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RESUMO

As espectroscopias sao um dos métodos analiticos mais utilizados no mundo, sendo
referéncia para analises bromatoldgicas, ou seja, aquelas destinadas a determinacéo
da composicao quimica de alimentos, valor nutricional, calorias, propriedades fisicas,
guimicas, toxicolégicas entre outras. O objetivo deste trabalho é realizar uma revisédo
bibliogréafica sobre o uso da espectroscopia na regido do infravermelho proximo (NIR)
nessas analises, evidenciando suas vantagens e desvantagens. A partir dos
resultados encontrados nas plataformas Google Académico e Periddicos Capes,
observa-se que o NIR pode ser realizado em forragens, sementes, graos, vagens e
silagens, onde seu resultado evidencia se a amostra esta apta ou ndo para consumo,
além de determinar parametros como quantidade de proteina bruta, teor de nitrogénio,
fibra seca, teor de umidade, cinza total, fibra bruta e gordura bruta. A utilizacdo de
guimiometria é fundamental para a quantificacao via NIR, visto que os espectros NIR
nao possuem seletividade, assim métodos de calibracdo multivariada como regresséo
por componentes principais (PCR) e regressao por quadrados minimos parciais (PLS)
sédo fundamentais para a quantificacdo de substancias e parametros. Para realizar a
calibracdo multivariada, é necessario também que andlises de referéncia sejam
utilizadas a fim de realizar a correlacdo entre os espectros (NIR) e os valores de
propriedades encontrados pelo método de referéncia. Considerando a praticidade,
custo e alta frequéncia analitica da técnica, fica evidente a importancia da

espectroscopia NIR nas analises bromatolégicas.

Palavras-chave: Infravermelho préximo; Quimiometria; Analises bromatologicas.



ABSTRACT

Spectroscopies are among the most widely used analytical methods in the world,
serving as a reference for bromatological analyses, i.e., those aimed at determining
the chemical composition of food, nutritional value, calories, physical, chemical,
toxicological properties, among others. The objective of this work is to conduct a
literature review on the use of near-infrared (NIR) spectroscopy in these analyses,
highlighting its advantages and disadvantages. Based on the results found on Google
Scholar and Capes Journals platforms, it is observed that NIR can be applied to
forages, seeds, grains, pods, and silages, where its results indicate whether the
sample is fit for consumption or not, in addition to determining parameters such as
crude protein content, nitrogen content, dry fiber, moisture content, total ash, crude
fiber, and crude fat. The use of chemometrics is essential for quantification via NIR, as
NIR spectra lack selectivity, thus multivariate calibration methods such as principal
component regression (PCR) and patrtial least squares regression (PLS) are crucial for
the quantification of substances and parameters. To perform multivariate calibration, it
is also necessary that reference analyses be used to correlate the spectra (NIR) with
the property values found by the reference method. Considering the practicality, cost,
and high analytical frequency of the technique, the importance of NIR spectroscopy in

bromatological analyses is evident.

Keyword: Near infrared spectroscopy; Chemometrics; Bromatological analysis.
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1 INTRODUCAO

O uso da espectroscopia € muito enfatico quanto se trata de métodos analiticos,
principalmente quando h& a necessidade de analisar e obter informagdes relevantes
sobre a composi¢cédo de um determinado material (Melo, 2017).

Seu uso abrange inUmeras areas, onde a alimenticia mostra-se essencial
devido a problemas que podem ocorrer quando alimentos improprios sao consumidos,
seja por seres humanos ou animais. Desta maneira, vale destacar que alimentos como
o milho representam cerca de 70% das formulagbes comerciais atuais para a
alimentacdo animal, portanto € relevante que sua composicdo seja analisada
(Fernandes, 2015).

Outra justificativa para que esses alimentos sejam estudados, encontra-se na
dieta que deve ser aplicada aos animais, ou seja, € necessario que esta seja
equilibrada e de acordo com cada fase de vida do animal, onde a alimentacdo
balanceada evidencia uma reducdo dos custos de producdo de cerca de 20,4%
(Rihawi et al., 2010).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) relatam que em
2017 o Brasil possuia 158,6 milhbes de hectares de fazendas, logo a éarea
agropecudria do pais é grande e necessita que boas pastagens e alimenta¢cdes sejam
oferecidas, visando ainda o consumo dos animais pelo ser humano. Vale mencionar,
gue mesmo com a grande extensao de hectares disponiveis no Brasil, hA momentos
de seca ou de grandes chuvas, o que ocasiona dificuldade na alimentagéo desses
animais, logo, é relevante que haja um armazenamento correto e eficaz para a
alimentacéao animal (Pamato et al., 2022).

As analises dessas amostras sdo denominadas bromatoldgicas, sendo esta
palavra de origem grega, onde broma significa dos alimentos e Logos ciéncia, logo, é
definida como a ciéncia que estuda os alimentos, como também sua composicao
guimica, acdo no organismo e valor alimenticio (Coelho, 2015). Ainda, tem como
objetivo quantificar quais nutrientes estdo presentes em determinada amostra de
alimento, deste modo seu uso fornece informag0des relevantes para os produtores de
animais acerca da alimentacao utilizada, planejamento alimentar e forrageiro (Rech,
2018). As analises bromatologicas ndo se referem exclusivamente aos alimentos

destinados a animais, mas também aos alimentos destinados aos humanos.
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Vale mencionar que muitas das técnicas utilizadas encontram-se defasadas,
demandam muito tempo de analise e requerem preparacdo especifica (Anjos, 2016).

Segundo Dos Santos et al. (2024), a Espectroscopia de Infravermelho Proximo
(NIR) pode ser utilizada para a obtencao de informagdes de composi¢cao quimica das
amostras bromatoldgicas sem que estas sejam destruidas e/ou residuos sejam
produzidos. Além disso, os resultados sdo apresentados em pouco tempo, permitindo
uma alta frequéncia analitica, o que desperta grande interesse da industria.

O principio desta analise estd na absorcdo de radiacdo na regido do
infravermelho proximo, variando de 800 a 2.500 nm, é uma técnica multianalitica
permitindo que sejam previstos varios parametros ao mesmo tempo, e com a mesma
precisdo (Evangelista; Basiricd; Bernabucci, 2021).

Nota-se que o resultado do método estd no fato de que as principais
substancias presentes em uma amostra tém caracteristicas diferentes de absorcao,
devido as vibracdes das ligacdes covalentes, permitindo assim que espectros
combinados dessas substancias sejam gerados e interpretados (Dias et al., 2012).

Ainda, de acordo com Pamato et al. (2022) a NIR apresenta rapidez e pouco
trabalho no preparo das amostras que serdo analisadas, logo, o procedimento mostra-
se facilitado e eficiente para andlises bromatoldgicas.

Desta maneira, o trabalho tem como objetivo realizar uma revisdo bibliogréfica
nas plataformas Periddicos Capes e Google Académico acerca do uso da NIR em
analises bromatolégicas para alimentos destinados a alimentagcdo animal, salientando
a maneira de uso da técnica, suas vantagens, desvantagens e compara¢des com

outras técnicas.

2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é realizar uma revisao bibliografica acerca do uso da
técnica de Espectroscopia de Infravermelho Préximo nas andlises bromatologicas

para alimentacéo animal.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Mercado Alimenticio no Brasil

A globalizacdo e o consumo da populacao séo fatores que tem contribuido de
forma incisiva para a venda de produtos alimenticios, onde segundo uma reportagem
da revista Exame (2024), observa-se que o faturamento da industria alimenticia
passou de 5,1% em 2022 para 7,2% em 2023, chegando ainda a representar 60,9%
da producéo voltada a agropecuaria brasileira.

No Nordeste do pais encontra-se uma grande concentracdo de rebanhos de
ovinos e caprinos, representando cerca de 92,7% e 60,6% respectivamente do total
destes animais presentes no Brasil, porém manter a nutricdo desses animais exige
gue 75 a 80% do custo efetivo seja gasto na alimentacéo destes (Melo, 2017).

Além disso, a regido citada apresenta periodos de tempo seco, onde a chuva é
escassa, 0 que exige que os alimentos destinados a alimentacao do rebanho seja de
alta qualidade e mantenha os nutrientes necessarios, portanto, justifica-se o uso de
técnicas analiticas para que ocorram estudo destes alimentos, visando ainda que o
estes animais cheguem saudaveis para o consumo humano (Melo, 2017; Pereira,
2007).

Desta maneira, é relevante que os alimentos sejam analisados, afinal sua vida
util pode ser alterada de acordo com seu armazenamento, efeito do oxigénio nesses
materiais e o crescimento de microrganismos indesejados e prejudiciais para a saude
dos animais (Ondrio; Seixas, 2010).

Outro conceito que vale ser destacado, € a questdo de produtos organicos e
ndo organicos, onde os primeiros tendem a ser mais saudaveis, pois nao Ssao
colocados em contatos com agrotoxicos e fertilizantes sintéticos, salientando a
preocupacdao dos produtores e dos consumidores com uma alimentacéo tanto humana
guanto animal que seja mais saudavel, justificando assim que os produtos alimenticios
passem por analises e procedimentos mais rigidos em suas producdes (Fernandez et
al., 2020).

Além disso, devido a crescente procura da sociedade por determinados
alimentos, principalmente os que apresentam alta nos prec¢os, como, por exemplo, 0

caso de azeites, as técnicas de analises demonstram eficiéncia em analisar e
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identificar se os produtos sdo ou nao falsificados, sendo outro quesito importante
guando se trata do mercado alimenticio brasileiro (Santos et al., 2020).

A crescente deste mercado traz também as regulamentacdes e legislactes
brasileiras, embasadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), sendo estes
responsaveis pela garantia de qualidade dos alimentos. Deste modo, a qualidade
alimenticia é exacerbada e pede que técnicas analiticas sejam utilizadas para que a
composi¢cdo quimica dos alimentos seja evidenciada, garantindo que o consumidor
final e os animais tenham acesso a uma alimentagcéo adequada e segura (Santos et
al., 2020).

3.2 Métodos classicos para analises bromatolégicas

A analise quimica esta ligada a determinacédo da composi¢ao da amostra, desta
forma é relevante o entendimento acerca do alimento a ser utilizado na nutricdo
animal, provendo assim uma alimentagéo balanceada e com custo-beneficio correto.
(Ribeiro, 2019).

Uma das analises mais utilizadas para avaliagdo da qualidade de alimentos &
a andlise de proteinas, realizada com o intuito de determinar a por¢ao de nitrogénio
na amostra, podendo ser realizada pelo método de Dumas ou de Kjeldahl (Ribeiro,
2019).

Vale mencionar que a analise de nitrogénio em amostras bromatoldgicas é
importante considerando-se a quantidade de proteinas presentes no alimento, ou seja,
e utilizada para quantificar a proteina presente na amostra. Sendo assim, justifica-se
a relevancia de analisar as amostras bromatoldgicas visando entender suas

composic¢des (Araujo, 2019).

3.2.1 Método de Kjeldahl

Segundo Silva e Queiroz (2009), o método de Kjeldahl foi desenvolvido em
1883 pelo quimico dinamarqués Johan Kjeldahl, o que justifica 0 home da analise.
Sua utilizagao consiste em trés etapas: digestdo da amostra em &cido sulfurico em um
bloco digestor; destilacdo de ambnia aumentando o pH com hidréxido de sddio e acido

bérico como receptor da amdnia para coletar a amonia destilada; e titulagdo com acido
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cloridrico para quantificacdo da aménia encontrada na amostra.

Vale destacar que este método é utilizado até os dias atuais como uma
referéncia nas analises bromatolégicas, mesmo com as diversas modificaces
sofridas ao longo do tempo, visando a melhoria da técnica e seu aperfeigoamento.
Além disso, pode ser utilizada para calibracdo e validacdo de outros métodos
determinadores de proteinas (Melo et al., 2020).

A seguir, sdo apresentadas as reacdes envolvidas no método:

H,S0,

Matéria Organica - S03+ SO, + CO, + H,0 + (NH,),S0, (2)
(NH,),S04 + 2NaOH f Na,S0, + 2NH; T + H,0 (2)
NH; + H3BO; — NH,H,BOs (3)
2NH,H,BO5 " +H,S0, —» (NH,),SO, + 2H3B0; 4)

Fonte: Adaptado de Araujo (2019).

As reacdes apresentadas anteriormente, podem ser divididas em trés etapas,
sendo estas: digestao, destilac&o e titulacdo. Na primeira, proveniente da equacao 1,
h& o aquecimento da amostra com acido sulfarico para que o carbono e o hidrogénio
sejam oxidados, utilizando também a presenca de uma mistura catalisadora de sulfato
de cobre com sulfato de potassio, deixando a reacdo mais veloz e fazendo com que o
nitrogénio presenta na proteina seja reduzido e transformado no sulfato de amonio
(Giovanaz, 2022).

O uso de catalisadores como o sulfato de cobre e o sulfato de potassio
apresentam algumas especificidades, como aceleracdo da oxidacdo, ja evidenciada,
reducdo da quantidade de acido sulfarico necessario através do aumento da ebulicéo
deste acido, logo a digestdo é mais eficiente, fazendo com que o nitrogénio organico
seja convertido em amoénia e 0s compostos organicos sejam decompostos devido as
altas temperaturas (Giovanaz, 2022).

A escolha de um catalisador, se deu por varios estudos no ano de 1885, sendo

os mais eficientes, cobre, mercirio e selénio, porém opta-se atualmente por
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elementos mais seguros, dentre eles uma mistura 2:1 dos sais de sulfato de potassio
e sulfato de cobre (Melo et al., 2020).

Para a destilacdo, segunda etapa, adiciona-se hidréxido de sédio 32% e
aquece-se a mistura, logo a amonia € liberada e pode ser separada por este método,
como observado na reacédo 2. Este gas reage entdo com uma solucao de acido borico,
para que seja formado o borato de aménio, evidenciado na reacao 3 (Giovanaz, 2022).

Para terminar, a etapa de titulacdo, notada na reacéo 4, evidencia a titulacao
do borato de aménio, formado anteriormente, com uma solucdo de &cido sulfdrico
padronizada, assim quanto maior a quantidade de &cido utilizada, maior sera a
guantidade de nitrogénio presente na amostra analisada (Giovanaz, 2022).

Na figura 1 é possivel observar a estrutura de um destilador Kjeldahl.

Figura 1 - Representacao de um destilador Kjeldahl

Fonte: Alfa Mare (2024).

O método de Kjeldahl demonstra cerca de 98% de eficiéncia, sendo simples,
confidvel e de baixo custo, utilizando ainda reagentes que sao facilmente encontrados
em qualquer laborat6rio, porém requerem grandes quantidades desses reagentes, o
gue pode ser um empecilho para alguns experimentos (Ferreira; Monteiro; Silva,
2007).

Visto isso, este € um método relevante para o uso na andlise bromatologica,

auxiliando nas andlises do teor de proteinas de cada alimento e, consequentemente,
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sendo possivel entender como 0s animais estdo se alimentando, além das
implicacdes desta alimentacao.

Mesmo com tantas facilidades, esta metodologia apresenta algumas limitacdes
como a demora na digestdo da amostra, uso de reagentes com alta periculosidade e
grandes volumes de residuos gerados, o que pode acarretar na busca por outros

métodos que facam a mesma funcéo (Ribeiro, 2010).
3.2.2 Método de Dumas

A criacdo do método Dumas, ocorreu em 1831 pelo quimico Jean Baptiste
Dumas, sendo a primeira maneira descrita de analisar nitrogénio e proteinas, porém
neste periodo seu uso era limitado devido a falta de materiais e tecnologias da época
(Araujo, 2019).

O método Dumas consiste em uma oxidacao total da amostra, com a presenca
de oxigénio e altas temperaturas, facilitando a deteccdo deste mesmo elemento em
sua forma molecular (Ribeiro, 2010).

. Nota-se que a combustédo da amostra organica, dentro de um sistema fechado
e hermético, gera agua e oxidos de nitrogénio e carbono, como visto na reacéo 5.
Logo, estes gases passam por uma etapa de reducdo, onde os Oxidos séo

transformados em nitrogénio molecular (Giovanaz, 2022).

CoHmNy + a0y = nCO, + 0.5 mH,0 + xN — 6xidos (5)

N — 6xidos é N, (6)

Fonte: Adaptado de Giovanaz (2022).

Segundo Muller (2017), esta metodologia demonstra-se util para analises totais
de nitrogénio em matrizes organicas, onde a amostra € queimada por meio de tubos
de oxidacao e reducéo para que ocorra a conversao do nitrogénio em molecular, como
mencionado anteriormente. Apés, um detector de condutividade térmica mede o gas
obtido e os resultados sé&o apresentados em miligramas (mg) ou porcentagens.

Algumas desvantagens também podem ser evidenciadas neste método como
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algumas divergéncias nos resultados apresentados, devido a baixa quantidade de
amostra utilizada, porém, ainda sim destaca-se e € uma solu¢do quando nao se deseja
ou nao se pode utilizar o método Kjeldahl. (Aradjo, 2019).

Quando se compara 0 método Dumas e o Kjeldahl, observam-se algumas
vantagens do primeiro para o segundo, entre elas: automacdo do processo, rapidez
nas analises, utilizacdo de reagentes com menores periculosidades, além de
resultados mais precisos e exatos, chamando atencdo assim dos profissionais e

usuarios que necessitam destas andlises em seus laboratorios (Ribeiro, 2010).

3.3 Espectroscopia ha Regido do Infravermelho Proximo

A descoberta da radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho proximo
(NIR) foi realizada em 1800 por Herschel, sendo a primeira parte do espectro n&o
visivel identificada na histéria, porém seu uso so teve inicio por volta de um século e
meio depois, devido a falta de seletividade dos espectros nessa regiao (Tibola et al.,
2018).

Ja em 1930, Thomas Hotteling escreveu o artigo classico sobre a analise de
componentes principais em amostras, denominada Principal Component Analysis
(PCA), formulando assim uma abordagem matematica que fosse capaz de abordar e
agrupar dados e suas separacdes, aumentando assim o conhecimento na area
(Fernandes, 2015).

Na década de 60 Karl Norris iniciou 0 uso da técnica para caracterizacao de
produtos agricolas, neste periodo ficou evidente que técnicas mateméaticas seriam
necessarias para o uso do NIR, principalmente para que problemas da falta de
seletividade fossem resolvidos. Ainda, este estudo possibilitou a introducédo das
técnicas quimiométricas de tratamento multivariado de dados e da técnica de
regressao por quadrados minimos parciais em 1984 (Tibola et al., 2018).

O termo espectroscopia remete ao estudo das interacOes entre as radiacdes
eletromagnéticas com as moléculas, onde as moléculas podem interagir absorvendo
diferentes comprimentos de onda para sofrerem transac¢des rotacionais, vibracionais
e eletronicas. Para o NIR, a absorgéo resulta em transi¢cao vibracional, proveniente
dos movimentos relativos que 0s atomos executam em uma molécula, logo, € possivel
identificar a radiacdo absorvida por essas ligacdes (Fernandes, 2015). A transicao

vibracional observada é resultado de overtones ou bandas de combinacdo de
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transi¢Bes vibracionais fundamentais, ja que o NIR é uma radiacdo mais energética
gue o infravermelho médio.

Como mencionado, a NIR utiliza a regido do espectro eletromagnético, estando
na regido entre 800 nm a 2500 nm (Figura 2), logo permite a andlise de diversos
parametros ao mesmo tempo, e com uma precisdo relevante. Ainda, esta técnica tem
consumo de reagentes considerado baixo ou nulo, andlises rapidas e pouca
manipulacdo das amostras, sendo, portanto, vantagens quando comparada a outras

técnicas (Evangelista; Loredana; Bernabucci, 2021).

Figura 2 - Espectro eletromagnético

X-Ray uv Visible
< | 2

Fonte: Metrohm (2024).

Far IR,

Microwave
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O funcionamento do NIR associa-se as ligacdes covalentes das amostras
analisadas, onde estas absorvem energia da radiacéo e suas vibracfes sao alteradas.
A luz absorvida pode ser medida através da diferenca da luz emitida pelo equipamento
e a quantidade de luz resultante apés esta passar pela amostra. Os grupos funcionais
O-H, N-H, C=0 sao exemplos que apresentam overtones de transi¢coes vibracionais
na regidao analisada, sendo relevantes para a analise (Pavia et al., 2010).

Vale mencionar que as medicOes realizadas pela espectroscopia no
infravermelho proximo podem ser coletadas de trés diferentes maneiras: transmitancia
onde é possivel obter informacdes acerca de todo o volume da amostra que é
atravessado pela luz; refletancia onde as informacfes sédo geradas pelo que é refletido
pela amostra em relacdo a radiacao inicial emitida pela fonte; e transflectancia, onde
sdo utilizados os dois modos anteriores em acoplamento, sendo utilizada para
amostras liquidas (Evangelista; Loredana; Bernabucci, 2021).

Visto isso, a técnica demonstra grande aplicabilidade, desde a area agricola
até a farmacéutica, possibilitando que o usuario obtenha resultados qualitativos e
guantitativos das amostras a serem analisadas (Melo, 2017).

Nas Figuras 3 e 4 ¢é possivel observar, respectivamente, o equipamento NIR e

a Otica de um equipamento dispersivo.
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Figura 3 - Equipamento NIR

Fonte: Fermentec News (2021).

Figura 4 — Esquema de um espectrémetro NIR dispersivo
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Fonte: Dos Santos (2011).

Além disso, o NIR apresenta algumas vantagens e limitacfes perante outras
técnicas como cromatografia e Kjeldahl. Acerca das vantagens podem ser destacadas
a rapidez das analises sem preparo complexo e sem causar destruicdo da amostra
utilizada, andlises de multiplos parametros sem a necessidade de ensaios separados,
utilizacdo em varios tipos de amostras (sdlidas, liquidas e gasosas) e adaptacdo da
técnica para dispositivos portateis. Ja para as limitagdes tém-se a necessidade de um
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modelo de calibracdo eficiente com referéncias, sensibilidade a interferentes como
tamanho da particula e resolucdo limitada, onde seus picos espectrais sdo mais
complexos de separacao. Porém, mesmo com algumas desvantagens, o NIR continua
sendo muito utilizado e eficiente para as amostras de alimentos, por suas vantagens

(Burns; Ciurczak, 2007; Rinnan; Van der Berg; Engelsen, 2009).

3.4 Calibracdo multivariada

A quimiometria surgiu na década de 70, sendo uma vertente da quimica
analitica com o intuito de extrair informacfes pertinentes de dados quimicos
complexos. Atualmente a quimiometria é utilizada na analise de dados buscando
otimizar os processos de classificacdo de dados, monitoramento e modelagem de
processos multivariados, logo a calibragéo multivariada entra neste contexto (Maretto,
2011).

A calibracdo da NIR exige métodos robustos e precisos, logo sdo dificeis de
serem encontrados e validados, afinal dependem de um numero consideravel de
amostras para que as propriedades e os resultados sejam analisados e validados com
precisdo. Desta maneira, a grande maioria dessas calibracbes baseia-se em termos
de linearidade e precisao, facilitando o processo e auxiliando as analises (Evangelista;
Loredana; Bernabucci, 2021).

Segundo Fernandes (2015), a calibracdo para a espectroscopia do
infravermelho préximo pode ser definida através de uma sequéncia de operacdes
onde ocorrem correlagdes entre as medidas instrumentais e valores de concentracao
ou propriedades do analito de interesse. Assim na calibracdo sdo utilizadas
concentracdes ja conhecidas da amostra, obtidas pelo método de referéncia, as quais
séo correlacionadas com os espectros. Na predicdo, apds a calibragcdo, ocorre uma
pressuposi¢do das concentracfes de novas andlises, a partir dos sinais analiticos
obtidos pelo equipamento NIR.

Para que a calibracdo seja validada e reconhecida, tratamentos matematicos
prévios sdo aplicados visando a remocdo de quaisquer fontes indesejaveis de
informagdo que possam ocasionar variagcdes nos resultados. Esses pré-tratamentos
séo definidos como técnicas que auxiliam na reducéo, padronizacéo e eliminacao dos
fatores impactantes de qualquer leitura espectral como: temperatura, distor¢cdes

espectrais, granulometria, ruidos dos detectores e deslocamentos das linhas de base
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e/ou dos comprimentos de onda (Siesler et al., 2002).

Neste sentido, a calibracao pode ser realizada em algumas etapas, desde que
envolvam aplicabilidade do modelo escolhido, precisdo e robustez. Inicialmente, é
necessaria a criacdo de um objetivo, onde sera determinado o que ser4 medido e
analisado, podendo ser a umidade ou a concentragdo de proteinas da amostra, como
também os valores de interesse. Apds, uma coleta de amostras que representem todo
0 conjunto futuro de dados, deve ser realizada, considerada a etapa mais critica do
processo, pois nestes momentos € preciso evidenciar uma variedade de
concentracbes e propriedades fisicas e quimicas. Ainda, valores de referéncia
precisos sdo utilizados na calibragcdo, medidos muitas vezes através do método
Kjeldahl, logo esta etapa € essencial para que haja uma correlacdo entre estes
resultados e os espectros do NIR que devem ser obtidos com variacdes de
temperatura e umidade constantes. A vista disso, os dados devem ser pré-
processados devido a possiveis interferentes ou variacdes na dispersao de luz, ou
seja, 0 uso de técnicas como a correlacdo multiplicativa de sinal (MSC) torna-se crucial
para que a construcao do modelo a partir de técnicas de regressao multivariada sejam
utilizadas. Por fim, a validacdo do modelo, juntamente com seu ajuste e otimizacao
sao realizados, com o0 intuito que este apresente bons resultados e possa ser
implementado e monitorado de forma precisa e eficiente (Blanco; Vilarroya, 2002;
Burns; Ciurczak, 2007; Martens; Naes, 1992; Rinnan; Van der Berg; Engelsen, 2009).

O uso da calibragdo multivariada para a NIR justifica-se perante a dificuldade
de apresentacédo das variaveis seletivas, mesmo quando as amostras sdo de matrizes
menos complexas. Vale mencionar que este aspecto tem como vantagens
determinacdes diretas, mesmo que o sinal analitico ndo apresente uma boa resolucao.
Além disso, quando se compara esta calibracdo com a univariada, as vantagens da
primeira estdo associadas aos interferentes, sendo possivel compensa-los sem
exclui-los ou transforma-los, como é necessario na univariada. Esta compensacéo
pode ocorrer pela reacdo com algum reagente especifico capaz de transformar o
interferente em um produto inerte, utilizar métodos de filtracdo ou precipitacdo para
remocdo ou separa-lo por cromatografia (Tibola et al., 2018; Valderrama; Braga;
Poppi, 2009).

Dois métodos multivariados relevantes sao o Partial Least Squares (PLS) e o
Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA), sendo o primeiro um método
para quantificacdo e o segundo para classificagcao.
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O PLS ou Regresséao por Quadrados Minimos Parciais foi proposto em 1960
pelo quimico Herman Wold, tornando-se o0 método mais interessante e relevante para
a espectroscopia NIR. (Maretto, 2011).

Este método de calibracdo é capaz de quantificar analitos desejados na
presenca de interferentes, desde que estes sejam inclusos no conjunto da calibragéo.
A calibracdo é baseada em variaveis latentes (VLs), que reduzem a dimensionalidade
da matriz de calibracdo otimizando sua correlacdo com a matriz de valores
conhecidos. A validacao cruzada € uma ferramenta essencial para avaliar a qualidade
do modelo proposto, onde uma amostra ou um conjunto de amostras devem ser
retirados da calibracdo para que sejam previstos pelo modelo construido pelas
amostras restantes. Essas amostras voltam ao conjunto de calibracdo e novas
amostras sao retiradas, e o procedimento é repetido até que todas as amostras sejam
previstas.

O numero de VLs ideal € correspondente ao menor erro ou ao momento em
gue nao ha queda significativa do valor do erro proveniente da validacdo cruzada,
denominado Root Mean Square Error Of Cross Validation (RMSECV), apresentado
na Equacdo X. Na equacéo 1, do RMSECV, nc corresponde ao numero de amostras
de calibracéo, yi corresponde ao valor previsto pelo modelo e yi ao valor de referéncia

da i-ésima amostra (Pereira, 2007; Tibola et al., 2018).

St (YY)
M Equacéo 1

RMSECV =

Fonte: Tibola et al. (2018).

O método Leave-one-out (LOO) é o mais utilizado na validacdo cruzada,
permitindo que uma amostra seja removida por vez, porém seu uso € mais indicado
guando os conjuntos de amostra sdo pequenos. (Faber; Rajko, 2007).

Métodos de classificacdo também podem ser utilizados em calibracao
multivariada, sendo um dos principais o Soft Independent Modeling of Class Analogy
(SIMCA), baseado na Analise de Componentes Principais (PCA). O SIMCA permite
uma classificagdo conforme as informacdes das amostras, a partir de um grau
estimado de confiancga, logo é possivel prever novas amostras e suas classes.

Vale destacar que o SIMCA tem como objetivo criar um espaco determinado e
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limitado para cada classe, onde cada amostra sera projetada em uma ou mais classes,
ou ainda em nenhuma classe, e esse agrupamento € guiado pela similaridade entre

as amostras (Wold; Esbensen; Geladi, 1987).

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As analises bromatoldgicas necessitam ser precisas, visando assim a
seguranca da alimentagdo dos animais. O emprego da técnica NIR cresce a cada dia
neste campo. Na tabela 1 sdo apresentados métodos, matrizes, analitos e valores de

referéncia para trabalhos selecionados da literatura.

Tabela 1 - Trabalhos selecionados que tratam sobre o NIR e seu uso

Referéncia Analito Matriz Andlise de RMSECV (%)
Referéncia

ALVES, Ana Proteina Bruta, Amostras de TMR Kjeldahl 0,23
Catarina Soares Gordura Bruta,
Costa Machado. Fibra Bruta,

Matéria Seca e

Cinza Total
DOS SANTOS, Teor de Nitrogénio Duas cultivares AOAC 5,96
Valcicleide Oliveira de sorgo (BRS
et al. Ponta Negra e

BRS 658)

EVANGELISTA, Proteina Bruta Amostras de TMR Kjeldahl 0,87
Chiara; BASIRICO,
Loredana;
BERNABUCCI,
Umberto.
FERNANDES, Matéria Seca, Vagem algaroba AOAC 0,85
Antonio Marcos Teor de nitrogénio, e palma forrageira
Ferreira. Proteina Bruta
MELO, Claudia Matéria Seca, Feijdo Guandu e AOAC, Kjeldahl 0,46 e 0,86
Maria Tomas etal.  Teor de nitrogénio Torta de Algodao
OLIVEIRA, Marcelo Teor de proteina, Soja Kjeldahl e 1,22
Alvares; LEITE, Teor de lipidios, Gravimetria
Rodrigo Santos; Teor de umidade

MANDARINO, José
Marcos Gontijo.

SIMEONE, Maria Proteina Bruta Milho Dumas 0,28
Lucia Ferreira, et al.

Fonte: Autoria Propria (2024).

Observa-se que os valores de RMSECV encontrados variam de 0,23 a 5,98%,

sendo estes valores considerados dentro do esperado (abaixo de 10%). Ainda valores
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abaixo de 5% séao considerados extremamente bons, a depender da analise, no caso
deste trabalho amostras com resultados até 10% s&o considerados aceitaveis (Tobias,
1999).

A partir dos trabalhos selecionados, nota-se certa recorréncia no uso dos
métodos Kjeldahl e AOAC para calibragdo do NIR, evidenciando o interesse e a
relevancia pelo estudo de proteina total das amostras de interesse.

Deste modo, pode-se evidenciar como o0s autores ressaltaram os resultados
encontrados a partir das amostras e métodos selecionados. Segundo Alves (2023),
para que o uso do NIR e seus resultados sejam confiaveis, um nimero representativo
e de alta diversidade de amostras deve ser utilizado, portanto, para este caso, 255
amostras de TMR (dieta totalmente misturada para animais) foram selecionadas para
a realizacdo da calibracdo, com o0 uso da técnica Kjeldahl. Ainda, métodos
quimiométricos foram utilizados com o intuito de eliminar outliers e informacdes
irrelevantes, como o método SNV-DT (Standard normal variate), onde o espectro NIR
€ padronizado e centralizado de acordo com uma subtracédo do valor de absorbancia
obtido de cada comprimento de onda, menos a absorbancia média do espectro total,
apos uma razao entre o valor obtido e o desvio padrédo é realizada para que as médias
obtidas apresentem valor zero e uma variancia unitaria, facilitando a leitura e o
entendimento dos resultados obtidos (Pigozzo, 2011).

Vale mencionar, que apos as analises realizadas, o trabalho de Alves (2023)
identificou que a amostragem e preparacdo das amostras apresentou ervas umidas,
além de cascas e bolores visiveis, logo salientou-se que a andlise por NIR é relevante
para 0 entendimento das composicdes das amostras e suas intercorréncias,
juntamente com a analise de proteina total, objetivo do estudo, afinal, quando o animal
consome alimentos de ma qualidade, doengas podem ocorrer, prejudicando a vida
deste animal.

Devido a complexidade dos espectros gerados pelo NIR, é necessério pré
tratamento dos dados antes da realizacdo da analise multivariada, utilizando por
exemplo correcdes da linha de base, normalizacdo de valores minimos e maximos e
correcao de espalhamento multiplicativo (Anjos, 2016).

O MSC (Correcgao Multiplicativa de Sinal) foi utilizado no trabalho de Dos Santos
et al. (2023), além do uso da técnica multivariada PCA. Neste cenario, foi possivel
observar que as amostras selecionadas de sorgo apresentavam diferentes valores de

pH, resultantes da maneira como o cultivo era realizado em cada local, porém a
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fermentacdo foi considerada adequada, mesmo com as diferencas apresentadas,
consequentemente a silagem de sorgo foi considerada adequada. Ainda, vale
mencionar que, para o uso do NIR, é importante que as variacdes da composicao das
amostras sejam contempladas na calibragcado, facilitando o desenvolvimento de um
modelo eficiente, como notado no resultado das andlises de proteina bruta (PB)
variando de 8,04% a 5,70%, estando assim dentro do padrdo desejado de 4,5% a
8,2% para o sorgo.

Apesar da agua apresentar alta absor¢cdo no NIR, o estudo de Evangelista,
Basirico e Bernabucci (2021) traz que a agua, mesmo presente em algumas amostras,
causa pouca intercorréncia na previsao dos constituintes. Ainda, destacam que o uso
do NIR auxilia fortemente na avaliacdo da forragem seca e da presenca de nitrogénio
total e insollvel. Nota-se que este trabalho salienta também que a analise NIR foi
relevante na silagem de capim n&o seco, fornecendo seus componentes quimicos e
0s produtos presentes na fermentacao, logo esta analise mostra-se relevante para a
alimentacdo balanceada dos animais, evitando que ocorram efeitos adversos, por
exemplo, na producéo do leite. Destaca-se também que o uso do NIR permitiu que
caracteristicas fisicas da racdo dos animais pudessem ser estudadas, onde ficou
evidente que o nivel e o tamanho das particulas de forragem influenciam diretamente
na melhoria da atividade mastigatoria, na producdo da saliva e até mesmo na
ruminacao, quesitos estes cruciais para os niveis de gordura presentes no leite.

O estudo de Fernandes (2015) fez uso da ferramenta MSC (Multiple Scatter
Correction) para analisar 279 amostras in natura de vagem algaroba e 338 amostras
de palma forrageira, avaliando a variabilidade das amostras e a regido espectral de
maior interesse para que a curva de calibracdo. A partir da analise, poucas diferencas
foram observadas, o que levou os autores a utilizacdo da ferramenta PCA para uma
nova observacgéo dos resultados. Assim, foi identificado que as amostras de vagem
de algaroba apresentavam pouca diferenca entre si, sendo consideradas habilitadas
para um agrupamento. Ja para o grupo da palma forrageiro, as analises evidenciaram
mudancas significativas entre as amostras, impossibilitando que estas fossem
agrupadas entre si, quesito este associado a diferenca de tempo de coleta dessas
amostras.

Acerca dos valores de referéncia, para as analises de vagem algaroba
e palma forrageira, o estudo revelou que os resultados estavam passiveis de

comparagao com a literatura ja publicada, com valores de matéria seca, obtida das
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amostras, entre 54,51% a 75,93% e uma média de 67,6% na literatura, logo fica
perceptivel que o método escolhido foi eficiente para a analise das amostras e de seus
resultados. Ainda, o uso do NIR neste trabalho demonstrou relevancia perante a
presenca de agua nas amostras e do uso da calibracdo para matéria seca (MS),
devido a forte absorbancia da agua no infravermelho.

Neste mesmo caminho, Melo (2017) também disserta acerca de analises em
NIR, porém de 314 amostras de torta de algodéo, sendo estas submetidas a técnica
para obtencdo dos resultados das caracteristicas fisicas de cada amostra, logo,
inicialmente foi possivel realizar um agrupamento das amostras através da PCA. Vale
mencionar que a composi¢cdo bromatoldgica de cada alimento depende dos fatores
intrinsecos associados, como o local da plantacdo, meio em que esté inserido e o
tratamento utilizado, sendo assim influentes nos resultados e nos valores de maximo
e minimo utilizados no modelo pleiteado. Deste modo, € relevante que cada conjunto
de amostra seja analisado perante suas caracteristicas para que a curva de calibracao
seja eficiente.

Segundo Onorio e Seixas (2010), o NIR também pode ser util de forma
guantitativa, onde as amostras podem ser analisadas com relacdo aos
microrganismos presentes, evitando contaminac¢des tanto dos animais quanto dos
consumidores. Nota-se que quando hd um microrganismo presente no alimento, o
resultado do NIR demonstra-se relevante para a identificacéo e classificacdes dessas
bactérias.

Grande parte da agricultura brasileira se baseia na producéo de gréos, sendo
o0 milho um dos mais produzidos, porém sua cOmposiGCao quimica necessita ser
estudada para que este sirva de alimento tanto para os animais quanto para o ser
humano. Sendo assim, sua analise por NIR é relevante, porém nem sempre é tao
simples realizar a técnica nos gréos devido a mudanca da forma e tamanho que
apresentam, dificultando uma analise precisa. Pensando nisso, muitos estudos
evidenciam que o grdo moido acaba por ser escolhido para o NIR, facilitando o
desenvolvimento de modelos de calibracdo variada, como PLS (quadrado minimo
parcial) e MLR (regressao linear multivariada), com bons resultados para anélise de
Oleo, proteina e carboidratos, a reflectancia pode ser utilizada de forma mais concisa.
Vale mencionar que a escolha pela calibracdo depende da representatividade dos
dados analisados, a quantidade de amostras, a distribuicdo uniforme no espaco de

concentracdo utilizado, como também a composicdo quimica e fisica dessas
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amostras. O trabalho de Simeone et al. (2018) traz alguns espectros NIR dos gréaos
moidos de milho, apresentados aqui na Figura 2, ja na figura 3 observam-se a
correlacdo entre os valores de referéncia e os valores preditos pelo modelo NIR. Para

proteina, extrato etéreo, fibra bruta, cinzas, amido e matéria seca.

Figura 5 - Espectro NIR de grdo moido de milho
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Fonte: Simeone et al. (2018).

Na Figura 5 é possivel observar os sinais das ligagdes de hidrogénio (4600-
4000 cm?) e combinacdes de ligacdes carbono-hidrogénio (4382 — 4063 cm™),
caracteristicos de moléculas ricas em acucar, compostas de amido e fibra bruta,
presentes no milho. Ja na Figura 6 o teor de proteina varia de 6,7% a 10,0%,
representando a faixa de amostragem necessaria para que o modelo de calibracéo
multivariada seja valido. Ademais, o estudo de Simeone et al. (2018) salienta que a
precisdo desses méetodos com o uso do NIR auxiliou no monitoramento da producéo
de milho e facilitou as andlises.

Para os anos de 2011/2012, a safra analisada ndo apresentou alteracdes
significativas em suas composicdes, além de estudos realizados por Oliveira, Leite e
Mandarino (2018) apresentarem resultados satisfatorios para analises de 12 meses
dos gréos de soja sob diferentes modos de cultivo. ldentificou-se que, com as
condigcdes de armazenamento mantidas em 25 °C e 60 % de umidade relativa, a
guantidade de proteina presente na soja pode ser aumentada, enquanto ha uma
reducdo do teor de lipidios.

Diante dessas vantagens, o uso do NIR é relevante também para analises de
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trigo, onde quanto mais demorada a analise, maior a dificuldade de segregacao por
gualidade. Perante isso, a técnica mostra-se eficaz na rapidez e na minima
preparacdo das amostras, além da quantificacdo dos componentes presentes nos
graos (Tibola et al., 2018).

A anadlise de nitrogénio total em graos muitas vezes € realizada através do
método de Kjeldhal, porém o NIR tem demonstrado vantagens em seu uso, como a
agilidade dos resultados e a nédo utilizagdo de reagentes quimicos, afinal faz a analise
de vibracGes entre os atomos presentes nas moléculas, como o0s estiramentos
carbono-hidrogénio, oxigénio-hidrogénio e nitrogénio-hidrogénio. O programa da
Embrapa Soja tem utilizado o NIR como metodologia na andlise de proteinas e lipidios

nos graos de soja, sendo substituinte ao método de Kjeldhal.

Figura 6 - Valores de referéncia para as propriedades do grdo moido de milho
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5 CONCLUSAO

O uso da NIR tem se difundindo na area de analises bromatoldgicas, visando a
melhoria das técnicas e do entendimento da composic¢ao da alimentacdo dos animais.

Neste sentido, fica perceptivel que o uso desta técnica perante o método
Kjeldhal tem sido eficiente na determinacdo de proteinas, principalmente quando se
observa o tempo de espera e a preparacdo da amostragem, logo, justifica-se o uso do
NIR quando se busca rapidez e eficiéncia.

Desta maneira, é importante realizar uma calibracao eficiente, com um volume
consideravel e diversificado de amostras, além de buscar pré-tratamentos para que o
resultado esperado seja efetivo. Ainda, o uso de métodos quimiométricos como a PCA
demonstra 6timo auxilio nos resultados, evidenciando agrupamentos de amostras
similares.

Sendo assim, o analista deve entender qual melhor método para suas analises,
porém deve também estar atento as novas e mais eficientes técnicas, como o NIR,

para que seu trabalho se torne conciso, eficiente e rapido.
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