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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo quantificar a concentracao de fosforo disponivel
no solo tipo latossolo amarelo por meio de um método colorimétrico baseado em
andlise de imagens. As imagens dos extratos de solo foram obtidas com uso de
scanner comercial e um software gratuito. A determinacao do fésforo € baseada
na reacdo entre os ions ortofosfato (PO4*) com o molibdato (MoO4?) em meio
fortemente acido, formando o complexo molibdofosférico, que é reduzido pelo
acido ascorbico a azul de molibdénio. Apds a formagédo de cor, a absorbancia é
medida com uso de espectrofotbmetro UV/VIS em 660 nm. Simultaneamente os
extratos/padrées de fosforo foram transferidas para uma microplaca sobre o
scanner, digitalizados e analisados com o programa ImageJ. A norma do vetor €
usada como a resposta analitica, a qual se relaciona com a concentracdo de
fésforo (mg/dms3) que é determinada a partir do modelo linear da curva padrao.
As amostras foram coletadas na Vila do Novo Remanso, municipio de
Itacoatiara-AM, nos periodos de inverno e verdo da regido. A extracao de fosforo
disponivel nos extratos foi realizada com extrator Mehlich 1 na proporgcédo de
1:10. A filtracdo dos extratos, o estudo de volume de solugcbes padrao na
microplaca e area das imagens analisadas contribuiram nos resultados finais de
analise. Foram observados uma relacéo entre o tempo de andlise dos padrdes
com a correlacdo das curvas padrdo. Os resultados das concentracfes de
fésforo nas amostras coletadas no periodo seco foram superiores as coletadas
no periodo chuvoso, tanto pelo método de referéncia quanto pelo método
proposto. Os valores de LD e LQ foram inferiores por imagens digitais. Apos a
aplicacao do teste t verificou-se que nado ha diferenca significativa entre as duas
metodologias para um nivel de confianca de 95% (tcaiculado= 0,4705 € teritico=

2,7764) e os desvios padrao relativos foram inferiores a 3,0%.

Palavras chaves: Imagens Digitais, Scanner, Fésforo no Solo.



ABSTRACT

The objective of this work was to quantify the concentration of phosphorus
available in the yellow latosol - type soil of the pineapple crop by means of a
colorimetric method based on image analysis. The images of soil extracts were
obtained using commercial scanner and free software. The determination of
phosphorus is based on the reaction between orthophosphate ions (PO43%) and
molybdate (MoO4?%) in strongly acid medium, forming the molybdophosphoric
complex, which is reduced by ascorbic acid to molybdenum blue. After color
formation, absorbance is measured using a UV/VIS spectrophotometer in 660
nm. Simultaneously the extracts / phosphorous patterns were transferred to a
microplate on the scanner, scanned and analyzed with the ImageJ program. The
vector norm is used as the analytical response, which is related to the
concentration of phosphorus (mg/dm3) that is determined from the linear model
of the standard curve. Samples were collected in the Village of the Remanso
New, municipality of Itacoatiara-AM, during the winter and summer periods of the
region. Extraction of available phosphorus in the extracts was performed with
Melich 1 extractor in the proportion of 1:10. Filtration of extracts, volume study of
standard solutions on the microplate and area of the analyzed images contributed
to the final analysis results. A relationship between the time of analysis of the
patterns and the correlation of the standard curves. The concentrations of
phosphorus in the samples collected in the dry period were higher than those
collected in the rainy season, both by the reference method and by the proposed
method. LD and LQ values were lower by digital images. After application of the
T-test it was found that there was no significant difference between the two
methodologies for a 95% confidence level (calculated = 0.4705 and t critical =

2.7764) and the relative standard deviations were less than 3.0 %.

Keywords: Digital Image, Scanner, Available Phosphorus.
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1. INTRODUCAO |||

L

1.1. Caracterizacdo Geral do Problema

A analise quimica é essencial para avaliar a fertilidade do solo, pois
através dos resultados € possivel desenvolver um programa de correcdo e
adubacao, e assim, poder monitorar e avaliar periodicamente o balanco dos
nutrientes no solo (SILVA, 2009). Esse é o fator mais importante para se obter
uma produtividade sustentavel na agricultura.

A nutricdo equilibrada pressupde boa pratica agricola e assegura que o
excesso de nutrientes de um tipo ndo induza a deficiéncia de outros, caso do N
(nitrogénio) e do P (fosféro) que conduzem a degradacdo ambiental
(MALEZIEUX & BARTHOLOMEW, 2003).

A exuberancia da Amazonia por muitos anos trouxe aos pesquisadores
a ilusdo de fertilidade, mas sabe-se atualmente que estes solos sdo pobres em
nutrientes (LEPSCH, 2010). Isto esta relacionado a alta acidez, baixa
capacidade de troca de cations (CTC), deficiéncia de N, P K, S, Ca, Mg, B, Cu,
Zn, assim como, sua alta capacidade em fixar o fosforo (P) aplicado como
fertilizante (COCHRANE & SANCHEZ, 1982). Apesar de apresentar baixa
fertilidade natural, o solo amazbnico tem potencial de uso para a agricultura e a
pecuéria, “face as boas propriedades fisicas e ao relevo plano e suave
ondulacéo, o que facilita seu manejo e mecanizacédo” (MAIA & MARMOS, 2010).

Essas limitagdes tornam os solos desta regido exigentes em corretivos,
adubos quimicos e organicos (MAIA & MARMOS, 2010). Tais recomendacdes
geralmente requerem dos produtores despesas a mais com instrumentacao,

gasto de reagentes ou contratagdo de pessoal especializado.
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O fosforo (P) € um dos elementos essenciais para 0 solo e para as
plantas (MALAVOLTA, 2006). Nas plantas, o baixo suprimento de fésforo diminui
a area foliar, reduz o numero de folhas e limita sua expansado (RODRIGUEZ et
al., 1998). Essa deficiéncia é mais dificil de diagnosticar que uma deficiéncia de
nitrogénio ou potéssio, pois as plantacdes ndo apresentam sintomas iniciais
claros de deficiéncia tornando tardia sua correcédo (MALAVOLTA, 2006).

Na Amazonia o fosforo € considerado o elemento que mais limita o
crescimento das culturas, sendo deficiente em 90% dos solos da regido, que
ainda apresenta alta toxicidade causada por aluminio (COCHRANE &
SANCHEZ, 1982).

Na cultura de abacaxi, os sintomas visuais de deficiéncia ndo séo vistos
com muita frequéncia e ndo sdo tdo especificos (MALEZIEUX &
BARTHOLOMEW, 2003). Pouca importancia é atribuida ao fosforo em relacao
as caracteristicas de qualidade do fruto do abacaxi devido a baixa demanda que
a planta necessita do solo (CRISOSTOMO & NAUMOV, 2009). Logo percebe-
se a necessidade de pesquisas a fim de estabelecer a quantidade adequada de
fertilizantes a serem utilizados, bem como, outras formas de suprir a necessidade
de fosforo (P) das culturas, para que sejam evitadas doses excessivas que
prejudiqguem o meio ambiente (KLEIN & AGNE, 2012).

Nos ultimos anos, cada vez mais a analise por imagens digitais vem se
destacando em uma série de aplicacbes em diferentes areas da quimica
(DOMINGUEZ et al., 2015; LIMA et al., 2016; MASAWAT et al., 2015; NETO et
al., 2016). Este método pode ser adaptar a diversos aparelhos para obter as
imagens digitais (GOMES et al., 2008; SOUZA et al., 2014; BENEDETTI et al.,

2015). E o scanner comercial vem se destacando por ser mais vantajoso nas
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analises quimicas em diversos trabalhos com diferentes amostras (KAMOGAWA
et al., 2004; PACIORNIK et al., 2006; FILHO et al., 2015).

O método por Imagens Digitais € uma ferramenta de baixo custo, a qual
fornece valores numéricos que podem ser comparados aos valores de
absorbancia dados pelo método colorimétrico de referéncia (GODINHO et al.,
2008; GOMES et al., 2008; LYRA et al., 2009; BENNEDETTI et al., 2015).

Mediante o que fora exposto, 0 objetivo deste trabalho foi validar a
determinacdo de fbosforo em amostras de solo por imagens digitais. A
contribuicdo € relevante as Ciéncias Ambientais por meio do desenvolvimento
de uma metodologia alternativa voltada a fertilidade do solo na regido

amazonica.



19

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral
Determinar a concentracdo de fésforo em solo tipo latossolo amarelo no

municipio de Itacoatiara-AM.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Apresentar um sistema de captura de imagens usando scanner para
obtencao das imagens digitais produzidas durante as analises.

e Relacionar as imagens digitais com as concentracfes das amostras de
solo através de curvas de calibracdo baseadas nos valores de cor obtidos
a partir dos componentes vermelho-verde-azul (RGB).

e Avaliar o desempenho da metodologia proposta, mediante testes
estatisticos aplicados aos resultados das determinacdes analiticas.

e Comparar os resultados obtidos com o DIB com aqueles usando a

espectrofotometria UV-VIS na determinacgéo do teor de fésforo em solos.



2. REVISAO DE LITERATURA |

L

2.1.0 Fésforo no Solo: Consideracfes Gerais

2.1.1. O solo

O solo é constituido de trés fases em equilibrio, onde se considera ideal
guando é constituido de 25% de agua, 25% de ar, 46% de minerais e 4% de
matéria organica (LEPSCH, 2010; MALAVOLTA, 2006). “A fase sélida é
composta por minerais primarios e matéria organica nao-humificada, enquanto
a fase labil por argilas, sesquidxidos e matéria organica humificada. E a solucao,
por &gua, minerais isolados, complexos e matéria organica soluvel”
(MALAVOLTA, 2006). Essas fases tornam o solo fixador e reservatorio para as
raizes, sendo a partir dele que as plantas retiram os dezesseis elementos

chamados macro e micronutrientes, além de dgua, gas carbdnico e oxigénio.

2.1.2. Macro e micronutrientes

Os micronutrientes sao usados em pequenas quantidades pelas plantas,
séo eles o boro (B), cloro (Cl), cobre (Co), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio
(Mo) e niquel (Ni). Enquanto os macro nutrientes sdo aqueles absorvidos
relativamente em maiores quantidades, nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) (LEPSCH, 2010).

“Macro e micro constituem a contribuicdo do meio “solo” para a vida e a
composicéo da planta. E, se houver falta, o adubo deve ajudar” (MALAVOLTA,

2006).
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Os nutrientes estéo distribuidos no solo em forma disponivel e em forma
ndo-disponivel para as plantas. Os disponiveis estéo localizados na solug¢éo do
solo, no seu complexo de troca e na matéria organica mineralizavel. Eles podem
ser determinados na analise do solo, apds extracdo com uma solu¢ao quimica
apropriada (MALAVOLTA, 2006). Ja os nutrientes ndo-disponiveis estao fixados
nas particulas, imoveis na matéria organica ou fazem parte da estrutura quimica
dos minerais constituintes das particulas do solo. Esses nutrientes estdo em
equilibrio com os disponiveis e constituem uma reserva potencial do solo
(INSTITUTO DA POTASSA & FOSFATO, 1998; MALAVOLTA, 2006).

Alloway (1990) citado por Malavolta (2006) afirma que [...] “a solu¢éo do
solo é o fator maior que controla o comportamento dos elementos no solo e sua
disponibilidade para as plantas”. Sendo o termo disponivel definida como
aproveitavel facilmente pelas plantas dentro do ciclo de vida ou do ano agricola.

Os solos brasileiros sdo predominantemente acidos, principalmente na
regido tropical umida da Amazodnia, onde nessas areas, que representam cerca
de 80% da regido, ha predominancia de solos com alta toxidez por AlI®*

(MOREIRA et al., 2005).

2.1.3. Formas de fésforo no solo
O fosforo (P) encontra-se na fase solida nas formas orgéanicas e
inorganicas. Na fase liquida ele esta na forma inorgéanica na solugéo do solo, nas

formas de HPO4 e H2PO4%. As plantas absorvem fésforo presentes nessa
solucdo (MALAVOLTA, 2006; SANTOS et al., 2008). Constantemente ele &
reposto em solucao atraves da dissolucao do fésforo labil, guando isso acontece

a maior parte do fésforo passa para a fase solida, causando um aumento no P
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labil em solucdo (MALAVOLTA, 2006). Os fosfatos precipitados recentes, de

média disponibilidade, tém sua formagdo como mostra a reacdo abaixo,

equacao 1.
AR +(Fe¥y+ H2BO: o gy + AR 1)
+2H -
2

nao solavel

Com o tempo, ha um envelhecimento dos fosfatos labeis, e se tornam
menos disponiveis.

Em solos agricolas, os valores de P em solucdo estdo com frequéncia
entre 0,002 e 2 mg/dm3. Ha diferencas entre solos, quanto a eficiéncia de
utilizacdo de fosforo pelas plantas, relacionadas com processos de adsorcao
(FARDEAU, 1996).

A figura 1 representa o equilibrio e quantificacdo entre as formas de P
nos solos brasileiros. Nota-se o pequeno tamanho do reservatdrio da solucéo de
onde a planta necessita de P (e demais elementos) tornando necessario uma

capacidade maior em manté-lo cheio para que nao seja preciso adubar.

P organico P mineral P mineral P
o fabil wp SOICI0 =p planta
(500 - 1300 kg/ha) <= (10- 60 ky/ha) = (1 -6 kg/ha) = (10 - 60 kg/ha)

H

P mineral fixado
(900 - 1500 kg/ha)

Figura 1- Formas de P nos solos brasileiros.
FONTE- MALAVOLTA, 2006.

2.1.3.1. Fatores que afetam a disponibilidade de P no solo
Para serem fornecidos ou disponiveis para as plantas, os nutrientes

sofrem uma série de reacdes de transferéncia da solugdo do solo para a fase
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labil e para a fase sélida. Em relacdo ao aproveitamento pelas plantas, o pH

influencia diretamente nessa disponibilidade, como mostra a figura 2.

Ferro s
CODIG- adequada
Manganés para a
Zinco ? ~~- maioria
[~ das
™ J - culturas \ Molibdénio
~ Cloro
o Kk TN ZZz
E Foésforo
Q
8 |\ 2 ZEZ-----. P
ot N
3 A2 . Z Nitrogénio
S - . Enxofre
E ——————— ) e \/ Boro
(=3 . ~ -
& v < 3
a LA &
Y ~
+7 _\‘ ........................ Mg,
d \ ~
N ==t Potassio ™~
o \ Calcio
8 Magnésio
- Aluminio
Ad T T T
50 6,0 6,5 7.0 8.0
pH

Figura 2- Disponibilidade de nutrientes em fungéo de pH.
FONTE- INSTITUTO DA POTASSA E FOSFATO, 1998.

Em condi¢cBes &cidas, o fosforo é precipitado como fosfatos de Fe ou Al
de baixa solubilidade. A disponibilidade maxima do fosforo geralmente acontece
em uma faixa de pH de 6,0 a 7,0. Em pH alto formam-se hidréxidos e carbonatos
menos disponiveis, consequentemente cai a concentracdo desses elementos na

solugéo do solo (MALAVOLTA, 2006).

2.1.4. Latossolo amarelo: caracteristicas gerais

Sdo solos constituidos de materiais argilosos ou areno-argilosos
sedimentares da formag&o barrentas na regido litoranea do Brasil ou da regido
amazénica (LEPSCH, 2010). A figura 3 mostra um tipico latossolo amarelo. Eles
sdo definidos como constituidos por material mineral, apresentando horizonte B
latossélico precedido de qualquer tipo de horizonte A dentro de 200 cm da

superficie do solo, ou dentro de 300 cm se o horizonte A apresentar mais que
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150 cm de espessura (EMBRAPA, 2016; LEPSCH, 2010). Sendo horizontes as
camadas em perfis expostas de forma vertical, como mostra a figura 3. O

horizonte A &€ camada mais superficial.

Figura 3- Solo latossolo amarelo distrofico.

FONTE- EMBRAPA. Disponivel em: <http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/
solos_tropicais/arvore/CONT000g05ip3qr02wx50k0q43a0r3t5vjo4.html >. Acesso em: 21
de maio de 2016.

A cor amarelada é uniforme em profundidade, 0 mesmo ocorrendo com
o teor de argila. A textura mais comum € a argilosa ou muito argilosa. Outro
aspecto de campo refere-se a elevada coesdo dos agregados estruturais
(LEPSCH, 2010).

Esses solos apresentam boas condic¢des fisicas de retencédo de umidade
e boa permeabilidade, sendo intensivamente utilizados para culturas de cana-
de-acUcar e pastagens, e em menor escala, para cultivo de mandioca, coco da
baia e citros; grandes areas de reflorestamento com eucalipto, abacaxi, como na
Vila de Novo Remanso. Na Amazbnia, sdo utilizados principalmente para

pastagem.


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/
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2.1.5. Métodos para extracao de fésforo no solo

No Brasil, os métodos mais utilizados em laboratérios de rotina de
analises de solo para determinar o P disponivel no solo sédo: a resina trocadora
de anions (RTA) e o extrator Melich-1 (RAIJ, 2004; SILVA, 2009).

O extrator de Mehlich-1, duplo &cido ou Carolina do Norte (0,0125 mol/L
de H2SO4 e 0,050 mol/L de HCL) baseia-se no principio da dissolugédo de

minerais contendo P e/ou deslocamento de P retido nas superficies solidas do
solo para a solucdo, por anions capazes de competir com o P pelos sitios de
retencdo (MEHLICH, 1953; RAIJ, 2004). E muito utilizado para avaliar a
disponibilidade de P para as plantas nos Estados do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina, além de varios outros estados brasileiros (SILVA, 2009).

A maioria dos extratores quimicos retira o P da fase soélida, dissolvendo
principalmente o P adsorvido ou existente proximo da superficie das particulas
de solo (RAIJ, 2004; MALAVOLTA, 2006). Em geral, o que determina a maior ou
menor dissolucdo é a capacidade dos reagentes em dissolver determinadas
formas de P do solo, sejam elas labeis ou ndo. Assim acidos sao mais eficientes
na dissolucéo de fosfatos de calcio (RAIJ, 2004; MALAVOLTA, 2006).

A interacdo destes com a superficie do solo se da através de ligacbes de
carater covalente, portanto muito estaveis, principalmente no caso do fosfato. De
gualquer forma, o desejavel de um extrator € que ele retire do solo apenas o P
Labil (RAIJ, 2004). Neste método, a extragdo do P sofre influéncia da capacidade
tampdao de fosfatos do solo. O teor de argila ou o teor de fésforo remanescente
sdo caracteristicas relacionadas ao poder tampao do solo e devem ser levadas

em conta na interpretacdo de P  disponivel (SILVA, 2009).
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Braga et al. (2010), concluiram que o extrator Melich-1 apesar de extrair
em concentracdes muito baixas de P nas amostras de solo, é o mais adequado
para analises de rotina. Para Silva (2009), isso esta relacionado as vantagens
como facilidade na obtencédo de extratos limpidos por decantagéo, o baixo custo

de andlise e a simplicidade operacional.

2.2. Os Sistemas de Cores

2.2.1. Aformacéao da cor

O espectro eletromagnético foi descoberto por Newton em 1866, quando
a luz branca ao atravessar um prisma de vidro gerou um amplo espectro de cores
que se estende da cor violeta ao vermelho. Essa distribuicdo das ondas
eletromagnéticas, visiveis e ndo visiveis, de acordo com a frequéncia e o

comprimento de onda caracteristico de cada radiacdo é representada na figura

Comprimento de onda (m)
10" 100 107 10°% 10 10t 10 10°
| | | | | | | | | | | | | | |
t t T t
Raios : . :L'Itra- ? : : ey r
I RaiosX 1 : 7 Infra-  'Microondas!  Freqiiéncia de radio
gama violeta |4 | |
| \ P> vermelho "
I V) . A
I | I I I T | I 1 " I T I I T I I
100 10" 4EN0'S 10 10 10° 10° 104
~— Freqjiiéncia (s ")
Regiao visivel
|
400 500 600 700 750 nm

Figura 4 - Representacéo do espectro eletromagnético e suas divisoes.
FONTE- BROW, 2005.
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Em destaque esta a regido visivel do espectro eletromagnético, que esta
compreendida entre 400 a 750 nm. Dessa faixa de cores, o olho humano é capaz
de detectar apenas uma fragdo conhecida como luz visivel (MARQUES FILHO,
1999; BROW, 2005). A absorcdo da radiacdo por moléculas nessas regides
resulta das interacfes entre fotons e elétrons que participam de uma ligacéo
quimica (VAZ JUNIOR, 2013).

A cor é gerada pela combinacdo luminosa de varios comprimentos de
onda dentro do espectro de luz visivel, as quais combinadas aditivamente
produzem um efeito final correspondente & soma dos efeitos individuais (BRILL,
1980; MARQUES FILHO, 1999; PEDRINI, 2008).

Uma substancia colorida absorve de forma seletiva comprimentos de
onda da regiao visivel do espectro eletromagnético. A coloracdo resultante € a
cor complementar e € composta pela combinacdo dos comprimentos de ondas
restantes. Durante o processo de absorcdo, a energia é seletivamente
transferida para moléculas e ions e promove elétrons de valéncia do estado

fundamental para estados mais energéticos (SKOOG et al., 2006).

2.2.2. Imagens digitais

A imagem digital € formada por uma série de digitos binarios que formam
uma estrutura chamada pixel, que representa uma intensidade de luz e de cor,
onde todos estes pixels em conjunto irdo formar a imagem digital (MACHADO et
al., 2004).

Para Ferreira & Rasband (2012), as imagens digitais sdo grades

bidimensionais de valores de intensidade de pixels com a largura e a altura da
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imagem sendo definidas pelo nimero de pixels na direcdo x (linhas) e y
(colunas).

A maioria dos métodos analiticos baseados no uso de imagens digitais
emprega o modelo de cores RGB. Através deste modelo, como mostra a figura
6, pode-se obter cerca de 16,7 milhées de cores diferentes (PACIORNIK et a.l,
2006).

A forma como as cores sao distribuidas pode ser melhor visualizada a
partir da representacao geométrica desse sistema em um espaco tridimensional
cubico, baseado em um sistema de coordenadas cartesianas como mostra a

figura 5.

B
AZUL |(0.0.1)
MAGENTA !
; ~7BRANDD
PRETDME. ~oncabimssns 0.1,0) 5
, VERDE
(1,0,00L°"
’,’ VYERMELHO
o

Figura 5-Representagéo esquematica do cubo RGB
FONTE- <http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.htm>. Acesso em 30 de janeiro de2018.

Nos trés eixos principais estéo as cores primarias: vermelho, verde e azul,
variando de 0 a 255. Os valores de cor do modelo RGB séo de 8 bits com 256
niveis de intensidade de cor, para cada uma das trés componentes, totalizando
aproximadamente 16 milhdes de cores (LYRA, 2009; FIRDAUS et al., 2014).

Nos vértices dos planos formados pelo eixo de duas cores primarias sao
representadas as cores secundarias geradas. A diagonal principal do cubo

representa a escala dos valores de cinza, onde na origem é formada a cor preta


http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.htm
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e no final da reta, pela mistura dos valores maximos das trés cores primarias, é
formada a cor branca (GAIAO et al., 2006; LEAO et al., 2007).

No sistema RGB, figura 6, cada pixel resulta da combinacdo das cores
vermelho, verde e azul em diferentes proporc¢des e intensidades. Os dispositivos
eletrbnicos interpretam as cores de forma analoga ao sistema de percepcéo do
olho humano, respondendo aos estimulos das luzes vermelha, verde e azul
(GOMES et al., 2008). Se a luz refletida contem a maxima intensidade das luzes
R, G e B, o olho humano percebe o branco, e se ndo existir luz, & percebido o
preto (LYRA, 2009). Combinando duas cores aditivas primarias puras sera
produzida uma cor secundaria (ou primaria subtrativa), por exemplo o CMY (Cyan-
Magenta-Yellow), conforme mostra a figura 6. As cores secundarias, modelos
ditos subtrativos, sdo as cores opostas ao vermelho, verde e azul,
respectivamente. Nesse sistema as cores sao obtidas pela subtracdo do
comprimento de onda da luz branca, por isso a cor resultante corresponde a luz que

é refletida (ROCHA, 2010).

a) b)

Figura 6- Circulo cromatico RGB (a) e Circulo cromatico CMY (b).
Fonte- FULLGRAF, 2012.

2.2.2.1. Imagens Digitais e sua aplicacdo na Quimica Analitica
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O desenvolvimento de tecnologias nos ultimos anos, possibilitou o avango
e melhorias em ferramentas de aquisi¢éo e tratamento de dados aplicados em
diferentes areas da ciéncia, principalmente na quimica (GOMES et al, 2008).
Cada vez vem surgindo pesquisas utilizando as imagens para determinar a
gualidade de variadas amostras. As aplicagdes variam desde as determinagdes
de metais, controle de qualidade de alimentos e bebidas ao monitoramento
ambiental (GODINHO et al, 2008; GOMES et al, 2008; OLIVEIRA et al., 2013;
BENEDETTI et al., 2015).

Souza et al. (2014), avaliaram o desempenho analitico de quatro
dispositivos eletrénicos para captura de Imagens digitais para detectar
microzonas impressas e o0 scanner apresentou melhor desempenho e foi
utilizado para a determinar sulfato ferroso em medicamentos.

Lyra et al. (2009) desenvolveram um método espectrométrico de emissao
em chama baseada em imagens digitais. O método foi aplicado para determinar
litio em comprimidos antidepressivos, sodio em soro fisioldgico e célcio em
aguas. Em 2011, Lyra et al., determinaram diclofenaco de sédio e dipirona sédica
em drogas injetaveis. Em todos os trabalhos as imagens foram capturadas por
webcam.

Gaiao et al. (1999), propuseram um sistema automatico de titulacdo por
injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para a determinagcdo da
acidez total em vinhos brancos e tintos. Os resultados apresentaram uma boa
concordancia entre os valores obtidos. Em 2006, Gaido et al., determinaram HCI,
H3POs e alcalinidade total em agua mineral e da torneira, utilizando uma titulacéo

baseada em imagens digitais obtida por webcam e usando o modelo de cores
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RGB. Os resultados demonstraram a viabilidade da metodologia desenvolvida
em titulagdes de dificil visualizacdo do ponto de viragem.

Maleki et al. (2004) utilizaram imagens digitais para determinar de forma
simultanea Al(lll) e Fe(lll), presentes em ligas usando cromo azurol S (CAS)
como reagente cromogénico.

Gomes et al. (2008) realizaram um experimento para determinacdo de
acido ascorbico presente em comprimidos de aspirina fazendo uso de imagens
digitais e a formacdo do complexo azul da Prussia. As imagens foram
digitalizadas com o uso de um scanner de mesa utilizando o padrao RGB.
Concluiram que o método pode ser utilizado em laboratorio de graduacédo para
0 ensino como alternativa quando nao disporem de um espectrofotdmetro.

Godinho et al. (2008) utilizaram um scanner para classificar refrigerantes
do tipo Cola, Laranja e Guarana e ao mesmo tempo, realizaram analises fisico-
guimicas para determinar o teor de sacarose, de acido ascorbico e o pH.

Torres et al. (2010), usando webcam determinaram a acidez total em
vinhos tinto utilizando titulacdo acido-base sem uso de indicador.

Como pode ser observado, as variadas aplicacdes das imagens digitais
tém demonstrado que elas se tornaram uma alternativa viavel para determinacéo
guantitativa e qualitativa de amostras de interesse ambiental, alimenticia e

farmacéutica.

2.3. Espectrofotometria de Absorcdo Molecular
A espectrofotometria € uma técnica analitica que usa a luz para

determinar espécies quimicas. A maneira mais comum de determinar a
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guantidade de uma substancia que pode formar coloracdo como a metodologia

para determinacdo do fosforo é através do uso de espectrofotdmetros.
Dependendo do modelo, a faixa de trabalho vai desde as regides do

ultravioleta (180-400 nm) a luz visivel (400-780 nm) (SKOOG et al., 2006).

Os componentes basicos desses equipamentos sdo uma fonte continua
gue emite radiacdo, contendo um monocromador para selecionar comprimentos
de onda que atinjam a solucdo que contém o analito de interesse, um
compartimento para posicionamento da amostra (cubeta) e um dispositivo para

deteccdo da medida da intensidade de radiacéo, figura 7.

Obturador

Dispositivo
A Célula de Fotodetector Pe '
de lettura

referéncia

P

_rs/\f\AA» > .\I'I'i]‘]lﬁ\.‘.ldﬂl 'D-” ."-,I
]-"""—"\’"

Célula da
amostra

\ Filtro ou Y

monocromador

Figura 7- Esquema do funcionamento de um espectrofotdmetro UV/VIS.
FONTE- SKOOG, 2006.

O processo de absorcao de radiacdo € regido pela lei de Beer-Lambert,

equacéao 2.

W H oo (2)

Onde A é a absorbéancia, ¢ é a absortividade molar, ¢ é a concentragédo
em mol/L e b é a espessura do compartimento que contém o analito.
A lei de Beer-Lambert relaciona a dependéncia da absorbancia com a

concentragdo das moléculas e também com a extensdo do caminho sobre o qual
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ocorre a absorcdo. Para uma solucdo do analito de determinada concentracao,
guanto mais longo for o comprimento do caminho (6ptico), mais moléculas

absorverdo. A figura 8 apresenta a forma como a radiacao é transmitida.

Solu¢do absorvente
de concentracdo C

®]
=-}=L.,

e
b

Figura 8- Atenuagéo do feixe de radiacao.
FONTE- SKOOG et al., 2006.

A poténcia de transmissao da solu¢cdo chamada transmitancia (T) € a

fracdo da radiacdo incidente (Po) e (P) transmitida pela solucéo, equagéo 3.

A=-log T 3)

Pelo método espectrofotométrico, o fésforo (P) extraido é determinado por
meio da adicdo de molibdato de amdnio, que reage com o fosfato na solucao,

formando um complexo fosfomolibdico, equacéo 4.

POs% +12M004* + 27H* — H3P04(M003)12 + 12H20
H3PO4(MoO3)12 + redutor — azul de molibdénio 4)

A solucdo de 1,2,4 amino-naftolsulfénica é utilizada como solucéo
redutora, conferindo coloracdo azul ao extrato. A cor da solugdo aumenta com a

concentragao de P extraido (TEDESCO et al., 1995).
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2.4. Calibracdo de Métodos Instrumentais

Quando se usam métodos instrumentais, € necessario calibrar
frequentemente o0s instrumentos usando uma seérie de solugbes de
concentracbes conhecidas (padrdes). Constroi-se a curva de calibracdo
lancando em grafico o sinal obtido no instrumento (a resposta) para cada padrao
contra a concentracdo do analito (SKOOG et al., 2009; VOGEL, 2002).

Dois procedimentos estatisticos devem ser aplicados a curva de
calibracao, se o grafico é linear ou ndo e encontrar a melhor reta que passa pelos
pontos. Para verificar se existe uma relacdo linear entre duas variaveis x e vy,

usa-se o coeficiente de correlagéo de Pearson (r), equagao 5.

= {[«)2%?22%«;;&%@ )

Onde n é o numero de pontos experimentais e o valor de r deve estar
entre -1 e +1. Quanto mais préximo de 1, maior a probabilidade de que exista
uma relacao linear definida entre as variaveis x e y. Valores de r préximos de +1
indicam uma correlacdo positiva e valores proximos de -1, uma correlacéo
negativa. Valores de r que tendem a zero indicam que x e y ndo estéo lineares
(VOGEL, 2002; SKOOG et al., 2009).

Quando se deseja construir uma curva de calibracdo costuma-se fazer a
suposicdo de que ela deve passar o mais proximo possivel dos pontos
experimentais (PIMENTEL & NETO, 1996). E o modo mais empregado para

obter corretamente essa maxima proximidade é o Método dos Minimos

Quadrados, que fornece resultados ndo tendenciosos e com variancia minima.
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A relagcdo matematica que descreve essa hipotese € calculada pela

equacao 6.

o= 90+ )

(6)

Onde y representa os valores de absorbancia, x é a concentracdo do

analito e m e b sédo os coeficientes angular e linear da reta, gréafico 1.

3

resposta analitica (y)
®

residuo
y-(mx+b)

Concentragéo do analito (X)

Grafico 1- Curva de calibracéo construida pelo método de padrées externos.

FONTE- VAZ JUNIOR, 2013. Adaptado por EMC, 2018.

Pelo método de padrdo externo a construcao de curvas de calibracdo é

obtida a partir de areas obtidas com solucbes padrdo do analito em

concentragcfes conhecidas (VAZ JUNIOR, 2013).

Neste método deve-se ter cuidado especial com o preparo das solucbes

padrdes, pois qualquer contaminacdo implicara em resultados errbneos da

concentracdo do analito.

2.5. Validagcédo de um Método Analitico

Segundo Leite (2008), validar em analise quimica € ter o objetivo focado

na obtencdo da confiabilidade do método a ser desenvolvido. A validagdo
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garante por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias
das aplicacbes analiticas, assegurando desta forma a confiabilidade dos
resultados (INMETRO, 2010). Para isso deve-se apresentar algumas
caracteristicas de desempenho, os chamados Parametros de Validacdo ou

Figuras de Mérito.

2.5.1. Figuras de mérito

As figuras de mérito sao indicadores quantitativos do objetivo e do bom
desempenho das técnicas. Em analise quimica sdo um conjunto de ferramentas
mateméaticas que permitem avaliar quantitativamente um meétodo instrumental
(SKOOG et al., 2009). Sao eles: precisao, exatidao, seletividade, sensibilidade,

linearidade, limite de deteccéo e quantificacao.

2.5.1.1. Precisao
E o grau de concordancia mutua entre os dados que foram obtidos da
mesma forma. Ela fornece uma medida do erro aleat6rio ou indeterminado de
uma analise e é expressa em formas de desvio padréo, variancia ou coeficiente

de variacdo (SKOOG, et al., 2009; VAZ JUNIOR, 2013; VOGEL, 2013).

2.5.1.2. Desvio Padréo
Um dos termos estatisticos mais comuns na quimica analitica € o desvio
padrdao de uma populacao de observacoes, expresso pela equagéo 7. Quando
0 numero de observacgdes € pequeno, o denominador € (n-1) e nao n.

= VEE 7)
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2.5.1.3. Linearidade
E a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (SKOOG et al., 2009; VOGEL,2013). A
linearidade é obtida em termos da expressdo matemética que relaciona a

resposta analitica e a concentracdo do analito na amostra real.

2.5.1.4. Sensibilidade
E definida como a inclinacdo da curva de calibracdo na concentracdo de
interesse (BACCAN et al.,1998; SKOOG et al., 2009). A maioria dessas curvas
empregadas em quimica analitica é linear e pode ser representada pela

equacéo 8.

§=m+ 6 (8)
Onde S é o sinal medido, C é a concentracdo do analito, Spr € 0 sinal
instrumental do branco e m a inclinacdo da reta. Essa figura de mérito tem a

desvantagem de ser relativamente dependente da concentracéo.

2.5.1.5. Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)
O limite de deteccdo (LD) € definido como a menor concentracdo do
analito que pode ser detectada por um dado método analitico, mas nao

necessariamente quantificada, sob condi¢cbes experimentais estabelecidas
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(BACCAN et al.,1998; SKOOG et al, 2009; VOGEL, 2013). O limite de detecc¢ao

pode ser determinado pela equagéo 9.

LD =3s/b (9)

Onde s € o desvio padrdo da resposta e b a inclinacdo da reta da curva
padrao.

O limite de quantificacdo(LQ) € definido como a menor concentracdo do
analito que pode ser quantificada na amostra com exatidao e precisédo aceitaveis,
sob as condi¢des experimentais adotadas (BACCAN et al.,1998; SKOOG et al.,

2009). O LQ pode ser expresso pela equacéo 10.

LQ =10 s/b (10)

Onde s é o desvio-padrdao de 10 determinacGes do branco e b é a

inclinacdo da curva de calibracdo (RIBEIRO et al., 2008).

2.5.2. Faixa dinamica

E a faixa de concentracdo que pode ser determinada com uma curva de
calibragdo linear. A figura 9 apresenta a extenséo dessa faixa que vai desde a
menor concentracdo para qual medidas quantitativas podem ser realizadas(LQ)
até a concentracao na qual a curva de calibracéo se afasta da linearidade

(SKOOG et al., 2009)
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Figura 9- Faixa util de um método analitico. LOQ= Limite de quantificagdo, LOL= limite linear.
FONTE- SKOOG, 2006.
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3. MATERIAIS E METODOS m

3.1. Local de Estudo
As amostras de solo foram coletadas na Vila do Novo Remanso, na
comunidade Sagrado Coracéo de Jesus no Parana da Eva, Km 169 da AM-010
nos periodos de inverno e verdo da regido, nos meses de abril e agosto de 2017,

figuras 10 e 11.

Figura 10- Local 1 (LA) das amostras de solo tipo latossolo amarelo. Area com plantagéo de

abacaxi.

Figura 11- Local 2 (LB) da coleta de amostra de solo tipo latossolo amarelo. Area sem plantagéo.
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A coleta foi realizada seguindo o procedimento adotado pela EMBRAPA,
onde as amostras para analise foram obtidas a partir de amostras compostas
coletadas de 0 a 20 cm de profundidade em ziguezague na area escolhida como
mostram as figuras 10 e 11 (MANICA, 1999; MALAVOLTA, 2006; SILVA, 2009).

As imagens por satélite foram obtidas com as coordenadas geogréficas,

tabela 1, registradas no momento das coletas.

Tabela 1- Dados do local de coleta das amostras de solo tipo latossolo amarelo.

Coordenadas Geograficas
Amostras | Estacao

(S\W)
LA1 seca
-03.08084,-059.07121
LA2 chuvosa
LB1 seca
-03.06559,-059.05251
LB2 chuvosa

LAl e LB1- amostras de solo coletadas durante a estagdo seca (més de abril). LA2 e

LB2- amostras de solo coletadas durante a estacdo chuvosa (més de agosto).

Em cada area foram coletadas 5 amostras simples para obter 1 amostra
composta (SILVA, 2009). Cada amostra simples foi misturada as demais em
baldes limpos e isentos de produtos quimicos. No total, foram obtidas 4 amostras
compostas, 2 coletadas no periodo de chuvas da regido e outras 2 no periodo
de seca. As mesmas foram acondicionadas em sacos plasticos rotulados e
armazenados.

Para comparar os resultados, foram enviadas aproximadamente 5 kg de
cada amostra para analise no laboratério de Solos DEAS/FCA credenciado pela

EMBRAPA na cidade de Manaus.
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3.2. Amostras, Reagentes, Solucdes e Extratos
3.2.1. Preparo das amostras
Cada amostra identificada foi espalhada sobre uma folha de papel dentro
de bandejas de aluminio. Fez-se a limpeza retirando galhos, raizes e folhas e
deixou-se secar ao ar livre por 1 hora. Em seguida, foram destorroadas usando

um rolo de madeira e passadas em peneira com malha de 2 mm.

3.2.2. Preparo das solucfes
Foram usadas as seguintes solucbes e reagentes necessarias para a
analise das amostras:
v" Solucao extratora duplo-acida (HCI 0,05 M + H2S04 0,0125 M).
v" Solucéo acida de molibdato de amonio (NH4)eM07024) 2% (m/v)
(concentrada).
v' Solucéo acida de molibdato de aménio (NH4)sMO7024) (diluida).
v Solucéo padréo estoque de fésforo KH2PO4 p.a (50 mg de P/dm3).
v' Acido ascorbico p.a (CsHsOs).
As solucdes padrao de fosforo foram preparadas a partir da solucao
padrdo estoque (50 mg P/dm3) de modo que cada solucdo apresentasse
respectivamente: 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mg de P/dm3. Cada frasco foi

guardado, tampado e identificado com as devidas concentragdes.

3.3. Equipamentos e Vidrarias
Para a filtragdo dos extratos utilizou-se uma bomba a vacuo, marca
Solab e o espectrofotbmetro marca Bel, modelo LGS 53 com duplo feixe para

obtencao das absorbancias, figura 12.
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Figura 12- Equipamentos utilizados nas andlises das amostras; bomba a vacuo (direita),

espectrofotdmetro (esquerda).

Também foram utilizadas vidrarias variadas como erlenmeyer (25 mL),
beckers (25 e 50 mL), pipetas graduadas e volumétricas (1, 2, 5, 10, 25 e 50 mL),
uma microplaca de poliestireno incolor, micropipetas automéaticas da marca
Kasvi de volumes variaveis, kitassato de 125 mL e funil de Buchner. Foram
utilizadas também cubetas de quartzo (10 mm / 4,5 mL), balanca analitica marca

Shimadzu, modelo AUY 220D.

3.4. Sistema para Aquisi¢ao das Imagens Digitais

O sistema de aquisi¢cdo de dados baseado na captura de imagens digitais
€ mostrado na figura 13.

O sistema era composto por um computador com processador AMD LE
1620 2,4 GHZ, um scanner HP Scanjet G2710, adaptado com uma caixa com
dimensdes de 3 x 28 x 36 cm. Cada imagem era obtida com 24 bits, resolucéo
de 300 dpi e salvas na extensdo JPG. Durante a digitalizacdo, apos o
posicionamento da microplaca sobre o scanner contendo os padrées ou extratos
de solo, a tampa foi colocada para impedir que a luz externa interferisse na

analise final das imagens.
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Figura 13- Sistema de aquisicdo de imagens digitais; computador (a), scanner (b), microplaca (c).

3.5. Construcdo da Curva Padrao de Fésforo
3.5.1. Preparo da curva padréo de fosforo pelo método de referéncia
Em erlenmeyer de 125 mL pipetou-se 5 mL de cada solucdo padrao
diluida, 10 mL de solucdo acida de molibdato de aménio e 30 mg de acido
ascorbico. A figura 14 mostra o preparo destas solugbes. Foram preparadas 7

padrdes em triplicata.

Figura 14- Solucdes de padrbes para preparo da reta padréo de P.

Agitou-se manualmente por 2 minutos cada solugdo. Decorridos

aproximadamente 60 minutos para a formacédo de cor, foi realizada a leitura de
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cada padrdo. O branco foi preparado usando apenas 10 mL de molibdato de
amonio diluido e 30 mg de acido ascorbico p.a. Cada padrdo e o branco foram

analisados em triplicata.

3.6. Preparo da curva padréo de fosforo pelo método proposto
Antes de se realizar as medidas das absorbancias, apos o
desenvolvimento da cor, foram retirados cerca de 350 pL de solucdo de cada
padrdo em triplicata e transferidos para cada po¢o da microplaca. A figura 15

mostra a microplaca contendo as solucdes padréao (P1 a P7).

Figura 15- Solug8es padrdo de fésforo na microplaca.

3.6.1. Preparo dos extratos de solo

Foram pesados 10 g de cada amostra em erlemeyers de 125 mL,
adicionados 100 mL de solucdo de Mehlich 1. Agitou-se cada extrato por 5 min
e deixou-se decantar sem tampar por 24h. A figura 16 mostra o resultado do

preparo dos extratos do solo.
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Figura 16- Extratos de solo tipo Latossolo amarelo.

3.7. Andlise dos extratos de Solo pelo Método de Referéncia

3.7.1. Filtracdo dos extratos

Decorridos 24 horas apés o preparo dos extratos de solo foi realizado a
filtragdo. Para isto foram utilizados uma bomba a vacuo, um kitassato de 125 mL,
um funil de Buchner e um papel de filtro comercial. Apos ligar a bomba, despejou-
se cuidadosamente o liquido em suspensao dos extratos sobre o funil para ser
filtrado, descartando o solo precipitado no fundo dos erlenmeyers. Ao final foram
obtidos aproximadamente 30 mL de cada extrato e estes foram armazenados

em frascos ambar e identificados.

3.7.2. Extracdo de fésforo com solugdo de Mehlich 1
Pipetou-se 5 mL de cada extrato filtrado anteriormente e transferiu-os para
erlenmeyers de 125 mL. Em seguida foram adicionados 10 mL de solucao acida
de molibdato de aménio diluida e 30 mg de acido ascorbico. Esta etapa foi
realizada em triplicata. Agitou-se manualmente por dois minutos cada solucao
preparada e aguardou-se o desenvolvimento da cor por aproximadamente 60

minutos. Efetuou-se a leitura em 660 nm.



47

3.8. Analise dos extratos de Solo pelo Método Proposto
Como feito com os padrdes, da mesma forma apds o desenvolvimento
da cor, foram retirados cerca de 350 pL de solucéo de cada extrato em triplicata

e transferidos para cada poc¢o da microplaca como mostra a figura 17.

Figura 17- Extratos de solo ap6s a mudanca de cor. latossolo amarelo.

3.8.1. Determinacao de pH em agua
Para medir a concentracdo efetiva de ions H* na solugéo do solo, por
meio de eletrodo combinado, imerso em suspensao solo/agua na proporgéo de
1:2,5, foram pesados 10 g de solo em bécher de 100 mL e adicionados 25 mL
de agua destilada agitando a mistura com bastdo individual e deixou-se em
repouso por 1 hora. Agitou-se novamente com bastdo de vidro e mergulhou-se

o eletrodo na suspensdo homogeneizada e efetuou-se a leitura do pH.

3.9. Software para Tratamento das Imagens
ImageJ é um programa de analise de imagem que foi desenvolvido pelo
Instituto Nacional de Saude. Este software é de dominio publico e roda em varios
sistemas operacionais, como Windows, Linux e Mac.
A janela principal do ImageJ possui uma barra de menus, uma barra de

ferramentas e uma barra de status, figura 18.
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Figura 18- Janela do ImageJ.

Para obtencéo dos valores das componentes RGB, abre-se a imagem

através do menu File => Open, figural9.

1" Image) =3 X
Eﬂ Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

New JA|a|olO] oo 28|~ | |»
ght click to switch)

Open Next Ctrl+Shift+O

Open Samples »

Open Recent »

Import 4

Close Ctrl+W

Close All Ctrl+Shift+W

Save Ctri+S

Save As 4

Revert Ctr+R

Page Setup...

Print... Ctri+P

Quit

Figura 19— Abrindo uma imagem.

Com a imagem aberta, seleciona-se a regiao de interesse, figura 20.
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Figura 20 - Definindo a area selecionada da imagem para analise.

Selecionada a regido de interesse da imagem, obtém-se os valores das
componentes RGB através do menu Plugins =>Analyze => RGB Measure,

figuras 21 e 22.

File Edit Image Process Analyze g Window Help
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Compile and Run...
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-
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Filters
Graphics
Input-Output
Process
Scripts
Stacks
Tools

Figura 21- Passos para obter os valores de RGB.
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Figura 22 - Resultados obtidos a partir da area selecionada da imagem.

Os valores das componentes RGB das imagens capturadas por scanner
e tratadas com o programa ImageJ foram transferidos para o Excel para calcular

a norma, equagéao 11.
Ni=VR2+G2+B2 (11)

Onde Ni é o valor da norma e Rm, Gm € Bm sd@o os valores médios das

componentes R, G e B, respectivamente.

3.10. Determinacao de Fosforo Disponivel
3.10.1. Determinacgéo de fésforo no solo pelo método de referéncia
A curva analitica foi construida relacionando os valores de absor¢éo do
complexo fosfomolibdato de amdnio em funcéo das concentracdes das solucdes
padrao de fésforo. As medidas foram realizadas em 660 nm (SILVA, 2009). Apés
realizadas as medidas de absorbéncia das amostras, as mesmas foram

lancadas na equacao 6.
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3.10.2. Determinacéao de fosforo no solo pelo método proposto
A curva analitica por imagens digitais foi construida relacionando os
valores da norma em fungdo das concentracdes das solu¢des padrédo de fosforo.
Isso fornece uma equacdo semelhante aquela apresentada na equacédo 6. O
calculo para obtencdo da concentracdo de fésforo foi realizado com base na
equacao obtida e na norma das amostras, calculadas de acordo com a equagao

11.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Eﬂ%

4.1. Observacdes Preliminares

4.1.1. Estudo da posicao e area da microplaca no scanner

Para verificar a influéncia da posicdo da microplaca no scanner em
relacdo aos valores médios das componentes RGB, comparou-se diferentes
posicBes da microplaca sobre o scanner. A posicao horizontal e centralizada foi

a que apresentou menores variagcdes na obtencéo desses valores.

Figura 23- Diferentes areas selecionadas em diferentes posi¢cdes no pogo da microplaca
contendo padrdes de fésforo.

Tabela 2- Valores médios das componentes RGB para diferentes areas posicionadas nas

imagens
Posicdo Area Rm Gnm Bm S Reliiir\?o%
1 50x50 54 87 110 0,1 0,0
2 30x30 53 86 111 0,7 0,3
3 30x30 51 80 103 4,6 2,0
4 30x30 59 95 116 51 2,3
5 30x30 51 85 109 1,6 0,7
6 30x30 56 88 111 11 0,5

SD= Desvio padrao.
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A escolha de posicbes diferentes da imagem da solucdo padréo
analisada, figura 23, mesmo mantendo &rea constante, alterava os resultados
finais de cor, devido ao sombreamento e excesso de brilho nas bordas durante
0 escaneamento. Para amenizar esses fatores, a area de regido da imagem
assim como a posi¢do foram mantidas constante. E a area que apresentou
menores desvios padrdoes na obtencdo das componentes RGB foi a de 50x50
(posicéo 1), como mostra a tabela 2. Quando empregado os valores médios ou
moda de cada componente de cor usando esses fatores, ndo foram observadas
variagdes nos resultados. Deste modo, optou-se em utilizar os valores médios

das componentes RGB para o célculo da norma.

4.1.2. Estudo de obtencao das imagens pelo scanner

Durante o escaneamento das aliquotas dos padrdes, foram observadas
variacfes no uso de diferentes volumes adicionados aos pocos da microplaca.
O gréfico 2 mostra a relacao entre o logaritmo da norma e o volume de solucdo

adicionado ao poco da microplaca.
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0040 | &
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Grafico 2- Relacao entre o volumes adicionados a microplaca e o log da norma dos padrdes

obtidos com scanner.
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Souza et al. (2014), afirmam que a variagdo do volume interfere
diretamente na resposta analitica obtida e a altura do volume define o
comprimento do caminho éptico. Como pode ser observado no grafico 2, ha
uma boa correlacdo quando séo adicionadas nos poc¢os da microplaca aliquotas
entre 50 pL e 400 pL das solucbes padrbes. Para aliquotas com 50 uL, por ndo
ser o volume suficiente para preencher totalmente o poco da microplaca, a
resposta analitica sofreu interferéncia na leitura da regido sem amostra. Com
volumes de 400 pL, provocou a formacao de menisco que refletiu dentro do poco
guando a imagem foi digitalizada. Para volumes acima de 400 pL, o excesso de
brilho relacionado ao preenchimento incompleto do poco e a formacao de uma
calota esférica resultaram em variacdes nas componentes R, G e B.

Dessa forma, foi testado e adotado o volume 350 pL, pois obtinha-se
imagens mais nitidas e o excesso de brilho foi amenizado podendo-se realizar a
selecdo da area sem observar variagcdes nos valores de média ou moda de cada
canal R, G e B.

No teste de reprodutibilidade das imagens foi avaliada a estabilidade com
base na sequéncia de leituras consecutivas (resolucao de 300 dpi), conforme
mostrado no grafico 3. Foi observado que as duas primeiras leituras
apresentavam valores diferentes nas componentes RGB. Isto ocorre devido ao
processo de estabilizacéo inicial do leitor CCD do scanner (SOUZA et al., 2014).
Logo foram descartadas as leituras iniciais, e utilizadas somente a quarta ou

quinta imagem para analise.
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Grafico 3- Informacdes colorimétricas obtidas durante leituras consecutivas do scanner.

O gréfico 4 apresenta os valores meédios individuais de cada componente
R, G e B correspondentes as imagens digitais capturadas para as solucdes de

calibracao de fosforo.
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Gréfico 4- valores médios individuais das componentes R, G e B das imagens digitais capturadas

para as solu¢@es de calibracao.

Embora se observe no grafico 4 uma maior predominancia da componete

R (red) em relacédo as demais e esta responda linearmente em quase todas a
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faixa de trabalho, o uso somente desta componente pode levar a curvas
analiticas ndo-lineares, assim como valores subestimados para a concentracao
do analito nas amostras. Diante disto, os valores da norma foram adotados como
resposta analitica, determinados a partir dos valores meédios das trés

componentes (R, G e B) (LYRA et al., 2009).

4.1.3. Curvas de calibracdo e o tempo de andlise

As curvas analiticas foram construidas baseadas nos valores do
logaritmo da norma das componentes RGB em funcdo da concentracdo das
solucbes do padrdao de fosforo para imagens e por espectrofotometria
registrando-se os valores de absorbancia em funcéo da concentracéo, gréafico
5.

Durante a obtencdo das curvas de calibracdo observou-se que a
intensidade de coloracdo azul aumentava com o passar do tempo ap6s a adicao
do redutor (SANTOS et al., 2014).

Sendo assim, foram realizadas medidas de absorbéancia e obtencéo das
imagens dos padrdes apdés a mudanca de cor em intervalos de 30, 60 e ap6s 60
minutos para ambos os métodos. Foram observadas oscilagfes nas leituras de
absorbancia, nos valores das componentes R, G e B, consequentemente nas
concentragfes de fosforo das amostras. Isso se deve a instabilidade de cor
causada pela heterogeneidade dos extratos (SANTOS et al.,2014).

Como pode ser visto no grafico 5, as leituras realizadas proximo de 30
e apo6s 60 minutos resultaram em curvas com variacdes de r2 abaixo de 0,95,
tanto para o método de referéncia, quanto para o método proposto. Mas para

leituras realizadas proximas de 60 min, o coeficiente de corregdo r? era obtido
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mais proximo de 1. Dessa forma as medidas passaram a ser realizadas neste

intervalo de tempo para obter resultados mais confiaveis.
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Grafico 5-- Curvas analiticas obtidas pelas duas metodologias em diferentes tempos de
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Como pode ser visto no grafico 5, ambos os métodos, exibem um
comportamento linear entre a resposta analitica e a concentragdo do analito.
Essa inferéncia, baseada inicialmente em uma inspecao visual, € confirmada

mediante a andlise grafica dos residuos deixados pelos modelos, grafico 6.
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Grafico 6-Residuos gerados pelas curvas analiticas por EAM (m) e DIB(A).

Tais ajustes na metodologia resultaram na obtencdo de melhores
coeficientes de correlagdo e, consequentemente, menores erros em Y. Isto
resultou em uma melhor sobreposicédo dos pontos experimentais a uma reta com

inclinacdo positiva.

4.2. Andlise dos residuos

A analise do grafico dos residuos permite detectar problemas no ajuste da
curva, como desvios da linearidade (RIBEIRO et al.,2008). Foram construidos
gréafico dos residuos para as medidas obtidas pelas duas metodologias.

Como pode ser visto no grafico 6, os residuos gerados apresentaram
erros com distribuicdo uniforme aleatdria ao longo da faixa de concentracdo das
solucdes padrdes de fosforo tanto pelo método de referéncia quanto pelo método
proposto. Pode-se observar que ndo ha problemas na falta de ajustes na etapa

de calibracdo para os métodos supracitados.

4.3. Limites de Deteccdo e Quantificacéo
Os LD e LQ foram obtidos através da preparacéo de 30 brancos para cada

analito. Os valores de LD e LQ sao mostrados na tabela 3.
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Tabela 3- LD e LQ obtidos pelo método proposto (DIB) e pelo método de referéncia (EAM).

mg/dm?3
LD LQ
EAM 0,24 0,82
DIB 0,16 0,55

Pode-se observar que o método de referéncia apresentou valores de LD

e LQ maiores que o método por imagens digitais.

4.4. Resultados Obtidos pelos Dois Métodos
A tabela 4 apresenta os resultados obtidos pelas duas metodologias e
os valores de pH, além dos resultados obtidos pelo Laboratério de Solos

(DEAS/FCA).

Tabela 4- Valores obtidos de *concentracdo(mg/dm3) de fésforo em latossolo amarelo(LA)

pelo método de referéncia (EAM) e imagens digitais(DIB).

ICET LAB/GAIAQ DEAS/FCA
Amostras
EAM* DIB* pH(H20) EAM*
LA1 2,87 2,74 4.7 3,00
LB1 2,45 2,35 45 3,00
LA2 2,88 3,00 42 2,00
LB2 18,20 18,23 4.7 18,00

* Valores de concentracdo em mg/dms3 obtidos para fosforo em latossolo amarelo (LA) pelo
método de referéncia (EAM) e imagens digitais (DIB); LAl e LB1 sdo as amostras coletadas
no més de abril (periodo de chuva); LA2 e LB2 amostras coletadas no més de agosto
(periodo seco).

Como mostra a tabela 4, pode-se observar uma boa concordancia entre
os resultados obtidos pelo método proposto com aqueles obtidos pelo método
de referéncia. A concentracdo de P foram maiores nas amostras coletadas no

periodo seco em relacdo ao periodo chuvoso. Esta diferenca esta relacionada
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ao processo de erosao laminar que carregam os nutrientes sobre a superficie do
solo e ao processo de lixiviagao, que lavam o solo no sentido vertical (ALCARDE
et al.,1998). Para minimizar a variacao nos resultados, o ideal seria que a coleta
fosse realizada em 2 ou 3 meses antes do plantio, no inicio da estacédo seca,
apos o ultimo parcelamento de adubacdo (MANICA, 1999; MALAVOLTA, 2006;
SILVA, 2009).

Para ambos os métodos foram observados que a partir da concentracao
de 4mg/dm? as curvas apresentavam um leve decaimento, se afastando da
linearidade. A tabela 5 apresenta o intervalo da faixa de trabalho para ambos os

métodos.

Tabela 5- Faixa dindmica linear por Espectrofotometria(EAM) e Imagens Digitais(DIB).

Faixa dinamica linear
EAM 0,24 — 4 mg/dm3
DIB 0,16 - 4 mg/dm3

Foi aplicado teste t emparelhado ao conjunto de dados obtidos das
concentracdes de fosforo por ambos os métodos para um nivel de confianca de
95%. Verificou-se que nao existe diferenca significativa, entre as duas
metodologias para o nivel de confianca considerado (p<0,05), (tcaiculado = 0,4705
e teritco = 2,7764). Os desvios padrao relativos dos resultados obtidos pela

metodologia proposta foram inferiores a 3,0%.
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5. CONCLUSAO Il

Os estudos de volumes dos padrdes de fosforo adicionados a microplaca,
area da imagem analisada e tempo de analise, contribuiram para superar as
dificuldades experimentais causada pela heterogeneidade dos extratos
(SOARES et al.,, 2012). Foram observados que se obtinha menores desvios
padrées quando se mantinha o volume constante, area de selecdo da imagem e
guando a filtracao dos extratos era realizada.

Por meio dos valores dos coeficientes de correlacdo (r) obtidos para as
curvas por EAM e DIB, observa-se boa linearidade por ambos os métodos na
faixa de concentracdo em estudo. Os resultados obtidos ao se aplicar o test t
emparelhado demonstraram que o método proposto pode ser utilizado para
determinacdo de fésforo no solo, que aliado ao o uso de scanner oferece a
vantagem de se obter resultados com uma Unica imagem, diferentes de outros
aparelhos como a webcam e camera de celular.

E um método simples e econdmico, por utilizar equipamentos de baixo
custo e baixo consumo de reagentes pelo uso de microplaca com 96 micro pocos
(méximo de 400 pL cada poco), podendo ser aplicada em andlise de rotina na
agricultura.

Dessa forma, espera-se que este trabalho contribua com estudos que
viabilizem o uso do método por imagens digitais em analise de solo, auxiliando

0s pequenos agricultores da regido.
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5.1. Propostas Futuras

Para obter resultados mais completos pelo método proposto usando

scanner pretende-se:

e Aplicar o método para determinar concentra¢cdes de outros macro e micro
nutrientes (K, Na, Mn, Fe, Zn e Cu) em outras culturas de importancia

econdmica da regido.
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