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Determinação de Digestibilidade em Rações 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,a,*  Geisiane Silva Sousa,a  Gabriela Ferreira Matos,b  
Marcos Antonio Delmondes Bomfima

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 TiO2 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 TiO2 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.
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1. Introdução

A digestibilidade é um dos parâmetros essenciais para avaliação nutricional de alimentos.1 
Geralmente, a digestibilidade é determinada por meio de marcadores internos, presentes nos 
alimentos, ou por marcadores externos, adicionados ao alimento.2 Os marcadores externos 
devem ser inertes e indigeríveis, mas de fácil determinação analítica. O dióxido de titânio 
(TiO2), por exemplo, atende a esses requisitos e é utilizado como marcador de digestibilidade3 
em ovelhas,4,5 porcos,6 equinos7 e peixes.8,9 Primeiramente, pequenas dosagens de TiO2 são 
adicionadas a ração dos animais. Após o consumo e excreção, determina-se os teores desse 
marcador na ração e nas fezes.3

Previamente a quantificação, as amostras devem ser digeridas utilizando ácido sulfúrico e 
bloco de digestão.3,10 Após a digestão, os teores de dióxido de titânio podem ser determinados por 
meio da espectrofotometria de absorção atômica,11 espectrômetro de emissão óptica de plasma 
acoplado indutivamente (ICP-OES)12,13 e a espectrofotometria UV-VIS.4,5,14,15 A determinação 
espectrofotométrica é a mais utilizada devido ao menor custo do equipamento. Neste método, 
após a digestão sulfúrica, adiciona-se peróxido de hidrogênio (H2O2). O produto da reação entre 
o TiO2 e o H2O2 ainda não é totalmente definido.16,17 Snell e Snell, (1949)18 sugerem a formação 
de H4TiO5, enquanto, Vogel et al. (1989)19 indicam a formação de [TiO(SO4)2]2- ou íon similar, 
ou [Ti(H2O2)]4+. Segundo Schwarzenbach et al., (1970)20 a coloração do produto dessa reação 
pode variar de acordo com o pH. Em condições fortemente ácidas, o produto apresenta coloração 
alaranjada, por volta do pH 3, coloração amarelada e incolor em condições mais básicas. 

Embora esses métodos sejam sensíveis e com ampla aplicabilidade, eles exigem o uso de 
equipamentos de alto custo, encarecendo a análise e impossibilitando a disponibilidade dessas 
análises para muitos laboratórios. Nessa direção, métodos mais simples e baratos devem ser 
incentivados. O uso de imagens digitais, por exemplo, é uma alternativa a espectrofotometria na 
região do visível com mesma qualidade de análise, mas com custo reduzido.21,22 Imagens digitais 
já foram utilizadas na análise de solo,23–27 água,28–33 bebidas,34–40 drogas,41–43 combustíveis,43 
sangue,44 na classificação de bactérias45 e na determinação da constante de equilíbrio.46,47

Diante disso, o objetivo deste estudo é quantificar o marcador dióxido de titânio em ração e 
fezes de peixes para avaliação da digestibilidade por meio de imagens digitais obtidas utilizando 
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smartphone, um dispositivo acessível. Os resultados dessa 
metodologia serão comparados com a determinação 
espectrofotométrica. 

2. Experimental

2.1. Reagentes 

Ácido Sulfúrico P.A. (Quimex, Uberaba-MG), Peróxido 
de hidrogênio 30 %, Sulfato de potássio, Sulfato de cobre, 
e Dióxido de Titânio (Isofar, Duque de Caxias-RJ) 

2.2. Equipamentos 

O picador/triturador forrageiro de marca Trapp (Jaraguá 
do Sul, Brasil) Trf 400 Super foi empregado na moagem 
da soja e do milho. O picador de carne da marca C.A.F. 
Máquinas (Rio Claro, Brasil), modelo 98 STI, foi aplicado 
para produção dos pellets da ração. A balança analítica 
da marca Shimadzu (Quioto, Japão), modelo AUY220 foi 
utilizada para pesagem das amostras. O bloco digestor da 
marca Quimis® (Diadema, Brasil) modelo Q327M242 foi 
utilizado para digestão das amostras. O espectrofotômetro 
UV-VIS modelo 110S da marca Bel (Milano, Itália) foi 
utilizado para leitura das absorbâncias. As imagens digitais 
foram obtidas utilizando a câmera do smartphone Zenfone 5 
da marca Asus (Taipei, Taiwan). 

2.3. Amostras

O experimento recebeu aprovação da Comissão de 
Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade 
Federal do Maranhão (UFMA), com protocolo de  
nº 23115.012035/2018-37, e foi conduzido no Laboratório 
de Nutrição e Alimentação de Organismos Aquáticos do 
Maranhão (LANUMA), localizado no Centro de Ciências 
de Chapadinha, pertencente à UFMA, no município de 
Chapadinha, Maranhão.

Foram utilizadas nove amostras neste estudo, sendo seis 
de fezes de peixes e três de rações. Inicialmente, preparou-
se a ração de referência, composta por farelo de soja, 
milho, óleo de soja, sal, calcário calcítico, fosfato bicálcio, 
suplementos vitamínicos e minerais. As três amostras de 
ração foram compostas por 69,9% da ração de referência 
e, respectivamente, 30% de farinhas de vísceras, sangue e 
penas, com adição de 0,1% de óxido de titânio (TiO2) como 
marcador indigesto. 

As composições foram pesadas separadamente em uma 
balança semi-analítica, conforme as proporções estabelecidas, 
e combinadas manualmente em um misturador de ração 
artesanal por 10 minutos. A mistura resultante foi transferida 
para um recipiente e umedecida com água aquecida a 50 
°C, formando uma liga. As rações foram peletizadas com 
um picador de carne, secas em estufa de circulação forçada 
de ar a 65 °C por 24 horas, e posteriormente trituradas em 

um moedor manual para carnes, resultando em pellets de 
aproximadamente 3 mm de diâmetro.

Foram utilizados 60 tambaquis (Colossoma macropomum) 
na fase de crescimento com peso médio de 198,15 ± 3,11 g. 
As rações foram ofertadas ad libitum em sete refeições 
diárias (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 
cônico e capacidade volumétrica de 220 litros. Cada 
incubadora estava equipada com sistemas individuais de 
abastecimento, drenagem e aeração. Após a última refeição 
do dia, realizava-se a limpeza das paredes das incubadoras 
e a renovação completa da água. O fundo das incubadoras, 
revestido com lona de PVC, tinha coletores de polietileno 
acoplados para armazenar as fezes, protegidos contra 
fermentação por meio de acondicionamento em caixas 
térmicas com gelo. As coletas das fezes ocorriam a cada 
duas horas, com início às 20h e término às 6h. Após cada 
coleta, as fezes foram levadas para uma estufa de circulação 
forçada de ar a 65 °C, onde eram mantidas por 72 horas. 
Em seguida, as amostras eram trituradas e homogeneizadas. 

2.4. Preparo da curva analítica

A curva analítica foi preparada utilizando 6 soluções de 
dióxido de titânio de concentração de: 0,00; 0,02; 0,04; 0,06; 
0,08 e 0,1 g L-1. Cada ponto da curva foi determinado em uma 
única réplica. Primeiramente, realizou-se a pesagem do TiO2 
em tubo de digestão. Em seguida, adicionou-se 2 g de mistura 
catalítica, formada por sulfato de potássio (K2SO4) e sulfato 
de cobre (CuSO4) na proporção de 10:1, e 5 mL de H2SO4 
concentrado. Realizou-se a digestão por 2 horas a 400 °C. 
Após o resfriamento, adicionou-se 10 mL de peróxido de 
hidrogênio (H2O2). Em seguida, transferiu-se a solução para 
um balão volumétrico de 100 mL e completou-se o volume 
utilizando água destilada. Por último, realizou-se a leitura 
espectrofotométrica das soluções à 410 nm utilizando cubetas 
de vidro de caminho óptico de 10 mm. O branco, padrão sem 
adição de TiO2, foi utilizado para zerar o equipamento. 

2.5. Determinação do limite de quantificação (LQ) e do 
limite de detecção (LD)

A partir da curva analítica determinou-se o limite de 
quantificação (LQ), isto é, a menor concentração do analito 
(TiO2) que pode ser quantificada e o limite de detecção (LD), 
a menor concentração de analito detectável, utilizando, 
respectivamente, as Equações 1 e 2.48,49

  (1)

  (2)

onde σ é o desvio padrão residual da linha de regressão e b 
é o coeficiente angular da curva analítica. 



Morais

735Vol. 16, No. 5, 2024

2.6. Determinação dos teores de TiO2

Utilizando balança analítica, pesou-se 0,5 g das amostras 
em tubo de vidro com diâmetro de 2,5 cm e capacidade para 
98 mL. Em seguida, adicionou-se a mistura catalítica e 5 mL 
de H2SO4 concentrado. De forma similar a curva analítica, as 
amostras foram digeridas por 2 horas. Após o resfriamento e 
adição de 10 mL de peróxido de hidrogênio, transferiu-se a 
solução para um balão volumétrico de 100 mL, completado 
com água destilada. Por último, realizou-se a leitura 
espectrofotométrica das soluções à 410 nm.

2.7. Obtenção das imagens digitais

Após a leitura espectrofotométrica, 2 mL de cada amostra 
e solução da curva analítica foram transferidas para uma placa 
Elisa de 24 poços de material transparente. O branco foi 
transferido para o primeiro poço, A1, e as soluções da curva 
analítica (0,02 a 0,1 g L-1) foram transferidas para os poços 
A2 a A6. As nove amostras em duplicata foram transferidas 
para os poços B1 até D6. Após o preenchimento, a placa Elisa 
foi disposta em uma placa de vidro transparente de espessura 
de 3 mm. Em seguida, utilizando a câmera do smartphone, 
imagens digitais foram obtidas à uma distância de 15 cm da 
região inferior da placa Elisa. Essa distância foi otimizada 
para garantir que a imagem capturada incluísse toda a placa 
em uma única captura, eliminando a necessidade de múltiplas 
imagens para a mesma placa. As imagens foram obtidas com 
resolução de 72 pontos por polegada, dpi (dots per inch) e 
em formato Joint Photographics Experts Group (.jpeg), como 
ilustrado na Figura 1.

2.8. Determinação da concentração de TiO2 utilizando 
imagens digitais

Após a coleta das imagens, o software de livre acesso 
ImageJ50 foi utilizado para a extração dos valores médios de 
cada canal das cores vermelho, verde e azul (RGB – Red, 
Green e Blue). Por meio da função ReadPlate,51 um plugin 
desse software, todos os valores médios de cada canal de 

cada poço foram obtidos simultaneamente. Apenas uma sub-
região circular, localizada no centro de cada poço da placa, foi 
utilizada, com um diâmetro de 50 pixels. Os valores médios 
de cada canal de cor das imagens, da curva analítica e das 
amostras, foram normalizados utilizando as Equações 3, 4 e 5.

  (3)

  (4)

  (5)

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 normalização garante que os valores de R, G e B estejam 
confinados ao intervalo de 0 a 1. 

Em seguida, os valores normalizados dos três canais de 
cores foram convertidos para absorbância (A) utilizando as 
Equações 6, 7 e 8. 

  (6)

  (7)

  (8)

onde, R0, G0 e B0 correspondem, respectivamente, ao valor 
médio normalizado dos canais vermelho, verde e azul do 
branco, solução sem adição de TiO2. Todas essas operações 
matemáticas foram realizadas no software Microsoft Excel®. 
Em seguida, as absorbâncias foram correlacionadas com as 
concentrações de TiO2 gerando um modelo linear conforme 
Equação 9.

  (9)

onde b corresponde ao coeficiente angular e a o coeficiente 
linear. 

Por meio da curva analítica, determinou-se os teores de 
TiO2 em cada uma das amostras. 

3. Resultados e Discussão

A reação entre o dióxido de titânio e o peróxido de 
hidrogênio promove a alteração da coloração das soluções 
para amarelo de acordo com a concentração do TiO2. 

Figura 1. Imagem da placa Elisa contendo a curva analítica (A1 – A6) e 
as nove amostras (B1 – D6)
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Embora a metodologia espectrofotométrica seja bastante 
empregada na determinação da digestibilidade, seu uso 
depende do espectrofotômetro. Alternativamente, imagens 
digitais também podem ser utilizadas. A Figura 2 apresenta 
as curvas analíticas obtidas utilizando os valores médios 
normalizados dos canais de cores R, G e B, assim como 
para as absorbâncias determinadas no espectrofotômetro 
à 410 nm.

As curvas analíticas foram analisadas observando o 
valor de R2 assim como por meio da análise de variância 
(ANOVA) da regressão. Nesse teste, quanto maior o valor de 
F mais significativo será a relação entre as duas variáveis.52 
Conforme a Figura 2, as médias normalizadas do canal 
vermelho proporcionaram o maior valor de R2: 0,9940. Por 
meio da ANOVA da regressão, o valor de F calculado para a 
relação entre a concentração de TiO2 e a absorbância à 410 
nm é de 325,3. Já os valores de F para as médias dos canais 
de cores vermelho, verde e azul foram, respectivamente, 
498,2; 318,6 e 336,2. Dessa forma, devido ao maior valor 
de F e ao maior valor de R2, a curva analítica construída 
utilizando o canal vermelho foi utilizada para determinação 
das concentrações de TiO2 nas amostras. O LD e o LQ para 
essa curva analítica foram, respectivamente, 0,008 e 0,025 g 
L-1. Para a curva analítica determinada em 410 nm, os valores 
de LD e LQ foram de 0,009 e 0,028 g L-1, respectivamente.

Os gráficos de resíduo permitem a detecção de possíveis 
falhas de ajuste nas curvas analíticas.53 As Figuras 3a-d, 
apresentam os resíduos para as curvas analíticas obtidas com 
os valores de absorbâncias calculados a partir das médias 
dos canais: R, G e B, e com a leitura espectrofotométrica à 
410 nm, respectivamente.

De acordo com a Figura 3, os gráficos de resíduos 
apresentam distribuição uniforme, homocedastidade, e 
ausência de amostras atípicas. Essas características indicam 
que as curvas analíticas estão bem ajustadas.53

A Tabela 1 apresenta as concentrações médias de TiO2 
obtidas para cada amostra utilizando a curva analítica 
baseada no canal vermelho em comparação com o uso da 
curva espectrofotométrica. 

De acordo com a Tabela 1, as concentrações de TiO2 para 
as amostras 5 e 9 para ambos os métodos ficaram abaixo 
do limite de quantificação. Os resultados obtidos para a 
espectrofotometria em 410 nm e utilizando imagens digitais, 
Tabela 1, foram comparados utilizando o teste t pareado 
a um nível de confiança de 95%. Segundo a Tabela 1, os 
valores de t calculados para as nove amostras são menores 
que o valor de t crítico bicaudal: 12,71. Portanto, não há 
diferença significativa entre os valores médios determinados 
pelos dois métodos. 

Embora com ampla aplicabilidade, a metodologia 
espectrofotométrica apresenta um custo relativamente alto 
de implementação, o que limita a disponibilidade dessa 
análise em laboratórios com recursos limitados. Por outro 
lado, o uso de imagens digitais pode viabilizar com mesma 
significância estatística essa mesma análise a um custo bem 
menor. Nesse sentido é possível democratizar essa análise 
a um número maior de solicitantes. 

4. Conclusões

Neste estudo, imagens digitais foram utilizadas 
para determinação da concentração do TiO2 utilizado 
como marcador de digestibilidade em ração animal. Os 
resultados obtidos por meio do uso de imagens foram 
comparados com a metodologia de maior aplicabilidade, 
a espectrofotométrica. Segundo o teste-t, não foram 
observadas diferenças estatísticas a um nível de confiança de 
95% entre os dois métodos. O uso de imagens permite uma 
diminuição dos custos da análise devido a substituição da 

Figura 2. Curvas analíticas obtidas com a leitura espectrofotométrica à 410 nm e com os valores de absorbâncias calculados a 
partir das médias dos canais: R, G e B
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leitura espectrofotométrica que depende de um dispositivo 
caro e pouco acessível a muitos laboratórios e usuários. 
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