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RESUMO

MATTOS, Suellen Sobrinho Franca. Analise colorimétrica das concentracges de fosforo em
alimentos para animais através de imagem em substituicdo a espectrofotometria. 2024.
22p Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia, Ciéncia Animal). Instituto de Zootecnia, Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

A avaliacdo das concentracBes de fosforo em alimentos para animais é um ponto chave para
suprimento nutricional, utilizacdo eficiente de insumos e reducdo da sua excre¢do urindria e
fecal. Os métodos padréo para a quantificacdo de fésforo em alimentos sdo baseados em prévia
digestdo em acidos nitrico:perclorico e reagBes colorimétricas de intensidade de azul, em
espectrofotometria a 725nm. A aquisicdo e operacionalizacdo de um equipamento de
espectrofotometria € um desafio, principalmente quando se avalia um alto quantitativo de
amostras, o que € comum na avaliacdo de alimentos para animais. Objetivou-se avaliar 0 uso
de imagens de smartphone ou de scanner como substituicdo a espectrofotometria na
quantificacdo de fésforo em solucdes minerais de alimentos para animais. Foram avaliadas 48
amostras de alimentos, sendo forragens, ingredientes da alimentacdo animal e concentrados
comerciais, divididas em 3 grupos de 16 amostras. Apés digestdo acida e diluicdes, as solucdes
minerais tiveram o fosforo dosado por reacdo colorimétrica do fosforo-molibdato e suas
solucdes de leitura sistematizadas em microplacas de ELISA com 96 pocos, sendo 4 rodadas
de andlise realizadas de forma subsequente, com amostras e padrdes pipetados em
quadruplicatas por placa. Foram gerados padrées de 0 a 1,4 a cada 0,2 mg de fosforo na solugédo
de leitura. Os valores de absorbancia de cada cubeta foram obtidas em espectrofotdmetro de
microplacas e imagens de smartphone e scanner foram obtidas sequencialmente. As imagens
foram segmentadas e em cada cubeta foi amostrada um circulo de 10 pixels de didmetro, sendo
obtidos os valores de minimo, maximo, média, mediana e desvio padrao das camadas vermelho,
verde e azul (RGB). Foram realizadas estimativas das concentra¢Ges de fosforo utilizando-se a
regressdo linear entre a absorbancia em funcdo das concentracdes de fosforo nos padrdes e
alternativas substituindo a absorbancia por cada um dos parametros avaliados nas imagens,
exceto desvio padrdo. Foram calculadas a repetibilidade e os limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ). A absorbancia se relacionou negativamente com os parametros RGB das
imagens, sendo observada maior dispersdo nas imagens de scanner em comparacdo ao
smartphone. Maior desvio padrdo entre os pixels foi observado nas imagens de scanner.
Menores valores de repetibilidade, LOD e LOQ de 19%, 0,003 e 0,010 mg foram observados
usando a absorbancia como preditor. As imagens obtidas através de um de smartphone
apresentaram de um modo geral, valores inferiores de repetibilidade, LOD e LOQ em
comparacdo ao scanner. Os parametros média da camada vermelha e média e mediana da
camada verde, em imagens de smartphone, apresentaram maior potencial por desempenho
proximo, porém inferior ao observado com a absorbancia. Conclui-se que imagens de
smartphone apresentaram potencial superior ao scanner como uso em substituicdo a
espectrofotometria para a dosagem de fosforo pelo método colorimétrico de fosforo-molibdato.
As camadas vermelho e verde se mostraram com maior potencial preditivo e sensibilidade para
limites de deteccédo e quantificacdo inferiores ao azul. O aprimoramento de técnicas do uso de
smartphone para desempenhos equivalentes ao da espectrofotometria pode viabilizar o uso de
smartphones para dosar fosforo em amostras de alimentos para animais.

Palavras-chave: Absorbancia, Molibdato, RGB.



ABSTRACT

MATTOS, Suellen Sobrinho Franca. Colorimetric analysis of phosphorus concentrations in
animal feed using images to replace spectrophotometry. 2024. 22p Dissertation (Master
Science in Animal Science) Institute of Animal Science, Animal Science Graduate Program,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Evaluation of phosphorus concentrations in feeds is a key point for nutritional supply, efficient
use of nutrients, and reduction of urinary and fecal excretion. Standard methods for quantifying
phosphorus in feeds are based on prior digestion in nitric:perchloric acids and colorimetric
reactions of blue intensity in spectrophotometry at 725nm. The acquisition and operation of a
spectrophotometer pose a challenge, especially when analyzing many samples, which is
common in the evaluation of animal feeds. The objective was to evaluate the use of smartphone
or scanner images as a replacement for spectrophotometry in quantifying phosphorus in mineral
solutions of animal feeds. Forty-eight samples of feeds, including forages, animal feed
ingredients and commercial concentrates, were evaluated, divided into 3 groups of 16 samples
each. After acid digestion and dilutions, the mineral solutions were phosphorus-assayed by the
phosphorus-molybdate colorimetric reaction, and their reading solutions systematized in
ELISA microplates with 96 wells, with 4 rounds of analysis carried out subsequently, with
samples and standards pipetted in quadruplicates per plate. Standards ranged from 0 to 1.4 at
each 0.2 ppm of phosphorus in the reading solution. The absorbance values of each cuvette
were obtained in a microplate spectrophotometer, and images from a smartphone and scanner
were obtained sequentially. The images were segmented, and a 10-pixel diameter circle was
sampled in each cuvette, obtaining the minimum, maximum, mean, median, and standard
deviation values of the red, green, and blue (RGB) layers. Estimates of phosphorus
concentrations were made using linear regression between absorbance as a function of
phosphorus concentrations in the standards and alternatives replacing absorbance with each of
the parameters evaluated in the images, except standard deviation. Repeatability and limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) were calculated. Absorbance was negatively related
to the RGB parameters of the images, with greater dispersion observed in scanner images
compared to smartphones. Greater standard deviation between pixels was observed in scanner
images. Lower repeatability values, LOD, and LOQ of 19%, 0.003, and 0.010 ppm were
observed using absorbance as a predictor. Prediction using smartphone images had lower
repeatability, LOD, and LOQ values compared to the scanner. The mean of the red layer and
the mean and median of the green layer in smartphone images showed greater potential by close
but inferior performance to that observed with absorbance. It is concluded that smartphone
images showed superior potential to the scanner as a replacement for spectrophotometry for
phosphorus dosage using the phosphomolybdate colorimetric method. The red and green
channels demonstrated higher predictive potential and sensitivity for detection and
quantification limits lower than the blue channel. The improvement of techniques using
smartphone to achieve equivalent performances to spectrophotometry can enable the use of
smartphones to quantify phosphorus concentration in mineral solutions of animal feeds.

Palavras-chave: Absorbance, Molybdate, RGB.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo das concentracGes de fosforo em alimentos para animais € um ponto chave
tanto para suprimento das exigéncias nutricionais, quanto para a utilizagdo sustentavel de
insumos e reducéo da excrecdo urinaria e fecal de fosforo (Suttle, 2022). O fosforo é o segundo
mineral mais abundante no organismo dos animais, sendo que cerca de 80% encontram-se nos
0ssos e dentes (Geraseev et. al. 2001). Também apresenta importantes funcdes fisiologicas e
bioguimicas e é fundamental na atividade dos microrganismos do trato gastrointestinal.

Os métodos padrdo para a quantificacdo de fésforo em alimentos para animais sao
baseados em prévio isolamento da fracdo mineral da amostra com seguinte quantificacdo do
mineral por métodos oficiais diversos. Dentre 0s métodos, pode-se destacar aqueles adaptados
e derivados do método espectrofotométrico baseado no azul de molibdénio, descrito por Fiske
e Subbarow (1925). Outros métodos mais modernos, sensiveis e precisos como plasma
acoplado indutivamente (ICP) com espectrometria de emissdo Otica (ICP-OES) ou com
espectrometria de emissdo atdmica (ICP-AES) sdo encontrados, no entanto de maior custo de
aquisicdo e custeio, se tornando inacessiveis a diversos laboratdrios. Apesar de relativamente
mais acessiveis que métodos ICP, os métodos espectrofotométricos derivados de Fiske e
Subbarow (1925) podem ainda ser adaptados para a utilizacdo de tecnologias recentes de
avaliacdo de imagens e visdo computacional. A avaliacdo tradicional, além de requerer a
disponibilidade de um espectrofotdmetro demanda naturalmente, pessoal treinado, instalac6es
elétricas padronizadas e espaco dedicado ao equipamento. Sendo assim ha uma demanda por
alternativas mais viaveis economicamente aliando-se a praticidade de aquisi¢do e uso de um
aparelho de smartphone.

Portanto objetivou-se com esse trabalho avaliar o potencial da quantificacdo de fésforo
em alimentos para animais através de imagens obtidas com smartphone ou scanner, em
comparagdo com a tradicional espectrofotometria.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fésforo

O fosforo € um mineral essencial para o desenvolvimento dos animais, desempenhando
um papel crucial em funcGes bioldgicas, como formacédo 6ssea, regulacdo do pH, producao de
energia (como componente do ATP) e propriedades de DNA e RNA (NASEM, 2021). E
essencial para o funcionamento do organismo como um todo. Outra principal a¢do do fésforo
é auxiliar na regulacdo do pH do sangue e na manutencdo do equilibrio eletrolitico, sendo
fundamental para o funcionamento adequado do sistema nervoso e dos musculos. (Tokarnia, et
al., 2000). Vellasco et.al (2016) ressalta a importancia do mineral na relagdo calcio:fésforo para
a formacdo da casca do ovo nas aves, deposicdo na gema, além de manter a homeostase idnica
e repor eventuais perdas teciduais. Ja na aquicultura a deficiéncia de fosforo leva a um
crescimento e eficiéncia alimentar baixa (Thang et.al., 2018), no entanto, a suplementagdo
descontrolada estimula a producgéo de compostos toxicos afetando o ecossistema como um todo.
Ou seja, estimar a concentracdo desse componente na dieta de qualquer espécie animal é central
para a eficiéncia dos sistemas de producéo.

O fésforo pode ser obtido de fontes orgéanicas e inorganicas. No grupo das fontes
organicas encontramos as fontes vegetais, como por exemplo, pastagens, milho, soja e fontes
animais como farinha de carne, farinha de sangue ou farinha de 0ssos. O grupo de fontes
inorganicas inclui minerais como as apatitas, que produzem fosfatos.

O uso de fontes animais de fosforo na pecuaria (exceto farinha de ossos calcinada) é
proibido porque pode causar encefalopatia espongiforme bovina, mais conhecida como doenca
da vaca louca. Para aves e suinos, devemos ter atencdo ao fornecimento de graos. Embora sejam
fonte de fosforo, ele é na forma de fitato. Essas espécies necessitam de uma enzima chamada
fitase para digerir e assimilar, que ndo é produzida naturalmente, e a alternativa é fornecer
fosforo inorganico a esses animais para uma melhor absorcdo (Ren, et al., 2023). Mais
importante que a percentagem no alimento ou o preco por quilograma da fonte de fésforo, é a
sua biodisponibilidade, essa interferéncia busca melhor rendimento e producdo. (Petersen, et
al., 2011)

Um fator relevante quanto ao uso racional do fésforo sdo os contaminantes presentes
em fontes inorganicas trazendo sintomas como 0ssos fracos, mineralizagéo, fraturas, anomalias
dentarias, claudicacdo, perda de apetite e reducdo da disponibilidade e absorcdo de fosforo.
(Ren et al., 2023). Dos trés tipos de rochas utilizadas para extracdo de fosfato: rochas igneas,
metamarficas e sedimentares, as primeiras sdo as mais puras.

O fosforo é um recurso natural limitado e ndo renovavel. As previsdes indicam que a
oferta econdmica de P poderéa ficar gravemente esgotada nos préximos 300 anos (Cordell e
White, 2011). Melhorar a aquisicdo de P através da escolha de alimentos que proporcione
melhor aproveitamento animal é essencial para 0 seu manejo sustentavel.

2.2 Espectroscopia

Métodos colorimétricos sdo frequentemente usados para determinar a concentracao de
fosforo em amostras de alimentos. Esses métodos geralmente envolvem a formacdo de um



complexo colorido entre o fésforo na amostra e um reagente especifico. A intensidade da cor
formada esta diretamente relacionada a concentragao de fosforo na amostra e pode ser medida
através de um espectrofotdbmetro determinando um comprimento de onda como mostra Fiske e
Subarrow (1925).

A espectrofotometria € uma técnica analitica instrumental baseada na interagdo da luz
com a matéria. Na Figura 1, € mostrado a parte correspondente a faixa do UV-Vis no espectro
eletromagnético. A sua leitura é obtida separando os espectros incidentes ou detectando e
registrando a troca de energia (atras dos picos de ressondncia) quando estes sdo separados
através de atomos ou moléculas. Esses fendmenos sdo possiveis devido a emissao de radiacéo,
radiacdo eletromagnética ou absorc¢do ou difusdo de particulas como os elétrons que chamamos
de onda ou banda. A regido ultravioleta do espectro eletromagnético esta tipicamente entre 200
e 400 nm e a regido visivel entre 400 e 750 nm (Canassa et al., 2018). A espectrofotometria ou
fotometria envolve a variagdo da intensidade dessas trocas de energia em um dispositivo num
determinado comprimento de onda fixo.
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Figura 1. Exemplificacdo do espectro em fungéo dos comprimentos de onda (fonte).

De acordo com a lei de Lambert-Berr representada pela Equacdo 1. Nela é obtida a
relacdo entre a absorbancia (4) e concentracdo (Lima, 2013):

A= &lc, [1]

onde [ ¢é a distancia percorrida pela radiacdo no meio, ¢ é a concentracdo molar de substancia
absorvente no meio e ¢ € coeficiente de absor¢do molar da substancia estudada.

Portanto, a absorbancia € diretamente proporcional a concentracdo da espécie
absorvente ¢ e ao caminho 6ptico [ do meio absorvente, onde ¢ é chamado de absortividade
(Skoog et al., 2006).

Equipamentos capazes de medir dados de absorbancia ou transmitancia em fungéo do
comprimento de onda sdo chamadas de espectrofotdmetros. Simplificadamente representada na
Figura 2. Composto por cinco pecas: Uma fonte luminosa; um monocromador (seletor de
comprimento de onda que isola uma regido limitada do espectro para a medida); um recipiente
para a amostra (cubeta); um detector de radiagdo, o qual converte a energia radiante para um


https://www.uib.no/en/hms-portalen/75292/electromagnetic-spectrum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o

sinal elétrico mensuravel; e uma unidade de processamento e leitura de sinal (geralmente
constituida de um circuito eletrénico) (Skoog et al., 2006).

Monocromador
Fenda de Saida

Detector

Prisma Cubeta

Fenda de Entrada | = |

Fonte Luminosa

Figura 2. Representacdo esquematica do funcionamento de um espectrofotdmetro (fonte).

Para a determinacdo de fésforo em alimentos para animais, utiliza-se usualmente
reacOes colorimétricas para leitura em espectrofotdmetro. Este método envolve a reagéo entre
o fosforo na amostra em meio acido para formar um complexo azul onde o fosforo € adicionado
de molibdato de amoénio produzindo amonio fosfomolibdato e entdo reduzido quando
adicionado acido ascorbico (Fiske e Subbarow, 1925). A partir dessa solucao e formado 0xidos
coloidais equivalentes a concentracdo de fosforo na solucdo desenvolvendo a cor azul. A
quantificacdo do fosforo na amostra se da pela intensidade da cor (Detmann, et al. 2021). Gomes
e Oliveira (2011) discute o uso do &cido ascérbico explorando sua utilizagdo como agente
redutor na determinacdo colorimétrica de fosforo, uma vez que a velocidade da reducdo pode
ser influenciada assim como a estabilidade da cor. Essa estabilidade se da pelo uso no carbonato
de bismuto. Dessa forma o tempo para avaliacdo e quantificacdo na amostra deve ser pré-
estabelecido de acordo com o método adotado.

2.3 Visdo Computacional e Analise de Imagens na Agricultura

2.3.1 Conceito de visdo computacional e aplicacdes

A visdo computacional (VC) é um campo da ciéncia que se concentra na capacidade dos
sistemas computacionais de adquirir, processar e interpretar informacdes visuais de maneira
semelhantes aos humanos (Backes et al, 2016). Na agricultura, a tecnologia associada a
avaliacdo colorimétrica € usada para avaliar a saude das plantas e do solo (Kaufman e Vilas
Boas, 2019). Na zootecnia a VC vem avangando como forma de auxiliar identificagdo de
parametros e métricas como no trabalho de Song et al. (2018) e Salau et al., (2017) onde avaliam
profundidade do Ubere e peso corporal de vacas leiteiras. Esses sistemas também podem ser
usados para definir parametros de insensibilizacdo de suinos a partir da identificacdo da massa
do animal (Severo e Weizenmann, 2020). Assim como monitoramento de aves afim de
promover o bem-estar animal evitando o estresse da manipulagdo constante (Saltoratto, et. al.
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2013). Quando se busca anélise de alimentos a partir de visdo computacional encontra-se pouco
trabalhos voltados para essa area. Rasmussen e Moeslund (2019) utilizaram imagens para
avaliar a qualidade dos graos em silagem de milho, assim como Ali et al. (2020) utiliza imagens
térmicas para detectar qualidades e possiveis patdgenos em produtos agricolas.

Os dados de entrada para visdao computacional sdo uma imagem e o resultado é uma
interpretacdo parcial ou completa da imagem. Também pode-se objetivar simular a capacidade
humana de reconhecer imagens usando uma série de técnicas computacionais, desde o
processamento de imagens até a criacdo de modelos matematicos (Galvao et al, 2018). Esta
area de pesquisa envolve diversas etapas incluindo aquisicdo de imagens, pré-processamento,
segmentacgdo, extracdo de caracteristicas e reconhecimento de padrées (Galvao et al, 2018).

Para o desenvolvimento de aplicacdes de visdo computacional, a realizacdo de estudos
que provem aplicagbes e perspectivas de processamento de imagens por sistemas
computacionais automatizados € essencial. Provas de conceito sdo esses estudos, com a
finalidade de demonstrar a aplicabilidade e direcionar perspectivas de aprimoramento do
desenvolvimento de tecnologias.

2.3.2 Bases das imagens digitais

Segundo Gonzalez e Woods (2009), imagem digital refere-se a representacdo visual
de um objeto em graficos, ou seja, a estrutura em um nivel que permite a deteccdo da intensidade
e profundidade dos sinais de luz refletidos ou emitidos em uma imagem real — objeto real.
Assim, é definida como uma funcéo bidimensional f (X,y), onde x e y sdo coordenadas planas,
e aamplitude de f em qualquer par de coordenadas (x,y) é chamada de intensidade ou escala de
cinza da imagem num ponto determinado.

Dentre as vantagens do uso de imagens digitais em analises cientificas podemos citar o
baixo custo, a facilidade da operagdo, rapidez e a possibilidade de analise in-situ. Entre os
trabalhos encontrados na literatura, destacam-se as aplicagdes na determinacédo de fosfatos em
refrigerante (Colzani et al., 2017), na indicagdo do momento de colheita de frutos (Costa et al.,
2018), determinacéo de etanol em cervejas (Curbani et al., 2019), na quantificacdo de nitrito
em &gua (Fabris et al., 2020), na disponibilidade de nitrogénio em pastagens (Mancin, 2021),
no controle de qualidade de alimentos (Moreira et al., 2022; Baesso et al., 2023; Maroubo e
Melchert, 2023), entre outras. Porém o emprego de imagem para quantificacdo de fosforo em
alimentos destinados a nutricdo animal ainda é subutilizado. Devendo ser mais explorado por
laboratdrios e empresas comerciais visto a facilidade e precisdo encontrada em outras areas.

Sendo assim, uma imagem digital pode ser representada por uma matriz bidimensional
de m linhas e n coluna, onde cada posigdo contém um valor discreto chamado de pixel. Pixel é
definido como o menor componente de uma imagem digital que juntos formam uma imagem
completa. Em geral, quanto mais pixels uma imagem digital tiver, maior sera sua resolugao
(Siqueira, 2022). Os pixels podem conter trés valores, representando alternadamente os niveis
de vermelho, verde, azul e cinza (Peterson, 2005). Os dados de pixel da imagem sdo codificados
em formato binario, de modo que os pixels transportam informacdes ou sinais de acordo com o
namero de bits por pixel que descreve a radiometria da imagem (Tian, 2022). O valor da
luminosidade (pixel) ou escala de cinza depende do tipo de dispositivo de armazenamento e do
computador utilizado. A faixa de valores varia de 0 a 255 niveis de cinza, o que esta além da
capacidade do olho humano. Dados contendo 256 valores podem ser armazenados em registros
ou bytes de 8 bits (combinacdes de 28 bits), essas codificaces de 28 sdo suficientes para todas
as aplicacdes de fotogrametria digital e sdo um indice importante para qualquer camera digital



embutida em smartphone chamada profundidade de pixel (bits/pixel). A profundidade de pixel
determina a capacidade de uma camera ou sensor de imagem distinguir certos niveis ou tons de
cinza (Peterson, 2005).

2.3.3 RGB

A teoria das cores estudadas por diversos estudiosos como Platdo, Pitagoras, Aristoteles
e artista como Leonardo da Vinci ao longo dos anos e mais precisamente pelo fisico Isaac
Newton (1642-1727) mostra que todas as cores podem ser criadas a partir de trés cores
primérias. Essas trés cores podem ser combinadas ativamente, ou seja, combinando luzes
tricolores e serem analisadas pelo modelo RGB (R, vermelho; G, verde; B, azul).

O modelo RGB mostra que todas as cores podem ser criadas combinando diferentes
intensidades de luz vermelha, verde e azul. Este modelo é usado para criar cores para LED,
LCD, plasma, displays inteligentes etc. Além disso, os sistemas de captura de imagem utilizam
este modelo para codificar a imagem em uma matriz de dados digital.

Os valores de intensidade das cores RGB criam um espa¢o matematico denominado
espaco de cores. Os valores de intensidade variam de 0% a 100%, mas dependendo do software
ou aplicativo utilizado para ajustar as cores da tela, esses valores podem ser representados como
numeros de 0 a 1 ou como numeros inteiros de 0 a 225 (Barreiros e Magne, 2015), podendo
produzir um amplo espectro de cores diferentes e 256 variagdes de intensidade de cor (Firdaus,
2019) como mostra a Figura 3.

255, 255, 0

255, 255, 255

0, 255, 255

Este esquema de cores pressupde que o modelo pode ter 16.777.216 cores diferentes
Figura 3. Representacdo visual do esquema de cores RGB.

(256° ou 224). Por exemplo, a combinagio RGB: R =0, G = 0 e B =0 indica preto puro, enquanto
R =255, G =255 e B = 255 da branco puro (Firdaus, 2019). Este sistema oferece combinacdes
Unicas de valores R, G e B que produzem uma grande variedade de cores, intensidades e
tonalidades de luz.

2.3.4 Aplicagdes colorimétricas com analise de imagens

Equipamentos eletrénicos de obtencdo de imagens tem sido cada vez mais utilizados
como possiveis substitutos a técnicas colorimétricas padrao. Por exemplo, Vargas-Mufioz et al.
(2023) avaliou aménia e sulfeto em digestores anaerdbicos e em &guas residuais e Santos et al
(2023) quantificou eugenol no 6leo essencial de cravo, ambos propondo o uso de smartphones
para obtencdo da imagem e estimativas da concentragdo dos analitos. J&4 com o uso de scanner
portatil, verifica-se a aplicacdo para dosagem de etanol em bebidas alcodlicas (Curbai et al.,



2020; Filgueiras et al., 2022), nitrito em alimentos e dgua (Filgueiras et al., 2021) e fosfato em
bebidas (Colzani et al., 2017).

Estudos aliando processamento de imagem com métodos colorimétricos tradicionais na
ciéncia animal, como fdsforo, nitrogénio amoniacal e titanio (Detmann et al., 2021), com
matrizes de alimentos para animais ainda sao inexistentes. Especificamente para o fésforo com
reacdo de fdsforo-molibdato, obtencdo e avaliagbes com uso de smartphones tém sido
desenvolvidas para analise de solo e agua (Yang et al., 2007; Moonrungsee et al., 2015; Souza
et al., 2023). No entanto, nenhum desses estudos avaliou o0 uso de microplacas ELISA, havendo
limitagcbes quanto a escalabilidade na realizacdo de um quantitativo maior de amostras e
replicatas. Além disso, ndo havendo avalia¢cdes do método de fésforo-molibdato com imagens
de scanner, como ja demonstrado aplicavel para outras analises colorimétricas (Uhlikova et al.,
2023).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Foram avaliadas 48 amostras de alimentos para animais, sendo: i) 16 forrageiras
coletadas na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro: mandioca (Manihot esculenta), 2
amostras distintas de feno de Tifton-85 (Cynodon dactylon), cana de aglcar (Saccharum
officinarum), capim massai (Panicum maximum cv. Massai), capim elefante (Pennisetum
purpureum Schum), capim tanzénia (Panicum maximum cv. Tanzénia), sorgo (Sorghum
bicolor), silagem de milho (Zea mays), humidicula llanero (Brachiaria humidicola cv.
Llanero), milheto (Pennisetum glaucum), capim calopogdnio (Calopogonium mucunoides
Desv.), capim Mulato (Brachiaria hibrida cv Mulato), capim Tamani (Panicum maximum
Jacq.), capim Mombagca (Panicum maximum cv Mombaga); ii) 16 ingredientes utilizados em
concentrados para animais: 2 amostras destintas de farelo de trigo (Triticum aestivum L.), milho
moido (Zea mays), 2 amostras distintas de farelo de soja (Glycine max L.), farelo de milho (Zea
mays), caroco de algoddo (Gossypium hirsutum L), trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum),
amendoim com casca (Arachis hypogaea L), semente de linhaga (Linum usitatissimum),
semente de girassol sem casca (Helianthus annus), farinha de salmao (Salmo salar), farinha de
carne e 0ssos, farelo de arroz (Oryza sativa), polpa de beterraba (Beta vulgaris L.), cevada
(Hordeum vulgare); iii) 16 misturas minerais ou racdes comerciais que foram: racdo para
felinos (Begacat premium, Danes Alimentos, Apucarana, Parand), racao gato (Golden, Premier
pet, Dourado, SP), racdo equino (Horse- Super Premium Equilise, CN Bom Jardim, RJ), racdo
equino (Cria Avemel 12 CN Bom Jardim, RJ), racdo comercial de felinos, racdo canina (raca
pequena Tibii, Campinas, SP), racdo bovino (Lactacdo farelada 24%, Ideal, Rio Pomba/MG),
racdo bovino (Lactos Guabi, Campinas, SP), racdo Lactage Novilhas (Lactos Guabi, Campinas,
SP), racdo peletizada bezerro (Ideal Rio Pomba/MG), nucleo bovinos em lactacdo (UFRRJ,
Seropédica/ RJ), fosfato bicélcico, suplemento mineral bovino (Tecfos 80, Zootec,
Rondonopolis MS), racdo comercial codorna, racdo trinca ferro (extrusado natural com frutas,
Sellecta, Passo Fundo, RS).

As amostras de forragem foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por
72 h. As demais com teores de matéria seca superior a 88%, como concentrados e alimentos
comerciais, foram processadas sem secagem parcial. Apds esse procedimento, todas as
amostras foram moidas em moinho de facas a 1mm e armazenadas em potes de polietileno.

3.2 Preparo de solugdes minerais

Em todos os procedimentos foi utilizado um Unico lote de dgua destilada oriundo de um
destilador tipo pilsen 10L (Marte Cientifica, Santa Rita do Sapucai, MG).

A digestdo acida e preparo de solu¢Ges minerais foi realizada conforme descrito por
Palma et al., 2015. De forma breve, as solu¢des minerais foram obtidas em digestdo acida com
5mL de &cidos nitrico (65%. P.A., CAS 7697-37-2, Neon) e perclérico (70% CAS 7601-090-
3, Sigma-Aldrich) na proporcdo 4:1 v/v, a 200°C até ficarem translicidas e sem producdo de
vapor marrom. Apés digestdo, os residuos foram filtrados em papel filtro quantitativo faixa
preta papel filtro quantitativo 9 cm g, MN 640 w cdd. 202 009, Macherey-Nagel (Diren,
Alemanha) e diluidos em balGes volumétricos de 50mL, completados com agua destilada. A
solucdo mineral foi armazenada em frascos de polietileno e mantidos sob refrigeracéo (2-4°C).



3.3 Reacao colorimétrica

A quantificacdo de fosforo nas solugBes minerais se deu com base no método
colorimétrico fésforo-molibdato, descrito inicialmente por Fiske E Subbarow (1925), com
técnica descrita por Detmann et al., 2021. A solucédo acida de molibdato foi composta por 20g/L
de molibdato de amoénio (P.A, CAS 12054-85-2, Dinamica Quimica Contemporanea,
Indaiatuba, SP, Brasil), 1g/L de carbonato de bismuto (P.A, CAS 5892-10-4, Dindmica Quimica
Contemporanea, Indaiatuba, SP, Brasil) e 253,9 g/L de acido sulfarico (P.A, CAS 7664-93-4,
Dinamica Quimica Contemporanea, Indaiatuba, SP, Brasil). Para cada rodada analitica foi
preparada uma solucdo de 40g/L de &cido ascorbico (CAS 50-81-7, Dindmica Quimica
Contemporanea, Indaiatuba, SP, Brasil), utilizada em até 60 minutos ap6s preparo. Uma
solucéo stock de 4,39 g/L de fosfato de potassio monobasico (P.A., CAS 7778-77-0, Dinamica
Quimica Contemporanea, Indaiatuba, SP, Brasil) foi utilizada, sendo diluida em 1:100 v/v para
confeccdo da solucéo padrao.

Durante dois dias foram realizadas 4 rodadas com 3 placas em cada, em sequéncia direta,
com 0s mesmos operadores e aparatos, sendo uma placa por rodada para cada grupo de
amostras. Em cada rodada, por placa, solugcdes de leitura de todos os padrfes e 16 amostras dos
grupos i, ii e iii, foram avaliadas. As solucdes de leitura foram preparadas em balGes de 50mL,
previamente adicionados de 5mL de solugdo &cida de molibdato, 2mL de solucdo de acido
ascorbico (40g/L) e completados em aproximadamente 50% com &agua destilada. Para os
padrdes 0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14 mg de P, foram pipetados 0,0; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0; 1,2; 1,4 mL de solucdo padrdo, respectivamente. Para cada amostra, foram pipetados
ImL de solucdo mineral. Apos completar o volume dos baldes e aproximadamente 5 minutos
de reacdo, 0,3mL de solucdo de leitura foi transferida para microplacas ELISA com 96 pocos
de fundo chato (Figura 4). Ap6s o preparo de cada placa, procedeu-se com as leituras
colorimétricas em até 30 minutos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S1 | S7 | S5 | S3 | 0,00 = S15 | S13 | S11
S2 | S8 | S6 | S4 | 0,02 S10 | S16 | S14 | S12
S3 | S1 | S7 | S5 | 0,04 S11 S9 S15 | S13
008 | S4 | S2 | S8 | S6 | 0,06 | 0,08 | S12 | S10 | S16 | S14
006 | S5 | S3 | S1 0,06 | S13 | S11 S9 S15
0,04 | S6 | S4 | S2 0,04 | S14 | S12 | S10 | S16
0,02 | S7 | S5 | S3 0,02 | S15 | S13 | S11 S9
0,00 | S8 | S6 | S4 0,00 | S16 | S14 | S12 | S10

I OTMmMoO WX

Figura 4. Esquema de distribuicdo das amostras em placas de ELISA, com padrdes (ppm) em
azul e amostras indicadas com “S” e sua respectiva numeragdo dentro de cada grupo.

3.4 Leituras

Apds preparadas, foram realizadas leituras de absorbancias e obtencéo de imagens das
mesmas, conforme esquema (Figura 5) e detalhes descritos a seguir.
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Figura 5. Esquema representativo das etapas de leitura da absorbanma em espectrofotdmetro e
informacdes de Vermelho, Verde e Azul (RGB) extraidas em imagens obtidas por smartphone
ou scanner.

3.4.1 Absorbancia

Adotado analiticamente como método padrdo de estimativa de fosforo nas solucdes de
leitura, os valores de absorbéancia a 725nm foram obtidos em espectrofotdmetro. Para um
adequado comparativo com as imagens obtidas em microplacas, no presente estudo, utilizou-se
um espectrofotdometro de microplacas (Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham, Estados
Unidos).

3.4.2 Imagens
3.4.2.1 Smartphone

Para uma padronizacdo das imagens obtidas na avaliacdo do potencial uso de imagens
de smartphone na leitura das placas (Christodouleas et al., 2015), foi confeccionada uma dark
box de papeldo com 42 cm de altura, 35 cm de profundidade e 39 cm de largura. Foi feito um
orificio de 2x2 cm no centro superior, para acoplar a cdmera do smartphone. A fonte de luz
utilizada foi uma luminaria de LED branco a 6500K com poténcia de 24W (AVANT, Séo
Paulo, SP), com 30x30 cm de largura e 3cm de altura, centralizada no fundo da dark box. Esta
dark box foi utilizada a fim de impedir que luzes externas influenciassem as imagens que seriam
capturadas alterando a qualidade obtida. As placas foram colocadas no centro da fonte luminosa
e as imagens obtidas com um smartphone Galaxy A54 (Samsung Eletronics, Seul, Coréia do
Sul), com configuraces de imagens padrdo automaticas. Para a obtencdo de cada imagem o
foco automatico foi utilizado no centro da placa. A distancia entre a lente da camera e o topo
da fonte de luz foi de 40cm. As imagens foram obtidas em formato JPEG e 4032x3024 pixels.

3.4.2.2 Scanner

A placa foi colocada no scanner de modo que o feixe de luz se deslocou paralelamente
ao lado mais longo da placa. Foi utilizado um scanner de impressora multifuncional (L375,
Epson, Toquio, Japdo). N&o foram aplicadas corregdes de brilho, contraste etc., adotando-se as
configuracdes padrdo do equipamento. As imagens foram obtidas a 600dpi e salvas em formato
JPEG com dimensdes de 3498x4962 pixels.
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3.4.2.3 Extracéo de dados

Todo o processamento a seguir foi realizado utilizando-se o software ImageJ (versao
1.54f). Das imagens obtidas, todas as placas foram segmentadas manualmente na dimensao de
515x553 pixels. Ap6s segmentacdo, um circulo de 10pixels de didmetro foi selecionado em
cada cubeta cada cubeta, sendo obtidas as medidas de minimo, maximo, meédia, mediana e
variancia das camadas trés camadas RGB (Figura 5).

3.5 Processamento de Dados

Para limpeza dos dados, adotou-se a seguinte sequéncia. Os dados de uma placa do
grupo ii foram descartados por acidente durante o manuseio. Como o valor maximo de
absorbancia observado nos padr@es foi de 0,658, todos os valores superiores observados nas
amostras foram excluidos.

3.6 Calculos e Analises estatisticas

3.6.1 Quantificacao de fosforo nas solugdes de leitura

Em cada placa, foram estimados parametros da curva de calibragdo utilizando-se o
PROC REG do SAS (9.4), segundo a equacao:

M;; = Bo + B1 X Py + €5 [2]

Onde M;; € a absorbancia medida a 725nm ou outros pardmetros (média, minima,
méaximo e mediana) obtidos a partir das analises de imagem; P; é a concentragdo de fosforo nas
i-ésimas replicatas nos j-ésimos padrdes (0; 0,2; 0,2; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4ppm); B, € B, séo
intercepto e regressor, respectivamente e &;; € o erro entre replicatas.

A estimativa da concentracdo de fosforo em cada solucdo de leitura se deu através da
equacao:

1. _ LizBo
[Pl =5, [3]

Onde [P];é a concentracdo de fosforo estimada para a solugdo de leitura da i-ésima

amostra; Li é a leitura obtida para a i-ésima amostra; 3, e 3, sio parametros estimados para
através dos padrdes descritos na equacéo [2].

3.6.2 Repetibilidade e limite de detecgéo
Para cada um dos parametros utilizados (absorbéncia, e parametros obtidos do RGB),
um modelo aleatdrio com as estimativas de concentracdo de fosforo obtidas nas amostras:

[Plij =+ A; + & [4]
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onde [P];; € o teor de fosforo estimado na replicata j da amostra i, u € a constante geral, A; € 0
efeito aleatorio da i-ésima amostra, e ¢;; € 0 erro aleatério entre replicatas. As variancias
amostral (62) e residual (62) foram estimadas pela maxima verossimilhanca restrita.

A repetibilidade padronizada em funcdo da média de fosforo foi calculada como:
Repetibilidade (%) = 100 x & 5]

onde 672 ¢ a variancia residual obtida na equacéo [4] e P é a média de concentracdo de fosforo
nas amostras, para cada método de estimativa.

O limite de deteccéo (LOD) foi calculado segundo a equacéo (Manika e Ayele, 2022):

LOD = 3.3 x %’i [6]

1

onde spo é 0 desvio padrdo nas aliquotas branco e f3; é o regressor da curva de calibracéo,
obtido na equacéo [2].

O limite de quantificagcéo (LOQ) foi calculado como:

LOQ = 10 x %’i [7]
1

onde spo é 0 desvio padrdo nas aliquotas branco e f3; é o regressor da curva de calibracéo,
obtido na equacdo [2]. (Manika e Ayele, 2022)
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4 RESULTADOS

Na Figura 6, relacionou-se a absorbancia com os pardmetros obtidos em cada uma das
camadas RGB. Independentemente da forma de aquisicdo da imagem, a absorbéncia se
relacionou negativamente com todas as camadas RGB, e a variagdo entre os padrdes foi menor
nas imagens de smartphone. Para o vermelho nas imagens de scanner, nota-se um padréo ndo
linear entre todos os parametros com a absorbancia.
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Figura 6. Relacdo entre minimo (min), maximo (max), média (med), mediana (md) obtido nas
camadas RGB em imagens de smartphone ou scanner com absorbancia (eixo x) em leituras das
solucdes padrdo de 0 a 1,4 ppm de fésforo.

O desvio padrao entre os pixels dentro do circulo amostral descrito na Figura 5 é exposto
na Figura 7. Observa-se como o desvio padrdo entre pixels é superior nas imagens obtidas
através de scanner, para todas as camadas RGB, com diminui¢éo gradual para os maiores niveis
de fosforo nos padrdes.
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Figura 7. Desvio padrdo entre pixels dentro da area amostrada de acordo com a camada RGB
para imagens obtidas com smartphone (barras limpas) ou scanner (barras hachuradas) para 0s
niveis de padrdes de fésforo avaliados.

As estimativas da concentracdo de fosforo nas amostras a partir das curvas padrao
utilizando-se a absorbancia e parametros extraidos nas imagens encontram-se na Tabela 1.
Observa-se menores valores de repetibilidade, LOD e LOQ de 19%, 0,003 e 0,010 ppm,
usando-se a absorbancia como preditor. Comparando-se as estimativas obtidas com as
informagOes das imagens, observa-se menores valores de repetibilidade, LOD e LOQ para
imagens de smartphone, com valores minimos de repetibilidade utilizando-se a média de
vermelho como preditor, sendo de 24%, 0,010 e 0,030 ppm, respectivamente. Apesar de
apresentar repetibilidade superior de 27%, a camada verde nas imagens de smartphone
apresentou LOD e LOQ de inferior a média de vermelho, de 0,008 e 0,023 ppm tanto para a
média quanto para a mediana.
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Tabela 1. Estimativas da média de fésforo na solucdo de leitura (P; ppm), variancias entre amostras (62) e residual (67?), repetibilidade (Rep),
limite de detecgdo (LOD; ppm) e limite de quantificacdo (LOQ); ppm) utilizando-se regressao linear com base na absorbancia (725nm) ou métricas
de cores vermelho (R), verde (G) e azul (B) em amostras de alimentos para animais.

Imagem Preditor P EP  P-valor G2 EP  P-valor G2 EP P-valor Rep LOD LOQ
Absorbancia  0.067 0.0035 <.001 0.000496 0.000105 <.001 0.000163 0.000011 <.001 19% 0.003 0.010

Média R 0.064 0.0032 <.001 0.000424 0.000089 <.001 0.000243 0.000016 <.001 24% 0.010 0.030

Minimo R 0.063 0.0032 <.001 0.000400 0.000087 <.001 0.000310 0.000021 <.001 28% 0.023 0.070

Méaximo R 0.062 0.0033 <.001 0.000434 0.000094 <.001 0.000350 0.000024 <.001 30% 0.011 0.033

Mediana R 0.078 0.0072 <.001 0.000872 0.000462  0.059 0.014710 0.000988 <.001 156% 0.095 0.287

Media G 0.059 0.0032 <.001 0.000418 0.000088 <.001 0.000249 0.000017 <.001 27% 0.008 0.023
Smartphone Ml'lni_mOG 0.058 0.0031 <.001 0.000383 0.000086 <.001 0.000426 0.000029 <.001 36% 0.034 0.103
Méaximo G 0.059 0.0033 <.001 0.000444 0.000093 <.001 0.000240 0.000016 <.001 26% 0.012 0.037

Mediana G 0.059 0.0032 <.001 0.000415 0.000088 <.001 0.000251 0.000017 <.001 27% 0.008 0.023

Média B 0.061 0.0031 <.001 0.000374 0.000084 <.001 0.000405 0.000027 <.001 33% 0.036 0.110

Minimo B 0.057 0.0035 <.001 0.000375 0.000116 0.001 0.001622 0.000110 <.001 71% 0.090 0.273

Méaximo B 0.064 0.0033 <.001 0.000444 0.000093 <.001 0.000246 0.000017 <.001 24% 0.041 0.123

Mediana B 0.061 0.0031 <.001 0.000369 0.000084 <.001 0.000429 0.000029 <.001 34% 0.035 0.107

Média R 0.106 0.0046 <.001 0.000797 0.000190 <.001 0.001333 0.000087 <.001 34% 0.087 0.263

Minimo R 0.131 0.0052 <.001 0.000926 0.000250 <.001 0.002822 0.000184 <.001 41% 0.163 0.493

Méaximo R 0.096 0.0040 <.001 0.000599 0.000138 <.001 0.000835 0.000054 <.001 30% 0.063 0.190

Mediana R 0.108 0.0050 <.001 0.000904 0.000219 <.001 0.001713 0.000112 <.001 38% 0.091 0.277

Média G 0.085 0.0051 <.001 0.000957 0.000237 <.001 0.002075 0.000135 <.001 54% 0.085 0.257

Scanner M[ni_moG 0.091 0.0058 <.001 0.001159 0.000306 <.001 0.003264 0.000213 <.001 63% 0.135 0.410
Maximo G 0.080 0.0043 <.001 0.000706 0.000164 <.001 0.001136 0.000074 <.001 42% 0.067 0.203

Mediana G 0.086 0.0054 <.001 0.001043 0.000264 <.001 0.002538 0.000166 <.001 59% 0.089 0.270

Média B 0.079 0.0059 <.001 0.001175 0.000311 <.001 0.003505 0.000229 <.001 75% 0.098 0.297

Minimo B 0.081 0.0061 <.001 0.001193 0.000336 <.001 0.004368 0.000285 <.001 82% 0.147 0.447

Méaximo B -0.013 0.0248 0.613 0.017900 0.005708 0.002 0.097950 0.006383 <.001 - 0.176 0.533

Mediana B 0.080 0.0063 <.001 0.001301 0.000356 <.001 0.004348 0.000284 <.001 82% 0.105 0.317
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5 DISCUSSAO

O presente estudo objetivou avaliar o potencial da quantificacdo de fosforo em
alimentos para animais através de imagens obtidas com smartphone ou scanner, em
comparacdo com a tradicional espectrofotometria. De um modo geral, os resultados obtidos
indicam que as imagens de celular possuem maior potencial de uso, com as camadas vermelho
e verde demonstrado potencial superior ao azul.

Esses resultados podem ser explicados a partir da teoria das cores descrita por Isaac
Newnton em 1672 onde a percepc¢do da cor do objeto é a parte do espectro de luz que ele
reflete. Para enxergarmos uma certa cor em um objeto este deve estar iluminado (Ribeiro,
J.L.P., 2017). Logo a luz da fonte atinge o objeto por completo e entdo a cor é refletida,
captada pelos olhos humanos e transformada em imagem no cérebro (Dartnall; Bowmaker;
Mollon, 1983). Como, por exemplo, um objeto azul, que absorve todos demais espectros
da luz e reflete apenas o azul.

A andlise do fosforo em molibdato é tradicionalmente conhecida pelas coloracdes de
azul aos espectros de luz visivel, no entanto para anélise de imagem provavelmente o vermelho
e verde se destacam como canais mais sensiveis. Quando a luz branca incide na placa é refletida
como azul, ou seja, todo o pigmento vermelho e verde é absorvido e a luz azul refletida. Dessa
forma, a absorbancia do fésforo vai ser demostrada através dos valores espectrais do vermelho
e do verde com mais preciséo. Conceituando a reflexdo seletiva (Henrique, et al., 2019). Esta
caracteristica de absorcéo e reflexao de luz por um objeto é influenciado pelo tipo de material
do qual ele é produzido.

E importante mencionar a recomendacéo de repetibilidade inferior a 15% para métodos
quantitativos avaliando elementos entre 0,1 e 1 ppm (Regulation, C. C., 2009), que compreende
as concentracdes de fésforo estudadas no presente estudo. Considerando-se o valor de 19%
observado para a absorbancia como preditora, indica-se que fatores aleatdrios presentes no
estudo devem ser mais bem controlados. No entanto, isso ndao impede a inferéncia sobre o
potencial dos métodos baseados em imagens, de modo que esses estariam ainda mais
susceptiveis a fatores aleatorios do que a absorbancia.

Para 0 método linear baseado na lei de Lambert-beer, utilizado no presente estudo, a
linearidade entre a concentracdo do analito e do preditor € uma premissa essencial, o que pode
explicar parcialmente os maiores valores de repetibilidade, LOD e LOQ com imagens de
scanner. A perda de linearidade observada na Figura 6, principalmente para o vermelho nas
imagens de scanner, indica saturacdo dessa camada e perda de capacidade preditiva. Esse
resultado é importante pois claramente a camada vermelha foi a que demonstrou maior
potencial nas imagens de smartphone. Ademais, o elevado desvio padrdo entre pixels nas
imagens de scanner deve estar associada a interacdo entre a fonte de luz do equipamento e
componentes estruturais da placa ELISA. E visualmente perceptivel uma linha no sentido da
fonte de luz em todas os poc¢os da placa (ANEXO B), as quais também sao visiveis no estudo
de Filgueiras et al. (2021). Para contornar tal interacdo acessorios que facilitam a difusdo da luz
podem ser adicionados, como uma fina camada de etileno acetato de vinila (EVA) branco
empregada por Colzani et al, 2017. A inclusdo de preditores como maximo, minimo e mediana,
além da tradicional média buscou avaliar se a possivel heterogeneidade entre pixels poderia ser
contornada pela utilizacdo dos mesmos. Considerando-se que a heterogeneidade entre os pixels
foi mais evidente nos dados de scanner, e nas camadas vermelho e verde o maximo foi o
parametro de melhor capacidade preditiva. Ha indicios de que 0 uso do maximo minimiza o
efeito de heterogeneidade, no entanto em um nivel insuficiente para alcance de desempenho
potencialmente satisfatorio como a média nas imagens de smartphone.
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Apesar de fatores como luz ambiente, posi¢do da amostra e distancia do foco poderem
afetar a precisdo da andlise colorimétrica (Vargas-Mufioz, et al. 2023), essas foram
minimamente padronizadas através do uso de uma simples dark box. No entanto, a partir do
presente estudo, ha claramente espaco para melhorias nos aparatos, cabendo aprimoramentos
principalmente na identificacdo de distancias 6timas para obtencdo da imagem, quanto de
temperatura e poténcia da fonte de luz acoplada a placa de ELISA. Apesar dos valores de RGB
poderem ser afetados pela resolucdo das imagens esse efeito é pouco significativo (Souza et al.,
2023), o que indica que alteragdes em parametros da camera do smartphone nao deve receber
foco para aprimoramento. No entanto, ressalva-se que toda e qualquer adaptacao para melhoria
de desempenho da imagem deve primar pela independéncia de modelo dos equipamentos
smartphones e simplicidade de instrumentacdo dos aparatos em laboratdrio, cabendo pesquisas
verificando esses efeitos.

A quantificacdo de LOD e LOQ s&o importantes para determinar a sensibilidade dos
métodos. Os valores de LOD sdo importantes para diferenciagdo do analito em relacdo ao
branco, enquanto os valores de LOQ remetem a um limite minimo de concentragdo do analito
na solucdo de leitura que pode ser confiavelmente detectado (Ambruster e Pry, 2008). Nesse
sentido, os valores observados nas camadas vermelho e verde, baixos e proximos a absorbancia
indicam bom desempenho dessas. Considerando-se que os valores observados de LOQ na
camada verde proximos de 0,023 ppm sdo relativamente baixos face as concentra¢fes das
solucdes minerais, esses podem ser considerados aceitaveis.

Como ja demonstrado pelos resultados do presente estudo, a avaliacao colorimétrica de
fosforo-molibdato com imagens de smartphone é possivel e viavel. Associados aos testes ja
mencionados, duas outras linhas devem ser levantadas. Primeiramente a extragdo de mais
informacdes das imagens por combinacdes e tratamentos matematicos do RGB associada a
otimizacdo por técnicas de analises multivariada, como realizado por Souza et al. (2023) pode
ser um aprimoramento chave. Secundariamente, a automacao de processos como a detec¢do
das cubetas, segmentacao e extracdo de informacGes através de algoritmos podem amplificar a
aplicabilidade do conceito aqui proposto.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/colorimetric-analysis
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6 CONCLUSOES

Imagens de smartphone apresentaram potencial superior em relagcdo ao scanner como
uso em substituicdo a espectrofotometria, sendo um resultado promissor pois € um equipamento
de facil acesso e de alta popularidade. Para essa forma de aquisicdo de imagem, as camadas
vermelho e verde se mostraram com maior potencial preditivo e sensibilidade para limites de
deteccdo e quantificacdo inferiores. Fazem-se necessarios ainda, estudos para o aprimoramento
de técnicas que permitam igualar o desempenho do uso de smartphone ao de espectroscopia, 0
que é evidentemente possivel, dada a simplicidade dos aparatos utilizados no presente trabalho.
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ANEXQOS

A- Imagem obtida de um smartphone
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B - Imagem obtida por scanner
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