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USE OF MULTIPLE LINEAR REGRESSION COMBINED WITH STANDARD ADDITION (MLR-SA) AND EXPLORATORY
ANALYSIS OF DIGITAL IMAGES IN THE EVALUATION OF FERRIC PROFILE IN MEDICINAL PLANT INFUSIONS. Iron
plays an essential role in the metabolic balance of living beings. Iron also acts as an indicator of redox conditions in the aquatic
environment, and a nutrient available in the soil for plant cultivation, which can be released during consumption. The iron content in
samples of medicinal plant infusions was monitored by colorimetry, through the acquisition of digital images by smartphone, through
the formation of the [Fe(H,0)s(SCN)J** complex in small sample volumes (500 pL). This work proposes a promising combination
of standard addition calibration with multiple linear regression (MLR-SA) combined with exploratory analysis tools (principal
component analysis, PCA, and hierarchical cluster analysis, HCA) to characterize an iron bioavailability profile in infusion samples.
Calibration models were obtained with up to 97% of variance explained even in conditions of external light interference and matrix
effects. The exploratory analysis revealed a ferric profile of commercial infusions distinguishable from infusions of natural origin. The
multivariate approach to digital imaging data has proven to be an alternative methodology for affordable and sustainable monitoring

of iron in infusion samples.
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INTRODUCAO

O ferro € um nutriente essencial para manutenc¢ao da homeostase
no organismo. A dindmica de respiracdo se deve a presenca do ferro
como um cofator constituinte do complexo proteico da hemoglobina,
responsével pelo transporte da molécula de oxigénio a todas as células
do corpo. A deficiéncia de ferro impede a producio e a regeneragio
dos glébulos vermelhos na corrente sanguinea, levando a um quadro
de anemia ferropriva.' Para combater esse distirbio, o consumo de
alimentos e bebidas ricas em ferro € recomendado. As principais
fontes de ferro na dieta humana sdo as carnes bovina, frango, peixe,
cereais, legumes, frutas e vegetais. No entanto, para alguns individuos,
pode ser desafiador obter a quantidade adequada de ferro apenas
através da dieta. O preparo de infusdes de algumas ervas, tais como
dente de ledo, hibisco, funcho, horteld e canela, também pode ser
benéfico para a satide, ao disponibilizar ferro como fonte suplementar
e ajudar no tratamento contra anemia.>>

O teor de ferro disponibilizado em infusdes de plantas medici-
nais pode ser monitorado através de técnicas analiticas, tais como a
espectrofotometria de absor¢ao molecular no ultravioleta e visivel
(UV-Vis),® espectrometria de absor¢éo atdmica,” espectrometria de
emissdo Gptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS),’ além de técnicas eletroquimicas.'” Entretanto, tais técnicas
necessitam de alto investimento para aquisicio e etapas laboriosas
de preparo da amostra.

O uso de imagens digitais em finalidades de determinacdo,
tem sido uma tendéncia cada vez mais crescente em quimica
analitica.'"'? A intensidade da cor da solucéo € relacionada com a
concentragdo do analito, e dados quantificaveis sdo obtidos através da
decomposicdo das imagens em histogramas, que podem ser tratadas
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por modelos RGB (red, green e blue), HSV (hue, saturation e value),
CMYK (cyan, magenta, yellow, e black) e CIELab (definido pela
International Commission on Illumination).">' A andlise de imagens
baseada no sistema aditivo de cores RGB vem ganhando espa¢o como
uma ferramenta alternativa de quantificacio, pois se destaca pela
praticidade, portabilidade, baixo custo operacional e minima geragdo
de residuos.” A simplicidade da técnica sustentada por uma validago
adequada, viabiliza o uso de dispositivos de imagem digital, tais como
smartphones, tablets, scanners, webcams e cameras fotograficas
com dispositivo de carga acoplada (CCD) como método analitico,
e os torna excelentes complementos para espectrofotdmetros e
instrumentos de monitoramento de campo mais sofisticados.!®!”

No sistema RGB, a cor e a intensidade da imagem digital sdo
representadas por valores numéricos que indicam a intensidade de
cada canal de cor em um determinado pixel. Em um sistema RGB de
8 bits por canal, o valor de cada canal varia de 0 a 255, totalizando
dados de 24 bits para representar a cor de um pixel (bitmap). Através
da combinac@o dos trés canais € possivel obter 16.777.216 variedades
de cores. Os dados dos canais individuais, a combinacio deles ou
outras informagdes podem ser relacionados com a concentragdo do
analito. Softwares de processamento de imagem como PhotoMetrix,
ImageJ, Chemostat e Matlab sdo utilizados para converter os dados
da imagem digital em sinal analitico adequado.'3!

A disseminagdo do uso de imagens digitais em finalidades anali-
ticas deve ser fortemente incentivada por questdes de sustentabilidade
ambiental. A biodisponibilidade de ferro nas ervas medicinais estd
condicionada a diferentes formas de cultivo que podem estar sujeitas
a contamina¢do. O monitoramento metaldmico em espécies vege-
tais acumuladoras de ferro ou outros elementos metdlicos téxicos
podem interferir diretamente na suplementacio desejada em ques-
tdes clinicas, ou de (bio)remediagdo em questdes ambientais. Esse
monitoramento pode ser potencializado com o uso de andlises de
imagens digitais in loco, através da vantagem do desenvolvimento de
sistemas portateis. Por outro lado, deve-se considerar fatores externos
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ao ambiente que podem afetar na qualidade dos sinais analiticos
provenientes dos dados de imagem.

Os efeitos de matriz da amostra, interferéncia luminosa e
de concomitantes sdo desafios que precisam ser superados. Para
tanto, estratégias de calibracdo, como a adicao de padrdo e técnicas
multivariadas séio usadas para contornar essas limitagdes.”**! Neste
trabalho, € proposta a combinagdo da calibra¢do por adi¢do de
padrdo com a regressdo linear multipla como uma estratégia de
modelagem simultanea dos canais RGB em condi¢des de baixas
concentragdes de ferro, podendo também controlar um possivel
mascaramento da coloragdo vermelha do complexo de Fe** com fons
tiocianato ([Fe(H,0);(SCN)]**), na presenca da matriz de infusdo
vegetal. E a primeira vez que a combinacio dessas duas formas de
calibragdo € proposta de forma promissora, a fim de alcangar maior
precisdo, exatiddo e variancia explicada em modelagens dos dados
obtidos a partir da aquisi¢cdo de imagens digitais.

PARTE EXPERIMENTAL
Obtencao e preparo das amostras de infusoes

Foram analisadas nove amostras de infusdes de ervas medicinais.
A identifica¢do de cada amostra de infusdo se deu pela codificacdo
apresentada na Tabela 1. As infusdes obtidas pelas amostras de
funcho (A) e dente de ledo (B) foram preparadas na forma da erva
in natura, as quais foram adquiridas em casas de produtos naturais,
comercializadas a granel e armazenadas em frascos fechados para
evitar contaminac¢do com material particulado. As demais amostras das
ervas medicinais foram adquiridas no comércio local, submetidas ao
processamento industrial de desidratagio e embaladas na forma de saché
com empacotamento lacrado em caixas pldsticas, sendo provenientes
de marcas distintas, identificadas como marcas “K”, “M” e “L”.

Tabela 1. Identificacido das amostras de infusdes analisadas para monitora-
mento de Fe**

Codigo Erva medicinal Marca
A funcho in natura
B dente de ledo in natura
C hibisco K

D hortela M

E horteld K

F erva doce M

G erva doce K

H maga com canela M

I mate com canela L

As infusdes de funcho (A) e dente de ledo (B) foram preparadas
colocando as folhas das plantas em dgua sob ebulicdo. A mistura foi
deixada em repouso por 10 min, utilizando-se um vidro de relégio
para tampar o recipiente, abafando o vapor. Esse procedimento
preserva o 6leo essencial das plantas. O preparo das infusdes das
amostras C-I se deu de acordo com as instrugdes dos rétulos das
embalagens, imergindo o saché com o contetido em volume adequado
de dgua, durante o intervalo de 5 a 10 min. Cada infusdo preparada
teve estabelecido o equilibrio térmico com o ambiente antes de ser
utilizada nos experimentos.

Preparo das solucoes

A metodologia para determinacdo de ferro nas amostras
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de infusdes se baseou na formacdo do complexo tiocianato de
ferro(I1), sendo que o preparo das solucdes seguiu os procedimentos
reportados por Lourenco et al.?> Todas as solugdes foram preparadas
utilizando 4gua deionizada obtida do sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore) de resistividade 18,2 MQ. Toda a vidraria utilizada foi
deixada durante a noite em solugdo aquosa de acido nitrico a 10%
(v/v), seguida de enxdgue com dgua deionizada.

A solucdo estoque de Fe** 10,0 mg L' foi preparada pela
dissolucdo de quantidade adequada do sal FeCl,.6H,O e utilizada
para o preparo das solucdes de trabalho na faixa de concentracdo
de 0,1-5,0 mg L'. A solugéo do complexante, na concentragdo de
0,1 mol L', foi preparada por dissolu¢do de quantidade adequada do
sal KSCN. Uma solucdo de HCI 0,1 mol L' foi preparada a partir
do reagente de grau analitico (P.A., 1,18 g cm?, 38% m/m), para
conferir estabilidade ao complexo, evitando ocorréncia de hidrélise
dos fons férrico.

Procedimento de calibracao por adicao de padrao

As curvas analiticas foram construidas através da fortificaciio das
solugdes de cada amostra de infusdo por adi¢do de padrdo de Fe,
para obtencdo das concentragdes identificadas a seguir; ponto 1:
amostra sem fortificagdo; ponto 2: fortifica¢do com Fe** 0,1 mg L';
ponto 3: fortificagdo com Fe* 0,5 mg L'; ponto 4: fortificagiao
com Fe** 1,0 mg L'!; ponto 5: fortificagdo com Fe* 2,0 mg L;
ponto 6: fortificagdo com Fe** 3,0 mg L'!; ponto 7: fortificacdo com
Fe** 4,0 mg L', e ponto 8: fortificagdo com Fe** 5,0 mg L.

Para tanto, foram preparados 25,0 mL de solugdo correspondente
a cada ponto da calibracdo, adicionando-se 1,0 mL da amostra de
infusdo, seguida da aliquota da solugio estoque de Fe** e da adicdo
de 1,0 mL da solucdo de HCI1 0,1 mol L. Por fim, adicionou-se
10,0 mL da solug@o do complexante tiocianato (SCN-), fazendo-
se a homogeneizacdo e deixando em repouso até o aparecimento
e estabilizac@o da coloracdo vermelha indicativa da formacao do
complexo [Fe(H,0);(SCN)]*.

Aquisicdo das imagens digitais

Foram pipetadas aliquotas de 500,0 pL das solucdes e dispostas
em uma placa de pogos transparente feita em acrilico, identificando
os spots correspondentes a cada ponto da calibragdo por adicao de
padrdo. Essa etapa de preenchimento da placa de pogos foi realizada
sucessivamente, para cada tipo de infusdo preparada.

A captura das imagens se deu através de um smartphone Samsung
Galaxy A8+, utilizando a camera principal de 16 MP (megapixel),
com resolucdo de 4608 x 3456 pixels e abertura de f/1.7. O
smartphone foi posicionado sobre a abertura de uma camara escura
impressa em acrinonitrila butadieno estireno (ABS), com dimensdes
22 cm x 15 cm x 10 cm, e equipada na parte inferior com uma fita
de LED (do inglés, light-emitting diode), de cor branca (12 V de
poténcia). Para distribuicio homogénea da luz e como suporte para
a placa de pocos, foi utilizada uma base de propileno de cor branca,
posicionada a 10 cm da parte inferior contendo os LEDs. Na Figura 1,
tem-se a representacao real do aparato para captura das imagens em
condig¢des de luminosidade constante.

Para a obtencdo e tratamento dos dados RGB contidos nas
imagens capturadas, foi utilizado o software de processamento de
imagens ImageJ® (versdo 1.54d).”* No software, as regides de interesse
de cada solucdo foram manualmente selecionadas, tomando-se o
cuidado de manter a reprodutibilidade da distribuicdo dos pixels
(1354 pixels por regido), e os histogramas referentes ao bitmap de
cada canal foram ent@o obtidos para andlise.
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Figura 1. Camara escura para aquisi¢cdo das imagens, com a parte frontal
mostrando a base de polipropileno para posicionamento da placa de pog¢os,
abaixo, a fita de LED para iluminagdo constante e a parte superior com
abertura para o posicionamento da camera do smartphone

Analise multivariada dos dados

A modelagem dos dados por regressao linear multipla (MLR) foi
realizada com uso do suplemento ferramentas de andlise do Microsoft
Excel® do pacote Office 2019. Os sinais analiticos para os respectivos
canais R, G e B foram tomados simultaneamente para a construgao de
modelos matemadticos como varidveis independentes, enquanto que a
concentragio foi tomada como varidvel dependente, caracteristico dos
modelos de calibragdo inversa. Foi obtido um modelo de calibragiao
MLR para cada tipo de infusdo, os quais foram avaliados por andlise
de varidncia (ANOVA) a 95% de confianga.

O conjunto de dados RGB para os grupos das amostras de infusdes
também foi modelado com ferramentas de andlise exploratdria, como
a andlise por componentes principais (PCA) e andlise hierdrquica de
clusters (HCA), afim de que pudessem revelar perfis caracteristicos da
disponibilidade de fons férrico relativos a cada tipo de amostra. Para
tanto, foi construida uma matriz de dados oriundos do histograma
global (R + G + B) de cada ponto da calibracéo, assim como para
cada tipo de infusdo (A1-A8; B1-B8; C1-C8; D1-DS; ...; 11-18),
incluindo as solu¢des aquosas do padrdao do complexo de tiocianato
de ferro(IIT) (P1-P8). A matriz de dados (80 amostras x 256 variaveis:
bitmap R + G + B) foi tratada centrando os dados na média para
construcdo dos modelos PCA e HCA, utilizando o software Past
(versdo 4.03).%#

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao preliminar das imagens digitais

O espectro de emissdo da luz branca (policromatica) foi obtido
através de um espectrofotdmetro modular multicanal UV-Vis-NIR,
USB4000XR1-ES (Ocean Optics), o qual estd apresentado na
Figura 2. A luz branca foi proveniente dos LEDs utilizados como fonte
de radiac@o luminosa para a obtenc¢io das imagens na camara escura.

A iluminagdo € um dos fatores de maior impacto na qualidade das
imagens. Uma boa ilumina¢io ndo apenas assegura uma qualidade
superior, como também influencia diretamente na linearidade e na
reprodutibilidade do sinal analitico. Todos os LEDs compreendidos
neste trabalho operaram em uma voltagem de 12 V, com um maximo
de intensidade em aproximadamente 450 nm. Nota-se também
uma segunda regido com uma banda alargada, correspondente aos
comprimentos de onda entre a luz verde (ca. 500 nm) e a luz laranja

Uso da regressao linear multipla combinada com adi¢do de padrio (MLR-SA) 3

(ca. 600 nm), decaindo no sentido da radiacdo da luz vermelha
(ca. 700 nm).
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Figura 2. Espectro de emissdo da luz branca proveniente de radiagdo (LED)
utilizada

Como forma de avaliagdo preliminar, as solu¢des padrdao
do complexo de tiocionato de ferro(Ill) em meio aquoso foram
tomadas como referéncia na construgdo das curvas de calibragio
por imageamento digital (Figura 3). A intensidade de cada canal do
sistema RGB foi utilizada separadamente como resposta as variagoes
de concentragdo.

Observa-se que as regressoes das calibragdes sdo inversamente
proporcionais a concentragdo e ndo apresentaram ajuste linear
satisfatério para os canais R (linha vermelha) e G (linha verde),
variando o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,4426 do canal R,
para 0,8071 do canal G. O canal B (linha azul) apresentou a melhor
condic@o de linearidade com R* = 0,9460, e maior sensibilidade.
As intensidades dos canais RGB foram convertidas em sinal
analitico (S) para obtencdo de curvas de calibragdo com respostas
diretamente proporcionais em relacdo a concentracdo de Fe''. Para
conversdo, foi utilizada a Equac@o 1,2 em que S ¢ definido como
o logaritmo decimal negativo da razdo entre o valor I, que € o valor
da intensidade de R, G ou B da solucdo contendo o analito, e I,
sendo este o respectivo valor da intensidade de R, G ou B para o
branco analitico.

S =—log (I/1,,.,) (D

Ao aplicar a Equacdo 1, além de obter calibra¢des com valores
de S crescentes, observa-se uma tendéncia de maior diferenciagdo
entre os canais do sistema RGB ao expressarem as intensidades de
coloracio do complexo. Essa observagdo permite uma andlise mais
abrangente frente a diferentes concentracdes das amostras, resultando
em uma resposta analitica mais sensivel. A Figura 4 mostra as curvas
de calibragdo construidas.

Até o ponto 4 (1,0 mg L' de Fe*), os valores de S permanecem
proximos para os trés canais. Entretanto, conforme a concentragio de
ferro € aumentada, a coloragéo vermelha caracteristica do complexo se
torna mais pronunciada, e o sinais analiticos passam a responder aos
canais de maneiras distintas. O canal R apresentou baixos valores de S
e pequenas variagdes entre os pontos, resultando em pior desempenho
de linearidade e sensibilidade, com valores de R de 0,4358 e coeficiente
angular de 0,0109. Os canais G e B foram utilizados de forma a
complementar a colora¢do vermelha das solucdes, o que proporcionou
maior discriminacdo entre as intensidades de coloracio, corroborando
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Figura 3. Curvas de calibragdo obtidas para os canais RGB por tratamento de imagens das solugoes padrdo do complexo tiocianato de ferro(Ill) em meio aquoso
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Figura 4. Curvas de calibracao obtidas para os canais RGB por tratamento

de imagens das solugoes padrdo do complexo tiocianato de ferro(Ill) em meio
aquoso, utilizando a Equagdo 1

com a melhora significativa das linearidades e sensibilidades das curvas
de calibragdo. Dentre as trés curvas construidas, o canal B proporcionou
uma maior linearidade com valor de R? de 0,9538 ¢ um coeficiente
angular (sensibilidade) de 0,0393.

Calibracao por adi¢io de padriao (SA)

E importante ressaltar a possibilidade de outros elementos
metdlicos concomitantes serem disponibilizados durante o preparo
de infusdo das plantas medicinais, os quais podem interferir na
complexacdo com {ons tiocianato, a exemplo do cobalto. Como forma
de corrigir provdveis efeitos de matriz, a calibracdo por adigcdo de
padrio se torna mais indicada.?’-

As calibragdes por adicdo de padrdo para as solucdes das
amostras de infusdes de cada planta medicinal foram testadas, e os
parametros apresentados na Tabela 2. As Figura 1Sa-1Sc, do Material
Suplementar, apresentam as curvas de calibrag¢@o por adi¢io padrio
obtidas para os canais RGB de cada amostra.

Em vista da melhor performance de linearidade e sensibilidade
observada para o canal B em todas as amostras, este foi selecionado
para a determinac@o do teor de ferro disponibilizado nas amostras de
infusdes, com a finalidade de comparagio da calibrag@o obtida com
a regressdo linear multipla.

Regressao linear miltipla combinada com adicao de padrao
(MLR-SA)

A estratégia de combinar duas formas distintas de calibragdo
surgiu da necessidade de minimizar os efeitos de matriz decorrentes da
possibilidade de mascaramento do complexo vermelho do tiocianato
de ferro(III) formado, em contato com as solu¢des das amostras, que
jé apresentam uma colora¢@o natural caracteristica de cada tipo de
infusdo.

A regressdo linear multipla (MLR) se enquadra dentro da
categoria de calibragdo multivariada, proporcionando a vantagem
da calibracdo de primeira ordem, a qual torna possivel realizar a
modelagem da calibragdo mesmo na presenca de interferentes nao
conhecidos, desde que estes também estejam presentes nos padrdes
que constituem o conjunto de calibrag¢do.*

Conforme observado na Tabela 2, apesar do canal B se mostrar
promissor na calibragdo por adi¢do de padrdo, esta varidvel isolada
ndo consegue explicar quantitativamente a variancia dos dados, uma
vez que os valores de R? no sdo suficientemente préximos da unidade.
Tal fato impede que os modelos univariados obtidos na calibracdo
por adi¢do de padrio sejam empregados em finalidades de predi¢ao
das amostras. Portanto, houve o interesse em verificar a modelagem
simultidnea das varidveis independentes RGB para construgdo da
calibragdo MLR, afim de obter melhora significativa no percentual
de variincia explicada.

Na MLR, obtém-se um modelo matemdtico do tipo § = Xb, no
qual ¥ sdo as concentragdes preditas nas amostras, X € a matriz das
variaveis independentes de cada padrio (x,, X,, ..., X,), ¥ € 0 vetor de
concentracdes dos padrdes a serem modelados (varidvel dependente) e
b o vetor dos coeficientes obtidos da regressao, conforme Equagio 2.
Essa relacdo pode ser expandida pela representacio da Equagdo 3:

b= (X"X)'X Ty @
¥v=by+bx, +bx,+..+bx, 3)

Na adicdo de padrdo convencional, como ocorre na espectrofoto-
metria de absor¢ao no UV-Vis, a calibrac¢do € plotada tomando o ponto
de concentracdo zero como a soluciio da amostra sem fortificagao.
Os demais pontos que correspondem as amostras fortificadas com o
analito tem suas concentracdes adicionadas no eixo X, e as respectivas
absorbancias no eixo y, nivelando a contribui¢do da amostra presente
em todos os pontos. A extrapolacio da linha de regressao no eixo X,
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Tabela 2. Pardmetros de calibrac@o e limite de detecc@o obtidos para os canais RGB referentes as solu¢des padrido do complexo tiocianato de ferro(III) em meio
aquoso (P), e por adi¢do de padrao referentes as amostras de infusdes das plantas medicinais (A-I)

Uso da regressdo linear multipla combinada com adi¢do de padrao (MLR-SA)

Amostra de infusdo Canal Equacdo de regressao R? LOD/(mgL")
R S =0,0109Cgu + 0,0230 0,4358 0,5480
P padrdo aquoso G S =0,0228Cg.n + 0,0182 0,8133 0,3077
B S =0,0393Cg.u + 0,0105 0,9538 0,1261
R S =0,0225Cu + 0,0092 0,6665 0,2614
A funcho G S =0,0236Cu + 0,0093 0,6532 0,2080
B S =0,0314Cgu + 0,0135 0,7356 0,1447
R S =0,0299Cu + 0,0236 0,7148 0,3597
B dente de ledo G S =0,0315Cgm + 0,0199 0,6904 0,2795
B S =0,0325C;u + 0,0271 0,7589 0,3091
R S =0,0262Cm + 0,0244 0,6583 0,2629
C hibisco (K) G S =0,0262Cu + 0,0399 0,6275 0,2551
B S =0,0341Cgn + 0,0576 0,7551 0,1887
R S =0,0221Cgu + 0,0199 0,6343 0,3301
D hortela (M) G S =0,0236Cu + 0,0202 0,6373 0,2907
B S =0,0290Cgu + 0,0176 0,7223 0,2413
R S =0,0272Cgu + 0,0225 0,6810 0,2795
E hortela (K) G S =0,0289Cu + 0,0205 0,6530 0,3085
B S =0,0349Cn + 0,0245 0,7097 0,2460
R S =0,0263Cgm + 0,0224 0,6796 0,2232
F erva doce (M) G S =0,0271Cgu + 0,0183 0,6514 0,2419
B S =0,0292C; + 0,0166 0,7038 0,2690
R S =0,0284C.n + 0,0192 0,6578 0,1482
G erva doce (K) G S =0,0311Cg + 0,0178 0,6561 0,1351
B S =0,0361Cp + 0,0144 0,6823 0,1533
R S =0,0353Cgu + 0,0186 0,6530 0,1287
H maga com canela (K) G S =0,0371Cgan + 0,0132 0,6531 0,1187
B S =0,0416Cgu + 0,0158 0,7025 0,1053
R S =0,0249Cm + 0,0235 0,6689 0,1367
I mate com canela (L) G S =0,0274Cgn + 0,0233 0,6613 0,1908
B S =0,0328Cu + 0,0270 0,7366 0,1393

Cpn: concentragio de Fe'; S: sinal analitico; R: red; G: green; B: blue; R*: coeficiente de determinagao; LOD: limite de detecgdo (calculado de acordo com as
recomendagdes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC): 3 s/m, onde s € o desvio padrao das absorbancias do branco analitico (n = 10) e

m a sensibilidade da calibragdo).”

quando se toma nula a varidvel dependente, fornece a informacio
quantitativa desejada do analito na amostra.

Quando se combina a adi¢do de padrao com a MLR, pode-se
aplicar o mesmo raciocinio, levando em consideracdo que se trata
agora de uma calibracdo inversa: a concentragdo ¢ tomada como
variavel dependente, em fungao do conjunto das varidveis, que no caso
s30 os sinais analiticos, S, associadas aos canais RGB. A plotagem
dos dados torna-se espacial, gerando um plano para uma modelagem
de duas varidveis (X, € X,), ou um hiperplano no caso da modelagem
igual ou acima de 3 varidveis.

De forma andloga a convencional, na MLR-SA, quando se toma
nulos os valores de S para todos os canais de cor R, G e B, o valor
absoluto do termo independente do modelo obtido (Ib,l) fornece a
informacdo quantitativa do analito, por intercepto com o eixo das
concentragdes. Logo a combinacdo MLR-SA se torna ideal para
aplicacdo de dados de imagens digitais obtidas em concentragdes
suficientemente baixas do analito, promovendo uma alternativa as
limitagdes de aplicagdes analiticas dos dados de imagens digitais
apenas para altas intensidades de colorac¢@o das amostras.

A Tabela 3 apresenta os pardmetros obtidos na calibragdo
MLR-SA de cada amostra de infusdo. Cada modelagem foi avaliada
por andlise de variancia (ANOVA) a 95% de confianga e podem ser
verificadas nas Tabelas S1-S9 do Material Suplementar.

Com exceg¢do das amostras de erva doce (F e G), todos os demais
modelos de calibragdo MLR-SA obtidos foram estatisticamente
significativos (p < 0,05). A combinagdo das calibragdes MLR-SA
propiciou obtencdo de valores de R> bem mais préximos da unidade.
Nota-se que a abordagem multivariada € capaz de promover melhora
significativa da porcentagem de variancia explicada pelos modelos em
até aproximadamente 97%, valor este mais expressivo em comparacio
com a calibracio por adi¢do de padrdo univariada (Tabela 2).

As amostras de infusdes foram também submetidas a determinagao
de ferro por espectrometria de absor¢@o atdmica por chama (FAAS,
PerkinElmer® A Analyst 400). A concentragéo de Fe** obtida através
dos modelos de calibragio MLR-SA, bem como por adi¢do de padrdo
univariado (convencional) foram confrontados com a determinagdo
obtida por FAAS como via de validacéo cruzada. A Figura 5 apresenta
a comparagdo entre os resultados obtidos.
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Tabela 3. Parametros dos modelos multivariados obtidos das calibracdes MLR-SA. O termo independente (b,) de cada modelo estd destacado em negrito

Amostra de infusdo Equagdo modelada (MLR-SA) R? F

A funcho Cren = —0,485 + 159,47S; — 285,64S; + 130,6S, 0,9513 0,004376
B dente de ledo Cren = 0,723 — 167,55S; + 5,557S¢ + 176,27S, 0,8926 0,020851
C hibisco (K) Cren =—1,796 — 31,97S; — 50,89S; + 102,95S, 0,9723 0,007768
D hortela (M) Cren =—0,709 — 111,41S + 142,67Sg 0,9440 0,003137
E hortela (K) Cren =—0,571 — 17,20Sy, +42,014S; 0,7644 0,050525
F erva doce (M) Cren = —0,594 + 131,73S — 155,79S; + 53,645, 0,8004 0,069510
G erva doce (K) Cran = 0,404 + 174,62S; — 316,67S; + 157,83S, 0,7977 0,071361
H maca com canela (K) Cren =—0,359 — 169,18S; + 173,08S, 0,9235 0,001618
1 mate com canela (L) Cren = —0,758 + 92,08S — 216,47S; + 139,225, 0,9359 0,007531

Cpon: concentracdo de Fe'; S: sinal analitico; R%: coeficiente de determinagdo; R: red; G: green; B: blue; F: variancia de significagdo com 95% de confianca.
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Figura 5. Comparagdo das concentragoes de ferro nas amostras de infusoes
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Amostras de mfusoes

entre os modelos de calibragdo por adi¢do de padrdo e MLR-SA, obtidos por
dados de imagens digitais com a determinag¢do por FAAS, considerando o
fator de dilui¢do das amostras de 25 vezes

E possivel observar que a maior parte das amostras apresentaram
razodvel concordancia quanto ao teor de ferro disponibilizado
nas infusdes, entre as diferentes formas de calibragdo testadas.
As amostras de infusdo de erva doce (marca M), e a de mate com
canela na composic¢io (amostras F e I), foram as que apresentaram
a maior discrepancia em relagdo ao FAAS. Foi verificado
instabilidade na coloragdo dessas amostras durante o periodo
das andlises, comprometendo a integridade dos sinais analiticos
gerados durante a aquisi¢do das imagens digitais. Para essas
amostras, torna-se necessdrio um cuidado maior para preservagao do
complexo [Fe(H,0)s(SCN)]** em meio a compostos de taninos que
também podem ser extraidos das ervas, e que podem competir com
os fons tiocianato no mecanismo de complexacdo dos ions Fe*. O
ion metdlico também pode estar mais sujeito a mudanga do estado de
oxidag¢ao devido a presenca de antioxidantes, como o dcido ascorbico.

Analise exploratoria

A matriz de dados utilizada para a abordagem multivariada de
agrupamento das amostras por PCA e HCA foi obtida a partir do
conjunto de histogramas global do multicanal R + G + B, conforme
mostrado na Figura 6.

Comrelagdo a PCA, a Figura 12S do Material Suplementar indica
uma tendéncia de variagdo monotonica a partir de 5 componentes
principais. Baseando-se no critério de Kaiser,*' foram escolhidas 5
componentes principais, que cumulativamente respondem por 73,27%
da variancia explicada dos dados.
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Figura 6. Conjunto dos histogramas global (multicanal) para todas as
amostras de infusoes (A1-18) e dos padroes aquosos do complexo tiocianato
de ferro(Ill) (P1-P8) para obtengdo da matriz de dados

O gréfico dos scores para PC1 e PC2, apresentado na Figura 7,
evidencia que as amostras se distribuem melhor em grupos referentes
a concentragio de Fe** adicionada (ponto 1, ..., ponto 8) em cada tipo
de amostra. Essa observag@o indica a adequagdo dos tratamentos de
calibrag@o para os dados de imagens digitais coletados. Os graficos
dos scores referentes as demais componentes principais (PC3, PC4 e
PC5) encontram-se nas Figuras 11Sa-11Sc, do Material Suplementar.

O ponto 8, relativo ao de maior concentracdo adicionada
(5,0 mg L") forma um grupo mais definido de amostras, indicando que
aintensidade de coloragdo formada € determinante para uma melhor
resoluc@o desse agrupamento. O gréfico dos loadings para PC1 e
PC2 (Figura 8), confirma que os bits responsdveis pela intensidade
significativa de coloracgio tém forte contribui¢cio nas amostras e estao
correlacionados de formas opostas.

A andlise exploratdria revelou um perfil férrico associado ao tipo
de beneficiamento (natural ou comercial) das ervas medicinais. Foi
notdvel uma categorizacio das amostras de funcho (A) e dente de
ledo (B) em relacdo as demais ervas medicinais, proporcionada pela
PC1: na Figura 7, observa-se que 6 amostras das infusdes de funcho
tém seus scores localizados nos quadrantes a direita (destacadas com
circunferéncia tracejada), enquanto que 5 amostras das infusdes de
dente de ledo, por sua vez, tém seus scores localizados nos quadrantes
a esquerda (destacadas com circunferéncia cheia). As infusdes das
demais ervas medicinais, que sdo de beneficiamento comercial,
apresentaram seus scores dispersos em todos os quadrantes, sem a
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Figura 7. Grdfico dos scores para todas as amostras de infusées com adi¢do de padrao, incluindo os padroes aquosos. As amostras destacadas com circunfe-
réncia tracejada referem-se as infusoes de funcho (A). As amostras destacadas com circunferéncia cheia referem-se as infusoes de dente de ledo (B)
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Figura 8. Grdfico dos loadings para PC1 e PC2 do conjunto de histogramas
global

predominancia de um perfil caracteristico destes. A PC1 foi capaz de
indicar, através do perfil férrico das amostras, uma certa diferenciagdo
das infusdes das ervas em sua forma in natura (A e B), o que refor¢a
a vantagem da abordagem multivariada dos dados.

Afim de confirmar essa observa¢do, a Figura 9 apresenta dois
grandes clusters provenientes da aplicagaio HCA aos mesmos dados,
dos quais verifica-se que o conjunto de infusdes das ervas medicinais
de origem natural (A e B) formam categorias opostas em relagdo as
demais amostras.

CONCLUSOES

A combinagio da regressdo linear multipla com a calibracdo por
adic@o de padrdo (MLR-SA) se mostrou promissora em finalidades
quantitativas, no que se refere ao monitoramento do teor de {ons
ferro disponibilizados nas infusdes das ervas medicinais testadas.
O monitoramento se deu através do tratamento de imagens digitais,
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Figura 9. Dendrograma dos dados de imagens digitais obtidos por HCA para avaliagdo do perfil férrico das amostras de infusoes das ervas medicinais
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através da formagao do complexo tiocianato de ferro(Ill), de forma
que a aplicagdo do método MLR-SA proporcionou a determinacio
de ferro em niveis de parte por milhdo (ppm), com até 97% de
variancia explicada nos dados de calibracdo multivariada. Dentre as
amostras analisadas, a infus@o preparada com hibisco foi a que mais
disponibilizou fons ferro de acordo com as anélises.

O tratamento dos dados de imagens digitais articulados com o uso
das ferramentas PCA e a HCA foi util para revelar um perfil férrico
que permitiu categorizar as amostras de infusdes preparadas com ervas
de beneficiamento in natura (funcho e dente de ledo). A abordagem
quimiométrica proposta através do tratamento multivariado dos
dados de imagens digitais por calibragdo e andlise exploratdria se
destaca pela vantagem de adequar os dados analiticos adquiridos de
forma alternativa, como no caso dos bitmaps de imagens digitais, em
detrimento aos efeitos de interferéncia da matriz da amostra.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As curvas de calibragdo obtidas pelo tratamento de imagens
digitais, figuras de andlise exploratéria e as avaliagOes estatisticas
dos modelos testados neste trabalho estdo disponiveis em
http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso
livre.
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