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Metodologia alternativa para
determinacao de teor de clorofila em soja

RESUMO

Dada a importancia mundial do cultivar soja, é imprescindivel a aplicagdo de
metodologias para o monitoramento eficiente dos parametros fisico-quimicos que
determinam a qualidade dos grdaos com agilidade e confiabilidade adequadas. Dentre os
derivados de soja de grande valor comercial, pode-se mencionar a extragdo e
comercializagdo do dleo. O teor de clorofila dos graos influencia na qualidade e,
consequentemente, no valor do éleo produzido. Desta forma, o desenvolvimento de
metodologias alternativas para esta finalidade pode trazer enormes beneficios. Este
estudo propde a utilizagdo de Espectroscopia de Infravermelho Préoximo (NIR) associada
a métodos quimiométricos para constru¢do de modelos multivariados capazes de
determinar o teor de clorofila em soja. Para isto, foram avaliadas 246 amostras de soja
da regido noroeste do Estado do Parana-Brasil, com resultados de teor de clorofila de
223 até 8.454 mg/kg (ppm). Os dados espectrais foram processados por meio do
método PLS, onde o coeficiente de correlagdo foi de 0,8709, com RMSEC (Root Mean
Square Error of Cross) 623,2972 e RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) de
621,9778. Os resultados sugerem que o modelo desenvolvido pode ser utilizado como
uma metodologia alternativa para determinar o teor de clorofila em soja.

PALAVRAS-CHAVE: Espectroscopia no infravermelho. Partial Least Square. Métodos
guimiométricos.
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INTRODUGAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill), por apresentar propriedades
quimicas e fisicas muito importantes como fonte de matéria-prima para as
industrias alimenticias, possui potencial para exercer multiplas funcdes em
sistemas de producdo. Devido a importancia econOmica, é necessario um
rigoroso controle de producdo dos grdos e dos padrdoes de comercializagdo,
entretanto, a indUstria tem apresentado problemas relacionados ao recebimento
de graos esverdeados (ARAUJO, 2014).

A coloracdo verde é devida a presenca de clorofila em graos colhidos ainda
imaturos, e isso pode interferir na qualidade do 6leo extraido, uma vez que é
visivel a coloracdo esverdeada comercialmente inadequada. Além de visualmente
indesejavel, a clorofila reduz a estabilidade oxidativa do dleo, levando a sua
rancificacdo, o que reduz a eficiéncia do processo de hidrogenacdo (SINNECKER,
2002; BORRMANN, 2009).Outro ponto relevante, é que grdos imaturos
apresentam um percentual de 2% a 3% menor de dleo em relagdo ao grao
maduro, o que acarretard em uma maior acidez, além de ter um custo maior de
refino e reduzindo o seu valor comercial (FRANCA-NETO et al., 2012;
MANDARINO, 2012).

Entretanto, analises fisico-quimicas tradicionais para manter o controle de
gualidade dos graos sdao demoradas, custosas, apresentam carater destrutivo das
amostras, além de gerarem residuos quimicos. Assim, a utilizacdo de métodos
Opticos, por suas diversas vantagens, se faz vdlida. O mais utilizado, dentre os
métodos Opticos, é a espectroscopia na regido do infravermelho, que se baseia
na absorcdo de energia radiante, resultando em vibragdo molecular (PAULA et
al., 2013). Para avaliar os resultados a partir de métodos dpticos a forma mais
viavel é através de métodos multivariados de andlise, mais conhecidos como
métodos quimiométricos complexos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; MARCO,
2009; VALDERRAMA, 2009).

No caso de modelos para calibracdo multivariada, por se tratar de uma
metodologia de ajuste linear das varidveis, o método quimiométrico mais
aplicado é realizado por Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares).

Deste modo, este trabalho tem como objetivo apresentar uma metodologia para
determinacdo de teor de clorofila em soja utilizando a espectroscopia no
infravermelho juntamente com o PLS.

MATERIAIS E METODOS

Para obtengdo da amostra de 6leo de soja, foram fornecidas 246 amostras
de diferentes cidades da regido noroeste do Estado do Parand. Cerca de 100
gramas da amostra foram secas em estufa de circulagao de ar forgada a 130°C
por 1 hora. Em seguida as amostras secas foram trituradas em moinho de rotor
(Marconi, modelo MA-090CFT), com mesh de 0,85 mm de abertura, e
encaminhadas para analise em duplicata.

Para a quantificacdo da clorofila, utilizou-se a metodologia segundo a AOCS
Official Method (1993), com aproximadamente 25 gramas da amostra e leitura
de absorbancia em espectrofotometro nos comprimentos de onda 630, 670 e
710 nm, em cubeta de 50 mm de caminho dptico.
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Apds a obtencao dos espectros, foi empregado o método quimiométrico de
Minimos Quadrados Parciais (PLS). Para o tratamento dos dados foi empregado o
software Matlab R2007b com as ferramentas do pacote PLS-Toolbox 5.2
(Eingevector Research Inc.). Utilizando para a construgdo do
modelo PLS uma etapa de calibracdo e uma etapa de validacdo do modelo
construido (KOWALSKI; BEEBE, 1987).

Posteriormente, a validagdo do modelo de calibracdo multivariada foi
realizada através da determinacdo das figuras de mérito: exatiddo, linearidade,
ajuste, sensibilidade, sensibilidade analitica, limites de detec¢do e quantificacdo.
Os calculos foram realizados com base em trabalhos descritos na literatura
(VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007; VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009). A
relacio de desempenho do desvio (RPD, Residual Prediction Deviation) foi
avaliada de acordo com (BOTELHO; MENDES; SENA, 2013).

A exatiddo expressa o grau de concordancia entre o valor estimado pelo
modelo multivariado e o valor tido como verdadeiro obtido pelo método de
referéncia. Esse parametro é expresso através da Raiz Quadrada do Erro Médio
Quadratico de Calibracdo (RMSEC) e de Previsdao (RMSEP) (MARTENS; NAES,

1996):
nv )2 nv 2
RMSEP = Zt:l(Z; ' (1) RMSEC = /W 2)

em que: yi é o valor de referéncia, é o valor previsto pelo modelo multivariado,
nv é o numero de amostras na validacdo e nc é o nimero de amostras na
calibragdo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para determinac¢do do teor de clorofila, os resultados obtidos através do
método de referéncia, apresentaram variagdo extrema, com valores de 223 até
8.454 mg/kg (ppm). Os espectros obtidos no infravermelho proximo (NIR) da
farinha de soja estdo apresentados na Figura 1-A sem tratamento e 1-B com
tratamento matemitico.

Figura 1: (A) Espectros NIR das amostras de soja sem pré-tratamento e (B)
Espectros NIR pré-processados.
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A performance dos modelos desenvolvidos foi testada a partir dos valores
das figuras de mérito, como mencionados anteriormente. Estes resultados sdo
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Figuras de Mérito do modelo PLS.

Figuras de Mérito

Teor de clorofila

Real 0,8709

Ryal 0,8073
RMSEC 623,2972
RMSEP 621,9778
Coeficiente de Correlacao 0,8709
RPD., 1,5956
RPD, 1,6295
Sensibilidade 6,5675x10®
Sensibilidade Analitica 0,0033
Inversa da Sensibilidade Analitica 300,6507

Limite de Deteccdo
Limite de Quantificacdo

992,1474 (ppm)
300,65 (ppm)

Para avaliar o ajuste do modelo construido utiliza-se os parametros RMSEC e
RMSEP, que sdo considerados indicadores de exatiddo, porém sdo parametros
globais que incorporam tanto erros sistematicos quanto aleatérios, oriundos do
método de referéncia. Sendo assim, um outro indicador de exatiddo é a
regressao entre os valores de referéncia e os valores estimados pelo modelo, ou
seja, o ajuste (R). O ajuste obtido para este modelo pode ser visualizado a partir
da Figura 1, sendo o coeficiente de correlacdo de 0,8709. Esses resultados podem
ser considerados adequados para estas previsdes ja que o método de referéncia
apresentou ampla variacdo (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007; VALDERRAMA;
BRAGA; POPPI, 2007a; FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013).

A linearidade do modelo PLS foi avaliada através do grafico de residuos

(Figura 2-A). De acordo com os resultados é possivel afirmar que os dados se
ajustam a um modelo linear, pois a distribuicdo dos residuos se assemelha a uma
distribuicdo normal (Figura 2-B).
O valor de RPD do modelo de calibracdo (Tabela 1), foi de 1,6, sendo entdo
considerado com uma capacidade preditiva do modelo satisfatéria, ja que de
acordo com a literatura sao classificados satisfatérios os que apresentam valores
entre 2,4 e 1,5 (BOTELHO; MENDES; SENA, 2013).

Figura 2: (A) Ajuste e (B) Residuos do modelo PLS para determinagdo do teor de
clorofila. (°) amostras de calibragdo; («) amostras de validacéo.
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A sensibilidade e a sensibilidade analitica, considerando-se que a faixa de
teor de clorofila utilizada no trabalho, variou de 223 até 8.454 mg/kg (ppm),
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apresentaram  resultados satisfatérios de (6,5675x10%) e  (0,0033),
respectivamente. E pelo inverso da sensibilidade analitica foi possivel fazer a
distingado de amostras com diferen¢a de teor de clorofila da ordem de 300,6507
mg/kg.

Os limites de deteccao e quantificacdo do modelo foram de 992,1474 ppm e
300,65 ppm, respectivamente. Desta forma, a concentra¢gdo minima que pode ser
medida confiavelmente pelo modelo empregando infravermelho é de 992,14
ppm, indicando que amostras abaixo deste teor podem ser medidas
erroneamente. Como o limite de quantificacdo ficou em 300,65 ppm, significa
gue amostras que apresentem diferencas de concentragdo inferiores a esta nao
poderdo ser diferenciadas. No entanto, como amostras com baixo teor de
clorofila sdo desejadas pela industria, os resultados sugerem a possibilidade de
utilizacdo de um modelo PLS como metodologia alternativa para determinacdo
de teor de clorofila em soja sendo uma alternativa aos métodos convencionais
com potencial para ser implementada para medidas em linha de producao.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi possivel desenvolver uma metodologia
alternativa para determinacdo de teor de clorofila de forma rdpida, nao
destrutiva e ndo invasiva para amostras de soja. A utilizacdo de espectroscopia
no infravermelho préximo, aliada a métodos quimiométricos, se apresenta como
uma alternativa aos métodos convencionais, com um grande potencial para
aplicagdo em larga escala em industrias alimenticias, uma vez que a metodologia
proposta é rapida, ndo emprega reagentes/solventes e ndo gera residuos toxicos.
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Alternative methodology to determine
chlorophyll content in soybean

ABSTRACT

Given the worldwide importance of soybean cultivars, it is essential to apply
methodologies for the efficient monitoring of the physico-chemical parameters that
determine a grain quality with adequate agility and reliability. Among the derivatives of
soy of great commercial value, one can mention an extraction and commercialization of
oil. The chlorophyll content of the grains influences the quality and, consequently, no
production value. In this way, the development of alternative methodologies for this
purpose can bring huge. This study proposes the use of Near Infrared Spectroscopy (NIR)
associated with chemometric methods for the construction of multivariate models
capable of determining the chlorophyll content in soybean. For this, 246 soybean samples
from the northwest region of the State of Parana-Brazil were evaluated, with results of
chlorophyll content from 223 to 8.454 mg / kg (ppm). The data were processed using the
PLS method, where the correlation coefficient was 0.8709, with Root Mean Square Error
of Cross (RMSEC) 623.2972 and RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction) of
621.9778. The results showed that the model developed can be used as an alternative
methodology to determine the content of chlorophyll in soybean.

KEYWORDS: Infrared spectroscopy. Partial Least Square. Chemometric methods.
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