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Resumo:

Este trabalho teve por objetivo quantificar a concentragéo de fésforo disponivel no solo tipo latossolo
amarelo por meio de um método colorimétrico baseado em analise de imagens. As imagens dos
extratos de solo foram obtidas com uso de scanner comercial e um software gratuito. A determinacao
do fésforo é baseada 3- 2- na reacdo entre os ions ortofosfato (PO4 ) com o molibdato (MoO4 ) em
meio fortemente acido, formando o complexo molibdofosférico, que é reduzido pelo acido ascérbico a
azul de molibdénio. Apés a formacédo de cor, a absorbancia € medida com uso de espectrofotometro
UV/VIS em 660 nm. Simultaneamente os extratos/padrdes de fosforo foram transferidos para uma
microplaca sobre o scanner, digitalizados e analisados com o programa ImageJ. A norma do vetor é
usada como a resposta analitica, a qual se relaciona com a concentracdo de fosforo (mg/dm3) que é
determinada a partir do modelo linear da curva padréo. As amostras foram coletadas na Vila do Novo
Remanso, municipio de Itacoatiara-AM, nos periodos de inverno e verdo da regido. A extracdo de
fésforo disponivel nos extratos foi realizada com extrator Mehlich 1 na proporgéo de 1:10. A filtracé@o
dos extratos, o estudo de volume de solu¢des padrdo na microplaca e a area das imagens analisadas
contribuiram nos resultados finais de analise. Foram observados uma relagao entre o tempo de andlise
dos padrBes com a correlagdo das curvas padrdo. Os resultados das concentra¢gfes 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 aplicacdo do teste t verificou-se que ndo héa diferenca significativa entre as duas
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metodologias para um nivel de confianca de 95% (tcalculado= 0,4705 e tcritico= 2,7764) e os desvios
padréo relativos foram inferiores a 3,0%.

Palavras-chave: 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 scanners and free software. The determination of
phosphorus is based on the reaction between orthophosphate ions (PO 3 ) and mo 2 lybdate (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 at
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.

1. INTRODUCAO

A andlise quimica é essencial para avaliar a fertilidade do solo, pois através dos
resultados é possivel desenvolver um programa de correcdo e adubacédo, 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 nutricao equilibrada pressup8e boa prética agricola e assegura que o
excesso de nutrientes de um tipo ndo induza a deficiéncia de outros, caso do N
(nitrogénio) e do P (fésforo) 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
céations (CTC), deficiéncia de N, P K, S, Ca, Mg, B, Cu, Zn, assim como, sua alta
capacidade em fixar o fésforo (P) aplicado como fertilizante (COCHRANE &
SANCHEZ, 1982).

Apesar de apresentar baixa fertilidade natural, o solo amazénico tem potencial de uso
para a agricultura e a pecuaria, “face as boas propriedades fisicas e ao relevo plano
e suave ondulagdo, o que facilita seu manejo e mecanizagao” (MAIA & MARMOS,
2010).

Essas limitacbes tornam os solos desta regido exigentes em corretivos, adubos
guimicos e organicos (MAIA & MARMOS, 2010). Tais recomendacfes geralmente
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requerem dos produtores despesas a mais com instrumentacdo, gasto de reagentes
ou contratacdo de pessoal especializado.

O fosforo (P) é 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 expansdo (RODRIGUEZ et al., 1998). Essa
deficiéncia é mais dificil de diagnosticar que uma deficiéncia de nitrogénio e potassio,
pois as plantacdes ndo apresentam sintomas iniciais claros de deficiéncia tornando
tardia sua correcdo (MALAVOLTA, 2006).

Nos ultimos anos, cada vez mais a analise por imagens digitais vem se destacando
em uma seérie 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 (SOUZA et al.,
2014; BENEDETTI et al., 2015). E o scanner comercial vem se destacando por ser
mais vantajoso nas andlises quimicas em diversos trabalhos com diferentes amostras
(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 (BENNEDETTI et al., 2015).

Mediante o que fora exposto, o objetivo deste trabalho foi validar a determinacéo de
fésforo 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.

2. METODOLOGIA

2.1 Local de Estudo

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

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 (MALAVOLTA, 2006;
SILVA, 2009).

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 laboratorio de Solos DEAS/FCA credenciado pela EMBRAPA na
cidade de Manaus.

2.2 Amostras, Reagentes, Solucdes e Extratos

2.2.1 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.
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2.2.2 Preparo das solucdes

Foram usadas as seguintes solu¢cfes e reagentes necessarias para a analise das
amostras:

Solucdo extratora duplo-4cida (HCI 0,05 M + H2SO4 0,0125 M); Solucéo &cida de
molibdato de aménio (NH4)6Mo7024) 2% (m/v) (concentrada); Solucdo &cida de
molibdato de aménio (NH4)6MO7024) (diluida); Solucdo padréo estoque de fésforo
KH2PO4 p.a (50 mg de P/dm3 ); Acido ascorbico p.a (C6H806).

As solucdes padrao de fosforo foram preparadas a partir da solucdo padréo 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 concentracoes.

2.3 Equipamentos e Vidrarias

Para a filtracdo dos extratos utilizou-se uma bomba a vacuo, marca Solab e o
espectrofotometro marca Bel, modelo LGS 53 com duplo feixe para obtencdo das
absorbancias.

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 automaticas 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.

2.4 Sistema para Aquisicao das Imagens Digitais

O sistema de aquisicdo de dados baseado na captura de imagens digitais utilizado
neste trabalho consiste em: sistema era composto por um computador com
processador AMD LE 1620 2,4 GHZ, um scanner HP Scanjet G2710, adaptado com
uma caixa com dimensodes de 3 x 28 x 36 cm. Cada imagem era obtida com 24 bits,
resolucdo de 300 dpi e salvas na extensdo JPG. Durante a digitalizacdo, apés o
posicionamento da microplaca sobre o scanner contendo os padrdes ou extratos de
solo, a tampa foi colocada para impedir que a luz externa interferisse na analise final
das imagens.

2.5 Construcao da curva padréo de fésforo

2.5.1 Preparo da curva padrao 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 amoénio e 30 mg de acido ascérbico. Agitou-se
manualmente por 2 minutos cada solugéo.

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

2.6 Preparo da curva padréo de fésforo pelo método proposto

Antes de se realizar as medidas das absorbancias, apos o desenvolvimento da cor,
foram retirados cerca de 350 pL de solugao de cada padréo em triplicata e transferidos
para cada poco da microplaca.

2.6.1 Preparo dos extratos de solo
Foram pesados 10 g de cada amostra em erlenmeyers de 125 mL, adicionados 100
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mL de solugéo de Mehlich 1. Agitou-se cada extrato por 5 min e deixou-se decantar
sem tampar por 24h.

2.7 Analise dos extratos de Solo pelo Método de Referéncia.

2.7.1 Filtracdo dos extratos

Decorridos 24 horas ap0s o preparo dos extratos de solo foi realizada a filtracdo. Para
isto foram utilizados uma bomba a vacuo, um kitassato de 125 mL, um funil de Buchner
e um papel de filtro comercial.

ApoOs ligar a bomba, despejou-se cuidadosamente o liquido em suspensdo 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.

2.7.2 Extracao de fésforo com solucdo 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 solucdo acida de
molibdato de amonio diluido e 30 mg de acido ascérbico.

Esta etapa foi realizada em triplicata. Agitou-se manualmente por dois minutos cada
solucéo preparada e aguardou-se o desenvolvimento da cor por aproximadamente 60
minutos. Efetuou-se a leitura em 660 nm.

2.8 Andlise dos extratos de Solo pelo Método Proposto

Como feito com os padrdes, da mesma forma apés o desenvolvimento da cor, foram
retirados cerca de 350 pL de solucédo de cada extrato em triplicata e transferidos para
cada poco da microplaca.

2.8.1 Determinacao de pH em agua

Para medir a concentracao efetiva de ions H+ na solu¢éo do solo, por meio de eletrodo
combinado, imerso em suspenséao solo/agua na proporcéo 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 bastao individual e deixou-se em repouso por 1 hora.

Agitou-se novamente com bastdo de vidro e mergulhou-se o eletrodo na suspensao
homogeneizada e efetuou-se a leitura do pH.

2.9 Software para Tratamento das Imagens

ImageJ é um programa de analise de imagem que foi desenvolvido pelo Instituto
Nacional de Saude. Este software € 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. 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 definida por: Ni=VRm+Gm+Bm, onde: Onde Ni é o valor da norma e
Rm, Gm e Bm séo os valores médios das componentes R, G e B, respectivamente.

2.10. Determinacéao de Fésforo Disponivel
2.10.1. Determinacéao de fosforo no solo pelo método de referéncia
A curva analitica foi construida relacionando os valores de absorcdo do complexo
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fosfomolibdato de amdénio em funcdo das concentracdes das solucbes padrédo de
fosforo. As medidas foram realizadas em 660 nm (SILVA, 2009). Apoés realizadas as
medidas de absorbancia das amostras, as mesmas foram langadas na y= x.m.b, onde:
onde Y representa os valores de absorbancia, x € a concentracdo do analtoeme b
séo os coeficientes angulares e linear da reta.

2.10.2. Determinacéao de fosforo no solo pelo método proposto

A curva analitica por imagens digitais foi construida relacionando os valores da norma
em funcdo das concentracdes das solucbes padrao de fosforo. Isso fornece uma
equacao semelhante aquela apresentada na equacgao: y= x.m.b.

O calculo para obtencdo da concentracdo de fosforo foi realizado com base na
equacao obtida e na norma das amostras, calculadas de acordo com a equacao:
Ni=VRm+Gm+Bm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Observacdes Preliminares

3.1.1 Estudo da posicéao e area da microplaca no scanner

Para verificar a influéncia da posicao da microplaca no scanner em relacéo aos valores
meédios das componentes RGB, comparou-se diferentes posi¢cdes da microplaca sobre
0 scanner.

A posicao horizontal e centralizada foi a que apresentou menores variacdes na
obtencao desses valores.

3.1.2. Estudo de obtencéo das imagens pelo scanner

Durante o escaneamento das aliquotas dos padrfes, foram observadas variacdes no
uso de diferentes volumes adicionados aos pog¢os da microplaca.

O gréfico 1 mostra a relacdo entre o logaritmo da norma e o volume de solucao
adicionado ao poc¢o da microplaca.

Gréfico 1- Relagéo entre os volumes adicionados a microplaca e o log da norma dos padrfes obtidos
com scanner.
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Fonte: Os autores.,(2024)

Souza et al. (2014), afirmam que a variacdo do volume interfere diretamente na
resposta analitica obtida e a altura do volume define o comprimento do caminho
optico. Como pode ser observado no gréafico 1, ha uma boa correlacdo quando sao
adicionadas nos pocos da microplaca aliquotas entre 50 pL e 400 pL das solucdes
padroes.Para aliquotas com 50 uL, por ndo ser o volume suficiente para preencher
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totalmente o poco da microplaca, a resposta analitica sofreu interferéncia na leitura
da regido sem amostra. Com volumes de 400 pL, provocou a formacdo de menisco
gue refletiu dentro do po¢o quando a imagem foi digitalizada. Para volumes acima de
400 pL, o excesso de brilho relacionado ao preenchimento incompleto do poco e a
formacdo de uma calota esférica resultaram em variacbes 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 variacées 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 (resolucdo de 300 dpi), conforme mostrado no
gréfico 2 Foi observado que as duas primeiras leituras apresentaram valores
diferentes nas componentes RGB.

Gréfico 2- Informaces colorimétricas obtidas durante leituras consecutivas do scanner
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Fonte: Os autores.,(2024)
O grafico 3 apresenta os valores médios individuais de cada componente R, G e B
correspondentes as imagens digitais capturadas para as solu¢des de calibracao de
fésforo.

Gréfico 3- Valores médios individuais das componentes R, G e B das imagens digitais capturadas
para as solucdes de calibracéo
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Fonte: Os autores.,(2024)

Embora se observe no grafico 3 uma maior predominancia da componente R (red) em
relacdo as demais e esta responde linearmente em quase todas a faixa de trabalho, o
uso somente desta componente pode levar a curvas analiticas ndo-lineares, assim
como valores subestimados para a concentragdao do analito nas amostras. Diante
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disto, os valores da norma foram adotados como resposta analitica, determinados a
partir dos valores médios das trés componentes (R, G e B) (LYRA et al., 2009).

3.1.3 Curvas de calibracao e o tempo de analise

As curvas analiticas foram construidas baseadas nos valores do logaritmo da norma
das componentes RGB em funcéo da concentracao das solu¢des do padrao de fosforo
para imagens e por espectrofotometria, registrando-se os valores de absorbancia em
funcdo da concentracéao.

Durante a obtencdo das curvas de calibracdo observou-se que a intensidade de
coloracdo azul aumentava com o passar do tempo apos a adicéo do redutor (SANTOS
et al., 2014). Sendo assim, foram realizadas medidas de absorbancia e obtencéo das
imagens dos padrdes apds a mudanca de cor em intervalos de 30, 60 e apods 60
minutos para ambos os métodos. Foram observadas oscilagbes 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).

3.2 Analise de residuos

A analise do grafico dos residuos permite detectar problemas no ajuste da curva, como
desvios da linearidade (RIBEIRO et al.,2008).

Os residuos gerados apresentaram erros com distribuicdo uniforme aleatoria ao longo
da faixa de concentracdo das solucdes padrées de fésforo 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.

3.3 Anédlise do pH

A concentracdo de P foi maior nas amostras coletadas no periodo seco em relacéo ao
periodo chuvoso. Esta diferenca esta relacionada ao processo de erosao laminar que
carrega os nutrientes sobre a superficie do solo e ao processo de lixiviacdo, que lavam
o solo no sentido vertical (ALCARDE et al.,1998).

Para minimizar a variacdo nos resultados, o ideal seria que a coleta fosse realizada
em 2 ou 3 meses antes do plantio, no inicio da estacdo seca, ap06s o ultimo
parcelamento de adubacédo (MANICA, 1999; MALAVOLTA, 2006; SILVA, 2009). Para
ambos os métodos foram observados que a partir da concentracdo de 4mg/dm3 as
curvas apresentaram um leve decaimento, se afastando da linearidade.

3.3.1 Andlise estatistica

Foi aplicado teste t emparelhado ao conjunto de dados obtidos das concentracdes de
fésforo 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
confianga considerado (p<0,05), (tcalculado = 0,4705 e tcritico = 2,7764). Os desvios
padrao relativos aos resultados obtidos pela metodologia proposta foram inferiores a
3,0%.

4. CONSIDERACOES FINAIS

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

Por meio dos valores dos coeficientes de correlagéo (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 teste t emparelhado
demonstraram que o método proposto pode ser utilizado para determinacao de fosforo
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 econdémico, por utilizar equipamentos de baixo custo e baixo
consumo de reagentes pelo uso de microplaca com 96 micropoc¢os (maximo de 400
UL 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 os pequenos
agricultores da regido
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