DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA PARA A QUANTIFICACAO DE
PROTEINA E UMIDADE EM SOJA POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA DO
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIRS)

Maria Luisa Guerra Morato de Almeida®; Edmilson Renato de Castro?, Renata Borges do
Nascimento 2.

! Aluna de Iniciacdo Cientifica do Instituto Maua de Tecnologia (IMT);
2 Professor do Instituto Maua de Tecnologia (IMT).

Resumo. O estudo a seguir visa avaliar o efeito da espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS)
na quantificacéo de proteinas em gréos de soja, consequentemente enfatizando a umidade presente
nos graos. Foram utilizados dois tipos de equipamentos para as medi¢des necessarias: uma balanca
analisadora de umidade por infravermelho e uma estufa convencional. Para a determinagio do
conteudo proteico, 0 método de Kjeldahl foi utilizado como referéncia. Os resultados obtidos indicam
que é possivel realizar um modelo de calibragé@o para quantificacdo de proteina e umidade em soja
através do NIRS porém mais amostras sdo necessarias para um melhor modelo de calibracéo.

Introducao

Nos ultimos anos, houve um notavel avanco tecnoldgico no setor de producdo de grdos do Brasil.
Isso permitiu aumentar a produtividade nos campos e reduzir o uso de insumos. Os mercados agora
exigem gestdo da qualidade (aptiddo tecnoldgica e contaminantes), preservacdo da identidade do
produto (segregacéo e rastreabilidade) e certificacdo do sistema de producao.

A qualidade e a eficiéncia do processo produtivo nas lavouras sdo prejudicadas por perdas qualitativas
e quantitativas na fase pds-colheita devido a contaminantes e a falta de direcionamento da matéria-
prima de acordo com as especificacdes do produto final. O tempo de execuc¢éo do teste na pds-colheita
de grdos é um fator limitante na escolha do método de analise.

A obtencdo de métodos rapidos e eficientes para separar e rastrear lotes comerciais que possam ser
usados na recepcdo de unidades armazenadoras €, portanto, uma das principais demandas na pos-
colheita de gréos. Atualmente, alguns grdos, como o trigo, sdo segregados com base na classificacao
comercial da cultivar semeada.

No entanto, muitas vezes este indicativo de qualidade ndo é confirmado devido aos diversos fatores
que influenciam a qualidade do produto colhido, como adubacéo, controle fitossanitario, manejo do
solo, condicGes climaticas e manejos pré e pés-colheita, entre outros. Portanto, a definicdo pela
segregacdo mais adequada sé pode ser feita apds uma avaliacdo adequada da qualidade na poés-
colheita.

Graos de Soja

Atualmente, o gréo de soja representa um alimento amplamente utilizado na alimentagéo cotidiana
dos brasileiros, especialmente considerando que o Brasil se destaca como 0 maior exportador de soja
do mundo, com uma producéo superior a 156 milhdes de toneladas.

Com o crescimento da populagdo vegetariana e vegana, a proteina texturizada derivada dessa semente
tornou-se bastante reconhecida, uma vez que possui um elevado teor proteico que, com a orientacao
de um profissional de salde, pode substituir as proteinas de origem animal. Ademais, outro produto
de origem da soja que apresenta alto consumo é o 6leo de soja, que se destaca como uma das principais
alternativas ao azeite, devido ao seu prego acessivel.



Espectroscopia de Infravermelho Préximo

A espectroscopia de Infravermelho Proximo, comumente designada pela sigla NIRS, é um método
de analise de substancias organicas e inorganicas, cujo objetivo é determinar suas caracteristicas
fisico-quimicas sem alterar sua estrutura. O infravermelho proximo refere-se a radiacOes
eletromagnéticas que operam na faixa de comprimentos de onda entre 780 e 2500 nm. (Pasquini,
2003)

O principio de analise da espectroscopia NIR baseia-se na aplicacdo de luz infravermelha proxima
em diferentes comprimentos de onda. A partir das variadas caracteristicas de absorcao e dispersao da
luz, essa técnica possibilita a avaliacdo quantitativa e qualitativa dos componentes moleculares. Essa
técnica € amplamente usada para analises rapidas e precisas em diferentes campos, como agricultura,
alimentos e controle ambiental. (Pasquini, 2018)

Uma das principais vantagens do NIRS com reflectancia difusa é sua capacidade de analisar amostras
em estado bruto, eliminando a necessidade de preparacdo prévia. Além disso, combina eficiéncia,
rapidez e versatilidade, permitindo a analise de multiplos parametros simultaneamente. Os espectros
gerados contém picos de absorcao que correspondem a diferentes grupos funcionais, possibilitando a
identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos por meio de modelos matematicos avancados,
como os métodos quimiométricos e regressdes multivariadas (PLS). (Pasquini, 2018)

Essa técnica € particularmente Util na caracterizacdo de solos, alimentos e biomassa, onde a presenca
de diferentes componentes pode ser correlacionada com a reflectancia obtida. Seu uso tem crescido
devido a sua aplicabilidade em andlises no campo ou em laboratério, minimizando impactos
ambientais e custos operacionais.

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define a quimiometria como
a ciéncia que relaciona medic¢oes feitas em um sistema ou processo quimico com o estado do sistema
por meio da aplicacdo de métodos matematicos ou estatisticos (Hibbert, 2016). Um dos tipos de
métodos quimiométricos utilizados em espectros NIR é a calibracdo multivariada e, os principais
métodos desta calibracdo sdo: regressao linear multipla (RLM), regressdo em componentes principais
(PCR, principal component regression) e minimos quadrados parciais (PLS, partial least squares).

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) é um método de calibracdo multivariada
que utiliza a técnica de analise de componentes principais para a reducdo da dimensionalidade do
conjunto de dados para posterior correlacdo entre 0s espectros (matriz X) e as propriedades de
interesse (matriz Y). Quando existe apenas uma propriedade em estudo, y é um vetor e, neste caso, 0
método € denominado PLS 1. A propriedade de interesse muitas vezes é a concentracdo de um analito,
porém ndo se limita somente a esta, podendo até mesmo abranger propriedades fisico-quimicas, tais
como densidade e viscosidade, as quais séo relacionadas a composic¢do da amostra. (Souza, A. M., et
al., 2013).

Visando a melhoria do processo de controle de qualidade na producdo da soja, este trabalho tem como
objetivo o desenvolvimento de modelo de calibragdo para quantificagdo de proteina e umidade em
soja para a avaliacdo de qualidade do gréo utilizando a técnica da espectroscopia do infravermelho
proximo.



Material e Métodos
Materiais

Em primeiro lugar, € necessario apresentar o reagente principal da pesquisa: o0 grdo de soja. Sua
principal caracteristica é a sua composicao proteica, com um teor de proteina que varia entre 36% e
40%, além de conter aproximadamente 30% de carboidratos. Adicionalmente, a soja € um grdo que
apresenta um contetido de umidade entre 13% e 15%, o que possibilita a realizagdo de estudos acerca
de sua capacidade de absorcdo de agua.

Para tornar as amostras mais apropriadas para as analises, foi necessario proceder com a secagem das
mesmas, utilizando dois equipamentos distintos: uma estufa Fanem, modelo 315 SE, e uma balanga
infravermelha Gehaka, modelo 1V 2500. Isso foi necessario para facilitar sua trituracdo para posterior
utilizagéo.

No método primario utilizado, foram empregados dois reagentes: acido sulfdrico PA e hidroxido de
sodio, além de um catalisador, composto por 96% de Sulfato de Potassio (K2SOa) e 4 % de Sulfato
de Cobre (CuSOg4), com 0 objetivo de acelerar a digestdo da amostra, permitindo a realizagdo das
analises em um intervalo de tempo reduzido. A tabela 1, apresentada a seguir, detalha as quantidades
dos reagentes utilizados, com vistas a garantir a precisdo na determinacdo do teor de proteina.

Tabela 1 — Reagentes Utilizados para Digestdo da Soja Triturada

Reagente Quantidade Utilizada
Gréo de soja triturado 0,100 g
Catalisador 1509
Acido Sulfurico PA 5,0 mL

Apos esse periodo, os tubos sdo submetidos a uma reagdo com hidréxido de sédio (NaOH) em um
destilador, gerando um subproduto, que sera titulado com acido cloridrico (HCI).

Para as analises no NIRS utilizou -se 0 equipamento espectrdmetro do infravermelho préximo
Thermo Scientific modelo Nicolet iS5N FT-NIR, acessorio para leitura em reflectancia (Figura 1),
computador com softwares, TQ analyst e OMNIC

Figura 1 — (1) Espectrometro Nicolet iS5N FT-NIR; (2) acessorio para leitura em reflectancia




Métodos

Para a caracterizacdo da proteina, foi realizada uma andlise primaria, que foi a metodologia de
Kjeldahl, e um método espectrométrico que foi a analise no NIRS.

Como mencionado anteriormente, foi realizada a secagem das amostras. Na estufa, foram realizadas
seis repeticdes, cada uma com 10 g de soja foram deixadas para secar por aproximadamente 2 dias,
em uma temperatura 105 °C.

Ja na balanca, foram feitas trés repeti¢bes, cada uma com 10 g cada, e deixadas por 60 min a 105 °C,
para que dessa maneira, a balanca pudesse determinar a umidade relativa da soja, e a0 mesmo tempo,
seca-la. Apds o processo de secagem, parte das amostras foi armazenada para analise no NIRS,
enquanto outra parte foi triturada para analises de nitrogénio pelo método de Kjeldahl.

Na andlise de Kjeldahl, que quantifica o teor de proteina em alimentos, os graos triturados sao
distribuidos em trés tubos de ensaio, cada um contendo 1,5 g de catalisador, como apresentado na
Figura 2. Vale ressaltar que um dos tubos serve como controle, branco, sem adi¢do de soja, para seu
valor de titulacdo ser descontado depois. Em seguida, é adicionado acido sulfurico PA a cada tubo,
que sdo entdo colocados em um digestor por aproximadamente 2h.

Figura 2 - Tubos de Ensaio com Gréos de Soja Triturados para Digestéo
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Ap0s esse periodo, os tubos sdo submetidos a uma reacdo com hidroxido de sdédio (NaOH) em um
destilador, gerando um subproduto que sera utilizado para medir a quantidade de nitrogénio presente,
como a figura 3 apresenta.



Figura 3 - Amostras Destiladas e Prontas para a Quantificacao de Nitrogénio

Nesta metodologia, é realizado um calculo previamente desenvolvido para achar a porcentagem de
proteina, apresentado na figura 4 a seguir:

Figura 4 - Férmula utilizada para calcular a porcentagem de proteina

K X V X Fator
P

Proteina (%) =

No qual:

K =Fc.0,0014.100

Fc = fator de correcdo da solugdo de acido cloridrico 0,1 N
P = massa da amostra em gramas

V = volume da solucéo de &cido cloridrico gasto na titulacdo

Fator = fator de conversdo de nitrogénio para proteina (varia conforme o alimento). Para o Grédo de
Soja, esse valor é de 5,71.

Para a preparacdo das amostras para analise de umidade, 100 g de soja seca foram umedecidas com
5, 10, 15 e 20 % de agua destilada e deixadas por 2 horas até total absor¢do da agua. Apds este periodo
as amostras foram analisadas via balanca infravermelha e NIRS.

Para a andlise no NIRS dois softwares foram utilizados para a obtencdo dos espectros, usou-se 0
OMNIC, que apresenta o espectro da % reflectancia em funcdo do nimero de ondas (cm-t), e 0 TQ
ANALIST, para geracdo do modelo de calibracéo a partir dos espectros obtidos.

Resultados e Discussao

A partir dos dados coletados, com 5 diferentes amostras de soja, foi possivel chegar em diferentes
valores de proteina para cada um dos grdos de soja, utilizando a metodologia de Kjeldahl para tal. A
seguir, na tabela 2, é possivel observar como a porcentagem proteica variou com a amostra estudada:



Tabela 2 - Relacdo entre Amostra de Soja e porcentagem proteica
Amostra de Gréo de Soja Porcentagem Proteica Obtida

29,26%
31,45%
32,04%
28,19%

aa ~r W N

29,48%

Esses resultados foram utilizados para o desenvolvimento do modelo de calibracdo no NIRS.

Em relacéo aos resultados obtidos do NIR, pode-se observar no aplicativo OMNIC a diferenca das
curvas entre a soja in natura (curva rosa) e a soja seca (curva vermelha) na Figura 5:

Figura 5 - Curvas de porcentagem de reflectancia em funcdo do nimero de ondas
para amostras de soja com diferentes teores de umidade
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Além disso, com o software TQ Analyst, o estudo das curvas de calibracdo também foi possivel,
permitindo dessa maneira analisar a qualidade experimental de todos os dados obtidos, e dessa
maneira, guiando quais deveriam ser 0s proximos passos a serem tomados e quais mudancgas deveriam
ser feitas. A figura 6 mostra um exemplo de modelo gerado com algumas amostras de soja:



Figura 6 — Modelo de calibracdo gerado a partir das diferentes amostras de soja para quantificacéo
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A partir da analise apresentada na Figura 6, observa-se a viabilidade de gerar um modelo de calibracéo
para a quantificagdo de proteina utilizando espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS). Apesar
do baixo coeficiente de correlacdo inicial, é notavel o aumento na porcentagem de reflectancia
observada nos espectros obtidos. Para aprimorar o modelo, recomenda-se a aplicacdo de pré-
tratamentos nos espectros, como o uso de derivadas de primeira ou segunda ordem, que podem reduzir
ruidos e melhorar a separacdo dos sinais relevantes, otimizando a precisdo e robustez da calibracgao.

Figura 7 — Modelo de calibrag@o gerado a partir das diferentes amostras de soja para determinagéo
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A partir da figura 7 é possivel observar que ¢é possivel quantificar umidade em soja, com uma boa
precisdo. Ao se analisar o coeficiente de correlacdo obtidos, observa-se que os valores foram
relativamente altos e RMSEP e RMSEC forma baixo o que demostra um bom ajuste dos dados ao
modelo. Porém mais pontos seriam interessantes para melhorar o modelo desenvolvido.



Conclusodes

Com base no trabalho desenvolvido, obtiveram-se resultados relevantes ao utilizar espectroscopia de
infravermelho proximo (NIR) e o método Kjeldahl para quantificar proteinas em gréos de soja. Esse
estudo destaca-se pela inovacdo ao aplicar a tecnologia NIR, que proporciona maior rapidez e
praticidade na andlise do teor proteico em comparagdo com métodos convencionais.

Os resultados indicaram que a espectroscopia NIR é uma técnica promissora para a quantificacao dos
teores de proteina e umidade em amostras de soja. Além disso, ela apresenta beneficios significativos,
como a reducdo no consumo de reagentes quimicos, contribuindo para a sustentabilidade ambiental,
e a diminuicdo do consumo de energia elétrica. Essa abordagem otimiza os processos de segregacao
e rastreamento de lotes no periodo po6s-colheita, trazendo ganhos de eficiéncia e sustentabilidade para
o setor agricola.
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