes na pigmentacdo dos dentes em tons de marrom com manchas
brancas, até o esmalte dental tornar-se poroso e altamente manchado (GONCALVES
et al., 2013).

A fluorose éssea é causada pela exposi¢ao crbénica aos ions fluoreto, onde
ocorre um aumento da densidade do 0sso e calcificacdo de ligamentos. A reabsorcao
0ssea € aumentada junto a formacao 0ssea, podendo agravar a situacédo ao estado
de osteonecrose (MEDEIROS et al., 2014).

Sao relatadas também alteracbes no metabolismo em tecidos moles como a
tiredide, 6rgaos reprodutores, cérebro, figado e rins. Os ions fluoreto causam aumento
nos hormoénios estimulantes da glandula tiredide e hipotireoidismo em algumas
populacdes. Estudos na China apontam niveis inferiores na capacidade mental e no
Quociente de Inteligéncia (Ql) em criancas nascidas e criadas em areas endémicas
em relatos de fluorose (RUIZ-PAYNAN et al., 2005).

2.1.3LEGISLACAO

De acordo com o Guideline for Drinking-Water Quality publicado pela OMS
(2001), a faixa adequada para concentracéo de fluoreto € de 0,5 mgL*a 1,5 mg L™
A OMS adverte que a concentracdo entre 0,9 e 1,2 mg L pode acarretar em efeitos
como a fluorose 6ssea e dentéria, dependendo das exposi¢des por outras fontes de
ingestdo. E reconhecido pela OMS que o indice de 1,5 mg L precisa ser revisado, e
uma concentragdo mais segura é de 0,5a 1,0 mg L'* (OMS, 2011).

No Brasil, a Lei Federal n.° 6.050 de 24 de maio de 1974, que dispde sobre a
fluoretacdo da agua em sistemas de abastecimento quando existir estacdo de
tratamento, foi regulamentada por meio do decreto n.° 76.872 em 22 de dezembro de
1975. A portaria n.° 635/Bsb, de 26 de dezembro de 1975, no Diéario Oficial da Uniéao

de 30/01/76, aprova as normas e padrfes sobre a fluoretacdo de dgua dos sistemas
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publicos de abastecimento destinada ao consumo humano. A concentracdo de
fluoreto recomendada varia entre 0 minimo de 0,6 mg L* e o 6timo de 1,2 mg L%,
dependendo da média das temperaturas maximas diarias (Brasil, 1975).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispbe sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais, como também das
condicles e padrdes de langcamentos de efluentes, por meio da Resolugéo n.° 357, de
17 de marco de 2005. A concentracdo de fluoreto maxima permitida em agua doce
(classe 1) é 1,4 mg L (Brasil, 2005).

Em 12 de dezembro de 2011, o Ministério da Saude por meio da Portaria n.°
2.914, dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padréo de portabilidade. O valor maximo permitido € de
1,5 mg L* (Brasil, 2011).

2.2 METODOS PARA DETERMINACAO DE FLUORETO

Muitas técnicas séo propostas para a determinacao de fluoretos em aguas,
potenciometria (ANTES et al., 2012;), espectroscopia de fluorescéncia (MATSUNAGA
etal., 2006; CHAVALI et al., 2015; WU et al., 2016), cromatografia (KWON et al., 2014;
DAREI et al., 2015; MARAVER et al., 2014) e espectroscopia visivel (SAHIN et al.,
2016; PARTHIBAN et al., 2015; PARHAM et al., 2009; KIM et al., 2015).

O Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005),
propde os seguintes métodos para determinacdo de ions fluoreto em amostras de
agua: cromatografia iénica, eletroforese capilar idnica, eletrodo ions seletivo para
fluoreto (ISEF), métodos colorimétricos de SPADNS e da Alizarina (APHA, 1999).

2.2.1 METODO DO ELETRODO ION SELETIVO

O ISEF é um sensor para ions especificos, que funciona por um cristal de
fluoreto de lantanio (LaFs) dopado com fluoreto de eurdpio EuF». O cristal apresenta
vacancias devido a dopagem do cristal com EuF2, possibilitando uma resposta por
meio do potencial, com os ions fluoretos livres nas amostras (RATOVCIC, 2009).

A membrana do eletrodo em contato com a solucdo de referéncia em uma das
faces, e a outra solugdo contendo os ions fluoreto, tem o potencial estabilizado e

aferido por meio de um medidor de pH na funcédo potenciométrica, com valores
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expressos em escala de milivolts (mV). O método potenciométrico que utiliza o ISEF
é aplicado em uma faixa linear de 0,1 a 10,0 mg L' e apresenta uma lista de
interferentes de acordo com a Tabela 1 (APHA, 1999).

Tabela 1. ConcentracBes de substancias interferentes para o método ISEF que

causam um erro de 0,1 mg L* em relacdo as amostras de referéncia com 1,0 mg L*

de fluoreto
Interferente [Interferente] (mg L) Tipo de Erro

Alcalinidade

(CaCo0y) 7 000 +
Aluminio (AI®Y) 3 -
Cloreto (CI") 20 000 -
Ferro (Fe®) 200 -
Fosfato (PO4%) 50 000 -
Sulfato (SO4%) 50 000 -

Fonte: APHA, (1999).
A cela eletrolitica para o ISEF pode ser representada pela Equacéo 3.

Ag|AgCl, Cr (3,0 mol L?), F (0,001 mol LY)|LaFs|solugdo teste|eletrodo de

referéncia  Eq. (3)

O ISEF néo determina a concentracdo, mas sim a atividade dos ions fluoreto
em solucéo. A concetracdo de ions fluoreto é determinada por meio do coeficiente de
atividade da solucéo, que € dependente da forca ibnica total, do pH e dos complexos
de fluoreto formados (SHEN, 2016). Assim, € necesséria a utilizacdo de uma solucéo
ajustadora para manter a forca ibnica constante e o pH em valores que evitem a

formacdo de complexos com ions fluoreto (APHA, 2005).
2.2.2 METODO SPADNS

Dos métodos colorimétricos citados para determinacdo da concentracdo de
ions fluoreto em aguas, o método SPADNS é o mais empregado, por apresentar
menos interferentes, comparado a varios outros aplicados na determinacdo de ions
fluoreto, e proporciona uma velocidade de reacdo mais rapida que o método da

alizarina, isto €, sendo a cor produzida estavel em um tempo menor para obtengéo de
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uma leitura espectrofotométrica satisfatoria. Baseia-se na reacéo do ion fluoreto com
ions zircbnio presentes no reagente SPADNS (vermelho escuro) que leva a formacgéo
do complexo incolor hexafluorozirconato (1V) (ZrFs?), conforme apresentado na Figura
3. A adicao de fluoreto atenua a coloracdo da solucéo levando a uma tonalidade de
vermelho mais claro na medida em que a concentracgéo de fluoreto aumenta (FAWELL
et al., 2006).

Figura 3. Reacdo do complexo Zr- SPADNS com os ions fluoreto

SO, H
SO,H
/OH
—OH
N H*e
“ 0 ™ L sF - N + zF + 2H,0
' OH OH
- :
HO,S SOH
HO,S

SO,H

Fonte: SINGH; MAJUMDER, 2015.

O método SPADNS apresenta-se linear na faixa de 0,0 a 1,40 mg L* e uma
lista de interferentes, apresentada na Tabela 2. Os interferentes sdo avaliados nas
guantidades necessarias para produzir um erro de 0,1 mg L, em amostras com
concentracbes de 1,0 mg L* de ions fluoreto. Em amostras turvas, possui a

desvantagem exigir destilacao.

Tabela 2. Concentracdes de substancias interferentes que causam um erro de 0,1

mg L em amostras com 1,0 mg L para o método SPADNS

Interferente [Interferente] (mg L™?) Tipo de Erro

Alcalinidade

(CaCo0:s) 5 000 -
Aluminio (AI®*) 0,1 -
Cloreto (CI") 7 000 +
Ferro (Fe®*) 10 -
Fosfato (PO4%) 16 +
Sulfato (SO4%) 200 -

Fonte: APHA, (1999).
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2.3 ANALISE COLORIMETRICA

A variacdo de cor de um sistema, com a modificacdo da concentragéo de certo
componente, constitui a base do que os quimicos denominam andlise colorimétrica. A
cor € provocada por um composto corado, resultante da adicdo de um reagente
apropriado, ou pode ser intrinseca ao constituinte analisado. A intensidade pode ser
comparada com o que se obtém pelo tratamento idéntico de uma quantidade
conhecida da substancia (JEFREY et al., 1992).

2.3.1 MODELO DE CORES

A colorimetria estuda e quantifica a forma com que o sistema visual humano
percebe a cor, tentando transforma-las numericamente por meio de estimulos e
especificacdes das fungdes continuas dos parametros fisicos, que definem a energia
no espectro de luz. Newton descreveu a luz como uma emisséo de particulas, que
chamou de fétons, que se comportam como onda ou particula, em diferentes situacdes
(MORITZ, 2011).

Basicamente, as cores que 0s seres humanos percebem num objeto s&o
determinadas pela natureza da luz refletida no objeto. A luz visivel € composta de uma
banda de frequéncias relativamente estreita no espectro eletromagnético. Um corpo
gue reflete a luz e é relativamente balanceado em todos os comprimentos de onda
visiveis, aparece como branco para o observador. Entretanto, um corpo com maior
refletdncia em uma variacéo limitada do espectro visivel exibe alguns tons de cores
(GONZALES, WOODS, 1992).

Como a luz pode ser caracterizada pela sua distribuicdo espectral, ela pode
entdo ser modelada matematicamente por uma funcéo unidimensional, que depende
do comprimento de onda. Mas, quando o interesse diz respeito a cor, no sentido da
sensacdo humana para diferentes espectros de luz, a definicdo de cor envolve uma
caracteristica perceptual da espécie humana. Até porque, € sabido que cada espécie,
possui uma percepcao de cor diferente (JEFREY et al., 1992). A Figura 4 apresenta o

espectro eletromagnético com as faixas de comprimento de onda destacadas.
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Figura 4. Comprimentos de onda do espectro eletromagnético
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Fonte: SCURI, 1999.

A ciéncia que estuda cor do ponto de vista fisico € chamada de colorimetria.
A ciéncia que estuda a cor do ponto de vista perceptual € chamada de fotometria. Nos
percebemos luz entre aproximadamente 380 nm e 780 nm. A luz de 380 nm a 500 nm
parece azul, de 500 nm a 600 nm parece verde, e de 600 nm a 780 nm parece
vermelho, como ilustrado na Figura 5 (FILHO, NETO, 1999).

Figura 5. Espectro correspondente as cores vermelha, verde e azul
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Fonte : Proprio autor, 2017.

O modelo de cores RGB (R - vermelho; G - verde; B - azul) para formacao de
uma cor usa um sistema de coordenadas cartesianas cujo subespaco de interesse é
um cubo (Figura 6). Na origem (0, 0, 0) localiza-se a cor preta e quando todas as
bandas alcancam o seu valor maximo (255, 255, 255) tem-se a cor branca. Na
diagonal que liga a origem com o ponto maximo situam-se 0s niveis de cinza. As cores
(bandas) priméarias vermelha, verde e azul sdo aditivas, isto €, sua contribuicdo

individual é somada para formar a cor resultante (SOUZA et al., 2004).
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Figura 6. Cubo RGB normalizado (RGB/255) com as cores primarias nos eixos

principais

Branco
(1,1,1)

Fonte: Proprio autor, 2017.

Outros modelos como o CMYK (Ciano — Magenta — Yellow - Black) e HSI
(Hue, Saturation, Intensity) possuem a vantagem de desacoplar as cores e a escala
cinza em uma mesma imagem (ACHARYA, RAY, 2005).

2.3.2 BRILHO E CROMATICIDADE

A caracterizacdo da luz é essencial para a ciéncia das cores. Se a luz for
acromatica (auséncia de cores), seu Unico atributo sera a intensidade, ou quantidade.
O nivel de cinza em uma imagem refere-se a uma medida escalar de intensidade que
varia do preto aos tons de cinza chegando ao branco (GONZALES; WOODS, 1992).

Segundo Gonzalez e Woods (1992), as caracteristicas normalmente usadas

para distinguir uma cor da outra séo brilho, matiz e saturacao.

» Brilho: é um fator subjetivo praticamente impossivel de ser medido. Ele
incorpora a no¢ao acromatica de intensidade, sendo um dos fatores chave
da descricao da sensacéao das cores.

» Matiz: atributo associado com o comprimento de onda dominante em uma
mistura de ondas de luz. Dessa forma, o matiz representa a cor dominante,

como percebida por um observador.



29

» Saturacdo: refere-se a pureza relativa, ou, quantidade de luz branca
misturada com um matiz. As cores do espectro puro sdo completamente
saturadas.

O matiz e a saturacdo, quando tomados conjuntamente, sdo denominados
cromaticidade e, portanto, uma cor pode ser caracterizada pelo seu brilho e

cromaticidade.

2.3.3 CORRECAO GAMA

Um outro aspecto interessante sobre o brilho é que embora este varie de
acordo com as condic¢des de iluminacao, o olho possui uma capacidade enorme de se
adaptar a essas varia¢ées. E uma mudanca na escala de percepcédo para poder captar
0 maximo de detalhes com a luminosidade disponivel. De um outro ponto de vista
podemos dizer que o olho esta se “adaptando ao branco”, ou seja a percepcgao de
branco é dependente das condi¢des de visualizacdo (SCURI, 2002).

O olho humano néo responde linearmente a intensidade de cor emitida,
acarretando em uma distorcdo na escala de tons percebida pelo olho em
determinados casos, ou seja, a gama de tons percebida ndo corresponde a variacbes
equivalentes de intensidade. A Correcdo Gama pode compensar esse problema,
aplicando uma funcéo inversa a resposta do olho para obter uma escala linear

percebida (SCURI, 1999). Podemos observar as duas situacdes na Figura 7.

Figura 7. Correcao Gama

Nao Linear Linear

Fonte: SCURI, 1999.
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2.3.4 USO DE SCANNER NA CAPTURA DE IMAGENS

O scanners séo dispositivos para captura de imagens que possuem alta
resolucdo, podendo reproduzir diversos tipos de superficies. Os scanners utilizam o
modelo de cor RGB, dispondo de uma fonte de luz em forma de linha que faz uma
varredura por toda a regido de interesse, e um conjunto de foto-detectores que
convertem a luz emitida captada, em sinal elétrico (SCURI, 1999).

Os scanners funcionam por meio de Dispositivos de Carga Acoplada (CCD —
Charge-Coupled Device) com sensores lineares, que sdo matrizes com elementos
fotossensiveis dispostos em uma linha de alta resolugéo. As informac¢des luminosas
das imgens sao convertidas em sinais eléticos através do tempo de deslocamento da
linha de varredura em relagcdo a superficie de interesse. Sensores de imagens
coloridas utilizam trés sensores monocromaticos para captar as cores primarias RGB,
gue sao combinadas matematicamente para gerar o sinal de luminéncia, responsavel
pela cor (FILHO, NETO, 1999).

A Figura 8 apresenta esquematicamente a funcédo de um scanner, no qual um
feixe luminoso puntual incidente é defletido em um angulo variante com o tempo, a (1),
a uma velocidade v (t). A partir desta deflexdo forma-se um padréo luminoso no plano
de trabalho.

Figura 8. Um ponto luminoso € convertido em uma linha de varredura pela acao de

um scanner
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Fonte: Proprio autor, 2017.
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A escolha dos DPI (dots per inch) a serem utilizadas é o fator mais critico no
uso do scanner. Para andlise cientifica, onde o objetivo é obter medidas na imagem,
a resolucéo vai indicar a precisao dos valores que se deseja obter no espaco da
imagem. Esta precisdo indicard a menor distadncia entre dois pixels, o que por
consequéncia ditara os DPI (SCURI, 1999).

2.3.5IMAGEM DIGITALIZADA

Uma imagem monocromatica pode ser descrita matematicamente por uma
funcao bidimensional da intensidade luminosa f (x,y), com o valor em qualquer ponto
de coordenadas espaciais (X,y), proporcional ao brilho da imagem naquele ponto.
Cada ponto na coodenada espacial € denominado de pixel ou elemento de imagem
(QUEIROZ; GOMES, 2001). A Figura 9 representa uma imagem formada no plano

bidimensional.

Figura 9. Representacao bidimensional de uma imagem
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Fonte: QUEIROZ; GOMES, 2001.

A funcéo f (Xx,y) representa o produto da interacdo entre a iluminancia i (x,y),
gue exprime a quantidade de luz que incidente sobre o objeto, e refletancia,
representada pela funcao r (x,y), associada a fracdo de luz incidente que o objeto
refletira no ponto (x,y) (QUEIROZ; GOMES, 2001).

Estes conceitos estéo ilustrados na Equacdo 4, onde 0 <j(x, y ) <= e
0<r(xy)<l

f(xy) =ixy) . r(xy) Eq. (4)
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O sinal anal6gico de video obtido pelo dispositivo de aquisicdo deve ser
submetido a uma discretizagdo espacial (amostragem), e também dos valores de
brilho (quantizacdo). Basicamente, a amostragem converte a imagem analdgica em
uma matriz de M por N pixel, como mostra a Equacéo 5 (QUEIROZ; GOMES, 2001).

/ f(0,0) f(0,1) f©2 - fON-1) \

f(1,0) f (@11 f@z - f@AN-1)
| f(2,0) f @1 f@z - f@N-1 | Eq. (5)
FM=10) f(M—=11) f(M=12) -~ fM—-1N—-1)

Ao ser digitalizada a imagem assume um tamanho adimensional, em pixels.
Conhecendo o tamanho real da imagem e o numero de pixels, podemos determinar a
resolucdo da imagem, que utiliza a unidade de medida DPI. As imagens das telas de
computadores séo criadas no formato BMP (BITMAP — mapa de bits), e portanto, séo
mais facilmente gravadas do mesmo modo. As imagens BMP também séo utilizadas
para reproducdo em impressoras, cujo método de formacao de imagens € semelhante
ao de varredura dos monitores de videos. Um dos problemas praticos existentes € o
tamanho da imagem, que pode demandar varios megabytes para armazenamento e
processamento, no caso de uma imagem colorida de alta resolucéo (FILHO, NETO,
1999).

O modelo JPEG (Joint Photographic Experts Group) é o primeiro tipo de
arquivo padrdo para compressao de imagens de diversos tamanhos. Este modelo
oferece a maior taxa de compressao existente para imagens fotograficas através de
hardware e software especifico (ACHARYA; RAY, 2005).

2.4 QUIMIOMETRIA

A utilizacdo de computadores para andlises quimicas aumentou a quantidade
de informacdes e varidveis que podem ser analisadas em uma Unica amostra. A
guimiometria procura resolver problemas de interesse quimico por meio de
ferramentas de trabalho provenientes da computacdo, estatistica e matematica
visando planejar e otimizar experimentos (FERREIRA et al., 1999).

A calibracdo de um método ocorre primeiramente por uma etapa descritiva,

destinada a construir um modelo que relacione as espécies de interesse com as
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grandezas aferidas. Por conseguinte, uma etapa preditiva, utiliza o0 modelo elaborado
para determinar as concentracbes de amostras por meio dos sinais analiticos
respectivos (PIMENTEL; NETO, 1996).

Os planejamentos fatoriais sdo utilizados para estudo das variaveis
independentes e a selecdo do planejamento depende do objetivo do pesquisador e
etapa do trabalho. Para um estudo inicial, planejamentos fracionados sdo empregados
na triagem de variaveis que mais interferem na resposta. As avaliacées quantitativas
para a influéncia das variaveis, sdo mais bem exploradas por planejamentos fatoriais
completos em dois niveis, que descrevem o modelo pelo método dos minimos
guadrados (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2013).

Se o0 experimento requerer um modelo mais robusto, o Planejamento
Composto Central (Central Composite Design - CCD) é indicado, pois permite o
célculo dos coeficientes quadraticos. O CCD otimiza e determina a funcao
estabelecida entre as variaveis que mais interferem na resposta, possibilitando a
obtencao de valores que irdo produzir o melhor resultado experimental (Souza et al.,
2015).

2.5 APLICACOES ANALITICAS POR ANALISE DE IMAGENS DIGITAIS

A AID é uma metodologia de ampla aplicagéo, rapida, de baixo custo, que
possui diferentes dispositivos de aquisicdo como camera digital, scanner, webcam e
camera de dispositivos moéveis (GRASEL et al., 2016). As analises univariada e
multivariada associada a AID, tem se tornado mais interessantes devido a evolucao
dos dispositivos de captura, que podem ser aplicados em diferentes campos da
ciéncia e tecnologia (FERNANDEZ-OLIVERASPOZO, RUBINO, 2013).

Sao encontrados trabalhos sobre aplicacdes de imagens digitais em diversas
areas como alimentos, engenharia, farmacéuticas, agricultura, ciéncias forenses e
como uma frente de estudo bastante promissora na area de quimica, devido aos
constantes avancos tecnolégicos dos hardwares e softwares de aquisicdo e
tratamento de imagens digitais (SARRAFZADEH et al., 2015; HAMAD et al., 2007;
GODOY et al., 2007; CREMON et al., 2009; THANAKIATKRAI et al., 2013).

Momeni e colaboradores (1999) utilizaram uma camera com dispositivo de
carga acoplada (CCD) como sistema detector em capilares para proteinas de ligacao

do retinol por quimiluminescéncia. O registo da quimiluminescéncia no ensaio foi
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realizado em fungéo de varios fatores, como a concentracéo de analito no substrato,
a cinética de atenuacgéo da luz envolvida entre o emissor de espécies, a distancia entre
o capilar e a camera, bem como, o periodo de exposicdo do capilar a camera
(MONEMI et al., 1999).

Maleki e colaboradores desenvolveram um modelo para determinacao
simultanea de Al (lll) e Fe (Ill) em ligas de cromo utilizando azurol S como reagente
cromogénico e uma camera CCD como detector. Tanto o Al (lII) como o Fe (ll) foram
determinados na faixa de concentracdo de 0,25 a 4,0 ug L™ com preciséo e exatidao
(MALEKI et al., 2004).

Huang e Zhang (2008) analisaram o espectro de cores nos modelos RGB e
HSV das imagens da chama do metano em diferentes condi¢ces de queima utilizando
uma camera convencional. Resultados apresentaram que cada chama tem as
préprias caracteristicas nos modelos RGB e HSV. Foi demonstrado também que as
imagens das chamas podem ser utilizadas para analise no espectro visivel e também
no infravermelho (HUANG, ZHANG, 2008).

Kompany-Zareh e colaboradores (2002) propuseram um método simples e
rapido para determinacédo colorimétrica de Fe (lll) utilizando um scanner de mao.
Foram avaliados os parametros pixels por polegada, brilho, contraste e correcdo gama
variando simultaneamente. Foi construida uma curva analitica da intensidade
observada em escala RGB por concentracéo de Fe (lll), variando de 6,0 a 45,0 mmol
Lt de Fe (lll). De acordo com os autores, o método foi aplicado com sucesso e o0s
resultados comprovam a exatidao, precisao, rapidez e baixo custo para as analises
colorimétricas (KOMPANY-ZAREHet al., 2002).

Shishkin e colaboradores (2004) publicaram um trabalho propondo um novo
método para estimar a intensidade luminosa na escala de cores RGB em funcéo da
concentracdo de diferentes compostos por meio da andlise de imagens digitais em
scanner de mesa. Foi estudada a intensidade em funcédo da concentracdo para os
fons nitrito, acido salicilico, acido gdlico, dodecilsulfato de sodio, acido 4-
hidroxibenzodico e cobalto. As escalas de cores foram obtidas utilizando o software
Adobe Photoshop 7.0 e os dados foram tratados pelo software Oringin 6.0. Os
resultados confirmaram que a dependéncia da luminosidade com a concentracéo é
descrita por um decaimento exponencial de 12 ordem (SHISHKIN et al., 2004).

Godinho e colaboradores (2008) desenvolveram um método de

caracterizacdo de amostras de refrigerante com base na cor, utilizando analise de
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componentes principais das imagens (PCA — Principal Components Analysis) dos
refrigerantes obtidas em um scanner comum. As amostras de refrigerantes foram
classificadas pelas suas imagens, e os resultados obtidos pela classificagdo das PCA
podem ser correlacionadas com os resultados de teor de sacarose, de acido sérbico
e 0 pH (GODINHO et al., 2008).

Gomes e colaboradores (2008) propuseram um método para determinacgdo de
acido ascorbico em medicamentos utilizando um scanner de mesa para aquisicdo das
imagens. Imagens digitalizadas da amostra foram convertidas numericamente
utilizando o modelo de cores RGB. Por meio do método proposto foi possivel a
determinacdo de &cido ascérbico em 11 soluc¢des simultaneamente. Os resultados
obtidos estavam de acordo com a metodologia espectrofotométrica convencional
(GOMES et al., 2008).

Feng e colaboradores (2012) propuseram um método baseado na
fluorescéncia e colorimetria para determinacdo de ions Cu?* utilizando um scanner de
mesa e uma camera como dispositivo para aquisi¢cao de imagens. A AID foi avaliada
em funcdo das intensidade no modelo RGB, e o método proposto apresentou boa
sensibilidade as variacdes de cores na faixa de 20,0 a 120 pmol L' (FENG et al.,
2012).

Santos e Pereira-filho (2013) utilizaram AID como método alternativo para
identificacdo de leite adulterado. Foi utilizado um scanner de mesa como dispositivo
de aquisicdo das imagens e foram avaliados os parametros de informacfes da
imagem, vermelho, verde, azul, saturacdo e matiz. Foram utilizados os métodos de
regressdo dos minimos quadrados parciais e analise dos componetes principais. Os
resultados obtidos foram comparados com metodologia de referéncia
espectrofotométrica, ndo apresentando diferenca em nivel de confianca de 95%. O
método se apresenta como uma alternativa aos métodos tradicionais (SANTOS,
PEREIRA-FILHO, 2013).

Morais e Lima (2014) utilizaram AID por scanner de mesa como dispositivo de
aquisicao daimagem de uma microplaca para analise simultanea de glucose, creatina,
triglicérides, colesterol total e proteinas totais em amostra de sangue. Os resultados
mostraram que a AID pode ser uma metodologia alternativa para ensaios bioguimicos,
apresentando vantagens na reducdo da quantidade de reagentes utilizados, reducao
dos custos em relacdo aos métodos espectrofotométricos e, execucdo de quantidade
de andlises simultaneas (MORAIS, LIMA, 2014).
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Damasceno e colaboradores (2015) aplicaram a analise multivariada de
imagens (MIA — Multivariate Image Analysis) utilizando um scanner de mesa para
determinar o pH de agua de consumo com o azul de bromotimol como indicador de
pH e reagente cromogénico. Foi utilizado PLS (Partial Least Squares) como método
de calibracdo multivariada. O tratamento computacional dos dados multivariados e
obtencdo das informagdes das imagens foram realizados pelo software livre GNU
Ocatve. O modelo MIA-PLS gerado a partir de imagens digitais de solu¢cdes aquosas
para determinacéo do pH da 4gua de consumo mostrou-se analiticamente equivalente
a metodologia convencional de medigdo com um pHmetro (DAMASCENO et al.,
2015).

Wongwilai e colaboradores (2010) utilizaram uma webcam como detector de
baixo custo em um reator lab-made para determinar a neutralizagéo acido-base entre
acido aceético e hidréxido de sodio, com fenoftaleina como indicador. A metodologia
se apresentou eficiente para determinagéo de viragem (WONGWILAI et al., 2010).

Torres e colaboradores (2011) propuseram um método para AID que utiliza
uma webcam para a determinacéo da acidez de vinhos tinto por titulagdo sem uso de
indicador externo. Foram levantadas curvas de titulacdo baseadas nas intensidades
RGB para determinacdo do ponto final pelo método da segunda derivada. Os
resultados obtidos foram comparados como metodologia de referéncia que utiliza a
titulacdo potenciométrica com solucdo padronizada de NaOH, e nao foram
observadas diferencas em nivel de 95% de confianca. O método proposto apresentou
resultados mais precisos que o da metodologia de referéncia (TORRES et al., 2011).

Lima e colaboradores (2013) propuseram pela primeira vez uma metodologia
gue utiliza a analise de imagens digitais, utilizando o modelo de cores RGB, adquiridas
de uma webcam com sensor CCD acoplada a um micro analisador lab-made,
utilizando resina de uretano-acrilato, de fluxo descontinuo. A metodologia estudada
foi comparada a de referéncia espectrofotométrica e os resultados ndo apresentaram
diferenca em nivel de confianca de 95% (LIMA et al., 2013).

Masawat e colaboradores (2015) desenvolveram um colorimetro de imagem
digital por iphone como uma ferramenta portatil para determinacéo de tetraciclina em
leite bovino. Foi desenvolvido um aplicativo de nome ColorConc para a plataforma do
iphone utilizando algoritmos da imagem para determinar a concentracdo. Foram
medidos os parametros de cor R, G, B, matiz, saturagdo, brilho e cinza para cada
solucao padrao (MASAWAT et al., 2015).
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Morais e Lima (2015) utilizaram um scanner de mesa e uma camera de celular
para determinar a concentragao de creatina em amostras de soro. Foi realizada AID
nos modelos RGB, HSV e intensidade de cinza pelo método dos minimos quadrados.
Os resultados obtidos para ambos os dispositivos ndo apresentaram diferenga
significativa em nivel de confianca de 95% em relagdo ao método de referéncia
espectrofotométrico (MORAIS, LIMA, 2015).



38

3. OBJETIVOS GERAIS

O trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, otimizacdo e validacao de

um método colorimétrico alternativo para determinacéo simultdnea em 96 poc¢os, com

reducdo de volume dos reagentes téxicos, baixo custo, facil operacéo, rapido e eficaz,

aplicado para determinacéo da concentracao de ions fluoreto em aguas utilizando o

método SPADNS através da analise de imagens digitais (AID) por scanner

(DIAScanner-SPADNS-RGB), comparado a um espectrofotometro UV/Vis comercial

(Vis-SPADNS) e um eletrodo ions seletivo de fluoreto (ISEF - lon Selective Electrode

of Fluoride).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Desenvolver um sistema para aquisicdo de imagens digitais via scanner de
mesa na posicao invertida empregando uma placa elisa com 96 pocos
contendo as amostras;

Estudar e definir as condi¢des instrumentais e analiticas adequadas para a
aplicacdo da técnica espectrofotométrica ao método DIAScanner-SPADNS-
RGB para quantificacédo de ions fluoreto em aguas empregando AID;

Otimizar a resposta do DIAScanner-SPADNS-RGB utilizando o planejamento
experimental;

Avaliar o efeito de possiveis interferentes na determinacédo da concentracao de
ions fluoreto em agua,;

Validar o método DIAScanner-SPADNS-RGB proposto;

Validar o software QuantColour frente ao software Excel®;

Aplicar o método DIAScanner-SPADNS-RGB proposto na quantificacdo de
ions fluoreto em agua,;

Avaliar a quantificacdo de ions fluoreto em aguas por AID em formatos imagem
JPEG e BMP;
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4. HARDWARE E SOFTWARE
4.1 MICROCOMPUTADOR

Foi utilizado um microcomputador equipado com processador Intel Core 2
Quad Q6600 (2,40 GHz), memdria RAM de 4 GB DDR2, placa de video NVIDIA
GeForce GT 430, monitor LG Flatron M228WA-BM. A resolucéo da tela foi de 1024

por 768 pixel e qualidade de cor maxima de 32 bits.

4.2 SCANNER

O scanner CanoScan FB 330P, responsavel pela aquisicdo das imagens
digitalizadas foi interfaciado ao microcomputador através da porta paralela. O software
utilizado para escannear as imagens foi o CanoCraft CS-P (verséo 3.7) e a resolucéo
do scanner foi de 300 DPI. O tipo de scannerizagéo foi de 24 bits, onde cada um dos
pixels pode assumir qualquer uma das 16 milhdes de cores. Os arquivos foram
armazenados em formato BMP, que néo utilizam nenhum esquema de compressao
de imagem. Desse modo, apesar dos arquivos gerados serem muito grandes, o

formato BMP fornece informacdes precisas sobre cada pixel e cores.

4.3 IRFANVIEW

O IrfanView® (Versdo 4.18) é um software de plataforma livre para
visualizacdo e edicdo de imagens. O software € de facil utilizacdo e compacto para
uso nao comercial. As imagens capturadas pelo scanner no formato BMP, foram
editadas com correcdes de cor para brilho, contraste, gama e saturagao.

Através do programa IrfanView as imagens digitalizadas foram convertidas
para o formato JPEG. Optou-se em salvar os arquivos no formato JPEG em qualidade
de imagem de 80%, visando uma diminui¢do no tamanho do arquivo com menor perda

de qualidade.

4.4 EXCEL®

O Excel® (Verséo 15.0.4569.1506) foi o software escolhido para elaboragéo
e edicao de planilhas, é desenvolvido pela Microsoft, pertencente ao pacote Microsoft

Office, que utiliza o sistema operacional Microsoft Windows, além de outras
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plataformas para diferentes dispositivos. O Excel possibilita a construcéo de planilhas
de célculos com férmulas complexas, assim, representar os dados em forma de

graficos diversos.

4.5 QUANTCOLOUR

A AID foi realizada utilizando o software “lab-made” denominado QuantColour
(Figura 10) desenvolvido pelo Prof. Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara em
linguagem Microsoft Visual Basic® 6.0 que trabalha em ambiente multitarefa Windows
XP/Vis/7/8/10 (32 bits).

Figura 10. Imagem da tela de iniciagdo do software QuantColour

QuantColour - ) X
Arquivo Editar Imagem Exibir Experimento Analisar Janelas Sobre

COLORIMETRIA

Prof. Dr. Carlos A. P. da Camara e
camara@uel.br

. Sistema Info...
Depto de Quimica - UEL 09.11.2013
Versao 8a WINDOWS XP VIS 78 Registiar

Fonte: Proprio autor, 2017.
O software QuantColour analisa a imagem digitalizada contendo as solucdes

em uma janela gréfica. Sao selecionadas areas de 225 pixels, onde séo identificadas
em cada area, as médias das intensidades de cores primarias RGB, como
apresentado na Figura 11. A determinacdo das concentracdes nas amostras é

realizada pela técnica proposta pelo prof. Camara de regresséo linear maltipla.
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Figura 11. Janela grafica do software QuantColour mostrando a area de selecao

utilizada para AID por meio dos valores das intensidades RGB mensuradas
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AID realizada pelo QuantColour

Fonte: Proprio autor, 2017.

A regressao linear multipla é uma técnica multivariada utilizada com a
finalidade principal de se obter uma relacdo matematica entre uma das variaveis
(dependente) e o restante das variaveis (independentes) que descrevem o sistema. A
principal aplicacédo, apés encontrar a relagcdo matematica, € produzir valores para a
variavel dependente quando se tém as variaveis independentes (HAIR Jr., 2005).

Deve-se ressaltar que o programa permite a transferéncia direta dos dados
experimentais para a planilha eletrébnica Microsoft Excel® para tratamentos

posteriores (correlacéo, analise da variancia, regressao linear, ajuste nao linear, etc).
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ cm a 25 °C) utilizada nas andlises foi obtida por meio do
sistema Simplicity 125 (Millipore, Billerica, USA).

5.1.1 PADRAO FLUORETO

Para a construgcdo da curva foi utilizada uma solucao padréo (SP) de ions
fluoreto na concentracdo de 1000,0 mg L* com certificado de analise (ISEF1000-500,
NIST Test # 822/275197-07, Fluoreto (F’) 1000 mg L?; solucédo padrédo para eletrodos
de ions seletivo (ISE), Specsol®, Quimlab, Jacarei, SP, BR). Diluindo-se 1,0 mL de SP
em baldo volumétrico de 50,0 mL em &agua ultrapura, foi preparada uma solucao
estoque (SE) na concentragdo de 20,0 mg L. A partir de SE foram realizadas as
diluicdes para a construcao da curva analitica nas concentra¢des de 0,00; 0,05; 0,10;
0,20; 0,40; 0,60 0,80; 1,00 e 1,20 mg L* de fluoreto. Foram preparadas SE para cada

andlise realizada em todos os dias.

5.1.2 SPADNS

Foi utilizada a solucédo reagente SPADNS (SpecSol®, Jacarei, SP, BR). De
acordo com as especificacdes, o reagente SPADNS é composto por acido cloridrico
(10,0 a 15,0 %, v/v), SPADNS (0,1 a 0,2 %, m/v), oxicloreto de zirconio (0,01 a 0,02

%, m/v) e arsenito de sédio (0,1 a 0,2 %, m/v).

5.1.3TISAB

A solucdo tampao TISAB (Total lonic Strenght Adjustment Buffer) é
adicionada para manter os valores de pH, evitar a variacdo da forca idnica e a
formacdo de complexos com ions fluoreto, na determinacédo por ISEF. A solucéo
TISAB foi preparada por dissolucao de 57,0 mL de acido acético glacial (Synth), 58,0
g de cloreto de sédio (Cinética) e 0,375 g de citrato de sédio tribasico (Cinética) em
agua ultrapura, diluindo a mistura para aproximadamente 980,0 mL. Foi adicionado

hidréxido de sédio lentamente até a estabilizacdo do pH da solucdo em 5,0. Foi
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tranferida a solucéo para um baldo volumétrico de 1,0 L, e aferido com H2O ultrapura

até o menisco (APHA, 1999).

5.1.4 AMOSTRAS DE AGUA

Foram analisadas amostras de aguas minerais comercializadas em Londrina-

PR, e amostras de aguas de abastecimento.
5.2 ESPECTROFOTOMETRO (Vis-SPADNS)

As determinacdes espectrofotométricas nas amostras de ions fluoreto em
aguas pelo método SPADNS foram realizadas em espectrofotémetro UV Mini 1240
(Shimadzu Corporation, Quioto, Japan), equipado com uma cubeta de vidro 6tico
(Navelab, caminho 6tico de 10 mm e volume 3,5 mL, Curitiba, PR) (Figura 12).

Figura 12. (A) Espectrofotometro UVMini-1240; (B) Especificacbes de hardware; (C)
Cubeta de vidro 6tico

(A) (B) Specifications
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/  Acts change with
Sefectable waveleng®h 295em to 36dam: 1 interval
Recommended waveleng: 340
* Halogen lamp ory
# Devteriom 1) arp anly
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20N Halogen lamp (long-¥e 2000 houn)
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Performance % xl0m
ST g Y +03m
Specifications Sy ey
(220.0 e N, 340 0 e NaNO: & UVIS)
(c) ange 03%030 8%
Traramittance: 0.0 0 200%
Recoeding range Absorbance: =3.99 0 3.99 Abs
Travwmittance: =399 10 395%
Photometnc acouracy 0,005 Abs (a0 1.0 )
2 0.003 Abs (22 0.5 )
mw ' 0.000 Abs (st 1.0 Aba)
Dnét less Shan & 0.001 Ao (afer 2 e
Baseline flatness 2 0.010 Abs (sher 1 v warmvup, at 1100 1o 200 nem)
Nowse s Shan 0.002 Aba, Peak 10 Pesk.
les than 0.000% Abu, RMS
Sample eenar 02300 x 1050
Site Requirements (partial dep 155.0 mem)
2 screw port for option accemory nstallation
(Diglay 1ok LCD (10 » 240 80) weth CFD Ighting with corv st acimerd
Power supply 100+120V S0%0 bz 160 VA
220-280V 5000 e 160 VA
Dwnensiond. WE16 x D179 » M2 4o
(oot iy
Ambient tempetature 1510 35%C
Arnbient humasey 45 10 80%, I than 20% # over 30°C

Fonte: Manual do Espectrofotometro UVMini-1240 (B); Laboratério DIA - UEL (A e C).
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O UVMini 1240 possibilitou realizar as medidas de absorbancia em
comprimentos de onda fixo e efetuar varredura produzindo o espectro completo de
amostras na faixa de 190 a 1100 nm. Os resultados podem ser impressos ou enviados
para a saida RS232 a uma taxa de transferéncia de 2 Hz, ou seja, a cada 0,5 segundo
€ enviado o valor do display (absorbancia) pela porta serial. Os dados séo transferidos
ao programa AQUISUVMini-1240 e posteriormente sao tratados pelo software Excel®.

De acordo com metodologia de referéncia APHA (1999), a proporcao
adicionada é de cinco partes da amostra ou padrédo de ions fluoreto para uma parte
do reagentes SPADNS (APHA, 1999). Foram adicionados em tubos de ensaio tipo
falcon com rosca, 10,0 mL de padrédo de ions fluoreto ou amostras de 4gua com 2,0
mL de reagente SPADNS. Os tubos foram fechados e agitados. As leituras de
absorbancia para cada amostra e padrao foram realizadas em uma cubeta de vidro
otico no comprimento de onda de 580 nm.

A partir dos dados de absorbancia das solu¢des padréo de ions fluoreto foram
construidas as curvas analiticas (absorbéancia em funcdo da concentracdo) por
regressdo linear, utilizando o método dos minimos quadrados. A representacao
grafica das curvas analiticas e os calculos de regressao linear foram realizados pelo

programa Origin® 7.0 da OriginLab Corporation.

5.3 ELETRODO ION SELETIVO DE FLUORETO E POTENCIOMETRO

As leituras empregando eletrodo de ions seletivos para fluoreto (Cole-Parmer
Combination lon Selective Electrodes, Fluoride (F) EW-27504-14, IL, USA), foram
realizadas em um medidor de pH na funcdo potencidmetro (mPA210, MS Tecnopon,
Piracicaba, SP, BR) a fim de que os dados fossem comparados com a AID via
scanner.

Foi montado um sistema com agitador magético e o medidor de pH na funcéo
potenciométrica, com leituras em mV (milivolt). Utilizando-se copos plasticos
decartaveis de 50 mL, foi adicionado 10,0 mL de solucédo padrao fluoreto ou amostra
de 4gua e 10,0 mL de solucédo TISAB. Os copos descartaveis contendo as solucées
de interesse foram colocados sobre o agitador magnético e introduzido o ISEF para
leitura do potencial.

A partir dos potenciais aferidos das solu¢des padréo de ions fluoreto, foram

construidas as curvas analiticas (potencial em func¢ao logaritmo da [F7]) por regresséo
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linear, utilizando o método dos minimos quadrados. A representacao gréfica das
curvas analiticas e os célculos de regressao linear foram realizados pelo programa
Origin® 7.0 da OriginLAb Corporation.

5.4 DIASCANNER-SPADNS-RGB

Foram utilizadas placas de poliestireno com 96 pocos (OptiPlate-96 by
PerkinElmer de 8,54x12,76x0,96 cm) para distribuir as curvas analiticas e as amostras

de aguas, digitalizadas pelo scanner de mesa na posic¢ao invertida, como mostra a
Figura 13.

Figura 13. Imagem da placa de poliestireno com 96 pocos sem adicdo e com a adicao

das solucdes contendo as solucdes padrdo com SPADNS e as amostras de agua
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Foram adicionados em tubos de ensaio com tampa de rosca, 5,0 mL de
solucéo padréo de ions fluoreto ou amostras de agua e 1,0 mL de reagente SPADNS.
Os tubos foram fechados e agitados. Com o auxilio de uma micropipeta (LABMATE,
St. Albans, Inglaterra), foi adicionado a cada poc¢o da placa de poliestireno com 96
pocos, 350 pL de solucdo padrdo ou amostra de agua contendo o reagente SPADNS.

Para distruibuicdo das solucbes sobre a placa de poliestireno, foi elaborada
uma planilha contendo as posi¢cfes indicadas a receber as solu¢cdes padrdo para
construcdo da curva analitica, e as amotras de agua para analise da concentracao de
ions fluoreto. A Figura 14 mostra a identificacdo das amostras de acordo com as

posicdes definidas e a imagem da placa ja com as solugdes distrubuidas.



Figura 14. Identificagdo das amostras; Foto digitalizada da microplaca contendo

solucdes padrédo para curva analitica e amostras de agua (n = 3)

B - - - Dl
-
A2 Ast n A3 - a72 | A2 HX A.A.A.A‘A‘A.k.

AS1 | ATH m. A1 - A12 .‘.“.‘L.A“‘.k. Cur\(a

: ceee e i e NP
- B deeeeeee i
T E-E- B eeeeeeee 3 ° -

teeee0ee o
eoeeo0ee ©
eoe-0eee 9
000000 °@ o
ese0c00e® o
eeecee "o ©
eeeeceoee

I

oS[ooe
OB N2
ololo|o

|

o
@
o

I_

=
(=]
o

P
n
o

HE

Planejamento e programacgédo de  Foto digitalizada da placa de
distribuicao das amostras. poliestireno branco contendo
solugdes padréo e amostras.

Fonte: Proprio autor, 2017.
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A Figura 15 apresenta a imagem do sistema DIAScanner desenvolvido para

a captura das imagens digitais via scanner de mesa, pelo grupo DIA (Desenvolvimento

de instrumentacéo, automacao e metodologia analitica) do Departamento de Quimica

— UEL.

Figura 15. Imagem do sistema DIAScanner desenvolvido

Suporte de polietileno
construido para acoplar as
placas de poliestireno de 96
pocos e adaptar scanner de
mesa na posicao invertida
para captura das imagens.

Scanner de mesa na posicao
invertida acoplado em
suporte de polietileno

Fonte: Proprio autor, 2017.
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Foi elaborado um suporte, feito em chapa de polietileno de alta densidade,
com espago exato para as dimensdes da microplaca de poliestireno. O scanner foi
acoplado ao suporte em posicao invertida (area de digitalizacdo do scanner em cima),
como mostra a Figura 15. Este sistema foi elaborado com a finalidade de manter a
placa sempre na mesma posicao, o que facilita o tratamento da imagem digitalizada e
evita a interferéncia de luz externa. A digitalizacdo das imagens € realizada pelo

scanner via software CanoCraft CS-P, com a resolugéo de 300 DPI (Figura 16).

Figura 16. Imagem da placa de poliestireno branca anexada ao suporte de polietileno

pronta para digitalizagéo por scanner na posi¢ao invertida

0099 . 9@
0090e09e
99000 69e

N . . . -

N

Aquisi¢éo das imagens da Imagem da placa digitalizada por scanner de mesa na posi¢&o

placa de poliestireno por invertida pronta para AID pelo software QuantColour.
scanner na posi¢ao invertida.

Fonte: Proprio autor, 2017.

Para as imagens digitais capturadas pelo scanner de mesa, foram utilizados
os modelos BMP e o JPEG. As imagens digitalizadas séo inseridas no software
QuantColour, no qual sdo determinados os valores das intensidades RBG médias das
areas selecionadas em cada poco, contendo as amostras de aguas e as solucdes
padrdo para construcdo das curvas analiticas, distribuidas conforme a identificacéo.
Os dados referentes as intensidades RGB em cada poco selecionado (225 pixels), as
curvas analiticas, os teores de ions fluoreto e os coeficientes referentes as regressoes

das curvas analiticas construidas, sdo fornecidos pelo QuantColour (Figura 17).
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Figura 17. No detalhe as concentracdes de ions fluoreto (mg L) e os coeficientes da
regressao para as curvas analiticas, determinadas utilizando as intensidades RGB,
pelo sistema proposto empregando AID via software QuantColour
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESTUDO DAS CONDICOES INSTRUMENTAI E ANALITICAS

Foram determinadas as intensidades médias das cores RGB nas imagens
digitais capturadas, e analisadas em funcdo das concentragdes de fluoreto utilizando

o software QuantColour, como apresentado na Figura 18.

Figura 18. (A) Curva analitica das intensidades (RGB) versus concentracdo de
fluoreto (mg L1); (B) Curva analitica do log das intensidades normalizadas (RGB/255)

versus concentracdo de fluoreto (mg L)
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Fonte: Proprio autor, 2017.

A Figura 18 (A) apresenta a relacéo entre as intensidades das cores RGB com
as concentracdes de fluoreto. Foi verificada uma sensibilidade maior para a cor
primaria R (vermelho) frente as intensidades em G (verde) e B (azul). Observa-se um
adequado ajuste, cosiderando-se o coeficiente de correlacédo no valor de 0,9990 para
a regressdo da intensidade R. A forma logaritmica das intensidades RGB
normalizadas (intensidade em RGB/255) em relacdo as concentracdes de ions
fluoreto também foi analisada, como mostra a Figura 18 (B). Para a relacdo logaritmica
das intensidades RGB (log (RGB/255)), ndo foi observada variacao significativa para
as intensidades G e B em relagéo as concentracdes de ions fluoreto. Novamente se
observa uma maior sensibilidade para a intensidade R (log (R/255)), com linearidade

adequada comprovada pelo coeficiente de correlagao de 0,9997.
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6.1.1 ESPECTRO DE ABSORCAO

A Figura 19 apresenta o espectro de absorcdo molecular UV/VIS da curva
analitica utilizando as soluc¢des padrdo de ions fluoreto com adicdo do reagente
SPADNS.

Figura 19. Espectro de absorcao de 400 a 700 nm das concentra¢des de ions fluoreto
utilizadas na confecgdo da curva analitica variando-se de 0,05 a 1,20 mg L com
adicéo de reagente SPADNS
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Para um melhor entendimento entre as faixa de comprimento de onda e as
intensidades das cores RGB obtidas nas imagens digitais, foram contruidos espectros
de absorcéo de 400 a 700 nm nas concentracdes empregadas para o levantamento
das curvas analiticas, variando-se de 0,05 a 1,20 mg L* com a adicdo do reagente
SPADNS, como mostra a Figura 19. Analisando-se 0s espectros de absorcédo
apresentados, verifica-se que nos comprimentos de onda de 570 a 620 nm, um
deslocamento da absorbéancia das solu¢cdes com o aumento da concentracdo de
fluoreto para a regidao do verde, elucidando a maior intensidade emitida para a cor

vermelha.
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Na pratica, quando se trabalha com imagem digitalizada, para escolher a
intensidade de cor primaria (RGB) que fornece uma maior sensibilidade de calibragéo,
basta inverter as cores da imagem digitalizada (negativo da imagem), conforme
llustracéo da Figura 19. Ao analisar aimagem da placa digitalizada na forma negativa,
observa-se que ha uma absorcdo para a cor verde, também comprovando a maior
sensibilidade para a intensidade emitida na cor vermelha. A cor emitida para a
absorcdo da cor verde, é a cor vermelha, como mostra o circulo de cores

complementares da Figura 19.

6.1.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A fim de otimizar a sensibilidade do método proposto, um planejamento
fatorial fracionado 252 foi aplicado, para verificar a influéncia das seis variaveis de
entrada: volume de SPADNS, tempo de reacéo, brilho, contraste, gama e saturacéao,
sobre a sensibilidade, como variavel de resposta.

Os parametros que interferem na sensibilidade do método DIAScanner-
SPADNS-RGB foram investigados através do volume de reagente SPADNS na faixa
de 0,70 a 0,90 mL para 5,00 mL de solucdo padréo, o tempo de reacao entre 5 e 25
min da mistura, a taxa de correcao de cor para brilho de -20 a +20, contraste de -30 a
+30, gama de 0,85 a 1,15 e saturacdo de -20 a +20, sobre a inclinacdo da curva
analitica como variavel de resposta. E importante ressaltar que o tempo de reacéo
fixado em 5 min, se deve ao tempo necessario apos a adi¢cdo da solucéo reagente
SPADNS, para fechar e agitar os tubos contendo as misturas dos reagentes, e
posterior distribuicdo das solu¢des na placa de poliestireno. Os niveis descodificados

para as variaveis independentes sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Niveis descodificados das variaveis de entrada - volume de SPADNS, tempo
de reacao, brilho, contraste, gama e saturagéo, para planejamento fatorial fracionado
26-2

Variaveis Originais 1 Nivels 0 1
(X1) SPADNS (mL) 0,70 0,80 0,90
(X2) Tempo (min) 5,0 15,0 25,0
(X3) Brilho -20 0 +20
(X4) Contraste -30 0 +30
(Xs) Gama 0,85 1,00 1,15
(Xe) Saturacdo -20 0 +20

As avaliacOes dos parametros na resposta (sensibilidade da curva analitica),
foram realizadas através do levantamento de curvas analiticas utilizando somente a
intensidade de cor R em fungéo da concentracéo de ions fluoreto (mg L). Utilizando
o software QuantColour, foram construidas curvas analiticas para cada condicéo
proposta pelo planejamento. O delineamento experimental foi constituido de um
planejamento fatorial fracionado 22, com resolucdo 1V, totalizando 16 ensaios com
ponto central em quadruplicata, e como variavel resposta a sensibilidade (coeficiente

angular da reta). A Tabela 4 apresenta a matriz do delineamento.



Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial fracionado 252 com ponto central em

guadruplicata

Varidveis em unidades

Resposta (y)

Ordem Ensaio codificadas
X1 x> X3 X4 Xs Xe
14 1 1 -1 1 1 -1 -1 0,13276
13 2 -1 -1 1 1 1 -1 0,13069
5 3 -1 -1 1 -1 1 1 0,09203
3 4 -1 1 -1 -1 1 1 0,10709
18(C) 5 0 0 0 0 0 0 0,12499
19(C) 6 0 0 0 0 0 0 0,12007
2 7 1 -1 -1 -1 1 -1 0,06898
8 8 1 1 1 -1 1 -1 0,06061
1 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,13756
9 10 -1 -1 -1 1 -1 1 0,21658
7 11 -1 1 1 -1 -1 -1 0,12731
16 12 1 1 1 1 1 1 0,10164
4 13 1 1 -1 -1 -1 1 0,09325
17(C) 14 0 0 0 0 0 0 0,12242
15 15 -1 1 1 1 -1 1 0,18553
12 16 1 1 -1 1 -1 -1 0,16256
6 17 1 -1 1 -1 -1 1 0,08396
20(C) 18 0 0 0 0 0 0 0,12175
10 19 1 -1 -1 1 1 1 0,11896
11 20 -1 1 -1 1 1 -1 0,17147

X1: SPADNS; X2:Tempo; Xs:Brilho; Xs:Contraste; Xs:Gama; Xe:Saturacdo; y:Sensibilidade.

A Tabela 5 apresenta as equacdes de codificacdo para as variaveis

guantitativas analisadas.

Tabela 5. Equacdes de codificacdo para as variaveis independentes

Variaveis Equacéo de Codificacao

V —-0,80

(X1) Volume de SPADNS X, = 70
(X2) Tempo de Reacéo X, = r Iols
. B—-0
(X3) Brilho X; = —
(X4) Contraste X, = %

(Xs) Gama X. = G — 1,00
° 5= 70,15
(Xs) Saturagéo X, = %

V: Volume de SPADNS; T: Tempo de reacéo; B: Brilho;

C: Contraste; G: Gama; S: Saturacao.



54

Os efeitos estimados para a sensibilidade da curva analitica (coeficiente
angular da reta) s&do apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Efeitos calculados para o planejamento fracionado 262

_ Erro
Parametro Efeito . p-valor
Padrao

Média 0,1244  0,0005 0,0000
Curvatura -0,0043 0,0023 0,1590
1 (Volume de SPADNS) 00432 0,0010 0,0000
2 (Tempo de Reacao) 0,0035 0,0010 0,0418
3 (Brilho) -0,0202  0,0010 0,0003
4 (Contraste) 0,0562  0,0010 0,0000
5 (Gama) -0,0360 0,0010 0,0001
6 (Saturacao) 0,0009  0,0010 0,4488
7 (12) -0,0001  0,0010 0,8971
8 (13) 0,0040  0,0010 0,0286
9 (14) -0,0039 0,0010 0,0316
10 (15) 0,0054  0,0010 0,0130
11 (16) -0,0077 0,0010 0,0049
12 (24) 0,0021  0,0010 0,1365
13 (26) -0,0095 0,0010 0,0026
Efeito: Sensibilidade da curva analitica (coeficiente angular da reta).

R?=0,9988

Os parametros mais significativos foram as variaveis contraste (4) e volume
de SPADNS (1), seguidos por gama (5) e brilho (3). Note que, os efeitos 1, 2, 3,4e 5
calculados séo estatisticamente significativos (p < 0,05). Os efeitos 1, 3 e 5 séo
negativos, no sentido que contribuem para a diminuicdo da sensibilidade da curva
analitica. Os efeitos 2, 4 e 6 sdo positivos, isto é, contribuem para 0 aumento da
sensibilidade da curva analitica.

O fator 3 (brilho) € menos importante, mas também atua na diminuicdo da
sensibilidade da curva analitica. Se examinarmos seus efeitos, constatamos que a
mudanga do nivel inferior para o nivel superior produz uma diminuicdo da
sensibilidade da curva analitica. Os efeitos destacados interferem linearmente para o

aumento e diminuicdo da sensibilidade da curva, assim outras regides devem ser
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exploradas. A checagem da curvatura mostrada na Tabela 6, o valor-p obtido de
0,1590 (p > 0,05), indica que a faixa escolhida para os parametros esté fora da regido
de maximo, como consequéncia um modelo linear descreve a variavel resposta em
relagdo as variaveis independentes.

Quanto aos parametros relacionados a variavel volume de SPADNS, a
mudanca do nivel inferior (0,70 mL) para o nivel superior (0,90 mL), resultou
diminuic@o dos valores médios da sensibilidade da curva. Entretanto, uma avaliagédo
em niveis de volumes menores de SPADNS adicionados, torna a faixa linear
insuficiente para a validacdo do método e determinacéo das concentracdes de ions
fluoreto em aguas. Assim, a variavel volume de SPADNS foi fixada no nivel inferior de
1,40 mL.

Como o tempo de reacdo estudado (5,0 a 25,0 minutos), ndo apresentou
mudanca significativa na variavel resposta (0,0035), representando um aumento de
2,81 % no valor da sensibilidade, o parametro foi fixado no nivel inferior (5,0 min),
optando-se por um tempo de realizacdo das analises mais curto. A pequena alteracéo
na sensibilidade da curva percebida para a variavel saturacdo de 0,0009, nao foi
significativa estatisticamente (p 0,4488 > p 0,05), optou-se entdo por fixa-la no ponto
central para os estudos realizados, eliminando a necessidade de correcdo de
saturacao das imagens.

O contraste em nivel superior (+ 30) resultou no ganho, em média, 0,0562 na
sensibilidade da curva, isso representa o aumento de 45,18 % no sinal da
sensibilidade. Para a variavel gama, em média, a diminuicdo de 0,0360 na
sensibilidade da curva, representa 28,94 % na diminuicdo da resposta em caso de
mudanca do nivel inferior (0,85) para o superior (1,15).

Como o planejamento fatorial apresentou-se fora da regido de maximo, para
um valor de prova maior que 5 % (p 0,1590 > p 0,05), as variaveis mais representativas
do modelo linear foram deslocadas, caminhando na superficie de resposta em direcao
a regido de maximo, o ponto da superficie onde a sensibilidade do sistema comeca a
diminuir (FERREIRA et al., 2004).

Aplicou-se um planejamento fatorial completo 23 para verificar a influéncia das
variaveis de entrada brilho, contraste e gama, sobre a sensibilidade como variavel de
resposta. Os niveis reais e codificados para as variaveis estdo apresentados na
Tabela 7.



Tabela 7. Niveis descodificados das variaveis de entrada brilho, contraste e gama

para o planejamento fatorial completo 23

Variaveis Originais T NiV:iS -
(X1) Brilho 30 40 o0
(X2) Contraste 90 100 110
(X3) Gama 0.75 0.80 0.85
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Foram construidas curvas analiticas pelo software QuantColour para as

condicGes propostas pelo planejamento fatorial completo 23, com resolucéo I,

totalizando 11 ensaios com ponto central em triplicata e tendo a maxima sensibilidade

da curva como resposta. A matriz do delineamento € apresentada pela Tabela 8.

Tabela 8. Matriz do planejamento fatorial completo 22 com ponto central em triplicata

Variaveis em unidades

Ordem Ensaio codificadas Resposta (y)
Xl X2 x3

9 (C) 1 0 0 0 0,7546
1 2 -1 -1 -1 0,5776
4 3 1 1 -1 1,4063
6 4 1 -1 1 0,5125
5 5 -1 -1 1 0,5112
11 (C) 6 0 0 0 0,7145
10 (C) 7 0 0 0 0,7384
8 8 1 1 1 1,2329
3 9 -1 1 -1 1,3174
2 10 1 -1 -1 0,5868
7 11 -1 1 1 1,1701

X1: Brilho; X2: Contraste; Xs: Gama.

A Tabela 9 apresenta as equacdes de codificacdo para as variaveis

guantitativas analisadas para o planejamento fatorial completo 23,
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Tabela 9. Equacgfes de codificacdo para as variaveis independentes do

planejamento fatorial completo 23

Variaveis Equacéo de Codificacdo
. B + 40
(X1) Brilho X =5
C—100
(X2) Contraste X =~
G —0,80
(X3) Gama Xy = 005

B: Brilho; C: Contraste; G: Gama

A analise dos efeitos estimados para a sensibilidade da curva analitica é
apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Efeitos calculados para o planejamento fatorial completo 23

Parametro Efeito Erro p-valor
Padréo
Média 0,9143 0,0071 0,0001
Curvatura -0,3570 0,0273 0,0058
1 (Brilho) 0,0405 0,0143 0,1046
2 (Contraste) 0,7346 0,0143 0,0004
3 (Gama) -0,1154 0,0143 0,0149
4 (1x2) 0,0353 0,0143 0,1316
5 (1x3) -0,0085 0,0143 0,6110
6 (2x3) -0,0450 0,0143 0,0874
Efeito: Sensibilidade da curva analitica (coeficiente angular da reta).

R2=0,99928

Os parametros mais significativos foram as variaveis contraste (2) e gama (3),
seguidos por brilho (1). Os efeitos 2 e 3 calculados sao estatisticamente significativos
(p < 0,05). O efeito 3 (gama) € negativo, no sentido que diminui a sensibilidade da
curva analitica. Os efeitos 1 (brilho) e 2 (contraste) sdo positivos, aumentam a
sensibilidade da curva analitica.

O fator 1 (brilho) interfere menos na resposta que os efeitos 2 (contraste) e 3
(gama). Examinando os efeitos do fator 1, constatamos que a mudanca do nivel
inferior para o nivel superior produz um aumento muito pequeno na sensibilidade da

curva analitica (0,0405), representando 4,43 % do valor médio. Como a regido de
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maxima resposta para a variavel brilho esté localizada no maior nivel, o parametro foi
fixado em - 50 para proximos estudos.

O contraste em nivel superior (+ 110) resultou em aumento (0,7346) na
sensibilidade da curva, isso representa um ganho significativo (80,34 %) na resposta.
Para a variavel gama, em média, a diminuicdo (-0,1154) na sensibilidade da curva,
representa 12,62 % na diminuicdo da resposta em caso de mudanca do nivel inferior
(0,75) para o superior (0,85).

A checagem da curvatura mostrada na Tabela 10, o valor-p obtido de 0,0058
(p < 0,05), indica que a faixa escolhida para os parametros esta dentro da regido de
maximo.

Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo aos dados experimentais foi
realizada a andlise de variancia ou ANOVA. O desvio das respostas e das estimativas
feitas pelo modelo em torno da média podem ser representados pela Equacéo 6.

SQr = SQr + SQr Eq. (6)

Na Equacao 6, SQt € a soma quadratica total, SQr é a soma dos quadrados
explicada pelo modelo e SQr € a soma dos quadrados devido ao residuo. A SQr ainda

pode ser decomposta em duas partes, como mostra a Equacéo 7.

SQ, = Ser + SQfaj Eq. (7)

Na Equacéo 7, SQep € a soma dos quadrados devido ao erro puro e SQmj € a
soma dos quadrados devido a falta de ajuste do modelo. A primeira parcela da
Equacéo 7 nada tem a haver com o modelo, é a dispersdo das respostas repetidas
em torno do ponto central. O segundo termo deve ser ajustado de acordo com as
respostas observadas. A Tabela 11 fornece a andlise de variancia pelo método dos

minimos quadrados do modelo linear.
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Tabela 11. ANOVA para o modelo

Fonte de Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
variagcao (SQ) liberdade (MQ)
Regressao 1,185479 7 0,169354
Residuos 0,000853 3 0,000284
Falta de ajuste 0,000041 1 0,000041
Erro puro 0,000812 2 0,000406
Total 1,186332 10 0,118633

O valor do coeficiente de determinagdo (R?), obtido a partir da Equacéo 8,

indica o quanto da variacdo da resposta em torno da media € explicado pelo modelo.

Sk — LISAT8 _ 199928  Eq. (8)

SQr 1,186332

O valor de R? indica que 99,93 % da variabilidade dos dados é explicada pela
regressao, restando para os residuos apenas 0,07 %.

O valor de R? ajustado (R?), fornecido pela ANOVA, explica ndo apenas o
guanto da variacdo € explicado pelo modelo, como também considera o nimero de
fatores. Foi obtido o valor de 0,9976 para R?y, comporovando o ajuste do modelo

elaborado.

Figura 20. Residuos dos ajustes dos dados: (A) Distribuicdo dos residuos; (B)

Respostas observadas versus valores estimados pelo modelo

Valores Observados vs. Valores Previstos Valores Previstos vs. Residuos
15 0,03

14
13 0,02
1.2
0,01
11

1,0
0,00

Residuos

09

Valores Previstos

08
-0,01

07

0.6 -0,02

05

04 -0,03
04 05 06 0,7 08 09 1,0 1.1 1,2 13 14 15 04 05 06 0,7 08 09 1,0 1.1 1.2 13 14 1.5

Valores Observados Valores Previstos

(A) (B)

Fonte: Proprio autor, 2017.
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O bom ajuste é confirmado pela distribui¢cdo aleatéria em torno de zero, como
mostra a Figura 20 (A), além da baixa variancia residual deixada entre os valores
observados e os estimados pelo modelo, Figura 20 (B).

Como o planejamento fatorial apresentou-se dentro da regido de méaximo, foi
elaborado um planejamento do tipo delineamento composto central (DCC) para avaliar
o efeito da interacdo das varidveis contraste e gama sobre a sensibilidade como
resposta (BAS; BOYACI, 2007). A Tabela 12, apresenta os niveis das variaveis reais
e codificadas para o DCC.

Tabela 12. Niveis reais e codificados das variaveis de entrada contraste e gama

para o Delineamento Central Composto 22

. L Niveis
Variaveis Originais 2 1 0 1 =)
(X1) Contraste 926 100 110 120 124
(X2) Gama 0,54 0,60 0,75 0,90 0,96

Foram construidas curvas analiticas pelo software QuantColour para as
condicbes propostas pelo DCC 2?2, totalizando 12 ensaios com ponto central em
quadruplicata e a sensibilidade da curva como resposta. A matriz do DCC 22 é

apresentada pela Tabela 13.

Tabela 13. Matriz do delineamento central composto 22 com ponto central em

triplicata
Variaveis em
Ordem Ensaio unidades codificadas Resposta
v)
X1 X2
11 (C) 1 0,000 0,000 1,2753
3 2 1,000 -1,000 0,6696
10 (©) 3 0,000 0,000 1,2617
7 4 0,000 -1,414  -0,3665
2 5 -1,000 1,000 -0,9351
1 6 -1,000 -1,000 1,0368
6 7 1,414 0,000 -0,5560
4 8 1,000 1,000 -0,6553
9 (C) 9 0,000 0,000 1,3147
5 10 -1,414 0,000 0,7000
8 0,000 1,414 1,0053

X1: Contraste; X2:Gama.
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A Tabela 14 apresenta as equacdes de codificagdo para as variaveis
guantitativas analisadas.

Tabela 14. Equacdes de codificacdo para as variaveis independentes do DCC 22

Variaveis Equacéo de Codificagcao
c—-110
(X1) Contraste X, = 10
G — 0,75
X2) Gama X3 = ———
( 2) 3 0,15

C: Contraste; G: Gama

A andlise dos efeitos estimados para a sensibilidade da curva analitica &

apresentada na Tabela 15.

Tabela 15. Efeitos calculados para o delineamento central composto 22 com ponto
central em triplicata

Parametro Efeito Erro Padréo p-valor
Média 1,2839 0,01589 0,00015
1 (Contraste) (L) -0,4659 0,01946 0,00174
2 (Contraste) (Q) -1,2953 0,02316 0,00032
3 (Gama) (L) -0,3392 0,01946 0,00327
4 (Gama) (Q) -1,0479 0,02316 0,00049
5 (1x2) (L) 0,3235 0,02752 0,00716
Efeito: Sensibilidade da curva analitica (coeficiente angular da reta).
R? = 0,92449

A Equacéo 9 apresenta o modelo quadratico para o planejamento, em que o0s

pontos 6timos obtidos foram de - 0,7071 para o contraste e 0,0 para o gama.

Y =1,28 — 0,47 X1 —1,30 X1 + 0,34 X2 — 1,04 X2* + 0,32 X1X2 Eq. (9)

A curva de contorno e a superficie de resposta da interacdo do contraste e

gama, que mostram a regido de maximo estédo apresentadas na Figura 21 (A) e (B).
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Figura 21. Efeito de interacdo de correcdo das varidveis contraste e gama na

sensibilidade da curva analitica: (A) Curva de contorno; (B) Superficie de resposta.

2,0
1,5
1,0
0,5
0,0
-0,5
-1,0
-1,5 .-
2,0 <08

20 10 00 10  20EW<04
45 05 05 15 <0 <0

(A) Brilho — o &) B <08

Fonte: Proprio autor, 2017.
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>
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Através do planejamento experimental realizado, foram definidas as
condicBes otimas para operacéo do sistema DIAScanner-SPADNS-RGB em: volume
de SPADNS adicionado de 0,70 mL de reagente em 5,0 mL de solucéo, tempo de
reacdo de 5,0 minutos, taxa de correcdo de brilho em — 50, taxa de correcédo de
contraste em 110, taxa de correcdo gama em 0,75 e taxa de correcdo de saturacéo
em 0 (sem edicdo de saturacdo). Foram construidas as curvas analiticas por AID
utilizando o software QuantColour, das intensidades emitidas versus as

concentracfes de ions fluoreto em condi¢des otimizadas, como mostra a Figura 22.
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Figura 22. (A) Grafico das intensidades (RGB) versus concentracdo de fluoreto (mg
L) em condicdo otimizada empregando o método DIAScanner-SPADNS-RGB
proposto; (B) Grafico de log Intensidade (R/255) versus concentracao de fluoreto (mg
L) em condicdo otimizada empregando o método DIAScanner-SPADNS-RGB

proposto.
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= 501 0,41 e
@ 704 »
x / G;‘ -0,6- o
— 60 - 0.38867x / T} yd
5 50 y =3,2455¢e” / N -0,8- o
© R = 0,9977 € o] /
T 40- / 14 e
% / [ _112_ //
g 304 /,/ E 1.4 /’/
@ 201 - 2 4. - y=1,20312x - 1,85595
2 10] _ g " R=0,99933
= S € 18] !
04 “T " ' " | " ‘ " ' a I " ' ) //‘ I I I . I I I
00 02 04 06 0,8 10 1.2 " 00 02 04 06 08 10 12
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Quando se utiliza as intensidade RGB na condicéo 6tima, o grafico se torna
exponencial para a cor primaria R, conforme apresentado na Figura 22 (A), tornando
mais trabalhosa a analise dos dados por esta forma. Para as cores primarias G e B
nao foi observada relacdo entre as intensidades em funcdo das concentracdes de
fluoreto. Utilizando a forma logaritmica da intensidade da cor primaria R normalizada
(R/255) na condicéo otimizada, foi observada uma relacdo com as concentracfes de
fluoreto, comprovada pelo coeficiente de correlacdo (R) de 0,9993. Em condicdes
otimizadas, ndo foram obtidas variacdes de intensidades para as cores primarias G e
B normalizadas em funcdo das concentracdes de fluoreto, conforme pode ser
observado na Figura 22 (A e B).

Quando se trabalha com a relacdo das intensidades da cor primaria R com a
concentragfes de fluoreto, de acordo com a Figura 23, observa-se um aumento de
sensibilidade de calibracdo. Houve um ganho de aproximadamente dez vezes na
sensibilidade passando de 0,12069 (método AlID-Scanner com SPADNS normal) para

1,20312 (AID-Scanner com SPADNS nas condi¢des otimizadas), confirmando o efeito
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do planejamento na sensibilidade do método para o sistema DIAScanner-SPADNS-
RGB.

Figura 23. Gréfico do logaritmo da Intensidade de cor (R/255) versus concentracao
de fluoreto (mg L?); (e — condicdo normal; m — condicdo otimizada) para o método
DIAScanner-SPADNS-RGB.

-0,2 -
04] vor e T
-0,6 -
0.8
o 1,01
% 1,2 * Conditicdo Normal
4l y = 0,12069x - 0,39177
o a R = 0,9997
o -1.61 = Condicdo Otimizada
1,81 y =1,22407x - 1,19214
20! R =0,9991

2.2

00 02 04 06 08 10 12
[F1/mglL™

Fonte: Proprio autor, 2017.

6.2 ESTUDO DOS INTERFERENTES

O método DIAScanner-SPADNS-RGB foi avaliado de acordo com Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA) para concentracfes
das substancias interferentes que causam um erro de 0,1 mg L* em 1,0 mg L* de
ions fluoreto (APHA, 1999). Foram adicionados os ions interferentes: alcalinidade -
5000,0 mg L%, aluminio (AI**) - 0,1 mg L™, cloreto (CI") - 7000 mg L%, ferro (ll) (Fe3*)
- 10,0 mg L™, sulfato (SO4%) 200,0 mg L%, em solucéo de fluoreto na concentracéo de
1,0 mg L2

Os resultados foram avaliados mediante os desvios nas concentracdes das
amostras com interferentes em relagdo a amostra de referéncia (1,0 mg L),
determinados através da construcdo de curvas analiticas em triplicata, nas

concentracdes de 0,05 a 1,20 mg L de ions fluoreto versus o logaritmo da intensidade
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| (log R/255). A precisédo das determinagdes foi expressa como desvio padréo relativo

(DPR %) de acordo com a Equacéao 10.
DP

Na Equacdo 10, DP é o desvio padrdo e CMD é a concentragdo média
determinada. A Tabela 16 apresenta os valores de concentracdo dos interferentes
adicionados nas amostras de fluoreto, as concentracbes determinadas de ions
fluoreto (mg L) para cada interferente e o respectivo desvio padrao relativo (n = 3)
para DIAScanner-SPADNS-RGB e os desvios na concentragdo de ions fluoreto em

relacdo a amostra de referéncia.

Tabela 16. Espécies quimicas interferentes analisadas, concentracao limite (APHA),
concentracdes de fons fluoreto (mg L) via DIAScanner-SPADNS-RGB, desvio
padréo relativo (DPR) e desvio da concentragéo de ions fluoreto (mg L) nas amostras

contaminadas em relacdo a amostra de referéncia (n = 3)

) [DIAScanner- .
Espécies [APHA] [Desvio]
) SPADNS-RGB] DPR (%)
Quimicas (mg L) . (mg LY
(mg L?)
Referéncia 1,02 4,41
Alcalinidade 5000 0,95 6,58 -0,07
AR 0,1 0,96 4,84 -0,06
CI 7000 1,06 5,50 0,04
Fe® 10 1,04 4,65 0,02
SO+ 20 1,09 3,55 0,07

DPR: Desvio padrao relativo (n=3)

Analisando os valores apresentados na tabela 16, pode ser observado que as
amostras contendo os interferentes apresentaram desvio menor do que o esperado
de 0,1 mg L. A utilizacdo de 30 % a menos no volume de reagente SPADNS em
comparacao com a metodologia de referéncia, ndo causou um desvio maior que o

esperado para as amostras contendo os interferentes avaliados.
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6.3 DESEMPENHO ANALITICO

A validacdo da metodologia analitica foi conduzida segundo a Resolucao da
ANVISA RE n° 899, a qual determina que os parametros de linearidade e faixa de
trabalho (intervalo), limite de deteccéo (LD), limite de quantificagédo (LQ), seletividade
(interferentes), precisao, exatidao e robustez devem ser avaliados (Brasil, 2003).

A faixa linear foi determinada por meio da construgcdo de cinco curvas
analiticas em doze niveis de concentracdo entre 0,05 a 2,00 mg L™ de fluoreto versus
o logaritmo da intensidade de cor R normalizada (R/255), todas determinadas nas
melhores condi¢Bes experimentais obtidas para o sistema. A linearidade do método
DIAScanner-SPADNS-RGB foi obtida pelo método dos minimos quadrados, como
mostra a Figura 24.

Figura 24. Avaliacdo da linearidade do método para o sistema DIAScanner-SPADNS-
RGB

A -2,08473 0,01052
0,445 et oo
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g -0,840,99792 0,0356 27  <0.0001
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< 18 2 6] R = 0,99906
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Fonte: Proprio autor, 2017.

O método DIAScanner-SPADNS-RGB proposto apresentou linearidade em
uma faixa de concentracdo de ions fluoreto em agua de 0,05 a 1,20 mg L, com
variacées de concentracdo analisadas até 2,00 mg L. As curvas analiticas obtidas
em triplicata puderam ser descritas através da Equagéo 11: log | (R/255) = 1,27775 C

— 2,06473 obtida pelo método dos minimos quadrados, apresentando um coeficiente
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de correlagao R = 0,99686, conforme apresentado na Figura 24. O coeficiente angular
da curva apresentou desvio padréo igual a 0,01651 e, o coeficiente linear de 0,01052.

Limite de deteccéo (LD) foi determinado por meio da Equagéo 12 e o limite de
quantificacdo (LQ) de acordo com a Equacdo 13, onde DP é o desvio padrdo do
coeficiente linear das curvas analiticas e IC é a inclinacdo da curva analitica (Brasil,
2003).

__ 3xDP
T Ic

__10xDP
T I

LD Eq. (12) LQ Eq. (13)

O limites LD e LQ apresentaram valores de 0,039 mg L' e 0,129 mg L7,
respectivamente.

A exatidado para o método DIAScanner-SPADNS-RGB foi avaliada por meio
da correlacdo dos valores de concentracdo de ions fluoreto frente os métodos de
referéncia potenciomeétrico (ISEF) e espectrofotométrico (Vis-SPADNS). A Figura 25

mostra as curvas analiticas obtida pelo método Vis-SPADNS.

Figura 25. Gréafico de absorbancia versus [F] (mg L?%) para o método
espectrofotomeétrico (Vis-SPADNS)
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Fonte: Proprio autor, 2017.
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As curvas analiticas para o Vis-SPADNS, obtidas em triplicata, puderam ser
descritas através da Equacdo 14: A = - 0,21412 C + 0,58257, em que A é a
absorbancia e C é a concentracdo de ions fluoreto. A Equacao 14 foi obtida pelo
método dos minimos quadrados apresentando um coeficiente de correlacdo (R) igual
a 0,99793, como apresentado na Figura 25.

A Figura 26 mostra as curvas analiticas obtida pelo método ISEF.

Figura 26. Grafico do potencial (mV) versus log [F] (mg L?) para o método
potenciométrico (ISEF)

A 92 87241 0,7671
180 - B -56,93097 1,1759
160 - R sSD N P
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Construidas em triplicata, as curvas analiticas para o método ISEF, foram
descritas através da Equacao 15: E =-56,93097 L + 92,87241, em que E é o potencial
medido em milivolts (mV) e L é o logaritmo da concentracdo de ions fluoreto. A
Equacédo 15 foi obtida pelo método dos minimos quadrados apresentando um
coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,99534, como ilustrado na Figura 26.

Os valores das concentracdes de ions fluoreto em aguas, determinados pelos

trés métodos estao apresentados na Tabela 17.



69

Tabela 17. Concentracdes de ions fluoreto (mg L) em amostras de A&guas
determinadas pelos métodos de referéncia utilizando diferentes equipamentos:
potenciémetro (ISEF) e espectrofotémetro (Vis-SPADNS) e pelo método proposto de
imagem digitalizada (DIAScanner-SPADNS-RGB)

[F](mgLY* = IC

DIAScanner-
Amostra SPADNS- DPR ISEF DPR Vis-SPADNS DPR

RoB (%) (%) (%)

1 0,83 + 0,010 0,49 0,83

I+
+

0,032 1,58 0,85 + 0,009 0,43

I+

2 0,38 + 0,019 2,01 0,36 0,016 1,80 0,40 + 0,014 1,39

3 0,54

I+

0,050 3,74 0,50

I+

0,024 1,96 0,55 + 0,018 1,32

+

I+
+

4 0,60 + 0,009 0,58 0,57 0,023 1,61 0,62 + 0,034 2,22

5 1,07 + 0,035 1,31 1,06 0,035 1,35 1,07 + 0,014 0,52

*Valor Médio * (IC) Intervalo de confianca. 95% de grau de confianca.

I+
+

DPR: desvio padréo relativo. n= 3.

Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), com fator Unico, a qual permite
analisar de forma isolada o fator método. Analisando a Tabela 18 é possivel destacar
alguns pontos importantes referentes as interacfes existentes entre o sistema

proposto DIAScanner-SPADNS-RGB frente ao método de referéncia por ISEF.

Tabela 18. ANOVA na comparacdo do método de referéncia ISEF e o proposto
DIAScanner-SPADNS-RGB

Grupo Contagem Soma Média Variancia

ISEF 5 3,3195 10,6639 0,0768
DIAScanner-
SPADNS-RGB 5 3,4191 10,6838 0,0727

ANOVA

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,0010 1 0,0010 10,0133 0,9112 5,3177
Dentro dos

grupos 0,5980 8 0,0748

Total 0,5990 9

De acordo com a Tabela 18, o valor-P entre os grupos de 0,9112, maior do

gue o nivel de significancia de 0,05, pode-se concluir que os métodos avaliados néo
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interferem na determinacao dos teores de fluoreto nas amostras de 4gua. Assim como,
ao se analisar o valor de F (0,0133) o qual foi menor do que 0 Feritico (5,3177), conclui-
se que o fator equipamento nao influencia na determinacdo da concentracdo de
fluoreto em agua, confirmando a correlacdo do método DIAScanner-SPADNS-RGB
proposto com o método potenciométrico ISEF de referéncia.

A Tabela 19 apresenta as interacdes obtidas por ANOVA, existentes entre o
sistema proposto DIAScanner-SPADNS-RGB frente ao método de referéncia Vis-
SPADNS.

Tabela 19. ANOVA na comparac¢édo do método de referéncia espectrofotométrico Vis-
SPADNS e o proposto DIAScanner-SPADNS-RGB

Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
Vis-SPADNS 5 3,4935 0,6987 0,0688
DIAScanner-
SPADNS-RGB 5 3,4191 0,6838 0,0727
ANOVA
Fonte da F
variacao SQ gl MQ F valor-P  critico
Entre grupos 0,0006 1 0,0006 0,0078 0,9316 5,3177
Dentro dos
grupos 0,5662 8 0,0708
Total 0,5668 9

Analisando a Tabela 19, por meio do valor-P nas linhas entre os grupos de
0,9316, maior do que o nivel de significancia 0,05, como também pelo valor de F
(0,0078), menor que Fecritico, (5,3177), podemos comprovar a correlagdo dos valores
obtidos pelo método DIAScanner-SPADNS-RGB proposto frente ao método de
referéncia Vis-SPADNS.

A preciséo para o método AID-Scanner foi determinada pela recuperacdo com
adicdo de padrdo em 4 niveis de concentracdo dos ions fluoreto de 0,05; 0,10; 0,20;
0,40 mg L em duas amostras (Al e A2). Os ensaios realizados em triplicata, foram
realizados intradia (A e B) e interdia (C), com os valores expressos em funcao das
médias das concentracdes em relacdo as amostras sem adicdo do padrdo. A
recuperacdo foi determinada de acordo com a Equacdo 16, em que CF é a
concentracdo da amostra com adi¢do de padrdo, CR é a concentracdo de referéncia

sem adicao dos ions fluoreto e CA é a concentracdo adicionada a amostra fortificada.
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F — CR

Recuperacao (%) = CC—A x 100 Eq. (16)

As porcentagens de recuperacédo obtidas para os trés niveis de concentracdes

avaliados, sdo apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20. Concentracdes de ions fluoreto (mg L) adicionadas a matriz de referéncia,
concentracdo recuperada (mg L), desvio padrdo relativo (DPR) e Recuperacéo (%)
do método DIAScanner-SPADNS-RGB para duas amostras analisadas

Amostra 1 2

A‘gf‘ﬁgﬂi‘;o 0,000 0,050 0,100 0,200 0,400 [0,000 0,050 0,100 0,200 0,400
Recuperado 355 493 0479 0567 0,768 |0,783 0,833 0,881 0,980 1,160
(A) (mglL™)

DPR (%) 540 3,63 202 308 224 050 096 065 1,17 0,66
Rec“(ﬁ’,/‘i)ra‘?ao - 11346 112,50 100,10 100,37| - 9824 97,29 98,31 94,06
A?r'ﬁg’f?}‘;o 0,000 0,050 0,100 0,200 0,400 |0,000 0,050 0,100 0,200 0,400
Recuperado 355 416 0470 0,551 0,738 |0,798 0,853 0,010 1,002 1,160
(B) (mglL™)

DPR (%) 2,70 246 297 841 086 |013 051 059 030 1,14
Rec“(ﬁ’,z)ra‘?ao - 98,98 103,62 92,18 92,86 109,29 112,08 102,03 90,33
A‘(’r'ﬁg’f?};"o 0,000 0,050 0,100 0,200 0,400 |0,000 0,050 0,100 0,200 0,400
(gcu(pr;eéalfi_% 0,402 0,459 0,490 0,590 0,773 |0,800 0,847 0,899 1,001 1,160
DPR(%) 018 193 148 159 062 |060 074 048 063 1,35
Rec“(ﬁ’,z)ra‘?ao - 114,71 88,26 93,84 92,85 | - 9430 99,67 100,39 90,09

(A): Dia 1; (B): Dia 1 — Interdia; (C): Dia 2

DPR: Desvio padrao relativo (n=3)

Analisando a Tabela 20, observa-se que a faixa de recuperacéo ficou entre
88,26 % e 114,71 % nas condi¢cdes otimizadas, mostrando o potencial do sistema
como ferramenta de analise de rotina na determinacéo de ions fluoreto em agua.

A robustez do DIAScanner-SPADNS-RGB foi avaliada por meio da
determinacdo da concentracdo de ions fluoreto em amostras de aguas em duas
placas de poliestireno diferentes (Placa | e Placa Il) com volume de SPADNS
adicionado na proporgao de 0,70 mL para 5,00 mL de amostra. Foram determinadas

as curvas analiticas em triplicata e os valores obtidos de concentracdo de ions fluoreto
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foram comparados por ANOVA. A Tabela 21 apresenta as interacbes obtidas por
ANOVA para a robustez do sistema proposto DIAScanner-SPADNS-RGB.

Tabela 21. ANOVA na comparac¢do da determinacao de ions fluoreto em amostras
de agua em duas placas (Placa | e Il) distintas de polietileno com volume de
SPADNS de 0,70 mL

Grupo Contagem Soma Meédia Variancia

Placa | 5 1,68539 0,33708 0,12092

Placa Il 5 1,72312 0,34462 0,10117

ANOVA 0

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos  0,00014 1 0,00014 0,00128 0,97231 5,31766
Dentro dos

grupos 0,88836 8 0,11104

Total 0,8885 9

Podemos verificar a robustez do sistema, analisando os valores da ANOVA
realizada com os valores das concentracdes de fluoreto obtidas por meio das placas
de poliestireno | e Il, através do valor-P (0,9723) maior do que o nivel de significancia
de 5,0 %. Avalia-se a robustez também pelo valor de F (0,00128), menor que Feritico
(5,3177), como apresentado na Tabela 21, comprovando a correlacdo dos valores
determinados nas placas (I e Il) analisadas.

Foi avaliada a robustez também por determinacéo da concentracdo de ions
fluoreto em dois niveis de volumes de SPADNS adicionados, de 0,70 mL e 0,75 mL
para 5,00 mL de amostra, analisadas na mesma placa. A Tabela 22 apresenta as
interacOes obtidas por ANOVA para a robustez entre os volumes adicionados de

solucéo reagente SPADNS para o sistema proposto DIAScanner-SPADNS-RGB.
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Tabela 22. ANOVA na comparacédo da determinacéo de ions fluoreto em amostras de
agua em dois niveis de volumes de SPADNS adicionados, 0,70 mL e 0,75 mL na
mesma placa de polietileno

Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
0,70 mL SPADNS 5 1,74851 0,3497 0,0842
0,75 mL SPADNS 5 1,72312 0,34462 0,10117

ANOVA
Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 6,4E-05 1 6,4E-05 0,0007 0,97961 5,31766

Dentro dos grupos 0,74146 8 0,09268

Total 0,74153 9

De acordo com a Tabela 22, podemos confirmar a correlacdo das
concentragfes analisadas por meio do valor-P de (0,9796) maior do que o nivel de
significancia 5,0 %, e pelo valor de F (0,0007) menor que Fecritico (5,3177), comprovando
assim a robustez entre os volumes adicionados de SPADNS para o sistema proposto.

Utilizando o programa de edi¢cdo de imagem IrfanView - Versdo 4.18, as
imagens digitalizadas foram convertidas para o formato JPEG. Optou-se em salvar
os arquivos no formato JPEG em qualidade de imagem de 80%, visando diminuir o
tamanho do arquivo, entretanto, com menor perda de qualidade. Em cada formato de
imagem avaliado, foram determinadas as concentracdes de ions fluoreto e os valores
comparados por ANOVA. A Tabela 23 apresenta as interacdes obtidas por ANOVA
para a determinacao das concentracdes de fluoreto em agua nos formatos de imagem
BMP e JPEG pelo sistema proposto DIAScanner-SPADNS-RGB.

Tabela 23. ANOVA na comparacédo da determinacédo de ions fluoreto em amostras

de agua nos formatos de imagem BMP e JPEG

Grupo Contagem Soma Média Variancia
BPM 5 1,8834 0,37668 0,10215
JPEG 5 1,769 0,3538 0,10298
ANOVA
Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos  0,0013087 1 0,00131 0,01276 0,91284 5,31766
Dentro dos
grupos 0,820512 8 0,10256

Total 0,8218208 9
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Para os formatos de arquivo de imagem avaliados BMP e JPEG, obtém-se
um tamanho muito menor para JPEG (185 Kb) em relagcdo ao BMP (4225 Kb),
correspondente a uma taxa de compressdo de 95,6 %. Podemos confirmar a
correlacdo das concentragOes analisadas por meio do valor-P de (0,9128) maior do
gue o nivel de significancia de 5,0 %, e pelo valor de F (0,01276) menor que Fcritco
(5,31766), com mostra a Tabela 23. O resultado obtido mostrou que para o tratamento
por imagem digitalizada utilizando o QuantColour, a influéncia proporcionada pelo
parametro compressao nao apresentou variagoes significativas na concentracao,
podendo ser aceita a possibilidade do trabalho ser realizado com imagens em JPEG.

Foi realizada também a validacdo dos calculos via software QuantColour,
comparando os valores determinados pelo programa frente aos resultados obtidos
utilizando o Excel®. A Tabela 24 apresenta as interagGes obtidas por ANOVA para a
determinacdo das concentracdes de fluoreto em &agua utilizando o software
QuantColour frente ao Excel® por meio do sistema proposto DIAScanner-SPADNS-
RGB.

Tabela 24. ANOVA na comparacédo da determinacdo de ions fluoreto em amostras

de agua pelos softwares QuantColour e Exce®

Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
Vis-SPADNS 5 3,4935 0,6987 0,0688
DIAScanner 5 3,4191 0,6838 0,0727

ANOVA

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,0006 1 0,0006 0,0078 0,9316 5,3177
Dentro dos

grupos 0,5662 8 0,0708

Total 0,5668 9

A validacédo dos calculos por meio do software lab-made QuantColour frente ao
Excel®, pode ser verificada por meio do valor-P (0,9934), maior do que o nivel de
significancia de 5,0 %, como também pelo valor de F (0,0001), menor que Feritico
(5,3177), com mostra a Tabela 24.
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7. CONCLUSAO

O sistema proposto empregando o DIAScanner-SPADNS-RGB para
determinacdo da concentracao de ions fluoreto em aguas, utilizando SPADNS como
reagente croméforo mostrou-se eficiente. Os resultados empregando o DIAScanner-
SPADNS-RGB tratados pelo software “lab-made” QuantColour utilizando a
intensidade de cor R foram equivalentes aos obtidos pelos métodos de referéncia:
potenciométrico com eletrodo de ion seletivo de fluoreto (ISEF) e espectofotométrico
(Vis-SPADNS), comprovada por meio da andlise de variancia.

Foi comprovada também a possibilidade de utlizar o formato JPEG para
determinacdo das concentracdes de ions fluoreto, pois utiliza-se menos espago para
armazenamento com correlacéo dos valores obtidos em nivel de significancia de 5 %
frente ao formatdo BMP.

Os célculos realizados pelo software QuantColour foram validados frente ao
software Excel® por meio de ANOVA, ja que os valores ndo apresentaram diferenca
significativa em nivel de 95 % de confianca.

Considerando a ocorréncia de grande namero de trabalhos relacionados ao
controle da concentracdo de ions fluoreto em aguas, destaca-se a versatilidade da
instrumentacao, a robustez, a pequena quantidade de reagentes utilizada, os baixos
custos de implementacdo comparando-se ao espectrofotdmetro e potenciometro com
eletrodo ion seletivo de fluoreto, associado ao pequeno intervalo de tempo para
analise das amostras, ja que permite analisar 96 amostras simultaneamente, tornam
o sistema DIAScanner-SPADNS-RGB proposto interessante.

A seguir sdo apresentadas sugestbes para o desenvolvimento de trabalhos
futuros dentro da mesma linha de pesquisa:

» Desenvolver o software QuantColour para as plataformas Android e 10S

utilizadas para smartphones;

» Desenvolver o sistema de captura de imagens para smartphones;

» No método colorimétrico, estudar outros reagentes para fluoreto que nao

utilizem o composto téxico arsenito como componente;

» Incluir ao software QuantColour funcdes de edicdo de imagens;

» Aproveitar o sistema DIAScanner-RGB desenvolvido em outras aplicagbes

analiticas.
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