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Determinacao de Digestibilidade em Rag¢des Animais
Utilizando Imagens Digitais: Uma Alternativa de Baixo
Custo

Determination of Digestibility in Animal Feeds Using Digital Images:
A Cost-Effective Alternative

Pedro Augusto de Oliveira Morais,>** Geisiane Silva Sousa,®"” Gabriela Ferreira Matos,?
Marcos Antonio Delmondes Bomfim?®

Digestibility analysis is essential for the nutritional evaluation of animal feeds. However, the main
methods used to determine this parameter are costly to implement as they require high-value equipment.
For instance, spectrophotometry, although widely used, relies on the use of a UV-VIS spectrophotometer,
which is not readily available in many laboratories. Faced with this limitation, this study presents a
methodology for determining the concentration of the marker TiO, in fish feed and feces through digital
imaging. After sulfuric digestion and the addition of hydrogen peroxide, digital images were obtained.
Subsequently, the average values of the red (R), green (G), and blue (B) color channels were determined
and correlated with the marker content. Using the analytical curve, the TiO, levels in nine feed and feces
samples were determined. According to the t-test, no statistical differences were observed between the
results obtained using digital images and spectrophotometric readings. Therefore, digital images can be
used for the quantification of this digestibility marker at a reduced cost.

Keywords: Digital images; digestibility analysis; spectrophotometry; imagelJ; animal feed.

1. Introducao

A digestibilidade é um dos pardmetros essenciais para avaliagdo nutricional de alimentos.!
Geralmente, a digestibilidade é determinada por meio de marcadores internos, presentes nos
alimentos, ou por marcadores externos, adicionados ao alimento.> Os marcadores externos
devem ser inertes e indigeriveis, mas de fécil determinagdo analitica. O di6xido de titanio
(TiO,), por exemplo, atende a esses requisitos e € utilizado como marcador de digestibilidade?
em ovelhas,** porcos,® equinos’ e peixes.®’ Primeiramente, pequenas dosagens de TiO, sdo
adicionadas a rag¢do dos animais. Ap6s o consumo e excre¢io, determina-se os teores desse
marcador na ragdo e nas fezes.’

Previamente a quantificag¢@o, as amostras devem ser digeridas utilizando 4cido sulftrico e
bloco de digestdo.>! Apés a digestao, os teores de dioxido de titAnio podem ser determinados por
meio da espectrofotometria de absor¢do atdmica,'' espectrOmetro de emissio Gptica de plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES)'*" e a espectrofotometria UV-VIS.*>!*15 A determinagio
espectrofotométrica € a mais utilizada devido ao menor custo do equipamento. Neste método,
apo6s a digestdo sulftrica, adiciona-se peréxido de hidrogénio (H,0,). O produto da reacao entre
0 TiO, e 0 H,0, ainda ndo € totalmente definido.'®!” Snell e Snell, (1949)'¥ sugerem a formagao
de H,TiO;, enquanto, Vogel et al. (1989)" indicam a formacdo de [TiO(SO,),]* ou fon similar,
ou [Ti(H,0,)]*. Segundo Schwarzenbach et al., (1970)* a coloracio do produto dessa reagdo
pode variar de acordo com o pH. Em condigdes fortemente dcidas, o produto apresenta coloragio
alaranjada, por volta do pH 3, coloracdo amarelada e incolor em condigdes mais basicas.

Embora esses métodos sejam sensiveis e com ampla aplicabilidade, eles exigem o uso de
equipamentos de alto custo, encarecendo a analise e impossibilitando a disponibilidade dessas
analises para muitos laboratdrios. Nessa direcdo, métodos mais simples e baratos devem ser
incentivados. O uso de imagens digitais, por exemplo, € uma alternativa a espectrofotometria na
regido do visivel com mesma qualidade de andlise, mas com custo reduzido.?"** Imagens digitais
ja foram utilizadas na andlise de solo,?*" dgua,?®* bebidas,**° drogas,* combustiveis,*
sangue,* na classificacdo de bactérias® e na determinacgio da constante de equilibrio.**¥

Diante disso, o objetivo deste estudo € quantificar o marcador diéxido de titdnio em ragao e
fezes de peixes para avaliacdo da digestibilidade por meio de imagens digitais obtidas utilizando
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smartphone, um dispositivo acessivel. Os resultados dessa
metodologia serdo comparados com a determinagdo
espectrofotométrica.

2. Experimental

2.1. Reagentes

Acido Sulfirico P.A. (Quimex, Uberaba-MG), Peréxido
de hidrogénio 30 %, Sulfato de potdssio, Sulfato de cobre,
e Didéxido de Titanio (Isofar, Duque de Caxias-RJ)

2.2. Equipamentos

O picador/triturador forrageiro de marca Trapp (Jaragua
do Sul, Brasil) Trf 400 Super foi empregado na moagem
da soja e do milho. O picador de carne da marca C.A.F.
Maigquinas (Rio Claro, Brasil), modelo 98 STI, foi aplicado
para producdo dos pellets da racdo. A balanga analitica
da marca Shimadzu (Quioto, Japdo), modelo AUY220 foi
utilizada para pesagem das amostras. O bloco digestor da
marca Quimis® (Diadema, Brasil) modelo Q327M242 foi
utilizado para digestdo das amostras. O espectrofotometro
UV-VIS modelo 110S da marca Bel (Milano, Itdlia) foi
utilizado para leitura das absorbancias. As imagens digitais
foram obtidas utilizando a camera do smartphone Zenfone 5
da marca Asus (Taipei, Taiwan).

2.3. Amostras

O experimento recebeu aprovacdo da Comissao de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), com protocolo de
n°®23115.012035/2018-37, e foi conduzido no Laboratoério
de Nutricdo e Alimentacdo de Organismos Aqudticos do
Maranhio (LANUMA), localizado no Centro de Ciéncias
de Chapadinha, pertencente a UFMA, no municipio de
Chapadinha, Maranhdo.

Foram utilizadas nove amostras neste estudo, sendo seis
de fezes de peixes e trés de ragdes. Inicialmente, preparou-
se a racdo de referéncia, composta por farelo de soja,
milho, 6leo de soja, sal, calcdrio calcitico, fosfato bicdlcio,
suplementos vitaminicos e minerais. As trés amostras de
ra¢do foram compostas por 69,9% da racdo de referéncia
e, respectivamente, 30% de farinhas de visceras, sangue e
penas, com adicao de 0,1% de 6xido de titanio (TiO,) como
marcador indigesto.

As composig¢des foram pesadas separadamente em uma
balanca semi-analitica, conforme as proporgdes estabelecidas,
e combinadas manualmente em um misturador de rag¢do
artesanal por 10 minutos. A mistura resultante foi transferida
para um recipiente e umedecida com dgua aquecida a 50
°C, formando uma liga. As racdes foram peletizadas com
um picador de carne, secas em estufa de circulag@o for¢ada
de ar a 65 °C por 24 horas, e posteriormente trituradas em
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um moedor manual para carnes, resultando em pellets de
aproximadamente 3 mm de didmetro.

Foram utilizados 60 tambaquis (Colossoma macropomum)
na fase de crescimento com peso médiode 198,15 +3,11 g.
As ragdes foram ofertadas ad libitum em sete refeigoes
didrias (08:00, 10:00, 12:00, 14:00, 15:00, 16:00 e
17:00 horas). Para a coleta das fezes, os peixes foram
alojados em seis incubadoras de fibra de vidro com formato
conico e capacidade volumétrica de 220 litros. Cada
incubadora estava equipada com sistemas individuais de
abastecimento, drenagem e aeracéo. Apds a ltima refei¢ao
do dia, realizava-se a limpeza das paredes das incubadoras
e a renovagdo completa da 4gua. O fundo das incubadoras,
revestido com lona de PVC, tinha coletores de polietileno
acoplados para armazenar as fezes, protegidos contra
fermentag@o por meio de acondicionamento em caixas
térmicas com gelo. As coletas das fezes ocorriam a cada
duas horas, com inicio as 20h e término as 6h. Apds cada
coleta, as fezes foram levadas para uma estufa de circulacio
forcada de ar a 65 °C, onde eram mantidas por 72 horas.
Em seguida, as amostras eram trituradas e homogeneizadas.

2.4. Preparo da curva analitica

A curva analitica foi preparada utilizando 6 solucdes de
didéxido de titdnio de concentragao de: 0,00; 0,02; 0,04; 0,06;
0,08 0,1 gL''. Cada ponto da curva foi determinado em uma
unica réplica. Primeiramente, realizou-se a pesagem do TiO,
em tubo de digestdo. Em seguida, adicionou-se 2 g de mistura
catalitica, formada por sulfato de potassio (K,SO,) e sulfato
de cobre (CuSO,) na propor¢do de 10:1, e 5 mL de H,SO,
concentrado. Realizou-se a digestdo por 2 horas a 400 °C.
Ap6s o resfriamento, adicionou-se 10 mL de peréxido de
hidrogénio (H,0,). Em seguida, transferiu-se a solugdo para
um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume
utilizando dgua destilada. Por tltimo, realizou-se a leitura
espectrofotométrica das solugdes a 410 nm utilizando cubetas
de vidro de caminho 6ptico de 10 mm. O branco, padrio sem
adicdo de TiO,, foi utilizado para zerar o equipamento.

2.5. Determinacédo do limite de quantificacdo (LQ) e do
limite de deteccéo (LD)

A partir da curva analitica determinou-se o limite de
quantificagdo (LQ), isto €, a menor concentragdo do analito
(TiO,) que pode ser quantificada e o limite de deteccio (LD),
a menor concentracido de analito detectdvel, utilizando,
respectivamente, as Equagoes 1 e 2.44

(e}
LQ=10.— (1

(e)
LD=33.~ 2
5 (2)

onde ¢ € o desvio padrio residual da linha de regressao e b
é o coeficiente angular da curva analitica.
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2.6. Determinacdo dos teores de TiO,

Utilizando balanca analitica, pesou-se 0,5 g das amostras
em tubo de vidro com didmetro de 2,5 cm e capacidade para
98 mL. Em seguida, adicionou-se a mistura cataliticae 5 mL.
de H,SO, concentrado. De forma similar a curva analitica, as
amostras foram digeridas por 2 horas. Apés o resfriamento e
adi¢d@o de 10 mL de peréxido de hidrogénio, transferiu-se a
solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL, completado
com 4gua destilada. Por ultimo, realizou-se a leitura
espectrofotométrica das solucdes a 410 nm.

2.7. Obtencao das imagens digitais

Ap0s a leitura espectrofotométrica, 2 mL de cada amostra
e solugdo da curva analitica foram transferidas para uma placa
Elisa de 24 pogos de material transparente. O branco foi
transferido para o primeiro poco, Al, e as solucdes da curva
analitica (0,02 a 0,1 g L'") foram transferidas para os pogos
A2 a A6. As nove amostras em duplicata foram transferidas
para os pocos B1 até D6. Ap6s o preenchimento, a placa Elisa
foi disposta em uma placa de vidro transparente de espessura
de 3 mm. Em seguida, utilizando a cadmera do smartphone,
imagens digitais foram obtidas a uma distancia de 15 cm da
regido inferior da placa Elisa. Essa distancia foi otimizada
para garantir que a imagem capturada incluisse toda a placa
em uma Unica captura, eliminando a necessidade de multiplas
imagens para a mesma placa. As imagens foram obtidas com
resolugdo de 72 pontos por polegada, dpi (dots per inch) e
em formato Joint Photographics Experts Group (.jpeg), como
ilustrado na Figura 1.

W A T B TS e s ]

B6 —SB5 B4 B3 B 2 5]

Co 5 c4 (3 CoE C ]

D6 285 D4 D3 D2 Dl

Figura 1. Imagem da placa Elisa contendo a curva analitica (Al — A6) e
as nove amostras (B1 — D6)

2.8. Determinacao da concentracdo de TiO, utilizando
imagens digitais

Ap6s a coleta das imagens, o software de livre acesso
ImageJ* foi utilizado para a extragio dos valores médios de
cada canal das cores vermelho, verde e azul (RGB — Red,
Green e Blue). Por meio da funcdo ReadPlate,’" um plugin
desse software, todos os valores médios de cada canal de
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cada pogo foram obtidos simultaneamente. Apenas uma sub-
regido circular, localizada no centro de cada pogo da placa, foi
utilizada, com um didmetro de 50 pixels. Os valores médios
de cada canal de cor das imagens, da curva analitica e das
amostras, foram normalizados utilizando as Equagdes 3,4 e 5.

I S
JR? +G* + B?
G
NR*+G*+B? @

B

VR? +G* + B?

onde, R, G e B correspondem, respectivamente, aos
valores médios dos canais de cores vermelho, verde e
azul e correspondem respectivamente, aos valores médios
normalizados dos canais de cores vermelho, verde e azul.
A normalizacdo garante que os valores de R, G e B estejam
confinados ao intervalode O a 1.

Em seguida, os valores normalizados dos trés canais de
cores foram convertidos para absorbancia (A) utilizando as
Equagdes 6, 7 e 8.

=|
Il

3

QI
I

=
Il

)

R
A=-log,, E (6)
G
A= —10 = 7
231 G, @)
B
A= —10 _— 8
g0 B, (8)

onde, Ry, G, e B, correspondem, respectivamente, ao valor
médio normalizado dos canais vermelho, verde e azul do
branco, solucdo sem adicao de TiO,. Todas essas operagdes
matematicas foram realizadas no software Microsoft Excel®.
Em seguida, as absorbancias foram correlacionadas com as
concentragdes de TiO, gerando um modelo linear conforme
Equagdo 9.

y=bx+a 9)
onde b corresponde ao coeficiente angular e a o coeficiente
linear.

Por meio da curva analitica, determinou-se os teores de
TiO, em cada uma das amostras.

3. Resultados e Discussao

A reacdo entre o didxido de titdnio e o perdxido de
hidrogénio promove a alteracdo da colorag@o das solugdes
para amarelo de acordo com a concentragdo do TiO,.
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Embora a metodologia espectrofotométrica seja bastante
empregada na determinacio da digestibilidade, seu uso
depende do espectrofotdmetro. Alternativamente, imagens
digitais também podem ser utilizadas. A Figura 2 apresenta
as curvas analiticas obtidas utilizando os valores médios
normalizados dos canais de cores R, G e B, assim como
para as absorbancias determinadas no espectrofotometro
2410 nm.

As curvas analiticas foram analisadas observando o
valor de R? assim como por meio da andlise de variincia
(ANOVA) daregressdo. Nesse teste, quanto maior o valor de
F mais significativo serd a rela¢do entre as duas varidveis.™
Conforme a Figura 2, as médias normalizadas do canal
vermelho proporcionaram o maior valor de R%: 0,9940. Por
meio da ANOVA da regressao, o valor de F calculado para a
relagdo entre a concentracdo de TiO, e a absorbancia a 410
nm € de 325,3. J4 os valores de F para as médias dos canais
de cores vermelho, verde e azul foram, respectivamente,
498,2; 318,6 € 336,2. Dessa forma, devido ao maior valor
de F e ao maior valor de R?, a curva analitica construida
utilizando o canal vermelho foi utilizada para determinacao
das concentragdes de TiO, nas amostras. O LD e o LQ para
essa curva analitica foram, respectivamente, 0,008 e 0,025 g
L. Para a curva analitica determinada em 410 nm, os valores
de LD e LQ foram de 0,009 e 0,028 g L', respectivamente.

Os graficos de residuo permitem a detecgao de possiveis
falhas de ajuste nas curvas analiticas.”® As Figuras 3a-d,
apresentam os residuos para as curvas analiticas obtidas com
os valores de absorbancias calculados a partir das médias
dos canais: R, G e B, e com a leitura espectrofotométrica a
410 nm, respectivamente.

De acordo com a Figura 3, os graficos de residuos
apresentam distribui¢do uniforme, homocedastidade, e
auséncia de amostras atipicas. Essas caracteristicas indicam
que as curvas analiticas estdo bem ajustadas.>

A Tabela 1 apresenta as concentragdes médias de TiO,
obtidas para cada amostra utilizando a curva analitica
baseada no canal vermelho em comparacio com o uso da
curva espectrofotométrica.

De acordo com a Tabela 1, as concentrag¢des de TiO, para
as amostras 5 e 9 para ambos os métodos ficaram abaixo
do limite de quantificagdo. Os resultados obtidos para a
espectrofotometria em 410 nm e utilizando imagens digitais,
Tabela 1, foram comparados utilizando o teste t pareado
a um nivel de confianga de 95%. Segundo a Tabela 1, os
valores de t calculados para as nove amostras s30 menores
que o valor de t critico bicaudal: 12,71. Portanto, ndo ha
diferenca significativa entre os valores médios determinados
pelos dois métodos.

Embora com ampla aplicabilidade, a metodologia
espectrofotométrica apresenta um custo relativamente alto
de implementacdo, o que limita a disponibilidade dessa
andlise em laboratérios com recursos limitados. Por outro
lado, o uso de imagens digitais pode viabilizar com mesma
significancia estatistica essa mesma andalise a um custo bem
menor. Nesse sentido € possivel democratizar essa andlise
a um nimero maior de solicitantes.

4. Conclusodes

Neste estudo, imagens digitais foram utilizadas
para determinacdo da concentragcdo do TiO, utilizado
como marcador de digestibilidade em rag@o animal. Os
resultados obtidos por meio do uso de imagens foram
comparados com a metodologia de maior aplicabilidade,
a espectrofotométrica. Segundo o teste-t, ndo foram
observadas diferencas estatisticas a um nivel de confianca de
95% entre os dois métodos. O uso de imagens permite uma
diminuicdo dos custos da andlise devido a substitui¢dao da

°R | I | y= 3,705|0x +0,0756 |
0,5H ° G R? =0,9909 .
* B
04+ * UV-VIS \ i
y=2,0787x - 0,0193
S 0.3 R?=0,9911
2
<« —
£ 02 }
2
© _
< 0,1
y =-0,4290x - 0,0040
oL R? =0,9907 4
0,1 [ !
y =-0,7744x - 0,0037
R%=0,9940
'Oa2 C | | | ! I | | | 7
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11
TiO, (gL™)

Figura 2. Curvas analiticas obtidas com a leitura espectrofotométrica 2 410 nm e com os valores de absorbancias calculados a
partir das médias dos canais: R, Ge B

736

Rev. Virtual Quim.



Morais

-3 -3
A) 5 x10 . B) ,x10
[ ]
D
1 [ [ ]
o OF =} >
=] =3
3 . =}
z z O
&, &
[ ] -l °
e
4 : : : - 2 : ‘ : : :
0,02 0,04 0,08 0,1 0,12 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
TiO, (gL™) TiO, (gL™)
0 D)
0,01 ¢ onik ; .
>
0,005 - 0,005
o ® L4 o) °
=] =
= 0 Z 0
8 [
~ I & 0,005 -
20,005
0,01} .
L ]
0,01 . - . . - ‘ : : : ;
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
TiO, (g LY TiO, (g Lh

Figura 3. Grificos de residuos para as curvas analiticas obtidas com valores de absorbancia: A) a partir da média do canal R; B) a partir da média do
canal G; C) a partir da média do canal B; e D) a partir da leitura espectrofotométrica a 410 nm

Tabela 1. Concentracéo de TiO, (g L!) determinadas por meio da espectrofotometria em 410 nm e por meio da

absorbancia calculada a partir do canal vermelho.

[TiO,] (g LY

[TiO,] (gL

Amostra Espectrofotometria 410 nm Canal R t-calculado
1 <LQ 0,027 + 1,61 x 10° -
2 0,056 = 3,49 x 10° 0,074 £ 3,50 x 107 3,29
3 0,033 £3,21 x 10° 0,049 £ 5,54 x 107 3,89
4 0,074 £ 1,51 x 10* 0,088 +7,70 x 107 0,95
5 <LQ <LQ -
6 <LQ 0,027 £ 2,10 x 107 -
7 0,078 £ 2,50 x 10° 0,091 £ 3,64 x 10 3,58
8 0,079 + 1,08x 10+ 0,097 + 1,10 x 10* 1,16
9 <LQ <LQ -
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