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Resumo: O nitrito € uma espécie quimica que pode prejudicar a produgéo de peixes
nos criatorios de piscicultura devido a sua toxicidade. Portanto, é importante monitorar
0 teor desta espécie quimica nos criatorios para evitar prejuizos na producdo. Nesta
perspectiva, esta pesquisa objetiva desenvolver um método que seja capaz de
guantificar o teor de nitrito na Agua de piscicultura utilizando imagens digitais. Para isto,
foi desenvolvido um protétipo de captura de imagens de solu¢des padrdes de nitrito. Os
valores de intensidade dos canais de RGB dos pixels situados nas regides da imagem
contendo as solucdes padrdes foram obtidos e, em seguida, utilizados para a producao
de uma curva analitica. Os resultados apontam que o sinal do canal G (Verde) possui o
melhor potencial para ser utilizado como sinal analitico. Pressupomos que, quando
concluido, este método podera se tornar uma alternativa, de quantificacao de nitrito, aos
métodos baseados em espectrometria.

Palavras-chave: Nitrito. Imagem digital. Reac&o de Griess. Agua de piscicultura.

1. Introducéo

O nitrito (NO?%) é uma espécie quimica que pode afetar a producédo de peixes
devido a sua toxicidade. Esta espécie quimica surge devido a acao de bactérias
que nitrificam a amonia presente nas fezes e nas racdes dos animais
(KROUPOVA et al., 2005). Entre os principais danos causados nos peixes devido
ao nitrito esta a deficiéncia na oxigenacgéo celular. O nitrito oxida o ferro (ll),
presente na hemoglobina do sangue, em ferro (lll), formando a
metahemoglobina, que € incapaz de transportar o oxigénio para as diversas
partes do corpo do animal (TILAK et al., 2007), podendo levar os peixes ao 6bito.

Entretanto, apesar dos danos causados devido a exposi¢cao prolongada a
altas concentracdes serem permanentes e levarem a morte, as consequéncias
devido a exposicdo a um baixo teor de nitrito podem ser reversiveis (ZHANG et
al., 2021). Desse modo, o0 monitoramento do nitrito nos criatorios de peixes é um
fator preponderante para a qualidade da producéo e para a reducéo de prejuizos.

O principal método de quantificac&o de nitrito em amostras de agua € atraves
da medicdo da absorbancia de um corante azo formado apés a ocorréncia da
reacao de Griess (Vogel, 1989). Entretanto, este método exige a utilizacdo de
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um espectrometro. Sendo este, um equipamento que pode ser inacessivel para
pequenos criadores ou laboratorios de pequeno porte.

A utilizacdo de imagens digitais pode ser uma alternativa para o
desenvolvimento de um método de quantificacdo de nitrito em agua de
piscicultura. As imagens digitais, normalmente sdo geradas em um espaco
formado por trés canais representando as cores R (vermelho), G (verde) e B
(azul), sendo que as demais cores sdo formadas devido a variacdo da
intensidade destes canais (FAN et al., 2021).

Em uma reacao colorimétrica, como a reacdo de Griess feita para o nitrito, é
possivel investigar se a intensidade dos pixels presentes nos canais (R, G e B),
ou em combinacbes deles, podem resultar em valores que variam com a
intensidade do analito. A partir desta perspectiva, nosso trabalho foi desenvolver
um método de determinacdo de nitrito em amostras de agua de piscicultura
utilizando imagens digitais, reduzindo assim os custos envolvidos nesse tipo de
andlise.

2. Metodologia

Inicialmente foi realizado a reacéo de Griess a0 mesmo tempo em que as
solugdes padrdes foram produzidas. Para isso, foram criadas cincos solugdes
padrdes de nitrito nas concentracfes de 0; 0,494; 0,593; 0,693; 0,790 e 0,909
mg/L. Todas com um volume de 10 ml. Este volume foi aferido com a adigéo de
1,0 ml de uma solucdo de sulfanilamida, 6,057 x 102 mol.L, seguido por um
intervalo de tempo de 5 a 8 minutos, e adigédo posterior de uma solugéo de naftil-
1 etileno dihidrocloreto (NED), 5,016 x 103 mol.L™, e &gua deionizada. Todos os
reagentes para a reacdo de Griess foram feitas seguindo as orientacoes de
Vogel (1989).

Apbés 10 dez minutos de descanso dos padrbes, os mesmos foram
adicionados em uma placa de microdiluicdo de 96 pocos. Foram destinados seis
pocos para cada padréo, sendo que cada um dos pocos foi preenchido com um
volume de 300 pL de solucao.

A placa de microdiluicdo foi adicionada a um aparato instrumental construido
para a captacdo de imagens digitais (Figura 1). Este aparelho é composto por
uma caixa cilindrica, de 50 cm de altura e 20 cm de didmetro, contendo um painel
de LED em sua extremidade inferior e uma camera de um smartphone Galaxy
AO03 da Samsung em sua extremidade superior. A camera deste aparelho foi
configurada com uma resolu¢cdo no modo Full, modo Pro, Iso 100, balanco de
branco em 5500 K e exposicao da luz em 0.0.

Apds a captura da imagem da microplaca, geramos as respectivas imagens
dos canais R, G e B. Para cada canal, extraimos as intensidades de 05 pixels
situados nas proximidades do centro de cada um dos pogos da microplaca,
totalizando 30 pixels por solucdo padréo. A construcéo da curva analitica foi feita
utiizando a média das intensidades dos pixels de cada padrdo, ou seja,
consideramos as intensidades dos pixels como sinais analiticos. Todos 0s
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processamentos realizados com as imagens foram feitos com o auxilio do
software R (R PROJECT, 2022).

Figura 1: Estrutura do dispositivo desenvolvido para a captura das imagens.
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3. Resultados

A imagem obtida no aparato instrumental desenvolvido, e suas variantes
nos canais RGB, é apresentada na Figura 2. Observa-se nas figuras 2(C), 3(C)
e 3(D) que apenas o canal G apresenta uma intensidade de sinal que varia
linearmente em funcé&o da concentracdo. Enquanto os canais R (Figuras 2(B),
3(A), 3(B)) e B (Figuras 2(D), 3(E), 3(F)) se mantém constantes, com a excecao
dos brancos (Essa igualdade foi observada através de um Teste ANOVA, sendo
os fatores a concentracdo dos padrdes. Foi utilizado um nivel de significancia de
5%). Este resultado € um indicativo de que a variacdo da intensidade da cor da
reacdo de Griess € causada pela variacao da intensidade da cor verde e ndo da
cor vermelha e azul.

Ao produzir as curvas analiticas para cada canal, observa-se que o canal
G apresenta uma equacao linear (Figura 3C) com o maior R> com um valor de
0,9932. Enquanto os canais R e B apresentaram valores de 0,7943 e 0,7964,
respectivamente. Este resultado sugere que a intensidade do canal G, diferente
dos demais canais, pode ser explicada pela variacdo da concentracdo. Portanto,
este canal possui o potencial de ser utilizado como sinal analitico de um método
baseado em imagens digitais.

Estudos posteriores a este resultado estdo sendo realizados para
determinar outros parametros de qualidade do método. Tais como, os limites de
detec¢do e quantificacdo, e se os sinais analiticos sdo afetados pela presenca
de outras espécies que compdem uma matriz de agua de piscicultura. Testes
comparando o teor de nitrito de uma amostra de agua de piscicultura obtida
atravées do método desenvolvido e de um método ja validado também estéo
sendo realizados.
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Figura 2: Imagens obtidas dos padrdes para a construcao da curva analitica. (A)
Imagem original; (B) Imagem do canal R; (C) Imagem do canal G; (D) Imagem
do canal B.
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Figura 3: Curvas analiticas obtidas através das intensidades dos canais RGB.
(A) Curva analiticas referente ao canal R; (B) Intensidade do canal R para cada
um dos padrdes (C) Curva analitica referente ao canal G; (D) Intensidade do
canal G para cada um dos padrdes (E) Curva analitica referente ao canal B; (F)
Intensidade do canal B para cada um dos padrdes.

0,85 054
3;2 e 0,82
082 . o 0 - ® . 08
> >
£ 0B et Z 078
g e 2 076
07 et y=0,0731x + 0,7717 g
0,78 s . 0,74
o077 b R*=0,7943 -
076 ® 0,72
0,75 07
0 02 04 06 08 1 04939 0,59 069148 0,7902%6 05088
ncentration (mg/L) C ion (mg/L)
09 03
08
08 v =-0,3994x +0,8018 o
L 07 R?=0,9932 05
[ 06 Zos =
2 Loa
05 03
0,2
04 01
03 0
0 02 04 06 08 1 0 04939 05927 069148 079026 0,908
Concentration (mg/L) Concentration (mg/L)
. 0,84
0,34 . 0,82
0,83
057 e ¢ o" . 0g
¢ >
Z o = 078
£ os o
£ 079 =
0,78 y=0,0725x +0,7716 0,74
077 R*=0,7964 072
076 ®
0,75 0,7
0 02 04 06 08 1 0 04939 05927 059148 07902 09088
Concentration (mg/L) Concentration (mg/L)

(E) (F)



VIl SEMANA UNIVERSITARIA DA URCA — XXV

Semana §
de Iniciagdo Cientifica da URCA "“m ‘l"”"“il
e VIl Semana de Extensao da URCA JWHCATRnR

5 12 a 16 de dezembro ge 2022
Tema: “DIVULGACAO CIENTIFICA, INDEPENDENCIA E SOBERANIA NACIONAL”

4. Concluséo

O método desenvolvido apresentou potencial para a determinacao de nitrito
em amostras de agua de piscicultura. Sendo que o canal G das imagens dos
padrées de nitrito apresentou o maior potencial para ser utilizado como sinal
analitico. A curva analitica produzida a partir da intensidade deste canal
apresentou linearidade favoravel, com um R? de 0,9932. Mais estudos estdo
sendo realizados para a determinacdo de outros parametros de qualidade do
método. Apds ser finalizado, este método pode-se configurar como uma
alternativa acessivel, em relacdo aos métodos baseados em espectrometria,
para a determinacdo de nitrito em amostras de agua. Portanto, além de reduzir
custos com a determinacao de nitrito em amostras de 4gua de piscicultura, nossa
proposta € passivel de adaptacdo para determinar outras espécies quimicas
neste tipo de matriz.
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