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PHOSPHATE COLORIMETRIC ANALYSIS USING A DESKTOP SCANNER AND AUTOMATED DIGITAL IMAGE ANALYSIS:
A DIDATICAL EXAMPLE TO TEACH COLORIMETRIC ANALYSES. We propose here the quantification of the phosphorus
content in cola drinks by molybdenum blue method. Molybdenum blue method was carried out in the wells of a microplate, where

method miniaturization represents reduction in reagents required, improved safety, reduced waste stream, and increased sample

throughput. The phosphate concentration was determinate using scanned images of the microplate. Extraction of RGB values was
carried out using ImageJ, the pugling Readplate was used allowing extraction of RGB values of all wells simultaneously. A Microsoft
Excel spreadsheet is afforded in Google Drive, it organize data taken from ImagelJ to afford calibrations curves and phosphate
concentration in cola drinks. Calibration curves were prepared at 500-2500 ug L' of P with good linearity (R > 0.95). Phosphate
concentrations in cola drinks determinate using digital images method are statistically equivalent to concentrations determined using

a spectroscopic method at a 95% confidence interval.
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INTRODUCAO

Nas tltimas décadas, varios métodos colorimétricos foram adap-
tados para microplacas, em especial, na drea clinica e em andlises
ambientais. As vantagens de adaptar os métodos tradicionais sdo a
reducdo no uso de reagentes e consequente menor geragao de residuos
quimicos. No entanto, o uso de técnicas de microescala empregando
microplacas, em sala de aula, é provavelmente limitada pelo custo
elevado (ordem de US$ 10.000) dos leitores de microplacas.'

Normalmente, as imagens digitais utilizam o sistema Red, Green
e Blue (RGB) para a defini¢@o de cores. Nesse sistema, cada tom de
cor € definido por trés canais: R (vermelho), G (verde) e B (azul), que
variam como indices inteiros entre 0 e 255, onde o 0 corresponde a
cor preta e o 255 corresponde ao R ou G ou B puros. Desta forma,
no sistema RGB, um tom de cor corresponde a um ponto em um
espago tridimensional formado pelos eixos R, G e B, sendo possivel
a geracdo de 16 milhdes de cores diferentes (256°).2

A absorbancia € definida de acordo com a Equagao 1. A poténcia
de um feixe (P), transmitida através de uma célula com a solucéo do
analito, é comparada com a poténcia que atravessa uma célula idén-
tica contendo somente o solvente ou o branco dos reagentes (P,). De
acordo com a lei Beer—Lambert, a absorbancia (A) € proporcional a
concentracao do analito.!

A —log(%] (D)
0

Kohl et al.? desenvolveram uma prtica de ensino que mostrou que
o principio da absorbancia pode ser facilmente demonstrada utilizando
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solucdes coloridas e andlises de imagens digitais. A pratica de ensino
consistia em fotografar um conjunto de cubetas contendo corante
amarelo em diferentes concentracdes e uma cubeta contendo apenas
dgua destilada. Os valores de G foram obtidos para as cubetas que
continham o corante amarelo e G, foi obtido da cubeta que continha
apenas dgua destilada. Posteriormente, estes valores foram utilizados
para determinar a absorbancia e preparar curvas analiticas de calibrac@o.

Atualmente, o processamento de imagens digitais tem atraido
grande aten¢do como uma ferramenta analitica para a andlise colo-
rimétrica devido a sua versatilidade, compreendendo procedimentos
simples, rapidos e de baixo custo. Existem vdrios exemplos relevantes
descritos na literatura, tais como para a determina¢@o de nitrito em
alimentos, amostras ambientais e amostras clinicas,* na determina-
¢do do diclofenaco sédico, dipirona sédica e gluconato de cdlcio
em drogas injetdveis,’ andlise de chds,® quantificagdo de etanol em
bebidas,” e quantificacio de sulfito em bebidas.® Além disso, o uso
de imagens digitais pode ser uma alternativa para ensaios clinicos,
como demonstrado recentemente para creatinina’ e determinagao de
glucose,'” alanina aminotransferase.'! Por sua vez, as imagens digitais
também podem ser utilizadas para controle de qualidade. Por exemplo,
Santos et al.,'>!? utilizaram imagens digitais obtidas com um scanner
de mesa para verificar adultera¢des do leite.

Recentemente, Christodouleas ef al.'* mostraram que um scanner
de mesa pode substituir um leitor de microplacas, fazendo a quanti-
ficac@o de diversos corantes e leituras de placas de teste ELISA (en-
saio de imunoabsor¢do enzimatica, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

No intuito de associar o cotidiano do aluno de graduagdo com
as préticas de laboratdrio, foi proposta a determinacdo da concen-
tracdo de fosfato em refrigerantes utilizando o método do azul de
molibdénio.'s16
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O método do azul de molibdénio consiste na formacido de um
complexo entre o anion fosfato com um composto de molibdato em
solucdo 4cida (Reacdo 1).

Reagdo 1: PO, + 12MoO,> + 27H* 5 H,PO,(M0O,),, + 12H,0

O complexo fosfato molibdénio hexavalente incolor € reduzido a
uma forma pentavalente azul por um agente redutor (dcido ascérbico)
em meio dcido (Reagdo 2).

Reagdo 2: H;PMo(VI),,0,,+ Redutor S [H,PMo(VI);Mo(V),0,.]*

A intensidade da cor azul é medida espectrofotometricamente a
600, 650 e 800 nm."”

Cola é uma bebida carbonatada doce (denominada refrigerante ou
gasosa), e normalmente contém corante de caramelo, cafeina, mistura
de baunilha, canela e sabores citricos. O nome vem da castanha de
cola que originalmente € usada para obter a cafefna.'®

Bebidas de cola sdo bastante consumidas e populares entre os es-
tudantes. Muita atencdo estd sendo dada para possiveis consequéncias
do consumo excessivo para a saide humana. Estudos vem sendo feitos
para avaliar o efeito destas bebidas na erosdo dentdria,'> na ingestao
de altos niveis de cafeina que podem causar hipertensdo, reagdes
alérgicas e distirbios gastrointestinais.'*?*° Além disso, estas bebidas
podem acaretar efeitos adversos no metabolismo do cdlcio devido ao
seu alto teor de dcido fosfdrico, que combinado com a baixa ingestao
de cdlcio na dieta pode aumentar o risco de doengas Gsseas.?'?

Desta forma, o presente estudo utiliza o método do azul de moli-
bdénio para determinar a concentragdo de fosfato em refrigerantes a
base de cola. As reagdes sdo feitas diretamente nos pogos das micro-
placas de cultura celular (resultando em baixo consumo de reagentes)
e a concentragdo de fosfato € determinada utilizando imagens digitais.
Os valores de RGB foram extraidos simultaneamente de todos os
pocos utilizando um plugin do programa ImageJ.??

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

No desenvolvimento da parte experimental foram utiliza-
dos os seguintes reagentes: Tartarato de antimdnio e potdssio,
C,H,KO,Sb, ,H,0, 99,8%, fosfato de potdssio mondbasico anidro,
KH,PO,, 99%, molibdato de amodnio, NH,Mo,0,,4H,0, 81%, 4cido
L(+) Ascérbico, C;HOg, 99%. Todos os reagentes sdo da marca Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil).

Equipamentos

As imagens foram obtidas com um scanner HP Scanjet G2710 e
o software do scanner era o HP Scanning. A concentragao de fosfato
também foi determinada utilizando-se um leitor de microplacas Tecan
Infinite 200 PRO (TECAN, Suiga).

Solucoes

Para a aquisi¢do das imagens foram preparadas as solucdes
listadas a seguir:
A: 15 ml de 4cido sulftrico concentrado em 100 mL de dgua deio-
nizada.
B: 0,3 g de tartarato de antimoénio e potdssio em 100 mL de dgua
deionizada.
C: 1,2 g de molibdato de amdnio em 100 mL de dgua deionizada.
D: 1,76 g de 4cido ascérbico em 100 mL de dgua deionizada.
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Para a preparagdo do reagente misto as solugdes A a D foram
misturadas nas seguintes proporcdes e ordem: 5 mL da solugdo A
+ 1 mL da solugdo B + 5 mL da soluc¢do C + 5 mL da solugdo D.

Solucdo estoque de KH,PO,: 220 mg de KH,PO, diluido em 1
L de dgua deionizada que representa 50 mg L' de P (fésforo). Por
exemplo, 220 mg L' de KH,PO, representam 1,62 mmol L' de
KH,PO,, visto que, a massa molecular do KH,PO, € 136,09 g mol!
(220 mg L'/136,09 g mol ! = 1,62 mmol L"), como a massa molecular
do fésforo (P) € de 30,97 g mol’!, a concentragio de P na solugdo em
mg € 1,62 mmol L' x 30,97 g mol"! =50 mg L"!

Na preparacdo das solucdes padrdes para estabelecer as cur-
vas de calibra¢do foi empregada uma solucdo de trabalho: 5 mL
da solugdo estoque de KH,PO, em 100 mL de dgua deionizada
(2,5 mg L' de P).

CURVA DE CALIBRACAO

A curva de calibragdo foi preparada colocando 2, 4, 6, 8 mL da
solucdo de trabalho de KH,PO, em baldes de 10 mL, com o auxilio
de uma bureta de 25 mL, e completando o volume até o menisco
com dgua deionizada. O dltimo ponto da curva de calibracdo era a
prépria solugdo de trabalho. A concentragdo de fosfato foi expressa
como pg L' de fosforo. A concentragdo de cada ponto da curva foi
calculada utilizando a Equagdo 2, em que a concentrag@o de solugio
de trabalho (2,5 mg L) é C,, V, € o volume da solugéo de trabalho
adicionado ao baldo volumétrico de 10 mL e V, € 10 mL. Portanto,
a concentracio de cada ponto da curva analitica foi de 500, 1000,
1500, 2000 e 2500 pg L.

C, =GV./V, 2
Preparo das solucdes de refrigerante.

Devido a elevada concentracao de fosfato nos refrigerantes, estes
foram diluidos da seguinte forma: 1 mL de refrigerante foi diluido
em um baldo de 100 mL (100 vezes diluida) e 1 ml de refrigerante
foi diluido em um baldo de 50 mL (50 vezes diluida).

Os refrigerantes utilizados foram Pepsi, Coca Zero, Coca-Cola
e Guarand Antdrtica Black.

Método do Azul de molibdénio.

Duzentos uL de cada amostra de refrigerante diluida foram
colocadas em 4 pogos da microplaca. Na Figura 1, linhasde EaHe
colunas 1 a 5 correspondem aos pocos da microplaca que contém as
solucdes da curva de calibragdo. Em seguida, 200 pL de cada solucdo
de refrigerante foram adicionados a 4 pogos da placa, na Figura 1,
linhas A a D e colunas 4 a 11. Cada refrigerante foi preparado com
duas diluigdes, 1:50 e 1:100. Por fim, adicionou-se 50 uL do reagente
misto a cada pogo da placa. Apds 15 minutos, foram realizadas as
leituras em 650 nm no leitor de microplacas. Posteriormente, as placas
foram colocadas em um scanner e as imagens obtidas em 300 pontos
por polegada (dots per inch, dpi).

Obtencio das imagens digitais

As imagens foram obtidas colocando as microplacas em um
scanner HP Scanjet G2710, cobertas com um fundo branco, por
exemplo, folha branca de EVA (etil, vinil e acetato). As imagens
foram obtidas com 300 dpi no formato Joint Photographics Experts
Group (JPEG). As opcdes de corregdo automdtica da imagem pelo
software foram desabilitadas e o software do scanner era o HP
Scanning.
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Figura 1. Imagem obtida com scanner de mesa da microplaca frente a um
fundo branco

Obtencao dos valores de RGB

Os valores de RGB foram extraidos das imagens utilizando o
software ImageJ, software de uso livre.”

Os valores de cada canal (RGB) de todos os pocos da microplaca
pode ser extraido simultaneamente utilizando o plugin “ReadPalte”
do Imagel.

Por exemplo, para obter os valores R na Figura 1, no Imagel,
clique em Plugins e depois em ReadPlate. Ao clicar em ReadPlate,
ajanela Measureme... aparecerd. Na janela Measureme... (Figura 2),
basta selecionar o canal (Channel) que se deseja extrair. Ao selecionar
o canal e clicarem OK, a janela Grid Parameters aparecera (Figura 3).

Channel: IRed vl

i cancel |

Figura 2. Janela Measureme.... Sele¢cdo da canal que se deseja extrair de

uma micro placa

Na janela Grid Parameters (Figura 3), em Number of columns,
seleciona-se o nimero de colunas da placa, sendo permitidas no
maximo 12 colunas. Em Number of Rows, seleciona-se o nimero de
linhas, sendo permitidas no maximo 8 linhas (de A até H).

Em Center of Well A1:X e Center of Well A1:Y, sdo colocadas as
coordenadas em X e Y do primeiro poco Al (Figura 1). Em Center
of Well H12:X e Center of Well HI2:Y sdo colocadas as coordenadas
em X e'Y do tltimo pogo H12 (Figura 1).

No imagel, as coordenadas dos pogos Al e H12 podem ser de-
terminadas posicionando o cursor sobre a micro placa.

Circle size € o diametro do circulo, na placa da onde sdo extraidos
os valores de RGB. Neste trabalho utilizou-se 20 pixel.

Na janela Grid Parameters, ap6s clicar em OK, aparecerd uma
janela chamada “Results” contendo (Figura 4), na seguinte ordem, as
informagdes: nome, area, mediana, minimo, maximo, linha, coluna.
Na janela Results, clique “Ctrl + A” para selecionar todos os valores,
em seguida clique em “Ctrl + C” para copiar estes valores e para colar
estes valores no Microsoft Excel, clique em “Ctrl + V”.

Depois de extrair os valores de RGB e exportar os dados para o
Microsoft Excel, os valores de R, G e B podem ser exportados para a
Tabela 1S, do Microsoft Excel, disponivel em um link Google drive.”
Na Planilha do Microsoft Excel, os valores de R, G e B foram copiados
para as planilhas 1, 2 e 3 respectivamente. Nestas planilhas, a média
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Number of Columns (max 12):

Number of Rows (max 8):

ik

Center of well A1: X origin (in pixels, left equals zero):

Center of well A1:Y origin (in pixels, up equals zero):
Center of well H12: X end (in pixels).
Center of well H12: Y end (in pixels):

o

HORER

Circle Size (Diameter in pixels):
OK I

Figura 3. Janela Grid Parameters. Selegdo das coordenadas dos pogos da
microplaca

File Edit Font Results
|Label |area [mean
Figura1jpg 316 61649 49 70 A 1 0617

[Min [Max |Row [Column [Absorbance

1
2 Figuraljpy 316 67.304 58 76 A 0.579
3 Figuraljpy 316 157918 140 180 A 3 0.208
4  Figuraljpg 316 73915 46 97 A 4 0.538
5§ Figuraljpg 316 49883 38 59 A 5 0.709
6 Figuraljpg 316 80838 73 90 A 6 0.499
7  Figuraljpy 316 75044 67 B84 A 7 0.531

Figura 4. Janela results. Janela que mostra os valores de RGB para cada
poco da microplaca

dos valores estd na coluna D, os valores das médias de R, G e B foram
exportados para as colunas A, B e C, respectivamente, da planilha 4.

Na planilha 4, os valores de R, G e B de cada pogo sdo rearran-
jados de maneira a fornecer as curvas analiticas e a concentragdo de
fosfato em cada um dos refrigerantes utilizando as equacdes (3-5).
As equagdes de 3 a 6 sdo as absorbancias para cada um dos canais
RGB, a Equacdo 6 € a distancia euclidiana.

R
A=—log [RT,J =A (3)
G
A=-log [Ea] =A )
B
A _—log[Ej =A (5)
[]=J(R-R,) +(G-G,) +(B-B,) ©)

Na planilha 4, os valores extraidos de R, G e B sio transferidos
para as colunas R, S, T e U, a média (m) dos valores dos quatro po-
¢os que contém a curva de calibra¢do sdo colocados na coluna N, o
desvio padrio (s) destes quatro valores na coluna O e o intervalo de
confianca na coluna Q, o intervalo de confiancga foi calculado com
a Equacdo 7, em que n € o nimero de pogos (n =4), t € o valor do t
de Student, em um intervalo de confianca de 95% para trés graus de
liberdade (t =3,18), e s € o desvio padrdo dos valores de RGB em
cada pogo. Como € ilustrado na Figura 5.

mitS )
n

Nas colunas H-V, a curva analitica obtida com a Equacdo 3 estd
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K I M N o] P Q R S T U
pe/L m s Desvio padrdo relativo  intervalo de confianga
500 0.0401 131 5 i 123.8 134.1 133.4 132.9
1000 0.1790 95 7 8 11.6 86.1 92.6 99.6 102.4
1500 0.2835 75 6 8 9.9 74.8 69.4 71.6 83.5
2000 0.5012 45 6 14 9.9 42.5 40.1 a4.4 54.3
2501 0.6815 30 10 33 15.9 16.3 30.8 32.2 40.4
144 7 5 r 6.0 134.1 142.7 138.6 154.2
0.0 136.2 144.8 148.0 151.3

Figura 5. Tabela 1S disponivel no Google Drive, utilizada para converter os valores de RGB extraidos da Figura 1 nas curvas analiticas de calibragdo

entre as linhas 2 a 7. A curva analitica obtida com a equagdo 4 esta
entre as linhas 27 a 33. A curva analitica obtida com a equacéo 5
estd entre as linhas 51 a 57. A curva analitica obtida com a equagdo 6
estd entre as linhas 74 a 79. A absorbancia e [v] de cada amostra de
refrigerante, assim como suas respectivas concentra¢des que foram
determinadas utilizando-se as Equagdes 1 a4 estdo entre as colunas G
aQelinhas 1182129, 132 a 142, 145 a 155 ¢ 158 a 168, respectiva-
mente. A concentracio de fésforo em cada refrigerante, determinada
com as equagdes de 1 a 4, estdo nas colunas H a L, respectivamente,
nas linhas 174 a 181.

A Figura 6 mostra como a concentracdo de P € calculada em cada
um dos refrigerantes. A coluna F mostra que estas sdo as concen-
tracdes calculadas com a equag@o 3, utilizando os valores de R. Na
coluna G estdo os nomes das amostras. Na coluna H estio os fatores
de diluicdio de cada refrigerante. Na coluna J estdo as absorbancias
de cada um dos refrigerantes utilizando-se a equagdo 3. Na coluna
K estd representada a concentragdo de P (ug L'). Na coluna L as
concentracdes determinadas para cada refrigerante apds multiplicagdo
por seus respectivos fatores de diluicdo, por exemplo, um refrigerante
que foi diluido 100 vezes, teve a sua concentragdo determinada na
coluna K e este valor foi multiplicado por 100 na coluna L. Na Linha
119, P € o coeficiente angular da equacdo 3 e Q € o coeficiente linear
da equagdo 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem praticas de ensino descritas na literatura que utilizaram
imagens digitais para realizar determinacdes colorimétricas®? e de
pH.?% Nestas praticas de ensino, os valores de RGB foram extraidos
utilizando softwares como r-Project®>?” Octave e Matlab.?$

Quando este experimento foi testado com alunos de graduagido em
engenharia quimica, no segundo semestre de 2016, poucos estavam
acostumados com este tipo de software, especialmente nos dois pri-
meiros anos de graduacdo, e se mostram desconfortdveis em trabalhar
com os mesmos. Além disto, com estes softwares € necessario recortar
as imagens de onde deseja-se extrair os valores de RGB, o que pode

ser um procedimento demorado, visto que terfamos de recortar 52
pocos separadamente e salvar cada um com um nome especifico.

Inicialmente, neste trabalho, os valores de RGB foram extraidos
utilizando o r-project, para tanto, pequenos quadrados de 80x80
eram recortados de cada pogo da placa e salvos em uma pasta.
Posteriormente, os valores de RGB eram extraidos utilizando o
r-project.

Devido a dificuldade relatada pelos alunos, foi implementada
uma nova metodologia para extrair os valores de RGB das imagens
digitais. A alternativa encontrada foi o plugin ReadPlate no ImagelJ,
que permitiu que os valores de RGB fossem extraidos diretamente
das imagens das microplacas em menos de cinco minutos. Importar
os valores R, G e B para a Tabela 1S, disponivel no Google drive,”
permitiu uma facil organizag¢@o dos dados e uma visualizagdo imediata
das curvas de calibragio, bem como a determinag@o das concentragdes
de fosfato nos refrigerantes.

Kohl et al.* demonstram que uma solugdo contendo um corante
amarelo (Bio-Tek ELx808) € amarela porque o complexo absorve
o azul da radiac@o branca que penetra no frasco e transmite o com-
ponente amarelo de forma inalterada. Assim, em uma determinagio
colorimétrica de corante amarelo, 0 maximo de variacdo na absor-
bancia, com a concentracio, ocorre com a radiacio azul. A variacio
da absorbancia com a radiagdo amarela € desprezivel e a radiacdo
empregada em uma analise colorimétrica deve ser a cor complementar
da solucdo do analito. Desta forma, os valores de R e G extraidos de
solucdes com diferentes concentragdes de corante amarelo se mos-
traram praticamente constantes, enquanto os valores B apresentaram
variagdes significativas em func@o da concentragio do corante.?

Neste estudo, o fosfato € determinado como um complexo de
coloracdo azul, ou seja, este absorve a radiagdo amarela da luz
branca e transmite o componente azul. Por esta razdo, os métodos
analiticos descritos na literatura fazem a leitura da absorbancia em
650, 660 e 880 nm."”

No sistema RGB, vermelho, verde e azul representam a luz nas
regides de 600-700 nm, 500-600 nm e 400-500 nm, respectivamente.
Portanto, devido a coloracdo azul do complexo, espera-se que os

F G H | J K 5 M N [0} P Q

117

118

1) 0.000320926 -0.14444734
120 2.31235E-05 0.03835515
121 0.984664221 0.03657020
122 pepsi 100 79.65825; 0.25633 1249 124883

123 pepsi 50 24.4375¢ 0.76951 2848| 142393

124 coca Zero 100 92.46825; 0.19157 1047| 104703

125 coca Zero 50 58.7745{ 0.38837 1660 83013

126 coca 100 67.364; 0.32914 1476| 147568

127 coca 50 14.32925;{ 1.00134 3570] 178513

128 black 100 73.93525! 0.28871 1350| 134972

129 black 50 11.754; 1.08738 3838| 191917

amn |

Figura 6. Cdlculo da concentragdo de P ( ug L) em cada refrigerante
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valores B extraidos das imagens digitais variem pouco, em funcio
da concentracdo de fosfato, e que os valores de R e G diminuem em
fun¢@o do aumento da concentragdo de fosfato.

O comportamento esperado foi observado na prética. A Tabela 1
mostra os valores de RGB para cada um dos pontos da curva ana-
litica, como se esperava, os valores R apresentam a maior variaciao
em funcio da concentragdo de fosfato, os valores de G variaram
menos em fun¢@o da concentragdo de fosfato que os valores de R,
enquanto os valores de B variaram pouco em fun¢do da concen-
tragdo de fosfato.

Tabela 1. Valores de RGB para cada um dos pontos curva analitica, média
+ desvio padrdo. O desvio padrdo foi calculado para os quatro valores de
cada poco (n =4)

el deb R G B

500 131 +4,9 134+4,7 144+ 7,7
1000 95+73 110+5,3 136+ 3,1
1500 75+6,2 94+3.9 129+2,0
2000 45+ 6,2 75+3.9 120£2,5
2501 30+10,0 69+6,0 119+2,8

As curvas analiticas obtidas utilizando as equagdes 3 a 6 sdo
mostradas na Figura 7, todas as curvas analiticas se mostraram linea-
res com um coeficiente de correlagdo (R?) maior que 0.96. Devido
a pequena variacdo de B em funcdo da concentragdo de fosfato, o
coeficiente angular da Equagio 5 foi pequeno (4 x107). Por sua vez,

0,800 y=0,0003x - 0,1444
R? = 0,9847
0,700 oR .
0,600 me
AB y =0,0002x + 0,0771
0,500 R?=0,9952
g M Tecan ’
& 0400
2 y =0,0001x- 0,061
2 0300 R2=0,9872
K-
< 5200
y = 4E-05x - 0,0432
0,100 R2=0,9673
0,000 o W
566'/;000 1500 2000 2500 3000

-0,100
ug L

Figura 7. Concentragdo de fosforo (ug L) vs Absorbancia. R: Equagdo 3;
G: Equagdo 4 e B: Equagdo 5.
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como os valores de R variam mais que os valores de G em funcio
da concentragdo de fosfato, a Equagdo 3 tem um coeficiente angular
(3 x 10*) trés vezes maior que a Equacdo 4 (1 x10).

A curva analitica obtida com o leitor de microplacas (Tecan)
apresentou maior linearidade que as curvas obtidas com os valores
de RGB extraidos das imagens digitais e um coeficiente angular
(2 x 10*) menor que o coeficiente angular obtido com a equagio 3.

A curva analitica obtida com a Equagdo 6 se mostrou linear
(Figura 8). A equagdo 6 foi utilizada, porque os valores de R, Ge B
variaram em funcdo da concentracdo de fosfato. Desta forma, esta
equagao leva em consideracdo os valores dos trés canais. Por exemplo,
Moraes et al.”’ determinaram a concentracdo de Fe?*, em um estudo da
taxa de corrosdo do ferro na 4gua do mar, utilizando imagens digitais.
Neste estudo, a absorbancia foi calculada levando em conta a variagao
dos canais G e B. Em razdo do complexo vermelho, formado entre o
Fe?* e a fenantrolina, apresentar pouca varia¢do no canal R em fungio
da concentracio, os canais G e B apresentaram variacdes aprecidveis
em fung¢do da concentracdo de Fe? na solucéo.
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Figura 8. Curva de calibragdo obtida com a Equagdo 6 [v] vs concentragdo
de fosfato

Oito microplacas foram preparadas e analisadas em 650 nm, com
um leitor de microplacas. Posteriormente, sete destas microplacas fo-
ram colocadas em um scanner frente a um fundo branco e as imagens
obtidas em 300 dpi no formato JPEG. Na Tabela 2 estd apresentado
a média e o desvio padrdo (m+s), as concentracdes obtidas com as
Equacao 3, Equagdo 4 e Equagdo 6 apresentaram valores proximos dos
obtidos com o leitor de microplacas. A Equag@o 5 ndo foi utilizada,
porque apresenta um coeficiente angular muito pequeno (Figura 7).
As amostras de refrigerante nomeadas como 50 significam que o
refrigerante foi diluido na propor¢do 1:50, enquanto a nomeagao
100 significam que o refrigerante foi diluido na proporg¢do 1:100.

Utilizando um leitor de microplacas, o desvio padrdo realtivo
da concentragdo de fosfato nos refrigerantes foi de 12% em média,

Tabela 2. Concentragao de fosfato em refrigerante, concentracdo determinada como pg de P L. andlises feitas utilizando um leitor de microplacas em 650 nm

(650) n =8, concentragdes de fosfato determinadas utilizando as imagens digitais e as Equacao 3 (R), Equagdo 4 (G) e Equacdo 6 ([v]).n=7

650 G [v]
Pepsi 100 146927417291 133826421315 133475435777 133475435777
Pepsi 50 129631413660 130038+17921 123247425240 123247425240
Coca Zero 100 125952425998 112497427633 105558+43310 105558+43310
Coca Zero 50 114048+ 19376 93614+24017 93507429527 93507429527
Coca 100 180561414565 157117429997 157206443673 157206443673
Coca 50 144687+12934 139019+30634 127930432679 127930432679
Black 100 183754412882 157451440086 163093+51779 163093+51779
Black 50 142768+16281 131655+42857 120089+39123 120089+39123
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enquanto o desvio padrio relativo obtido com as imagens digitais
ficou entre 23% e 30%. Por sua vez, o desvio padrdo relativo obtido
com a Equagdo 3 e Equacdo 4 foi de 23% e o desvio padrio relativo
obtido com a Equagao 6 foi de 30%. Portanto, optou-se por fazer a
determinacdo da concentragdo de fosfato nos refrigerantes utilizan-
do-se a Equagdo 3.

Na execug¢ao da pratica com alunos, os mesmos deverdo escolher
qual equacdo ¢ mais adequada. Repare que na Tabela 2 o desvio
padrdo obtido com a Equacdo 4 € muito préximo do desvio padrdo
obtido com a Equacdo 6.

As concentracdes obtidas com o leitor de microplacas (n = 8) e
com a equagio 3 (n = 7) foram comparadas, inicialmente, utilizando
o teste F para comparar as variancias. Os valores de F obtidos para
os refrigerantes estdo mostrados na Tabela 3. Como € mostrado na
Tabela 3, as variancias obtidas com o leitor de microplacas e com a
Equacdo 3, em um intervalo de confianca de 95, ndo podem serem
presumidas equivalentes para os refrigerantes: Guarand Black 100 e
Guarana Black 50, visto que o valor de F critico para 7 e 6 graus de
liberdade foi de 4,2.

Tabela 3. Variancia (s?), F calculado, t de Student calculado, 650 representa
os valores obtidos com o leitor de micro placas a 650 nm e R representa os
valores obtidos com a Equacio 3. O valor tabelado para F, considerando um
intervalo de confianca de 95%, com 7 e 6 graus de liberdade € 4,2. O valor
tabelado de t para 13 graus de liberdade € de 2,16

s? 650 s’R F t
Pepsi 100 2,99E+08 4,54E+08 1,54 1,54
Pepsi 50 1,87E+08 3,21E+08 1,19 1,19
Coca Zero 100 6,76E+08 7,64E+08 1,55 1,55
Coca Zero 50 3,75E+08 5,77E+08 1,25 1,25
Coca 100 2,12E+08 9,00E+08 4,18 1,07
Coca 50 1,67E+08 9,38E+08 3,65 3,65
Black 100 1,66E+08 1,61E+09 5,41% 0,72
Black 50 2,65E+08 1,84E+09 4,83* 0,77

O teste t presumindo variancias equivalentes mostrou que a Coca-
Cola 50 apresenta concentragdo de fosfato diferente da obtida com
o leitor de microplacas, porque o valor critico de t, em um intervalo
de confiangca de 95% para 13 graus de liberdade, € 2,16. O teste t
presumindo varidncias distintas para a concentracido de fosfato no
Guarana Black 100 e Guarana Black 50 mostra que néo ha diferenga
significativa entre os resultados obtidos com a Equacéo 3 e o leitor de
microplacas, visto que o valor de t calculado € menor que o valor de
t critico. Desta foram, as concentragdes de fosfato nos refrigerantes
determinadas com a Equacdo 3 ndo diferem dos valores obtidos com
um leitor de microplacas, em um intervalo de confianca de 95%,
exceto para a Coca-Cola 50.

Quim. Nova

A Tabela 4 compara os valores obtidos com o leitor de micropla-
cas com a Equagdo 4 e Equacdo 6. A comparacio das concentragdes de
fosfato obtidas com um leitor de microplacas e com os valores obtidos
com a Equagdo 4 sdo mostradas na Tabela 4. O teste F mostra que as
variancias das concentragdes de fosfato obtidas com a equagdo 4 sdo
diferentes das varidncias obtidas com o leitor de microplacas para
Pepsi 100, Coca-Cola 100 e Black 100.

O teste t presumindo varidncias equivalentes mostrou que ndo ha
diferenca significativa entre os resultados obtidos com a Equacéo 4
e o leitor de microplacas, porque os valores de t calculados foram
menores que o valor de t critico (2,16).

O teste t presumindo varidncias diferentes também mostrou
que ndo ha diferenca significativa entre os resultados obtidos com a
Equagdo 4 e o leitor de microplacas, sendo que o t critico ficou em
torno de 2,36.

A comparagdo das concentracdes de fosfato obtidas com um
leitor de microplacas e com os valores obtidos com a Equagdo 6
sdo mostradas na Tabela 4. O teste F mostra que as varidncias das
concentracdes de fosfato obtidas com a Equagdo 3 sdo diferentes
das varidncias obtidas com o leitor de microplacas para Coca-Cola
100 e Black 100.

O teste t presumindo variancias equivalentes mostrou que ha
diferenca significativa entre os resultados obtidos com a Equacdo 6
e o leitor de microplacas para a Coca-Cola 50, ja que o valor de t
calculado (2,74) foi maior que o valor do t critico (2,16).

O teste t presumindo variancias diferentes mostrou que ndo ha
diferenca significativa entre os resultados obtidos com a Equacdo 6 e
o leitor de microplacas, sendo que o t critico ficou em torno de 2,36.

Na Tabela 4, o teste t mostrou que as concentracdes de fosfato
obtidas com as Equacido 3 e Equagdo 6 ndo apresentaram diferenca
significativa dos valores obtidos com o leitor de microplacas, exceto
para Coca-Cola 50. Utilizando a Equagdo 6, ndo se observou diferen-
¢a significativa com os valores obtidos com o leitor de microplacas
para nenhum dos refrigerantes, embora esta equacio forneca valores
dedesvio padrao maiores que os obtidos com as outras equagdes. Isto
indica que o método que utiliza imagens digitais fornece resultados
similares aos obtidos com um leitor de microplacas.

E interessante que os alunos comparem os resultados obtidos com
as imagens digitais (equacdes 3 a 6) com os resultados obtidos com
um equipamento, como, por exemplo, um leitor de microplacas como
foi feito neste trabalho. Provavelmente muitas institui¢des ndo tenham
um leitor de microplacas, neste caso, os alunos podem fazer a quan-
tificacdo de fosfato nos refrigerantes utilizando apenas as imagens
digitais, e comparar os resultados obtidos com ambas as equagdes,
bem como observar qual das equacdes fornece melhores resultados.

No desenvolvimento de um método analitico € interessante
que o desvio padrdo seja o menor possivel. Desta forma, os alunos
podem observar qual equagdo fornece o menor desvio padrdo para
cada refrigerante.

Tabela 4. Média (m), desvio padrio (s), variancia (s?). F e t calculados para a comparagio dos valores obtidos com o leitor de microplacas a 650 nm com

equacgdo 4 (G) e com a equacdo 6 [v]

G [v]
s? F s? F t
Pepsi 100 1.28E+09 4.34% 0.91 9.85E+08 3.34 0.21
Pepsi 50 6.37E+08 2.35 0.59 1.49E+08 0.55 1.72
Coca Zero 100 1.88E+09 3.80 1.17 1.83E+09 3.71 0.18
Coca Zero 50 8.72E+08 1.89 1.56 5.40E+08 1.17 1.72
Coca 100 1.91E+09 8.87* 1.35 1.22E+09 5.67* 0.27
Coca 50 1.07E+09 4.15 1.29 4.81E+08 1.87 2.74
Black 100 2.68E+09 9.02* 1.01 2.30E+09 7.74% 0.14
Black 50 1.53E+09 4.02 1.45 9.78E+08 2.57 2.06
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De um ponto de vista didatico € interessante que o aluno compare
as concentracdes de fosfato nos refrigerantes utilizando dilui¢des de
1:50 e 1:100.

Em todos os refrigerantes, tanto com as imagens digitais
(Equacdo 3, Equagdo 4 e Equag@o 6) como no leitor de microplacas, as
concentragdes obtidas com uma dilui¢do de 1:50 foram menores que as
concentragdes obtidas com uma diluigéio de 1:100 (Tabela 2). Isto indica
que uma maior diluicdo dos refrigerantes diminuf o efeito da matriz.

De maneira diddtica € interessante que os alunos utilizem as di-
luicdes (1:50 e 1:100) para observar o efeito do corante presente nos
refrigerantes a base de cola. Quando este experimento foi realizado,
as concentragoes de fosfato obtidas utilizando as duas dilui¢des foram
comparadas utilizando-se o teste F para comparar as variancias e o
teste t para comparar as médias dos resultados.

Podemos comparar a variancia da concentragdo de fosfato nos
refrigerantes utilizando o teste F, com base nas variancias obtidas
com a Equagdo 3 (Tabela 2 e Tabela 3). Os valores de F calculados
para a Pepsi, Coca Zero, Coca-Cola e Guarana Black sdo 1,41, 1,32,
1,04 e 1,14, respectivamente. Portanto, assumimos que ndo existe
diferenca significativa entre as varidncias obtidas com cada uma
das diluigdes, visto que o valor de F tabelado, em um intervalo de
confianca de 95%, € de 3,78.

Uma vez que variancias equivalentes foram presumidas do teste
F, o teste t presumindo varidncias equivalentes foi utilizado para de-
terminar os valores de t para Pepsi, Coca Zero, Coca-Cola e Guarand
Black de 0,36, 1,36, 1,11 e 1,16, respectivamente. Portanto, assu-
miu-se que ndo existe diferenca significativa entre as concentracdes
determinadas com as dilui¢des de 1:50 e 1:100, em um intervalo de
confianca de 95%.

CONCLUSAO

A prética de ensino proposta introduz diversos conceitos pri-
mordiais ao ensino de ciéncias exatas e engenharias, como o uso de
imagens digitais, a extragdo dos valores de RGB utilizando o plugin
ReadPlate, exportagdo dos dados para o Microsoft Excel, construgao
de curvas analiticas, comparacio de resultados utilizando testes esta-
tisticos e introducdo aos conceitos de espectrofotometria.

O uso do plugin ReadPlate no ImageJ permite que os valores
de RGB sejam extraidos de uma microplaca de 96 pogos em menos
de 5 minutos. Por sua vez, a exportagdo dos dados do Imagel] para
a tabela 1S do Microsoft Excel permite que as curvas analiticas e a
determinagdo da concentracio de fosfato em cada refrigerante sejam
determinadas imediatamente, ap6s a aquisi¢do das imagens digitais.

Os resultados obtidos com a equagdo 1 s@o equivalentes aos re-
sultados obtidos com um leitor de microplacas, em um intervalo de
confianca de 95%, com exce¢do da Coca-Cola 50. Adicionalmente, a
Equac@o 2 apresentou linearidade satisfatéria (R*=0,98) e coeficiente
angular maior que o obtido com um leitor de microplacas.

A prética de ensino proposta € simples e de baixo custo, em que
se utiliza 50 uL de reagente misto por pogo, o que significa um gasto
de 2,6 mL por microplaca. E importante ressaltar que a maioria dos
métodos colorimétricos estd sendo adaptada para microplacas para
reduzir o uso de solventes e também o volume de residuos.

A prética pode ser realizada utilizando-se apenas um scanner de
mesa ou, quando um leitor de microplacas estiver disponivel, os dois
podem ser utilizados e os resultados comparados.
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