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RESUMO

MARCHESE, Natalia R. Espectroscopia de infravermelho proximo e
metodologia de minimos quadrados parciais para analise de soja (Glycine Max.
(L) Merril) inativada termicamente. 77f. Dissertacdo. (Programa de Pés graduacéo
em Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Londrina, 2017.

A soja é uma leguminosa muito consumida no Brasil e no mundo, sua principal
utilizacdo é como fonte de matéria-prima na alimentacdo animal, devido ao fato de
possuir alto teor de proteina e energia em sua composicdo. Na sua forma integral, a
soja apresenta fatores antinutricionais, que podem causar doencas digestivas, além
de interferir na absorcéo e aproveitamento nutricional dos animais que a consomem.
Por isso, a soja necessita passar por um tratamento térmico que seja suficiente para
inativar estes fatores antinutricionais que nela se fazem presentes. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a aplicacdo da espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)
na andlise de soja inativada por tratamentos térmicos de tostagem e micro-ondas.
Para isto, diferentes tratamentos térmicos de tostagem (T1 a T9: 110 a 120 °C/20 a
40’) e micro-ondas (M1 a M9: 20 a 40W/15 a 25’) foram aplicados em graos de soja
integral, em escala laboratorial, tomando como referéncia amostras de soja
inativadas industrialmente (110 °C a 0,85 kg.cm@/ 50’). As amostras foram
analisadas quanto ao teor de umidade, lipidios, proteinas e ainda, inibidores de
tripsina, atividade ureatica e solubilidade proteica. A espectroscopia de
infravermelho préximo (NIR) integrada a calibracdo de regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS) foi desenvolvida para analisar o teor de umidade, lipidios,
proteinas e solubilidade proteica destas amostras de soja. Um total de 219 espectros
foram coletados a partir de 73 amostras de soja, sendo 37 amostras utilizadas para
calibracdo (inativadas industrialmente) e as 36 demais utilizadas no conjunto de
validacéo (inativadas por tostagem e micro-ondas, laboratorialmente). Em relacéo
aos parametros de inativacdo da soja por tostagem e micro-ondas, os resultados
mais satisfatorios e proximos a escala industrial foram para o tratamento térmico de
tostagem o T8 (30' / 130° C) e para o micro-ondas o M5 (20'/ 30W). A analise de
umidade, lipidios, proteinas e solubilidade proteica por NIR revelou coeficiente de
correlagao (R?) de 0,767, 0,845, 0,915 e 0,910, respectivamente. Embora néo tenha
apresentado uniformidade para amostras submetidas a condicbes extremas
(superaguecida ou subprocessada), a avaliacdo do método indicou que este pode
ser efetivamente aplicado para avaliagio da composicdo bromatolégica e
solubilidade proteica em amostras processadas industrialmente.

Palavras-chave: Soja inativada. Solubilidade proteica. NIR/PLS.



ABSTRACT

MARCHESE, Natalia R. Near infrared spectroscopy and partial least square
method to analyse soybean (Glycine Max. (L) Merril) after thermal inactivation
77f. Dissertation (Graduate Program in Food Technology) - Federal Technology
University - Parana. Londrina, 2017.

Soybeans are very consumed in Brazil and in the world, its main use is as a source
of raw material in animal feed, due to the high content of protein and energy. Raw
soybean presents antinutritional factors, that can cause digestive diseases, besides
interfering in the absorption and nutritional in animals. Therefore, the soybean needs
to be thermally inactivated to reduce these antinutritional factors. The objective of this
research was to evaluate the application of near infrared spectroscopy (NIR) in the
analysis of soybean inactivated by thermal treatments of roasting and microwave.
For this, different thermal treatments of toast (T1 to T9: 110 to 120 °C / 20 to 40') and
microwaves (M1 to M9: 20 to 40W / 15 to 25') were applied to raw soybean grains in
laboratory scale, and industrially scale, inactivated at 110 °C, 0,85 kg.cm™2/ 50"). The
samples were analysed for moisture content, lipids, proteins and trypsin inhibitors,
urea activity and protein solubility. Near-infrared spectroscopy (NIR) integrated the
partial least square regression (PLS) calibration was developed to analyse the
moisture content, lipids, proteins and protein solubility of these soybean samples. A
total of 219 spectra were collected from 73 soybean samples, 37 of which were used
for calibration (inactivated industrially) and the remaining 36 were used in the
validation set (inactivated by toast and microwave, laboratory). In relation to the
inactivation parameters of the soybean by toasting and microwave, the most
satisfactory and near industrial scale results were for the T8 (30 '/ 130 ° C) toasting
heat treatment and for the microwave the M5 (20 '/ 30W). The analysis of moisture,
lipids, proteins and protein solubility by NIR revealed a correlation coefficient (R?) of
0.767, 0.845, 0.915 and 0.910, respectively. Although it did not show uniformity for
samples subjected to extreme conditions (superheated or subprocessed), the
method indicated that it can be effectively applied for evaluation of the bromatological
composition and protein solubility in industrially processed samples.

Keywords: soybean inactivation, protein solubility, NIR/PLS
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merril) esta entre uma das leguminosas mais
consumida mundialmente, e se destaca por ser excelente fonte de proteina vegetal,
além de ser economicamente valorizada devido sua composicao nutricional, que lhe
confere propriedade funcional (IRIGOYEN et al., 2014; OLIVEIRA et al.,, 2005;
WILSON et al., 2007). Todavia, a soja integral apresenta fatores antinutricionais, tais
como os inibidores de proteases e enzima urease. A presenca desses fatores afeta
o valor nutricional, a utilizacdo e a digestibilidade da proteina da soja, causando
doencas digestivas e metabdlicas em animais, bem como reduz as caracteristicas
de desempenho (GU et al., 2010).

Os fatores antinutricionais naturalmente presente na soja sao inativados
termicamente. Alguns dos principais processamentos térmicos da soja sao: micro-
ondas, tostagem por tambor rotativo, tostagem por vapor imido, tostagem por vapor
seco, tostagem por jet sploder, extrusdo Umida ou seca e microniza¢do (BRUM,
2006). O principal parametro de inativacdo térmica da soja € a determinacdo da
atividade inibidora da tripsina. Mas a inativacao térmica também pode ser avaliada
pela determinacdo da atividade uredtica, atividade hemoaglutinante, solubilidade
proteica em KOH (0,2%), lisina disponivel e indice de proteina dispersivel (BUTOLO,
2002). Os métodos de referéncia para determinacdo destes parametros se baseiam
em analises quimicas e bioquimicas.

O controle de qualidade com métodos mais rapidos, de facil execucao e que
requeiram preparacdo minima das amostras, representam uma vantagem para as
industrias, pois permite um melhor planejamento para a garantia da qualidade da
matéria-prima e tomada de decisdes no processamento. A espectroscopia no
infravermelho proximo (NIRS) baseia-se no principio de emissdo de radiagéo
eletromagnética, consiste em método ndo destrutivo, ndo invasivo e com
manipulagdo minima da amostra. As andlises por NIRS, além de rapida, apresenta
baixo custo, por ndo utilizar reagentes e demais materiais laboratoriais. Porém sua
complexidade necessita da aplicacdo de métodos quimiométricos para modelagem
dos dados, sendo a etapa de calibracdo exigente (NUNES, 2008; SOARES, 2009;
FOSS, 2008). Um exemplo de calibracdo é a regressdo por minimos quadrados
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parciais (PLS), que pode ser usada empregando o espectro inteiro em apenas
alguns comprimentos de onda (MORGANO et al., 2005; NUNES, 2008).
Considerando a importancia de se avaliar os teores de umidade, lipidio,
proteina e também a inativacdo da soja por solubilidade proteica de forma rapida e
precisa, neste trabalho desenvolveu-se um método para avaliar estes parametros
dos graos de soja, submetida a diferentes tratamentos térmicos, através de
espectros de reflectancia no infravermelho préximo (NIR) e aplicacdo do método de

regressao por minimos quadrados parciais (PLS).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a aplicagdo da espectroscopia de infravermelho proximo NIRS
associado ao método de regressdo por minimos quadrados parciais para analise de
soja (Glycine Max. (L) Merril) inativada termicamente, destinada a alimentacéo de
frangos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar amostras de soja inativada através da aplicacdo de diferentes
condicdes de tratamentos térmicos por tostagem e micro-ondas;

e Avaliar os parametros de inativacdo térmica da soja: solubilidade proteica,
atividade ureatica e a atividade inibidora da tripsina;

e Determinar e avaliar o uso da andlise espectroscopia de infravermelho
préximo (NIRS) como técnica alternativa para obtencdo de parametros de

umidade, lipidio, proteina e solubilidade proteica destas amostras.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 SOJA INTEGRAL

A soja (Glycine max (L) Merril) é uma leguminosa muito consumida
mundialmente. O Brasil, que é o segundo maior produtor mundial do grao de soja,
na Safra de 2015/2016, produziu cerca de 95 milhdes de toneladas, e em nivel
mundial foram produzidos aproximadamente 312 milhdes. O Parand ocupa o
segundo lugar entre os estados produtores de soja no Brasil, produzindo 17 milhdes
de toneladas na safra de 2015/2016 (BRASIL, 2016).

A soja se destaca por ser uma excelente fonte de proteina vegetal, além
disso, € economicamente valorizada devido a sua composi¢do nutricional e de
fitoquimicos, conferindo-lhe propriedade funcional (IRIGOYEN et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2005; WILSON et al., 2007). Os graos de soja apresentam cerca de
40% de proteina e 20% de lipidios. Além da quantidade, a proteina da soja se
destaca pela sua qualidade, embora seja deficiente em metionina e treonina
(BELLAVER et al., 2002; SANT'ANA et al., 2000; ZILIC et al., 2006). A Tabela 1

apresenta a composi¢ado quimica dos graos de soja.

Tabela 1- Composicéo proximal dos grdos de soja.

Componente Quantidade
Energia (kcal 100™) 451
Composicéo proximal aproximada (g 100™)
Umidade 5,60
Proteinas 40,4
Lipidios 24,55
Carboidratos 17,26
Fibras 9,31
Cinzas 2,88
Amino&cidos essenciais (mg g™ de proteina)
Histidina 29,2
Isoleucina 53,1
Leucina 88,5
Lisina 59,6
Metionina + Cisteina 28,7
Fenilalanina + tirosina 109,3
Treonina 46,3
Triptofano 11,2
Valina 57,2

Fonte: SILVA et al., 2006.
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A soja e seus derivados sdo bastante verséateis e representam uma fonte de
proteina na mesa do consumidor. Estas matérias-primas sdo promissoras para uso
na industria de alimentos, sobretudo em produtos a base de cereais e de carnes:
seja na forma de grdos tostados ou moidos, proteina de soja texturizada,
hamburguer de soja, salsicha, e bebidas de soja, podendo ser oferecida até mesmo
na substituicdo de outras farinhas, na massa de pées e bolos, tortas ou biscoitos
(SILVA et al., 2006; BERNO, et al., 2007; JUSTINO et al., 2010).

Na alimentacdo animal, a soja se tornou uma opcao vantajosa a ser incluida
nas racodes, devido ao seu alto potencial de adaptacdo e pela sua facilidade de
producdo e cultivo. Estima-se que a soja represente cerca de dois tercos da
producdo mundial total de alimentos proteicos (COSTA et al., 2014).

O farelo resultante da extracdo mecanica ou quimica do 6leo de soja, também
€ considerado um dos principais componentes na formulacdo de racdo animal. No
entanto, seu uso pode impactar no custo final das racfes, devido as variacdes de
preco e de qualidade do farelo. Assim, a substituicdo do farelo por outra forma de
matéria-prima se faz necessaria (BARRETO et al., 2010). A soja integral se destaca
como uma alternativa ao farelo, devido ao alto teor proteico e energético, além de
ser fonte de acidos graxos poli-insaturados (BERGER et al., 2015; ROCHA et al.,
2014).

A soja integral se processada adequadamente apresenta vantagens sobre o
farelo de soja, devido ao maior teor de energia decorrente da presenca do 6leo no
grao (LEITE et al., 2012). O processamento adequado da soja se refere a inativagéo
de fatores antinutricionais, pois estes fatores naturalmente presentes nos graos,
interferem na absorcgéo e aproveitamento nutricional (BERGER et al., 2015; BRUNE,
et al., 2010; MENDES et al., 2004).

3.1.1 Fatores antinutricionais

A soja integral apresenta fatores antinutricionais, tais como hemaglutininas,
lipoxigenases, saponinas, inibidores de protease, urease, entre outros. A presenca
desses fatores afeta o valor nutricional, a utilizagéo e a digestibilidade da proteina da
soja, causando doencas digestivas e metabdlicas em animais, bem como

caracteristicas de desempenho reduzidas (GU et al., 2010).
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Assim, o principal motivo que limita a utilizagdo da soja integral em racao
animal é a presenca destes inibidores. Na soja integral, os inibidores de proteases
digestivas representam 6% do teor total de proteina da soja, e afetam
consideravelmente o desenvolvimento de monogastricos, devido a inibicdo da
digestao proteica (BENEVIDES et al., 2011).

Pesquisas demonstraram que os inibidores de proteases provocam alteracdes
metabdlicas do pancreas e a reducdo do peso corporal de aves que se alimentam
com a soja na sua forma integral (LEITE et al., 2012). A integridade intestinal e a
estrutura do pancreas séo prejudicadas pela inclusdo da soja na forma integral na
racao destinada a frangos de corte (ROCHA et al., 2014). O uso de ra¢cées com soja
integral insuficientemente processada em alimentacdo de frangos pode levar ao
desenvolvimento de hipertrofia pancreatica como resposta compensatoria do
organismo devido as perdas provocadas pelos fatores antinutricionais (BRITO et al.,
2006).

Estudos termodinamicos oferecem ferramentas sobre as melhores condicdes
de inativacdo de inibidores, visando melhorias na qualidade proteica e ampliacdo da
aplicacdo da soja na alimentacdo humana ou animal, além de quando aplicado, o
tratamento térmico desnatura as globulinas aumentando a disponibilidade de
aminoacidos e a qualidade proteica. (MIURA et al., 2005).

3.2 TRATAMENTOS TERMICOS

O processamento da soja pode alterar as caracteristicas sensoriais e o valor
nutritivo da soja. Quando tratada termicamente em temperaturas abaixo de uma
faixa de 100 °C a soja ndo sofre perdas no seu valor nutritivo. E ainda, a inativacao
pelo calor dos inibidores da tripsina, a desnaturacdo das globulinas e das
hemaglutininas, aumenta a biodisponibilidade das proteinas da soja (LOKURUKA,
2011).

A necessidade de aplicar o tratamento térmico na soja integral fez com que
diversos métodos de processamentos fossem desenvolvidos, sendo estes
empregados como operacdo comum na industria de alimentos (ANDRADE et al.,

2016; CAFE et al., 2000). O pré-cozimento ou a inativagdo da soja utiliza o gréo
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inteiro e resulta no produto comercial identificado como soja integral inativada
(FREITAS et al., 2005).

Alguns dos principais processamentos de tratamentos térmicos da soja sao:
tostagem por tambor rotativo, tostagem por vapor umido, tostagem por vapor seco,
tostagem por jet sploder, extrusdo Umida ou seca, micronizacdo micro-ondas
(BRUM, 2006). Tais processamentos quando bem executados podem, além de
inativar os inibidores de tripsina, ocasionar ruptura da parede celular do gréo,
proporcionando maior digestibilidade proteica. Quaisquer uns dos processamentos
térmicos citados devem assegurar a utilizacdo apropriada da soja integral destinadas
a alimentacéo humana ou animal (MENDES et al., 2004).

O tratamento térmico pode aumentar a digestibilidade das proteinas de soja in
vitro, de 25 a 39%, pois 0 aquecimento possibilita tanto a abertura da estrutura da
proteina, através da desnaturacdo quanto a inativacdo dos inibidores de tripsina
(CARVALHO, 2002; SHIVAKUMAR et al., 2016; HUANG et al., 2008). No entanto, o
tratamento térmico aumenta os custos do processo dos alimentos, além disso, se
excessivo, afeta o valor nutritivo do gréo. O aquecimento excessivo pode afetar a
disponibilidade de amino&cidos essenciais como lisina, triptofano e metionina
(LOKURUKA, 2011).

3.2.1 Tostagem

O processo mais comumente utilizado para inativacdo da soja, é 0 processo
de tostagem, que pode ser realizado por via Umida ou seca, em temperatura que
variam de 110 a 170 °C. O processo de tostagem pode ser realizado em ceramica
quente, tambor rotativo e secador de grdos convencional. Em pequenas
propriedades o tambor rotativo € muito comum, mas é de dificil controle, devido as
variacdes da quantidade, tamanho e umidade do gréo, fonte (gés, lenha), o que leva
a uma grande variacdo no tempo de tostagem (BELLAVER; SNIZEK, 1999, LEITE,
et al., 2012).

Na tostagem por calor umido, os grdos sdo conduzidos em tubulacdes
providas de uma rosca transportadora que submete cerca de 1.500 a 3.000
guilogramas de graos por hora diretamente ao vapor em baixa pressdo. No jet-
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sploder o grédo de soja é inserido em um tubo e submetido a um jato de ar quente a
315 °C, esse ar provoca a elevacdo da temperatura do grdo a 140-150 °C, e ao sair
do tubo, os grédos sdo laminados e moidos, e posteriormente resfriados
(BELLAVER; SNIZEK, 1999).

Para obter produtos de alta qualidade sao fundamentais estudos
experimentais de simulagéo e otimizacdo do processo, visando alcancar uma alta
eficiéncia energética, bem como para reter atributos de qualidade no produto seco
(BIALOBRZEWSKI et al., 2008). O processo de secagem é complexo devido aos
fendmenos simultdneos de transferéncia de calor e massa que ocorre dentro de
cada particula. No processo de tostagem, a soja sofre um encolhimento devido a
uma zona externa com maior teor de umidade com consideravel reducao de volume.
Em seguida, com baixo teor de umidade, o volume do gréo pode ser considerado
constante (IRIGOYEN et al., 2014).

Modelos adequados s&@o necessarios para descrever o mecanismo de
transferéncia de calor e massa e, assim, fornecer informacdes para entender o efeito
de variaveis operacionais nos parametros de desempenho do processo, como o
tempo de secagem e o0s custos do processo (MAROULIS et al, 1994,
BIALOBRZEWSKI et al., 2008). A comparacgao do processo de tostagem a seco em
distintas temperaturas (130, 150 e 170 °C) durante 30 minutos, mostrou que a
temperatura a 150 °C foi mais apropriada, uma vez que apresentou maior
solubilidade proteica e maior reducdo na atividade ureatica, indicando uma maior

eficiéncia na inativagao do inibidor tripsina (ANDRADE et al., 2010).

3.2.2 Micro-ondas

O uso do micro-ondas no processamento de alimentos € uma alternativa para
acelerar o preparo, reduzir os custos do processo e além da possibilidade de
preservar melhor alguns nutrientes (PYSZ et al., 2012; MIRZAEI; NERI, 2016).

A utilizacdo da secagem através do micro-ondas, baseia-se na emissdo de
ondas eletromagnéticas com comprimentos de onda que variam de um milimitro a

varios centimetros, tendo a capacidade de penetrar na amostra e interagir com as
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moléculas de agua, conduzindo uma ruptura nas interagdes intramoleculares de
hidrogénio entre elas, gerando calor por atrito (ZILIC et al., 2006).

O micro-ondas pode aumentar a digestibilidade e a disponibilidade das
proteinas da soja e paralelamente reduzir os compostos antinutricionais como 0s
inibidores de tripsina, levando também a desidratacdo e a coagulagdo proteica,
reduzindo a sua solubilidade (PYSZ et al., 2012).

O aquecimento através do micro-ondas é considerado eficaz na inativacao
dos inibidores de protease em sementes de leguminosas sem que afete a qualidade
de nutrientes e proteinas. A imersédo de leguminosas em agua antes do tratamento
por micro-ondas reduz significativamente a atividade dos inibidores de tripsina numa
extensdo maior em comparacdo com o método por micro-ondas a seco, devido ao
maior teor de umidade na soja embebida, que proporciona melhores propriedades
dielétricas. O tratamento térmico através do micro-ondas também reduz o tempo de
processamento necessario para alcancar um nivel seguro de inativacdo, quando
comparado aos meétodos convencionais (VAGADIA, 2016).

Com o objetivo de determinar a composicao centesimal e quantificar o teor de
inibidores de tripsina em diferentes cultivares de soja, Moura et al. (2007), utilizaram
diferentes tratamentos térmicos para coccdo da soja, dentre eles utilizaram o
tratamento por micro-ondas. Eles concluiram que houve uma maior porcentagem de
umidade dos grdos através do tratamento de micro-ondas, preservando a
porcentagem de carboidratos, diminuindo o teor de proteinas na maior parte das
cultivares, e mostrou-se também eficiente para reducao dos inibidores de tripsina em

dois dos cultivares.

3.2.3 Extrusao

A extrusao é o processamento onde o grao sofre uma pressdo mecanica, com
temperatura, umidade e tempo controlado. A temperatura entre 125 e 140 °C é
ajustada no processo de extrusdo em que a racao € destinada a frangos, visando
nao atrapalhar os resultados de desempenho dos mesmos (LEITE et al., 2012;
OLIVEIRA et al.,, 2005). O processo de extrusdo melhora a digestibilidade, a

palatabilidade e o tempo de vida util da matéria-prima, bem como aumenta a
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eficiéncia do desenvolvimento dos animais que sao alimentados (BARROWS;
HARDY, 2000; CHENG; HARDY, 2003).

O tratamento através da extrusdo pode ser realizado através da via seca e da
via umida. No processo de extrusdo seca, uma rosca leva todos os ingredientes
dentro de uma camara cilindrica capaz de processar os grdos de soja, moidos ou
integrais. Neste processo a seco, o0 alto teor de 6leo presente atua como lubrificante,
e o calor e a pressado gerados elevam a temperatura para 138 a 150 °C, suficiente
para inativar os fatores antinutricionais. Ja na extrusdo Umida, a soja € pré-
condicionada com vapor de agua e pressdo, a uma temperatura de 125 a 138 °C
(BELLAVER; SNIZEK, 1999; CARDONA, 1991).

Independentemente do método de inativacdo, para o uso da soja integral
como matéria prima, o processamento térmico adequado é de extrema importancia,
porém deve-se ter muito cuidado para que a amostra ndo sofra um
superaquecimento, ocasionando a perda da qualidade proteica da soja, ou tenha um
tratamento térmico insuficiente, resultando em altos teores de fatores antinutricionais
(BARROWS; HARDY, 2000; LEITE et al., 2012).

3.3 PARAMETROS DE INATIVACAO DA SOJA

A necessidade do processamento térmico na soja integral para sua utilizacéo
na alimentacdo de animais monogastricos fez com que se desenvolvessem varios
tipos de processamentos, tendo em vista a inativacdo dos fatores antinutricionais
(CAFE et al., 2000). O processamento térmico quando aplicado na soja pode alterar
suas caracteristicas, o seu valor nutritivo e também afetar a salide dos animais que
a consomem. O processamento inferior a 100 °C, durante curtos periodos de tempo,
nao afeta o valor nutritivo, e ainda a aplicacdo do calor inativa os inibidores de
tripsina, aumentando a disponibilidade da proteina presente na soja (LOKURUKA,
2011).

Os métodos laboratoriais sdo ideais para determinar o adequado

processamento térmico da soja, no entanto, devido ao elevado custo e dificuldade
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de andlise estes sdo pouco utilizados na andlise da inativagdo térmica (REAL-
GUERRA et al., 2013).

Diversos métodos podem ser aplicados para determinar a inativacdo dos
fatores antinutricionais na soja, tais como: atividade ureética, atividade inibidora da
tripsina, atividade hemoaglutinante, solubilidade proteica em KOH (0,2%), lisina
disponivel e indice de proteina dispersivel (BUTOLO, 2002).

3.3.1 Atividade ureética

Os gréos de soja apresentam uma grande quantidade da enzima uréase, e a
urease € considerada um fator antinutricional, pois a uréia € comumente adicionada
em racao animal. A adicdo de soja com alto teor de urease na racdo pode levar a
uma hidrélise da uréia e resultar na ingestdo de amoénia pelos animais, que entra
rapidamente no sangue, resultando em efeitos téxicos em ruminantes em geral,
vacas leiteiras e em frangos, causando efeitos adversos desde o desempenho, até a
morte do animal (HUNTINGTON et al., 2006; REAL-GUERRA et al., 2013)

A atividade ureatica pode ser reduzida através do aquecimento, estes
tratamentos térmicos, além de reduzir a atividade ureatica, também reduzem outros
fatores antinutricionais presentes na soja, como € o0 caso dos inibidores de
proteases. H4 uma correlacdo direta da atividade ureética com a atividade de
inibidores de tripsina, indicando que a atividade ureatica pode ser usada como
critério para avaliar o processamento adequado da soja (REAL-GUERRA et al.,
2013; VASCONCELOS et al., 2009). A analise da atividade ureética pode ser
realizada atraveés da analise da variacdo de pH, que € a mais adotada, devido sua
praticidade e baixo custo (BUTOLO, 2002).

A soja in natura apresenta cerca de atividade ureatica de 2,0 a 2,5 unidades
de pH (BUTOLO, 2002). Assim, a intensidade do tratamento térmico, pode ser
avaliada através da inativacdo da enzima urease que deve ser mantida entre 0,05 e
0,3 unidades de pH (BRASIL, 2017). Se a soja apresentar atividade ureatica acima
de 0,3 unidades de pH € considerada crua e imprépria para a utlizacdo na

alimentacdo animal e abaixo de 0,05 indica um processamento térmico excessivo
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tornando a imprépria para alimentagdo (CAFE et al., 2000; BRITO et al., 2006;
MENDES et al., 2004; OLIVEIRA, 2005).

A atividade uredtica se fundamenta de que o tratamento térmico, quando
aplicado de forma adequada, desnatura a enzima urease, e quando esta enzima €&
desnaturada, se torna um indicativo de que os inibidores de tripsina também foram
inativados (BORGES et al., 2003).

A atividade ureatica € capaz de avaliar a capacidade de inativacdo térmica
dos fatores antinutricionais, ndo sendo possivel este critério avaliar se o tratamento
térmico afetou a qualidade da proteina presente na soja. Além disso, a atividade
ureatica ndo é util para determinar o tratamento térmico excessivo, poisS 0S
resultados sdo sempre muito proximos a zero, e uma vez que aplicado o
aguecimento adicional, a desnaturacdo da uréase ndo € detectada (CAPRITA;
CAPRITA; CRETESCU, 2010).

3.3.2 Solubilidade proteica

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica e funcional em proteinas. A
solubilidade reduzida é um indicativo de desnaturacéo proteica. Sendo que na soja €
desejavel valores elevados de solubilidade proteica. As proteinas presentes nos
graos de soja séo influenciadas pelo tratamento térmico, ou seja, sua solubilidade é
reduzida na medida em que aumenta o tempo ou temperatura de exposicdo ao
calor, do seu processamento. H4 uma relacdo direta da reducdo da solubilidade da
proteina da soja com a digestibilidade proteica e absor¢cdo de aminoacidos por aves
e ruminantes (LEE; RYU; RHEE, 2003; MOURA, 2007),

A solubilidade em KOH €& uma medida que se estima a solubilidade proteica
no trato digestivo das aves e sua disponibilidade de aminoacidos. O teste de
solubilidade proteica deve ser realizado sempre em paralelo ao teste de atividade
uredtica, para que se possa determinar a adequada inativacdo dos fatores
antinutricionais (BUTOLO, 2002).

A solubilidade proteica (SP) é um dos parametros que avalia o grau do
processamento térmico da soja. O valor de solubilidade proteica deve ser no minimo

de 80% (BRASIL, 2017), sendo que um processamento ideal deve resultar em
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solubilidade proteica de 80 a 85%. Valores de SP abaixo de 70% indicam um
superaquecimento da amostra e acima de 85% relaciona-se com a soja
subprocessada (MENDES et al., 2004; OLIVEIRA, 2005).

3.3.3 Inibidores de proteases

Entre os fatores antinutricionais presentes na soja, se destacam os inibidores
de proteases: inibidor Kunitz (KTlI) e o Bowman-Birk (BBI), que possuem a
capacidade de inibir a tripsina e tripsina/quimiotripsina, respectivamente. Estes
inibidores se complexam com estas enzimas formando compostos de dificil
dissociacao, afetando a atividade enzimatica. A hidrélise afetada das proteinas por
estes inibidores diminui a digestibilidade proteica, e consequentemente diminui o
ganho de peso, resultando em anomalias pancreaticas em animais que recebem-nas
na alimentacdo (BERGER et al., 2015; GILLMAN et al., 2015; LEITE et al., 2012;
ROY; BOYE; SIMPSON, 2010; SHIVAKUMAR et al., 2016; ZILIC et al., 2006).

Com uma massa molecular de 8 kDa, os BBI presentes na soja sao
geralmente compostos por 71 residuos de aminoacidos (LOSSO, 2008). Esses
inibidores permitem a formacdo de uma estrutura assimétrica composta por dois
dominios independentes. Um dominio é capaz de inibir tripsina e o outro inibe
também a quimotripsina (DESHIMARU et al., 2004).

Embora ja exista cultivares de soja com auséncia de inibidores de tripsina
(KTI), ainda estes, para melhorar a qualidade nutricional da soja requerem o
tratamento térmico (MIURA et al., 2005). O método padrdo para determinacdo de
KTI é baseado na capacidade de extratos de farinhas de soja de inibir a atividade de
tripsina em relagéo ao substrato cromogénico N benzoil — D,L-arginina p-nitroanilida
(KAKADE et al.,, 1974). A atividade enzimatica é determinada por leituras de
absorbancia do produto p-nitroanilina, formada durante um passo de incubagédo do
substrato, na presenca e auséncia de extrato de soja. Os resultados sdo expressos
em unidades inibidoras de tripsina (TIU) por grama de amostra de soja. Sendo cada
TIU definida como a quantidade de inibidor que causa uma alteracdo de 0,01 em
unidades de absorbéncia a 410 nm por 10 mL de mistura reativa sob as condi¢cdes

experimentais. O método é de dificil implantagdo no controle de qualidade nas
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industrias de processamento de soja, pois demanda tempo e custos (COSCUETA et
al., 2017).

Na industria de alimentos, métodos rapidos, de facil execucdo e de baixo
custo, que requeiram preparacao minima de amostras sao cada vez mais requeridos
para analise de matéria-prima para garantia do controle de qualidade e tomada de
decisbes no processamento (AMORIM et al., 2013).

3.4.ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

3.4.1 Fundamentacdao teorica

O espectrometro NIR (Near Infrared Reflectance) € um equipamento de alta
precisdo que efetua analises de alimentos, em amostras organicas e algumas
inorganicas, através do principio de emissédo de radiacdo eletromagnética. A faixa do
espectro eletromagnético com comprimento de onda de 0,7 a 1.000 pym ¢é
denominada infravermelho. Esse espectro € convenientemente dividido em
infravermelho préximo (NIR, de 780 a 2500 nm), médio (MID, de 2500 a 50000 nm)
e distante (FAR, de 50000 a 10° nm). Se devidamente calibrado, o NIR pode
detectar a luz infravermelha e através desta, identificar e quantificar os compostos
presentes em uma amostra. O método de analise por NIR é rapido, nédo destrutivo e
requer preparagdo minima da amostra (LIMA, 2009; SOARES, 2006;
UNDERSANDER et al., 2006). Dentre os métodos infravermelhos, o FTIR
(infravermelho com transformada de Fourier) € o mais completo. FTIR consiste na
geracdo de um interferograma, utilizando-se de um interferdmetro tipo Michelson ou
configuracdo derivada. Os espectros sdo obtidos pelo célculo da transformada de
Fourier, O equipamento FTIR apresenta um espelho fixo e um movel, e é o
interferometro, que mede a intensidade da luz em relacdo a posicdo do espelho
mével (BARTH, 2007).

A regido do NIR foi uma das primeiras faixas do espectro nao visivel a ser
descoberta, porém sé foi utilizada muito tempo depois. O primeiro trabalho

utilizando-se a analise ndo destrutiva por NIR envolveu a determinacédo do teor de
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umidade de sementes no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United
States Department of Agriculture - USDA). Posteriormente o sucesso da analise foi
noticiado pela andlise de proteina do trigo no Canadéa por Phil em 1975 (OZAKI et
al., 2007; NORRIS; HART, 1966). Devido a interferéncia da agua na absorcao do
comprimento de onda, mais especificamente na area de combinacdo de 1900-2500
nm, o método, inicialmente, limitou-se a analise de grdos, como trigo, milho e soja. O
desenvolvimento de sensores permitiu a deteccdo em comprimento de onda curto
700-1100nm, possibilitando a analise de alimentos com maior teor de umidade,
como frutas, carnes e améndoas (ALANDER et al., 2013).

Os espectros na regiao do NIR correspondem aos sinais de absorgcéo e
refletdncia, as ligacbes vibracionais ativas sdo combinacdes quimicas
frequentemente C-H, N-H e O-H. Essa técnica € Util para analises quantitativas de
compostos organicos e tem muitas aplicagdes na andlise de alimentos devido as
suas facilidades experimentais (ALANTER et al., 2013; NUNES, 2008).

A Figura 1 apresenta as principais bandas analiticas e posicbes de pico
relativas para absorcfes proeminentes no NIR. A maioria dos produtos quimicos e
biolégicos exibem absorcées Unicas que podem ser usadas para analises
qualitativas e quantitativas (METROHM, 2013).
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Figura 1 - Principais bandas analiticas e posi¢c8es de pico relativas
para absor¢cdes proeminentes no NIR.
Fonte: METROHM, 2013.
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A Tabela 2 apresenta as regides do NIR em que ocorrem movimentos
associados as vibragBes dos principais compostos organicos e compostos de

enxofre.

Tabela 2 - Comprimentos de onda em nm e nimero de ondas em cm™ de algumas bandas no
NIR de compostos organicos e de enxofre.

Comprimentos Numero de Movimento vibracional associado
de onda (nm) ondas (cm™)
2500 4000 Combinacao estiramento S-H
2200-2460 4545-4065 Combinacao estiramento C-H
2000-2200 5000-4545 Combinacao estiramento N-H e O-H
1620-1800 6173-6250 1° sobretons estiramento C-H
1400-1600 7143-6250 1° sobretons estiramento N-H e estiramento O-H
1320-1420 7692-7042 Combinacao estiramento C-H
1100-1225 9091-8163 2° sobretons estiramento C-H
1020-1060 9804-9434 Combinacéo estiramento S=0
950-1100 10526-9091 2° sobretons estiramento N-H e estiramento O-H
850-950 11765-10526 3° sobretons estiramento C-H
775-850 12903-11765 Sobretons estiramento N-H
600-700 16667-14286 Combinacao estiramento C-S
450-550 22222-18182 Combinacao estiramento S-S

Fonte: STUART, 2004.

Os modos de medicao para a aquisicdo de espectros NIR em uma amostra
sdo: transmissao, reflexdo, transflexdo e interacdo. A exemplo, no caso de amostras
de soja utiliza-se a reflexdo, ou seja, a fonte de luz, 6ptica (frequentemente
espelhos) é colocada no mesmo lado da amostra, onde os detectores geralmente
ficam a 45° para o plano da amostra, a luz emitida passa pela amostra antes de
atingir o detector, onde a captura e integra esta luz a varias dire¢cdes, como ilustrado
na Figura 2 (ALANDER et al., 2013; BARTH, 2007).
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Figura 2 - Amostras dispostas ao infravermelho
préximo. N: fonte de luz, D: detector.
Fonte: ALANDER et al., 2013.

Os comprimentos de ondas podem ser absorvidos pela amostra e assim a luz

alcanca o detector e transfere as informacdes sobre o espectro infravermelho
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(BARTH, 2007). Na Figura 3, pode-se observar os espectros obtidos via NIR, de
amostras de soja, para um conjunto de calibracdo, o qual visa estabelecer a relacao

entre os valores indicados pelo NIR e os valores padrdes utilizados (Figura 3).

0.8/

0.6

Log (1/R)

04|

0.2
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Comprimento de onda (cm")

Figura 3 - Espectros NIR para amostras de soja no intervalo de 10.000 e 4000 cm™
Fonte: FERREIRA et al., 2013.

A radiacdo eletromagnética é absorvida seletivamente quando atravessa um
material qualquer. O caminho 6ptico desconhecido depende do tamanho e da forma
da particula, da densidade do material e do tipo e intensidade de absorgéo. O feixe
de radiacédo penetra a superficie do material e sofre diversos episodios de reflexao,
refracdo, espalhamento e absorcdo parcial em seu interior. A radiacdo que emerge
devido ao contato com milh6es de moléculas resulta em menor energia do que
quando entrou, por ter sido espalhada e absorvida seletivamente. A energia
absorvida em comprimentos de onda especificos é correspondente aos espectros de
absorcao dos constituintes do material (SOARES, 2006).

A selecdo espectral para determinacdo quantitativa utilizando o NIRS deve
ser especificada para cada tipo de material. Destaca-se também a importancia de se
monitorar a granulometria da amostra, que deve ser homogénea, pois particulas
maiores ndo causam mudancas na direcdo da radiacdo tdo fortemente quanto
particulas menores (SOARES, 2006).

A grande vantagem do NIRS consiste na técnica ndo ser destrutiva, nao
invasiva, a manipulagdo da amostra ser minima. A amostra € apenas submetida a
moagem, aumentando a rapidez das analises. Destaca-se também o0 seu baixo
custo, por ndo utilizar reagentes e demais materiais laboratoriais. A técnica permite
determinar parametros ndo quimicos e sua exatiddo € comparavel a outras técnicas

analiticas. Uma vez padronizado o método, as andlises sdo obtidas em instantes.
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Porém sua complexidade requer a aplicagdo de métodos quimiométricos para
modelagem dos dados, sendo a etapa de calibracdo exigente, além de ser uma
técnica pouco sensivel, cujo limite de deteccdo é de aproximadamente 0,1%
(NUNES, 2008; SOARES, 2009; FOSS, 2008).

O método NIR, pode ser utilizado em alimentos, na industria quimica,
farmacéutica e petroquimica, sua aplicacdo é bem sucedida em diversos alimentos,
porém apresenta menos sensibilidade em detectar residuos quimicos e micotoxinas
(TEYE et al., 2013). A desvantagem da técnica NIR, é que a luz incidente € dividida
nos componentes de seu espectro, fazendo com que sua intensidade seja baixa,
resultando em uma relacdo sinal/ruidos inferiores aos espectrdmetros

infravermelhos com transformada de Fourier, por exemplo, (BARTH, 2007).

3.4.2 Modelo de calibragao

Em uma primeira etapa para uma analise por NIR, devem ser escolhidos os
comprimentos de onda ideais para o tipo de composto que se quer determinar e 0
tipo de material a ser analisado. Para constru¢cdo de um modelo de calibracdo é
necessario se ter algumas informacgdes sobre as variaveis dependentes (matriz Y),
gque sao obtidas a partir das independentes (por exemplo, a refletancia ou
absorbéancia nos comprimentos de ondas), buscando encontrar relacdes entre estas
variaveis, o que pode ser avaliado em torno de uma matriz (X), equagéo 1:

Y= Xb (1)

Onde Y: vetor valores dependentes; b: vetor coeficientes de regressao; X:
matriz de dados absorbéancias.

Para se obter a calibracdo, sdo necessarias duas etapas, o desenvolvimento
do modelo de calibracdo e a validacdo do modelo que foi construido. Na calibracéo
sdo obtidas as matrizes, uma com as respostas da variavel independente (X) e outra
matriz com as concentracdes da variavel dependente (Y), as quais séo obtidas pelos
métodos de referéncia. A partir dai se cria um modelo matematico que possa
reproduzir Y a partir dos dados de X, que sera utilizado para estimar as
concentracbes dos parametros de novas amostras. Sendo que na matriz (X) tem-se

as amostras formadas pelos espectros de cada comprimento de onda e na matriz
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(Y) tem-se os resultados das concentragcbes da mesma amostra correspondente a
matriz (Y) (MORGANO et al., 2005).

3.4.3 Regressao multivariada

Um exemplo de modelo de calibracéo é a regressao por minimos quadrados
parciais (PLS = partial least square regresion). A PLS pode ser usada empregando o
espectro inteiro em apenas alguns comprimentos de onda. Essa regressao foi
introduzida por Wold em 1975. O numero de componentes determina a
complexidade do modelo. Devido a inUmeras variaveis correlacionadas, existe um
risco sobre o ajuste, no entanto, com um minimo de predicdo. Na calibracdo, a
modelagem PLS, tem como objetivo encontrar a relacdo entre a matriz de dados
espectrais (X), no qual contém os espectros das amostras e 0 vetor que armazena
os dados de referéncia (Y). A partir destes, obtém-se o niumero de variaveis latentes
necessarias para correlacionar os espectros e as concentragdes (MORGANO, 2005;
NUNES, 2008; SOARES, 2006; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001).

Como o objetivo ao realizar a modelagem matematica, € encontrar a relacéao
entre a matriz (X) e o vetor (Y) o resultado é a seguinte equacéo (3.2):

X=TP+E (2)

A matriz (X) € decomposta e os valores de escores sao relacionados com 0s
loadings para cada um dos componentes na equagéo 3 sendo o vetor é calculado
pela equacéo 4,

q=y 'ty (3)

b=w (PW')*q' 4)
onde T s&o os escores, P sdo o0s pesos, E é a matriz de erros da decomposicdo X e
W é a matriz dos pesos (MORGANO et al., 2008).
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3.4.4 Modelo de validacao

Além do conjunto de calibracdo, tem-se um conjunto de testes, que sao
utilizados para realizar a validagao, no qual sdo verificadas as relacbes descobertas,
ou seja, um conjunto de testes é usado para avaliar a forca e utilidade da relacéo
que foi predita. O modelo de calibracdo possui a capacidade de prever as
concentracbes de uma amostra baseando-se nos dados dos espectros do NIR
gerados. Estes dados séo avaliados a partir do célculo do percentual de erros de
previsao e os coeficientes de correlagcéo, entre os valores dos espectros e os valores
de referéncia das amostras, presentes no conjunto de calibracdo e também no
conjunto de dados da validacdo (MORGANO, 2005; 2008).

A soma dos quadrados dos parametros de erros de previsdo (PRESS -

predicted residual error sum of squares) € definida como:

PRESS = Z(_n‘ - §1)°
i=1

(5)

Os erros que podem ser calculados podem mostrar a eficiéncia do

desempenho do modelo matemético. O erro do quadrado médio (MSE) ou sua raiz

guadrada (RMSE) ou erro padréo de previsédo (SEP), podem ser calculados tanto na

validacdo como na calibracdo. Assim, sdo conhecidos também como erro quadrado

meédio de calibracdo (MSEC) ou validacdo (MSEP) e também erro quadrado médio
da raiz quadrada de calibracdo (RMSEC) ou validacdo (RMSEP).

H

(v — )2
MSE = =izt T Y
n—1

(6)

(7)
E a equacéo do erro relativo percentual (ERRO (%)) entre as concentracdes

da referéncia e as concentracdes desenvolvidas (NIR-PLS):
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. :..'|_"_. __1:“‘\
ERRO (%) = ——=2 %100
Vi

(8)
A relacdo de desempenho do desvio (RPD), que é a relacdo da variacao
natural nas amostras de calibragcdo ou validacdo em relacdo ao tamanho dos

provaveis erros que ocorrem durante a predi¢ao:

RPD =

RMSE
9)
Onde n € o numero de amostras, y; € o valor de referéncia, y; € o valor previsto e SD
€ o desvio padréo.
E a equacdo do coeficiente de determinacdo (R?) que é mostrado pelo gréafico
da relacao entre os valores da referéncia e valores preditos (MORGANO et al., 2005;
MORGANO et al., 2008; FERREIRA et al., 2013; VALDERRAMA; BRAGA, 2009;
WILLIAMS; NORRIS, 2001).

3.4.5 Aplicacbes da espectroscopia NIR para analise de alimentos

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) vem sendo cada vez mais
aplicada para a avaliacdo da qualidade dos alimentos, fornecendo informacdes para
pesquisar a qualidade da matéria-prima e dos produtos alimenticios. Com o
desenvolvimento da ciéncia da computacdo e da quimiometria, as aplicacdes do NIR
tornaram-se mais populares e atrairam mais atencéo de pesquisadores da area de
alimentos. O método é capaz de detectar componentes em concentracdo minima de
0,1%, sendo aplicado para determinacdo da composicdo centesimal de diversos
alimentos e bebidas (CEN; HE, 2007).

A espectroscopia NIR vem sendo aplicada também para andlise de
componentes especificos, tais como: na pesquisa de adulteracdo de bebidas na
avaliacdo da qualidade de leite e produtos lacteos, identificacdo e analise
constituintes de frutas, vinho, carne, Oleo e milho, classificacdo de vinhos,
determinacdo de &cidos graxos livres e umidade em 6leos de peixe, discriminacéo e
quantificacdo de azeites adulterados e etc. (PARADKAR et al., 2002, PONTES et al.,
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2006; COZZOLINO et al., 2003; COZZOLINO et al., 2005; KASEMSUMRAN et al.,
2005). Mais recentemente, NIR vem sendo testado para medir residuos quimicos
Nnocivos, como agroquimicos e micotoxinas em alimentos (TEYE et al., 2013).

A técnica de NIR, comparada a métodos de referéncia mostrou-se consistente
e com excelentes habilidades preditivas para analises do teor de umidade, proteina,
lipidios e cinzas em grdos de soja, e podem ser efetivamente aplicadas
industrialmente como ferramenta para monitorar a qualidade da soja e medir
diversos parametros de qualidade (FERREIRA et al., 2014).

Um conjunto de calibragdo multivariada foi desenvolvido baseando-se na
metodologia da espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), para determinar a
fibra dietética total em soja, utilizando o método tradicional como referéncia, onde
confirmou-se que a tecnologia NIR é um método que pode ser muito util na
substituicdo de método tradicional de andlises rotineiras de fibra dietética da soja
com precisdo, sendo que ao utilizar o método tradicional, o tempo gasto nas analises
foi bem superior, além de produzir quantidade consideravel de residuos quimicos
(FERREIRA et al., 2015).

A eficacia do NIR em aplicacdes de monitoramento de processos vem sendo
estudada. Porém, observa-se a necessidade de estudos complementares de larga
escala em uma variedade de produtos e processos alimentares para verificar sua
viabilidade e precisdo em condicfes tipicas de processamento. Embora muitos
estudos demonstrem o0s avancos significativos na aplicacdo da tecnologia NIR,
surpreendentemente poucas pesquisas foram iniciadas para investigar a questao
mais basica e talvez mais significativa da evolugcdo dos produtos durante o
processamento. O monitoramento continuo através do NIR desses processos
fornece um meio para que se possa analisar e selecionar o produto no local. Ou
seja, a evolucdo do processamento pode ser monitorada no inicio, durante, e ao
final, permitindo as alteragbes em linha (BOCK; CONNELLY, 2008).

Considerando que o controle de qualidade nas industrias de alimentos é fator
primordial para o processamento e tomada de decisbes, a implementacdo de novas
tecnologias para avaliacdo de parametros de qualidade da matéria-prima ou produto
final faz-se necessario. Diante do vasto numero de possibilidades de analises que o
NIR proporciona, o estudo de novas aplicacdes desta tecnologia e mais importante a
validacdo destas andlises deve subsidiar o setor industrial, contribuindo com a
garantia de qualidade de alimentos (AMORIM et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

A Figura 4 apresenta o delineamento experimental deste trabalho.
Inicialmente foi comparado dois métodos para preparo de amostras de soja
inativadas termicamente em escala laboratorial por tostagem e micro-ondas. Os
resultados dos parametros de inativacdo térmica das amostras preparadas
laboratorialmente foram comparados com amostras de soja inativadas em escala
industrial. Estas amostras foram utilizadas para calibracédo e validacdo das analises
de espectroscopia NIR para avaliar a aplicacdo deste método na determinacdo de
parametros de inativacao. Os resultados das analises por espectroscopia NIR foram

comparados aos dados dos métodos de referéncia.

Amostras soja
—
| | 1
Analise Processamento Processamento
amostra cru industrial laboratorial

‘ Tostagem Micro-ondas

| |
Métodos de

. - Método NIR
referéncia

Calibragdo e
Validagdo

Figura 4 — Organograma do trabalho
Fonte: A autora.

4.1 AMOSTRAS DE SOJA

As amostras de soja integral foram coletadas durante o periodo de fevereiro a
maio de 2016, amostras estas advindas da safra do Mato Grosso do Sul 2015/2016,
da cultivar BRS 284. Estas amostras foram cedidas por fornecedores de uma fabrica
de processamento de racéo destinada a frangos de corte, localizada no norte central

do estado do Parana, onde foi realizado o tratamento térmico em escala industrial.
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As amostras de soja integral foram recepcionadas na planta industrial de uma
indastria processadora de soja, localizada no Parana, ao chegar ao local de
recepcao, a soja passou pelo processamento de pré-limpeza e posteriormente foi
armazenada em silos até a sua inativacdo. As amostras provenientes de um unico
silo foram encaminhadas para a inativacao industrial e também para um laboratério
de controle de qualidade de uma industria processadora de racdes para frangos,
localizada no oeste de Santa Catarina. A amostra foi transportada a granel e
coletada em no minimo 6 pontos da carga, sendo posteriormente quarteadas e
homogeneizadas e submetidas a inativagdo por micro-ondas e tostagem em

laboratério.

4.2 METODOS

4.2.1 Processamento da soja integral em escala industrial

Em escala industrial, a soja integral crua foi recepcionada, onde foi
devidamente realizada a pré-limpeza e acondicionada em um silo de armazenagem.

A figura 5 ilustra a inativacdo da soja em escala industrial.

Silo . .
Armazenagem Silo medicao TRejtc:::
+
9,2 toneladas
(Soja crua) ( ) P + 0,85Kg/cm?

Tempo £ 50 min

\/
Silo Pulmaodo Secador Coleta das
Secador T +28°C amostras
|
W/
Armazenamento

sob refrigeracao
T + 4£2°C

Figura 5 — Fluxograma desativacdo da soja em escala industrial.
Fonte: A autora
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O processamento para inativacdo foi realizado em reator de batelada com
capacidade para 9,2 toneladas. A duragéo do processo a vapor foi de 50 minutos em
temperatura controlada de aproximadamente 110 °C e a pressao de 0,85 kg cm™2. A
temperatura média da amostra no reator foi de aproximadamente 60 °C. A soja
inativada por esse método foi utilizada como referéncia para inativacdo em escala
laboratorial. ApGs a inativacéo, a soja foi transportada até o silo pulmé&o do secador,
que posteriormente foi encaminhada até o secador, para resfriamento até alcancar a
temperatura de 28 °C. As amostras de soja ja inativadas foram coletadas na saida
do resfriador. Sendo estas amostras acondicionadas em embalagens plasticas e
armazenadas sob refrigeracdo em temperatura de 4 + 2 °C, até as suas respectivas

analises.

4.2.2 Inativacdo térmica da soja integral em escala laboratorial

Dois métodos de tratamento térmico foram testados para inativar a soja em
escada laboratorial: a secagem através da tostagem e a secagem através de micro-
ondas. Durante os tratamentos térmicos a temperatura da amostra foi mantida
proxima a temperatura praticada em escala industrial (+ 60 °C). Devido a rapida
secagem por micro-ondas e 0s riscos de superaquecimento da amostra, optou-se
por imergir as amostras de soja em agua a fim de se obter soja inativada com
caracteristicas mais proximas as amostras da escala industrial que ficam turgidas,
devido ao vapor de agua. Assim, antes de passar pelos tratamentos térmicos, as
amostras de soja integral foram devidamente imergidas em agua destilada e
retiradas as sujidades que restaram da pré-limpeza, desta forma foi possivel manter
a temperatura da amostra proxima a 60 °C durante o processamento. Sendo esta
temperatura medida com o termémetro infravermelho (AKSO) no decorrer de todas
as prévias dos tratamentos térmicos.

Antes de definir quais os tempos, temperaturas/poténcias utilizadas nos
tratamentos, testes prévios baseados na literatura ja publicada, foram realizados,

variando conforme mostra a Tabela 3:
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Tabela 3 — Testes prévios dos tratamentos térmicos aplicados na soja integral.

Tempo (min) Temperatura (°C)
30 110
Tostagem
40 150
50 220
Tempo (min) Poténcia (W)
) 15 10
Micro-ondas
20 50
25 100

Baseados nos resultados dos testes prévios, utilizando diferentes tempos e
temperaturas no tratamento de tostagem, e diferentes tempos e poténcias no
tratamento de micro-ondas, chegou-se nas condi¢des de tratamento como mostrado

na Tabela 4:

Tabela 4 — Condi¢des dos tratamentos térmicos aplicados na soja integral.

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (min) 20 30 40 20 30 40 20 30 40

Tostagem (T)
Temperatura (°C) 110 110 110 120 120 120 130 130 130

Tempo (min) 15 20 25 15 20 25 15 20 25

Micro-ondas
(M) Poténcia (W) 20 20 20 30 30 30 40 40 40

No tratamento térmico através do processo de tostagem, aproximadamente
1,5 kg de amostra para cada tratamento térmico foi seca em estufa (Quimis®), por
tostagem ou micro-ondas (Brastemp®) em recipiente de ceramica, com dimensdes
(35cm x 25 cm), nos diferentes tempos e temperaturas propostos. Utilizou-se as
combinacbes de tempo e temperatura (Tabela 4) para secagem através da
tostagem, e de tempo e poténcia para micro-ondas. Ap0s a secagem as amostras
foram resfriadas a temperatura ambiente e acondicionadas em embalagens
plasticas, as quais foram armazenadas sob refrigeracdo em temperatura de 4 + 2 °C,

até as suas respectivas analises.
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4.2.3 Métodos de referéncia

4.2.3.1 Analise da inibicdo da tripsina

A atividade da inibicdo da tripsina foi determinada de acordo com Kakade et
al. (1974). Primeiramente foi realizada a extracdo dos inibidores, através da agitacao
de 1 g da amostra em 50 mL de NaOH (0,01 N), por 1 hora, até ajustar o pH de 8,4 a
10,0. Apés realizado o ajuste do pH, centrifugou-se 10 minutos a 8000 rpm, e o
sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade inibitdria da tripsina. Cerca de
0,6 a 1,8 mL da amostra, teve o volume ajustado a 2 mL com agua destilada, o qual
foi adicionada de 2 mL de solugdo de tripsina e 5 mL do substrato benzoil-DL-
argininda-p-nitroanilida (BAPA). A mistura permaneceu em banho maria, durante 10
minutos a 37 °C, sendo que a reacdo foi interrompida ao adicionar 1 mL de acido
aceético 30%, a absorbancia lida a 410 nm, sendo subtraida a amostra do branco.
Uma unidade de tripsina (UT) foi definida como o aumento de 0,01 unidade de
absorbancia a 410 nm por 10 mL, e os resultados foram expressos como UTI
(unidade de tripsina inibida) por mg de proteina. A proteina do sobrenadante foi
determinada pelo método Microkjeldahl (AOAC, 1995).

4.2.3.2 Teor de atividade ureatica

O meétodo de anélise da atividade ureatica seguiu o0 método de AOCS (1993).
Cerca de 0,2 g da amostra foi moida e pesada, uma para prova real e outra para
prova em branco, as amostras foram transferidas quantitativamente para dois tubos
de ensaio (A e B). No tubo A, foi adicionado 10 mL de solugéo tampéao de fosfato pH
7,00 (prova em branco). No tubo B, foi adicionado 10 mL de solucdo tampéao de
ureia pH 7,0 (prova real). Os tubos foram tampados e colocados em banho
termostatico durante 30 minutos, a temperatura de 30 °C + 1°C, permitindo um
intervalo de 5 minutos entre a preparacdo do teste (uréia) e o branco (fosfato),

agitando os tubos de 5 em 5 minutos. Apds os 30 minutos, retirou-se os tubos do
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banho e aguardou-se 5 minutos, medindo-se o pH do tubo A e do tubo B. A atividade
ureatica foi obtida, subtraindo o pH da amostra B menos o pH da amostra A.

4.2.3.3 Determinagao da solubilidade proteica

O método de referéncia utilizado para determinar a solubilidade proteica foi o
descrito em Brasil (1991). Cerca de 2 g de amostra foram adicionadas a solucdo de
hidréxido de potassio (KOH) 0,2% (0,036N), agitando-se por aproximadamente 20
minutos, e centrifugando até revolver toda a amostra. Em seguida, a amostra foi
filtrada em funil analitico. Sendo o teor de proteinas determinado na fracdo limpida
do filtrado pelo método de Kjeldahl (1883), conforme a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1997).

A amostra foi coloca ao tubo de Kjeldahl juntamente com a mistura catalitica
(sulfato de sédio anidro e cobre pentahidratado (10:1) e acido sulftrico). Em seguida
a amostra foi digerida, no qual iniciou-se com temperaturas baixas (+ 100 °C) até
alcancar 400 °C e a atingir a coloracdo azul esverdeada. Posteriormente as
amostras foram destiladas em destilador de nitrogénio com hidréxido de sodio e
foram coletadas em solucdo de &cido borico para entdo serem tituladas com acido
cloridrico. O percentual de proteina total das amostras de soja inativada e da
proteina do sobrenadante solivel em KOH (0,2%) foram calculados seguindo a

equacao 10:

) _ Vol HCl x Mol.HCl x Fator de correcio x 14
%0 Praotelna = x 6,25
Massa da amostra

(10)
A solubilidade proteica foi determinada a partir do resultado da porcentagem
da proteina do sobrenadante, dividido pela porcentagem da proteina total da

amostra, multiplicados por 100, como na equagéo 11:

) . . % Proteina Sobrenadante
% Solubilidade Proteica = - , x100
% Proteina Total

(11)
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4.2.3.4 Umidade

Pesou-se de 3 a 5 g da amostra, as quais foram secas em estufa pré-
aquecida a 105°C, a amostra permaneceu em estufa até obter peso constante. A
umidade foi determinada calculando-se a diferenca do peso inicial e final da
amostra, divididos pelo peso inicial da amostra, posteriormente multiplicados por 100
(IAL, 2008).

4.2.3.5 Lipidio

O teor de lipidios foi realizado seguindo o0 método descrido em AOAC (1995),
através do extrator de Soxhlet, onde a amostra foi extraida com a utilizacdo do
solvente éter de petrdleo ao, a amostra foi extraida por um periodo de 3 horas, a
uma velocidade de condensacdo de 2 a 4 gotas por segundo. A porcentagem de
lipidios foi calculada dividindo o residuo da extracdo da amostra pelo peso da
amostra em gramas, multiplicados por 100.

4.2.3.6 Proteina

O teor de proteinas determinado seguindo o método de Kjeldahl, conforme a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997). A amostra foi coloca ao
tubo de Kjeldahl juntamente com a mistura catalitica (sulfato de soédio anidro e cobre
pentahidratado (10:1) e acido sulfurico). Em seguida a amostra foi digerida, no qual
iniciou-se com temperaturas baixas (x 100 °C) até alcancar 400 °C e a atingir a
coloracdo azul esverdeada. Posteriormente as amostras foram destiladas em
destilador de nitrogénio com hidréxido de sédio e foram recebidas em solucdo de
acido borico para entdo serem tituladas com acido cloridrico. O percentual de
proteina total das amostras de soja inativada e da proteina do sobrenadante sollvel
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em KOH (0,2%) foram calculados seguindo a equacgéo 10, citada na metodologia da

solubilidade proteica.

4.2.4 Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)

Todas as amostras de soja tratadas termicamente na industria e no
laboratorio, foram devidamente moidas em moinho da marca MARCONI®, peneira
0,7 mm e submetidos ao equipamento de espectroscopia no infravermelho préoximo
NIRS (FOSS NIRSystems™, modelo XDS analyzer), onde os espectros de
reflectancia na regido do infravermelho préoximo foram coletados, sendo realizadas
estas analises em triplicatas para cada amostra, com resolu¢cdo de 0,5 nm, 32
varreduras para cada espectro e a regido espectral varia de 400 a 2500
comprimento de ondas, os resultados sdo expressos em comprimento de onda,

versus log (1/R), R= reflectancia, por comprimento de onda.

4.2.4.1 Anélises dos dados

O método de regressdo multivariada utilizado para o tratamento de dados
deste estudo foi o método PLS (regressao por quadrados minimos parciais) atraves
do software WINISI, verséo IV.

4.2.4.2 Parametros de validacao

Os espectros obtidos foram divididos em dois: um para a calibracdo e outro
para a validacao, onde foi realizado um conjunto de testes, para verificar a utilidade
da relagcédo que foi predita. O modelo de calibragéo foi desenvolvido para prever o
teor de umidade, proteina, lipidios e solubilidade proteica baseando-se nos

espectros gerados pelo NIR, e foram avaliados através de erros de previsao e
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coeficientes de correlacdo entre o método de referéncia e os espectros obtidos a
partir do método NIR. Os erros calculados foram o PRESS, RMSEP, ERRO, RPD,
que séo as formulas ja descritas nas equacdes 5, 7, 8 e 9, e também o coeficiente
de determinacédo (R?) que é mostrado pelo grafico da relacdo entre os valores da

referéncia e valores preditos.

4.3 TRATAMENTO DE DADOS

Na primeira etapa do trabalho (artigo 1), foram aplicados os testes de
normalidade, a partir do teste de Shapiro Wilk, e o teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis. Em um nivel de 95% de confianca, os resultados foram submetidos aos
tratamentos, através do software XLSTAT, versdo 2015 (ADDINSOFT, 2015). A
analise dos dados referente as analises de espectroscopia de infravermelho proximo
(artigo 2) foi realizada a partir do método de regressdo multivariada PLS (regresséo

por quadrados minimos parciais) e o software utilizado foi o Winisi IV.
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5. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados no formato de artigos
conforme abaixo:
ARTIGO 1 - INATIVACAO DE SOJA (Glycine max. (L) Merril) POR TOSTAGEM E

MICRO-ONDAS

ARTIGO 2 - ESPECTROSCOPIA NIR PARA ANALISE DA QUALIDADE DE SOJA
INATIVADA TERMICAMENTE
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ARTIGO 1 - INATIVACAO DE SOJA (Glycine max. (L) Merril) POR TOSTAGEM E
MICRO-ONDAS

SOYBEAN (Glycine max. (L) Merrill) INACTIVATION BY TOASTING AND
MICROWAVE

Natalia Regina Marchese®, Eder da Costa dos Santos?, Elisabete Hiromi Hashimoto?®.

! Mestranda do Programa de P6s Graduacdo em Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Francisco Beltréo.

2 Professor Doutor da Universidade Tecnolégica Federal do Parani, Campus
Francisco Beltrao.

% Professora Doutora do Programa de Pés Graduacdo em Tecnologia de Alimentos
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parani, Campus Francisco Beltrao.

RESUMO

Os inibidores de tripsina presente na soja in natura sdo compostos antinutricionais
gue podem ser inativados termicamente. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito da tostagem e micro-ondas na inativacao da soja. O efeito da tostagem (T1 -
T9: 110 a 120 °C/ 20 a 40’) e micro-ondas (M1 - M9: 20 a 40W/15 a 25’) foi avaliado
pela determinagdo da solubilidade proteica, atividade ureatica e andlise dos
inibidores de tripsina, as amostras foram comparadas com amostras de soja
termicamente processadas em escala industrial (110 °C a 0,85 kg.cm?/ 50’).
Considerando os resultados obtidos, a tostagem T8 (30’/130 °C) e o micro-ondas M5
(20’/30W) apresentaram parametros de inativagdo mais proximos a amostra
processada industrialmente, representando alternativas de processamento.

Palavras-chave: inibidores de tripsina, antinutricional, soja.

INTRODUCAO

Os graos integrais de soja in natura apresentam fatores antinutricionais, que
inibem as atividades de algumas enzimas e proteinas, interferindo na absorcéo e
aproveitamento de nutrientes, limitando o valor nutricional e diminuindo a sua
digestibilidade (BRUM, 2006; MENDES et al., 2004).

Dentre os fatores antinutricionais, destacam-se os inibidores Kunitz (KTI) e o
inibidor de Bowman-Birk (BBI), que inibem a tripsina e a quimiotripsina. Devido a

inibicdo da digestdo proteica, estes inibidores reduzem consideravelmente o
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desenvolvimento de monogastricos, e acarretam na diminuicdo do ganho de peso,
além de causar disfungdes pancreaticas (GILLMAN et al., 2015). O processamento
térmico dos gréos além de inativar estes inibidores pode também reduzir outros
fatores antinutricionais (SHIVAKUMAR et al., 2016).

A necessidade de aplicar o tratamento térmico na soja integral fez com que
diversos métodos de processamentos fossem desenvolvidos: micro-ondas, tostagem
por tambor rotativo, tostagem por vapor umido, tostagem por vapor seco, tostagem
por jet sploder, extrusdo Umida ou seca e micronizagdo (BRUM, 2006). O tratamento
térmico pode aumentar a digestibilidade da proteina de soja. No entanto, o
tratamento térmico além de aumentar os custos do processo, se excessivo, pode
afetar disponibilidade de aminoacidos essenciais (LOKURUKA, 2011). O processo
de tostagem opera por secagem em temperaturas de 110 a 170 °C (LEITE et al.,
2012). O processamento por micro-ondas, baseia-se na geracao de calor promovido
diretamente pela agitacdo das moléculas de 4gua presentes na amostra (ZILIC et
al., 2006).

Independente do método aplicado, os tratamentos térmicos disponiveis e
amplamente disseminados podem ser insuficientes para a total inatividade destes
inibidores (BRANDON et al., 1991). Razdo pela qual os tratamentos devem ser
muito bem controlados, evitando possiveis efeitos indesejados, tais como perdas na
disponibilidade de minerais e destruicdo de aminoacidos essenciais (HUANG et al.,
2008). Assim, o trabalho teve como objetivo determinar os parametros de inativagao

em soja submetida a tostagem e micro-ondas.

MATERIAL E METODOS

As amostras de soja in natura de cultivar BRS 284, safra 2016, pré-limpas,
foram coletadas em 6 pontos da carga a granel, posteriormente quarteadas e
homogeneizadas. Em escala industrial (El), a soja foi processada em reator de
batelada com capacidade de 9,2 toneladas, com vapor a 110 °C em pressao de 0,85
kg.cm?2 por 50 min. Sendo que as amostras foram coletadas antes do
processamento (amostras crua) e ao final do processamento (50 min). A

temperatura meédia da amostra no interior do reator foi de 60 °C, a qual foi utilizada
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como referéncia para inativagdo em escala laboratorial. As amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas a 4 + 2 °C até as analises.

Para os ensaios em escala laboratorial os graos de soja in natura, foram
lavados e emergidos em agua, afim de se obter grdos de soja com aspecto similar
ao da escala industrial. As condi¢cdes de inativacdo da soja, baseado em testes
prévios realizadas no laboratorio estédo apresentadas na Tabela 5:

Tabela 5 - Tratamentos térmicos aplicados na soja in nhatura.

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tostagem Tempo (min) 20 30 40 20 30 40 20 30 40
(T) Temperatura (°C) 110 110 110 120 120 120 130 130 130
Micro-ondas Tempo (min) 15 20 25 15 20 25 15 20 25
(M) Poténcia (W) 20 20 20 30 30 30 40 40 40

Escala industrial (El): 110 °C, 0,85 kg.cm2, 50 min.

Apls a secagem, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e
acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas a 4 + 2 °C, até as suas
respectivas analises.

A solubilidade da proteina foi determinada a partir do método em que se
determina o percentual de proteina que é soluvel em KOH (0,2%), descrito por
BRASIL (1991), seguida da quantificacdo da proteina por AOAC (1997). A atividade
uredtica foi determinada de acordo com o descrito em AOCS (1993), onde o método
se baseia na variacdo do pH em funcédo da amonia liberada pela acdo dessa enzima.
A analise da atividade inibit6ria de tripsina foi realizada seguindo o método descrito
por Kakade et al. (1974), onde uma aliquota de 1,0 g da amostra foi adicionada a 50
mL de NaOH 0,01 N, utilizando-se de 0,6 a 1,8 mL da amostra, ajustada a 2 mL com
agua, a qual posteriormente foi acrescentada de 2 mL de solucéo de tripsina e 5 mL
do substrato benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA). A mistura permaneceu
aquecida em banho-maria, por 10 minutos a 37 °C. A reacao foi interrompida pela
adicdo 1 mL de &cido acético 30%. Uma unidade de tripsina (UT) foi definida como o
aumento de 0,01 unidade de absorbancia a 410 nm por 10 mL, e os resultados
foram expressos como UTI (unidade de tripsina inibida) por mg de proteina.

Os resultados de cada parametro analisado referente a cada um dos
tratamentos térmicos aplicados foram realizados em triplicatas e tiveram suas
médias comparadas aos dados das amostras da escala industrial, através do teste

nao parametrico de Kruskal Wallis, uma vez que os parametros nao apresentaram
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uma distribuicdo normal. O software utilizado foi o XLSTAT, versdo 2015
(ADDINSOFT, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 6 apresenta os resultados das andlises das amostras de soja crua e
processadas por escala industrial (El). Os resultados da EI foram utilizados como
referéncia para comparar 0s processamentos por tostagem (T) e micro-ondas (M) no

laboratorio.

Tabela 6 - Parametros de inativacdo da soja crua e soja inativada por escala
industrial.

Amostra de soja Parametro

SP (%) AU (ApH) AlT (mg.g™)
Crua 93,59 + 2,03 2,22 +0,03 112,87 + 0,10
Inativada por El 84,12 + 0,66 0,05 + 0,02 18,24 £ 0,02

SP: solubilidade proteica; AU: atividade ureética: AIT: atividade do inibidor de tripsina; El: escala
industrial (110 °C, 0,85 kg.cm, 50 min).

O valor de solubilidade proteica (SP) deve ser no minimo de 80%. Valores de
SP abaixo de 70% indicam um superaquecimento da amostra e acima de 85%
relaciona-se a soja subprocessada (MENDES et al., 2004). A SP € um pré-requisito
necessario para melhor digestdo e absorcdo de proteinas. A amostra de soja crua
apresentou SP de 93,59 + 2,03 % e apdés o processamento industrial (50/100
°C/0,85 kg.cm™?) o teor de SP foi de 84,12 + 0,66 %, indicando que o tratamento
térmico da escala industrial foi suficiente.

A urease é considerada um fator antinutricional, pois pela hidrélise da uréia
comumente adicionada na ragdo, pode resultar em altos teores de amonia, toxica
aos animais. Por ser termolabil, a atividade ureatica (AU) se torna indicativo também
do tratamento térmico aplicado, refletindo na inativacdo dos fatores antinutricionais
presente na soja (REAL-GUERRA et al., 2013). A determinag&o da AU baseia-se na
variacdo de pH que ocorre em fungéo da formacdo de aménia pela acdo da urease,
uma vez que a amobnia apresenta carater alcalino (AOAC, 2000). A soja crua
apresentou AU de ApH = 2,22, valor esse reduzido ap0s o processamento em escala
industrial (El), ApH = 0,06. Uma variacdo de ApH = 0,30 a 0,05 para AU é o
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recomendado para soja destinada a alimentacdo de monogastricos (BRITO et al.,
2006).

Os inibidores de TKI e BBI sédo termolabeis e comumente inativados pelo
calor. Porém, estudos mostram que os diferentes tratamentos térmicos aplicados
podem nao ser suficientes para a total inativacdo destes inibidores (BRANDON et
al., 1991). A amostra de soja crua apresentou atividade inibitéria da tripsina de
112,87 + 0,10 UTlL.mg* de proteina, a qual foi drasticamente reduzida apés o
processamento para 18,24 + 0,02 UTl.mg™ de EI.

Os resultados dos parametros de inativagdo das amostras de soja
termicamente processadas por micro-ondas e tostagem séo apresentados na Tabela
7.

Tabela 7 — Parametros de inativacdo de amostras de soja termicamente tratadas por
micro-ondas e tostagem.

Tratamento térmico

1 2 3 4 5 6 7 8 9
SP T 89,33 88,25 87,32 84,53 80,87 79,06 77,19 77,12 75,25
(%) +1,55 +2,80* +2,92* +0,9* +2,25 +1,09 0,75 0,74 +0,92

M 9129 8795 8237 7949 7875 76,78 74,36 6801 66,10
+1,63 +1,29 +570* +092 +146 +101 +305 =+141 +0,72
AU T 067+ 061+ 061+ 028+ 026+ 020+ 017+ 009+ 0,05z=
(ApH) 003 005 005 004 004 001 003 001 0,02
M 080+ 068+ 066+ 021+ 019+ 016+ 004+ 003+ 0,02+

008 008 006 003 002 003 002 003 0,02

AIT T 2296 2265 19,68 19,31 18,79 17,16 1892 1826 13,99
(UTI/mg) +0,08 +0,14 +072 +014 +0,29 +0,12 +0,12 0,03* +0,08
M 40,26 3582 3498 17,06 18,32 17,17+ 14,24 10,99 845%

+0,06 +009 +018 +047 +004* 012 +003 +007 0728

* média ndo se diferiram da El (p>0,05) pelo teste de Kruskal Wallis. T: tostagem; M: Micro-ondas.
SP: solubilidade proteica; AU: atividade ureatica: AIT: atividade do inibidor de tripsina.

De acordo com a Tabela 7, em relacdo a SP, os tratamentos de tostagem T2,
T3 e T4 (30/110 °C a 20/120 °C) e M3 (25/20W) n&o diferiram (p>0,05) do
processo industrial, apresentando valores de SP de 82,37 a 88,25%. Temperaturas
de 110 °C por apenas 20" (T1) tiveram valores de SP elevados, indicando que o
processo foi insuficiente para um tratamento adequado. Ja o tratamento por micro-
ondas, mostrou que a poténcia de 40 W, com tempos de exposi¢cado superior a 15
minutos, pode ocasionar o superaquecimento da amostra, que resultou em SP de
68,01 = 1,41% em M8 e 66,10 = 0,72% para M9. Avaliando a solubilidade proteica
através de graos de soja tostados, outros estudos concluiram que, 130 °C durante

30 minutos ndo foi o suficiente para inibir os fatores antinutricionais, pois a
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solubilidade permaneceu acima de 85%, ja quando aplicada a temperatura de 150
°C nos mesmos 30 minutos a solubilidade proteica da soja variou entre 70 a 85%,
indicado no estudo como 0 processamento térmico adequado para preservar a
qualidade proteica (ANDRADE et al., 2010). Bem como ao estudar os graos de soja
tostados a 150 °C, durante 17 minutos, e expandidos de 30 a 60 segundos de 120
°C a 136 °C encontrou-se valores de solubilidade proteica de 83,98 a 86,21% (CAFE
et al., 2000; MENDES et al., 2004).

A tostagem acima de 120 °C (T4-T9) e micro-ondas acima de 30W (M4-M9)
apresentaram AU com ApH< 0,30. No entanto somente T9, M7-M9 n&o diferiram
(p>0,05) quanto a AU das amostras tratadas por El. Sendo que baixas temperatura
(T) e baixas poténcias (M) ndo foram suficientes para inativar a enzima urease, com
resultados de AU de ApH=0,61 (T3) a ApH =0,80 (M1). No entanto, somente a
determinacdo de AU nédo é capaz de detectar o superaquecimento, uma vez que a
enzima ndo é detectada apds a sua desnaturacdo (CAPRITA et al., 2010). Em um
estudo com a aplicacdo de diferentes temperaturas na soja durante 30 minutos, a
130 °C em estufa, mostrou que estas condi¢cdes nado foram suficientes para desativar
a soja, (0,67 a 1,42 ApH), sendo necessario a temperatura de 150 °C em estufa por
30 minutos, para atingir valores desejaveis (ApH de 0,04 a 0,19), sendo que a 170
°C por 30’ resultou em superaquecimento da amostra (ApH < 0,05, (ANDRADE et
al., 2010). Assim como, ao tratar termicamente graos de soja, a (150 °C/17 minutos)
por tostagem e (30 a 60seg/120 °C a 136 °C) por expansao, autores encontraram
atividade ureatica de 0,02 a 2,09 ApH, havendo dentro destes, resultados de
superaquecimento e tratamento nao suficientes para a desativacao dos inibidores de
tripsinas presentes nas amostras (CAFE et al., 2000; MENDES et al., 2004).

Os resultados de atividade do inibidor de tripsina (AIT) variaram de acordo
com a temperatura/poténcia e tempo dos tratamentos térmicos aplicados. Conforme
maior 0 tempo e maior a temperatura/poténcia maior a inativacdo do inibidor de
tripsina. Entre os tratamento aplicados, T8 (30/130 °C) e M5 (20'/30 W) nao
diferiram (p>0,05) da ATI da escala industrial, apresentando valores de 18,26 e
18,32 UTI.mg™* respectivamente. Assim como ao tratar termicamente a 120 °C gréos
de soja, estudos encontraram valores que variaram 0 a 19,11 mg de tripsina
inibida/g de proteina do extrato, variando de 100% a 84,45% a porcentagem de
reducdo da atividade inibitoria de tripsina (CARDOSO et al., 2007)
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Entende-se que para se ter bons resultados, necessita-se inativar ao menos
80% da atividade inibitéria dos inibidores de tripsina presentes nos graos de soja.
Entre os resultados obtidos, as amostras que receberam tratamento térmico com as
menores poténcias/temperaturas e tempos, mostraram-se nao suficientes para
inativar 80% dos inibidores presentes, sendo no tratamento de tostagem os
tratamentos T1 (20°/110°C), 79,68% e T2 (30'/110°C), 79,94%, e no tratamento de
micro-ondas os tratamentos M1, M2 e M3 (15, 20, 25’/30W), que variaram de 87,41
a 92,42% foram considerados improprios para utilizacdo no processo de secagem
da soja. Levando em consideracdo que os dados da EIl foi mantida como parametro
de comparacédo, para obtencdo dos resultados da escala laboratorial, nenhum dos
tratamentos apresentou todos os parametros de avaliacdo da inativacdo da soja (SP,
IU e AIT), com diferencas nao significativas. Nao obstante, considerando a AIT como
parametro principal de inativagdo e os valores aceitaveis de AU (ApH 0,30 a 0,05) e
SP (70 a 85%), os tratamentos M5 e T8 apresentam parametros apropriados para a

inativacdo da soja.

CONCLUSAO

O tratamento térmico conduzido pela tostagem e/ou micro-ondas,
representam processamentos alternativos ao processo industrial (presséo e vapor),
que é considerado o padrdo. A avaliacdo laboratorial do processo fornece
informacdes sobre as condi¢cdes adequadas para inativacao da soja. De acordo com
os resultados obtidos, concluiu-se que, a tostagem por 30 a 130°C e o micro-ondas
por 20" a 30W foram os tratamentos térmicos apropriados para a inativagao da soja
sem provocar um superaquecimento da amostra. A determinacdo do tempo,
temperatura e poténcia suficientes para obtencdo de produtos com qualidade

nutricional da soja € uma ferramenta para otimizacao dos processos industriais.
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ARTIGO 2 - ESPECTROSCOPIA NIR PARA ANALISE DA QUALIDADE DE SOJA
INATIVADA TERMICAMENTE

RESUMO

A soja integral € uma leguminosa rica em proteina e lipidios, porém os graos de soja
devem ser processados termicamente para inativar diversos fatores antinutricionais
que nela estdo presentes. A solubilidade proteica por sua vez é um parametro que
pode ser utilizado para avaliar o processo de inativacao térmica. Este estudo teve
como objetivo avaliar a aplicabilidade da espectroscopia de infravermelho préximo
(NIR) para estimar o teor de umidade, lipidios, proteina e solubilidade protéica em
soja inativada térmicamente por tostagem e micro-ondas. Um total de 219 espectros
de 73 amostras foram coletados e associados a andlise de minimos quadrados
parciais (PLS) através do NIR. Desses espectros, 111 foram utilizados para realizar
a calibracdo, advindos de amostras de soja inativadas industrialmente, e os outros
108 de amostras inativadas laboratorialmente em diferentes condicbes de
tratamento térmico de tostagem e micro-ondas, foram utilizados para realizar a
validacdo do método. Paralelamente foram utilizados métodos de referéncia para a
analise de umidade, lipidios, proteinas, e solubilidade protéica em KOH (0,2%). As
andlises por NIRS além de permitir resultados réapidos, mostrou-se capaz de
apresentar bons resultados de previsdo do teor de umidade, lipidios, proteina e
solubilidade protéica, apresentando um erro médio de (0,97, -1,01, -0,62, -0,18%)
respectivamente e coeficiente de determinacédo (R?) satisfatorios: 0,767, 0,845, 0,915
e 0,910. Indicando que o método é aplicavel para determinacdo de umidade, lipidio e
proteina. E referente ao teor de solubilidade protéica a analise por NIR indicou a
possibilidade da utilizacdo deste método no controle de qualidade na industria de
alimentos.

Palavras-chave: Proteina, Solubilidade proteica, PLS.

INTRODUCAO

A soja integral € uma das leguminosas mais consumidas no mundo e se
destaca por ser excelente fonte de proteina e lipidios, no entando seu grao
apresenta fatores antinutricionais, que afetam consideravelmente o seu valor
nutricional que podem se agravar e causar doencas digestivas e metabodlicas em
animais (GU et al., 2010; IRIGOYEN et al., 2014; WILSON et al., 2007). Por isso se
faz necessaria a aplicacdo de tratamentos térmicos na soja, visando a inativacao
dos fatores antinutricionais presentes. Alguns dos principais tratamentos térmicos
sdo o0 micro-ondas, a tostagem, a extrusdo e a micronizagdo (ANDRADE et al.,
2016; BRUM, 2006; CAFE et al., 2000).
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A eficiéncia dos tratamentos térmicos na inativacdo dos fatores
antinutricionais presentes na soja, podem ser avaliados por diversos métodos,
através da analise direta de inibidores de tripsina, determinacdo da atividade
uredtica e do teor de solubilidade proteica em KOH (0,2%). A solubilidade € um
indicativo da desnaturagédo proteica, que pode ser correlacionado com o grau do
processamento térmico da soja. Valores de solubilidade proteica abaixo de 70%
indicam um superaquecimento e acima de 85% relaciona-se com O
subprocessamento da soja (MENDES et al., 2004; OLIVEIRA, 2005). Embora os
métodos de referéncia sejam amplamente empregados, o controle de qualidade na
industria de alimentos requer métodos rapidos, de facil execugéo, que requeiram
preparacdo minima da amostra, e a0 mesmo tempo garantindo a qualidade da
matéria-prima que se recebe (BRASIL, 2017; BUTOLO, 2002; LEE; RYU; RHEE,
2003).

Neste sentido, a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) se destaca
pela rapidez, precisdo e exatiddo. O método, além de nédo ser destrutivo e invasivo,
necessita de uma minima manipulacdo das amostras. A espectroscopia NIR atua
através do principio de emisséo de radiacdo eletromagnética no qual necessita de
uma unica padronizacéo para efetuar as analises (NUNES, 2008; SOARES, 2009).
Este método espectrométrico vem sendo muito difundido para a andlise da
qualidade de alimentos, devido as propriedades Opticas e a relativamente baixa
absortividade da agua na regido NIR, constituinte geralmente presente em elevada
proporcao nos alimentos (ALESSANDRINI et al., 2008).

Aléem dos avancos nas analises de composicdo bromatolégica por NIR,
pesquisadores na area de alimentos, vem buscando novas aplicacbes do método
(BOCK; CONNELLY, 2008). A avaliagdo de parametros de processamento de
alimentos por NIR tem sido propostos, devido a possibilidade de aplicar no controle
de qualidade em tempo real diretamente na linha de producéo.

Considerando a demanda da industria de alimentos e as aplicacdes
promissoras do NIRS, este trabalho teve como objetivo avaliar a aplicabilidade da
NIR combinado com a analise por regressao por minimos quadrados parciais (PLS)
para analise da qualidade bromatoldgica e de parametro de inativacdo da soja

submetida a diferentes tratamentos térmicos.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

Para a constru¢cdo do modelo matematico, utilizou-se 73 amostras de soja, de
cultivar BRS 284, advindas da safra de 2015/2016 do Mato Grosso do Sul. As
amostras foram coletadas seletivamente, sendo devidamente quarteadas e
homogeneizadas, as quais posteriormente passaram por um moinho de facas
(MARCONI®), acoplado de peneira 0,7 mm. Para o procedimento de calibragéo,
foram utilizadas 37 amostras inativadas industrialmente em tambor rotativo a 110 °C
/ 0,85 kg.cm2 / 50 min. As demais 36 amostras foram inativadas em laboratorio, a
partir de tratamentos térmicos de tostagem e micro-ondas, e preparadas para

validacédo do modelo de calibracdo, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Tratamentos térmicos aplicados na soja integral para a validacdo da
analise por espectroscopia NIR

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tostagem  Tempo (min) 20 30 40 20 30 40 20 30 40

(T) Temp. (°C) 110 110 110 120 120 120 130 130 130
Micro-ondas Tempo (min) 15 20 25 15 20 25 15 20 25
(M) Poténcia (W) 20 20 20 30 30 30 40 40 40

Escala industrial (El): 110 °C, 0,85 kg cm™/ 50 min.

Métodos de referéncia

Os meétodos utilizados como referéncia para determinagdo da umidade foi o
descrito por IAL (2008), através da secagem em estufa a 105 °C. Para determinar o
teor de lipidios, o método empregado foi a extracdo de Soxhlet, seguindo o método
descrito por AOAC (1995). O teor de proteina foi realizado de acordo com AOAC
(1997), através do método de Kjeldahl. E a solubilidade proteica foi analisada de
acordo com o descrito em Brasil (1991), através da solubilizacdo da amostra em
KOH 0,2%, seguida da quantificagdo de proteina por Kjeldahl. O teor de solubilidade
proteica foi determinado a partir da porcentagem resultante da proteina do
sobrenadante, dividido pela porcentagem da proteina total da amostra, multiplicados
por 100.
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Espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)

Todas as amostras de soja foram devidamente moidas em moinho
(MARCONI®), com peneiradas de 0,7 mm. Em seguida as amostras foram
introduzidas no equipamento NIRS— FOSS NIRSystems™ modelo XDS analyzer. Os
espectros foram coletados na regido do infravermelho préximo, sendo realizadas
triplicatas de cada uma das 73 amostras. O equipamento apresenta resolucdo de 0,5
nm e 32 varreduras para cada espectro analisado e de regido espectral de 400 a
2500 nm. Os espectros foram registrados como funcéo do logaritmo decimal inverso

da reflectancia medida Log(1/R) por comprimento de onda (nm).

Validacdo matematica dos dados

A validacdo matematica dos dados foi realizada a partir do método de
regressado multivariada PLS (regressdo por quadrados minimos parciais) utilizando o
software Winisi IV. O método PLS consiste em encontrar qual € a correlacdo entre
os dados espectrais (X) e os dados de referéncia (Y) que sdo usadas a0 mesmo
tempo, e que sao representadas pelos escores e pesos, utilizando a seguinte
equacao:

x=TP +E
onde T contém os escores, P os pesos e E os erros da decomposicdo X
(MORGANO et al., 2005; NUNES, 2008; SOARES, 2006).

Parametros de validacéo

Os espectros obtidos foram divididos em dois grupos: um para a calibracéo e
outro para a validacédo, onde foi realizado um conjunto de testes, para verificar a
utilidade da relacdo que foi predita. O modelo de calibragcdo foi desenvolvido para
prever o teor de umidade, lipidios, proteina e solubilidade proteica baseando-se nos
espectros gerados pelo NIR, e foram avaliados através de erros de previsao e
coeficientes de correlacdo entre 0 método de referéncia e os espectros obtidos a
partir do método NIR. Os erros calculados foram:
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Soma dos quadrados dos erros de previsao

PRESS = Z(_n' - §1)°
i=1

(PRESS)
Raiz quadrada da calibracdo (RMSEC) ou Iy — )2
T AN b

validagio (RMSEP) A
O erro relativo percentual (ERRO (%)) entre as ERRO (%) = O __7:’1'3' +100
concentracdes da referéncia e as previstas via NIR

~ - SD
A relacdo de desempenho do desvio (RPD) RPD = RMSE

Onde n é o nimero de amostras, y; o valor de referéncia, y; o valor previsto pelo
modelo proposto e 0 SD é o desvio padrédo. E o coeficiente de correlacéo linear (R?)
que é mostrado pelo gréafico da relagdo entre os valores da referéncia e valores
preditos (MORGANO et al., 2005; MORGANO et al., 2008; FERREIRA et al., 2013;
VALDERRAMA; BRAGA, 2009; WILLIAMS; NORRIS, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analisar o teor de umidade, lipidio, proteina e solubilidade proteica por
NIR, foi determinado um modelo de regressao através das médias encontradas nas
analises do método de referéncia e dos 219 espectros obtidos via NIR das 73
amostras de soja inativada. Sendo que, 111 dos espectros correspondentes a 37
amostras inativadas por escala industrial foram utilizados para realizar a calibragao
do equipamento. E os outros 108 espectros das 36 amostras restantes, foram
utilizados para realizar a validagdo. As amostras utilizadas para realizar a validacgéo,
foram inativadas com diferentes condicdes de tratamentos térmicos (Tabela 8).

Baseada na absorcdo de espectro infravermelho proximo por compostos
organicos e agua, a espectroscopia NIR ja é utilizada para analise da composicao
bromatolégica em diversos alimentos. Além de analisar as amostras com
caracteristicas préoximas a escala industrial é também interessante verificar se o NIR
apresenta boa reprodutibilidade para analisar amostras de soja submetidas a

condicOes extremas de processamento.
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A Figura 6 apresenta os 111 espectros originais das 37 amostras obtidas na
regido do infravermelho préximo, na gama de 400 a 4500 nm, sem qualquer pré-

tratamento, utilizados na construcdo do modelo matematico.
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Figura 6 — Espectros originais das amostras de soja inativadas na regido do NIR.

O método permitiu o desenvolvimento do modelo de calibragdo para a
quantificacdo da umidade e lipidio, apresentados na Tabela 9, onde se tem a raiz
quadrada do erro quadrado médio da calibracdo e validacdo (RMSE), a soma dos
quadrados dos parametros de erro de previsdo (PRESS), os coeficientes de
determinacao (R?), e a relacdo de desempenho do desvio (RPD).

Tabela 9 — Parametros de ajuste e erro do modelo PLS para calibragcdo da umidade
e lipidio

Parametro PRESS RMSEC RMSEP R? RPD
Umidade 19.114 0,38 0,87 0,767 1,85
Lipidio 15,855 0,12 0,33 0,845 2,30

PRESS - soma dos quadrados dos parametros de erro de previsdo. RMSE — raiz quadrada do erro
guadrado médio da calibragdo ou validagdo. R? - coeficiente de determinagdo. RPD — relacdo de
desempenho do desvio.

De acordo com a Tabela 9, os resultados da calibracdo e validacdo

apresentaram valores de erros (RMSE) baixos, e valores satisfatorios de coeficiente
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de determinacdo (R?), apresentando para umidade e lipidio (R2= 0,767 e 0,845),
indicando um bom desempenho.

Considerando as expectativas, os erros do grupo de calibracdo RMSEC de
0,38 e 0,12% foram menores do que os erros da validacdo RMSEP de 0,87 e 0,33%,
para os parametros umidade e lipidio, respectivamente. Sendo estes, considerados
erros de regressdo baixos. O valor de RPD > 2,4 é desejavel para um modelo
apropriado, valores entre 2,4 e 1,5 sdo considerados satisfatérios e valores de RPD
inferiores a 1,5, sédo inadequados (WILLIANS; NORRIS, 2001). O resultado de RPD
utilizado para determinar o teor de lipidio foi de 2,30 e o teor de umidade 1,85,
demonstrando a capacidade de o método predizer tais parametros, estando dentro
do que é recomentado para se ter resultados considerados satisfatorios.

O método de calibracdo através da espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR/PLS) em 40 amostras de 20 variedades de soja inativadas através da tostagem
em estufa a 40 °C por 24 horas apresentaram valores de erro RMSE de 0,35 e 1,08
e um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,72, e 0,81, para o teor de umidade, e
lipidios, respectivamente. O método apresentou boas habilidades preditivas para
monitorar varios parametros de qualidade da soja. Sendo que a avaliacdo da NIRS
para determinar umidade e lipidio resultou em valores de RPD de 1,38 e 1,83
respectivamente (FERREIRA et al., 2013, 2014).

Os graficos de previsdo do NIR versus os valores de referéncia, para o
conteudo de umidade e lipidio mostrou uma boa correlacdo para as regibes

espectrais, como mostra a Figura 7.
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Figura 7 — Correlacdo entre os valores de referéncia versus os valores preditos pelo
NIR para umidade e de lipidios.

A comparacdo entre o valor de referéncia e os preditos pelo NIR para

umidade e lipidios esta apresentada na Tabela 10.
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Tabela 10 — Comparacao entre o valor de referéncia e os preditos pelo NIR para
umidade e lipidios.

Amostra Tratamento Umidade Lipidios

Térmico* Referéncia NIR Erro (%) Referéncia NIR Erro (%)
1 Tl 10,21 9,72 4,77 21,48 21,68 -0,95
2 T1 9,60 9,58 0,28 21,45 22,62 -5,43
3 T2 9,52 9,25 2,77 20,59 21,14 -2,66
4 T2 9,10 9,24 -1,50 20,84 21,27 -2,05
5 T3 9,34 8,96 4,07 22,53 22,69 -0,71
6 T3 9,26 9,04 2,37 22,02 22,68 -2,98
7 T4 9,97 9,24 7,29 21,44 21,77 -1,56
8 T4 9,61 9,15 4,85 21,31 21,94 -2,99
9 T5 9,55 9,08 4,92 20,28 20,54 -1,27
10 T5 9,69 9,01 7,02 20,24 20,19 0,29
11 T6 9,53 9,93 -4,20 20,78 20,79 -0,08
12 T6 9,49 9,92 -4,50 20,37 21,14 -3,75
13 T7 9,83 8,97 8,78 20,63 20,56 0,31
14 T7 8,87 9,05 -2,03 21,00 20,56 2,11
15 T8 9,19 8,60 6,39 19,92 20,07 -0,78
16 T8 8,50 8,42 0,98 19,80 20,06 -1,34
17 T9 9,73 10,1 -4,35 20,46 20,36 0,48
18 T9 10,09 9,94 1,45 19,99 20,44 -2,26
19 M1 9,27 9,23 0,47 20,00 20,17 -0,83
20 M1 10,52 10,2 2,76 20,08 20,15 -0,36
21 M2 9,04 8,29 8,33 20,62 20,89 -1,29
22 M2 9,27 9,29 -0,14 20,15 20,83 -3,35
23 M3 9,67 10,0 -4,34 20,84 20,13 3,42
24 M3 9,45 10,0 -6,81 21,16 20,11 4,96
25 M4 9,10 9,22 -1,32 20,86 21,01 -0,73
26 M4 9,08 9,25 -1,83 21,29 21,08 0,98
27 M5 8,47 8,98 -6,02 20,16 19,96 0,99
28 M5 8,56 9,03 -5,53 20,07 20,45 -1,89
29 M6 6,99 7,15 -2,29 20,52 20,32 0,98
30 M6 6,48 6,98 -7,66 19,64 20,84 -6,13
31 M7 8,30 8,23 0,84 20,53 20,76 -1,09
32 M7 8,59 8,21 4,38 20,15 20,62 -2,32
33 M8 6,97 6,86 1,67 20,19 20,40 -1,02
34 M8 7,20 6,91 3,94 20,62 20,18 2,10
35 M9 5,49 5,79 -5,53 21,11 21,40 -1,37
36 M9 5,12 4,91 3,97 20,83 21,61 -3,76
Média 0,97% -1,01%

*T1: 20’/ 110°C; T2: 30"/ 110°C; T3: 40’/ 110°C; T4: 20’ & 120°C; T5: 30’/ 120°C; T6: 40’/ 120°C; T7:
20’/ 130°C; T8: 30’/ 130°C; T9: 40’/ 130°C; M1: 15/ 20W; M2: 20’/ 20W; M3: 25’/ 20W; M4: 15" a 30W;
M5: 20’/ 30W; M6: 25’/ 30W; M7: 15/ 40W; M8: 20’/ 40W; M9: 25’/ 40W.
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Para verificar a relacado entres os valores de referéncia e os previstos pelo
conjunto de 36 amostras, foi calculado o erro relativo, que é a relacao entre o valor
de referéncia menos o valor previsto, dividido pelo valor de referéncia, para o teor de
umidade e lipidio. Em geral, o erro relativo calculado foi baixo, os resultados
sugerem erro de (0,47 a 8,83%) para o teor de umidade, apresentando uma meédia
de 0,97% de erros e para o teor de lipidio de (-0,08 a -5,43%), apresentando uma
meédia de erros de -1,01% (Tabela 10). Nao foi observada diferenca expressiva de
erros entre os tratamentos térmicos de tostagem e micro-ondas aplicados. As figuras
8 e 9 apresentam a porcentagem de erros entre os resultados das analises pelos
métodos de referéncia e as analises preditas pelo método NIR para o teor de
umidade e lipidio, das 36 amostras analisadas.
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Figura 8 — Erro entre as analises de referéncia e analises preditas via NIR para
determinacao de umidade
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Figura 9 — Erro entre as analises de referéncia e analises preditas via NIR para
determinacao de lipidio
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Segundo Ferreira et al. (2014), valores preditos, apresentaram-se baixos (0,7
a 9,17%) para lipidios e (0,7 a 9,3%) para umidade, considerado pelos autores, erros
relativos baixos.

Assim como para os parametros de umidade e lipidio, 0 método permitiu o
desenvolvimento do modelo de calibracdo para a quantificacdo da proteina e indicou
a possibilidade de analisar a solubilidade da proteina através do NIR, resultados que

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros de ajuste e erro do modelo PLS para calibracao da proteina
e solubilidade proteica

Parametro PRESS RMSEC RMSEP R2 RPD
Proteina 22,587 0,32 0,44 0,915 3,10
Solubilidade P. 17,851 0,88 0,11 0,910 2,80

PRESS - soma dos quadrados dos parametros de erro de previsdo. RMSE - raiz quadrada do erro
quadrado médio da calibracdo ou validagdo. R2 - coeficiente de determinacdo. RPD — relacdo de
desempenho do desvio.

Como mostra a Tabela 11, os resultados da calibracdo e validagcéo
apresentaram valores de erros RMSE considerados baixos, RMSEC 0,32 e 0,88% e
RMSEP 0,44 e 0,11% para o teor de proteina e solubilidade proteica
respectivamente. Quanto ao coeficiente de determinacdo, apresentaram-se
satisfatorios, 0,915 para a proteina e 0,910 para a solubilidade, indicando um bom
desempenho da regressdo desenvolvida. E valores de RPD, relativamente
aceitaveis, estando dentro do que é considerado satisfatério, de 3,10 para a proteina
e 2,80 para a solubilidade.

A analise do teor de proteina em 40 amostras de 20 variedades de soja
inativadas através da tostagem em estufa a 40 °C por 24 horas por NIR/PLS
apresentou valores de erro RMSE de 1,32 e coeficiente de correlacao (R?) de 0,88,
para e valores de RPD de 1,45 (FERREIRA et al., 2013; 2014).

Na literatura pesquisada ndo foram relatados estudos sobre o
desenvolvimento da calibragdo para determinacdo de solubilidade proteica, sendo
estes resultados um indicativo de aplicar o método para avaliar este parametro do
processo de inativacdo da soja. Os resultados revelaram uma boa correlacdo para
as regibes espectrais entre os dados de previsdo por NIRS e os valores de

referéncia, para o contetdo de proteina e solubilidade proteica (Figura 10).
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Figura 10 — Correlagdo entre os valores de referéncia versus os valores
preditos pelo NIR para proteina e solubilidade proteica

A Tabela 12 apresenta a relagdo entre os valores de referéncia e os valores
previstos pelo conjunto de 36 amostras, onde o erro relativo foi calculado, para o
teor de proteina e solubilidade proteica. Em geral, o erro relativo calculado foi baixo,
os resultados sugerem erro de (-0,10 a -4,37%) para a proteina, apresentando um
erro médio de -0,62% e de (0 a -3,85%) para a solubilidade proteica, com erro médio
de -0,18%. Ferreira et al. (2014) encontraram valores de erro de 0,53 a 6,61% para o
teor de proteina em 40 amostras de 20 variedades de soja inativadas por tostagem
em estufa a 40 °C por 24 horas

Mediante aos resultados obtidos através da Tabela 12, pode-se observar que
0s erros obtidos para o teor de proteina foram aleatérios, ou seja, independente de
qual foi o tratamento térmico aplicado de tostagem ou micro-ondas. As amostras de
soja inativadas por escala industrial apresentaram um teor médio de proteina de
37,45 + 0,71%, sem diferenca significativa (p>0,05, Kruskal Wallis) quando
comparado com as amostras tratadas por diferentes condi¢bes de tostagem e micro-
ondas. Assim, como pode se observar na Tabela 12, os valores de erro mostram
que os tratamentos térmicos aplicados n&o interferiram na analise do teor de

proteinas presentes nos graos de soja.
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Tabela 12 — Comparacéo entre o valor de referéncia e os preditos pelo NIR, para o

parametro de proteina e solubilidade proteica.

Amostra Tratamento  Proteina Solubilidade proteica®
Térmico® Referéncia NIR Erro (%) Referéncia  NIR Erro (%)
1 T1 37,87 38,14 0,73 88,96 90,44 -1,66
2 T1 38,53 38,30 0,60 89,69 90,22 -0,60
3 T2 37,04 37,97 -2,52 87,31 87,76 -0,52
4 T2 37,66 37,88 -0,58 88,87 88,00 0,98
5 T3 37,17 38,79 -4,37 89,52 88,25 1,42
6 T3 38,52 38,56 -0,10 85,11 88,39 -3,85
7 T4 36,49 36,56 -0,20 85,09 85,16 -0,08
8 T4 36,40 36,70 -0,80 85,26 85,23 0,04
9 T5 37,16 36,54 1,67 79,77 79,66 0,14
10 T5 35,96 36,85 -2,47 79,59 79,63 -0,05
11 T6 36,48 36,85 -0,99 79,91 79,98 -0,09
12 T6 37,32 36,36 2,58 79,69 79,73 -0,05
13 T7 37,01 38,19 -3,21 77,77 77,78 -0,01
14 T7 38,13 38,45 -0,84 77,91 77,93 -0,03
15 T8 36,96 37,08 -0,33 76,83 76,81 0,02
16 T8 37,19 37,16 0,07 76,36 76,34 0,03
17 T9 37,70 38,64 -2,51 75,88 75,87 0,01
18 T9 38,26 38,86 -1,56 75,98 75,94 0,06
19 M1 37,39 37,18 0,57 90,57 92,74 -2,40
20 M1 36,38 36,93 -1,50 92,00 91,94 0,07
21 M2 37,76 37,99 -0,61 87,97 87,77 0,23
22 M2 37,95 38,09 -0,38 87,92 88,22 -0,35
23 M3 37,71 37,71 0,02 85,12 85,11 0,01
24 M3 38,05 37,97 0,21 84,97 85,00 -0,04
25 M4 38,28 38,56 -0,71 79,67 79,74 -0,09
26 M4 39,53 38,54 250 79,76 79,74 0,03
27 M5 37,81 38,15 -0,92 77,83 77,80 0,04
28 M5 38,96 38,18 1,99 77,78 77,74 0,04
29 M6 37,31 36,68 1,69 77,19 77,16 0,03
30 M6 36,47 37,40 -2,57 77,62 77,62 0,00
31 M7 36,94 36,56 1,03 75,59 75,36 0,31
32 M7 37,19 36,47 1,94 75,81 75,69 0,15
33 M8 36,91 37,52 -1,66 68,55 68,81 -0,37
34 M8 36,88 37,43 -1,50 67,24 68,10 -1,29
35 M9 37,52 38,66 -3,05 65,71 65,57 0,21
36 M9 37,51 38,60 -2,90 66,49 65,83 0,99
Média -0,62% -0,18%

T T: tostagem; T1: 20/ 110°C; T2: 30’/ 110°C; T3: 40’/ 110°C; T4: 20’ & 120°C; T5: 30"/ 120°C; T6: 40’/ 120°C; T7:
20’/ 130°C; T8: 30’/ 130°C; T9: 40’/ 130°C; M: Micro-ondas. M1: 15’/ 20W; M2: 20’/ 20W; M3: 25’/ 20W; M4: 15’ a
30W; M5: 20’/ 30W; M6: 25/ 30W; M7: 15’/ 40W; M8: 20’/ 40W; M9: 25’/ 40W.

’Média de T2,T3, T4 e M3 n&o diferiu das amostras inativadas por escala industrial (solubilidade proteica = 84,12

+ 0,66%) pelo teste de Kruskal Wallis (p>0,05).



66

Considerando-se os valores de referéncia para soja inativada a solubilidade
proteica de soja subprocessada > 85% e superaquecida < 70% (MENDES et al.,
2004; OLIVEIRA, 2005), as amostras que apresentaram solubilidade proteica dentro
desta faixa, apresentaram erro < 0,31%. Com excecdo da amostra 6 (T3) que
apresentou erro de -3,85%, 0 conjunto destas amostras, apresentou um erro medio
de -0,18%, inferior inclusive ao valor de erro médio para determinacédo de proteina (-
0,62%, Tabela 12).

A Figura 11 apresenta graficamente os erros entre os resultados das analises
de referéncia e as andlises preditas pelo método NIR para o teor de proteina e

solubilidade proteica, das 36 amostras analisadas.
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Figura 11 — Erro entre as analises de referéncia e andlises preditas via NIR para

proteina e solubilidade proteica

A determinacédo de parametros de processamento por NIR é de interesse na
industria de alimentos, pois permite resultados para tomada de decisGes na linha de
producdo. A solubilidade proteica € um dos parametros utilizados para avaliar a
inativacdo da soja. O tratamento térmico além de reduzir a solubilidade proteica,
melhora a digestibilidade proteica e absor¢cdo de aminoacidos da soja. Além disso, 0
teor solubilidade proteica, pode ser um indicativo do grau de tratamento térmico
aplicado para inativacdo de outros fatores termolabeis, tais como os inibidores de
tripsina e atividade ureatica.

Desenvolvido para analise de rotina no controle de qualidade industrial, o

equipamento empregado no presente estudo apresenta limitagdes, a analise de um
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maior nimero de amostras seria necessario para validacdo intralaboratorial da
solubilidade proteica, devido ao parametro ser pouco estudado e n&o haver
referéncias ja publicadas sobre a referida analise. No entanto, os resultados
indicaram a possibilidade de aprimorar 0 método visando aplicacdo no controle de

qualidade na industria de alimentos.

CONCLUSAO

Os resultados das andlises por espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR) integrada ao método de calibracdo por minimos quadrados parciais (PLS)
indicam que o método € aplicavel para determinacdo de umidade, lipidio e proteina,
apresentando resultados dentro do recomendado e de acordo com o que esta
descrito na literatura. Embora ndo tenha sido possivel validar o método para o
paradmetro de solubilidade proteica, devido ao fato de n&o existirem estudos sobre
esta analise e também devido ao baixo nimero de amostras utilizadas para a
calibracdo, concluiu-se que os resultados indicaram um elevado potencial para
aplicacao deste método, oferecendo um controle mais rapido, simples e eficiente, na

determinacao da qualidade dos graos de soja.
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6. CONCLUSAO

O processamento laboratorial da soja in natura por tostagem e micro-ondas
permitiu 0 preparo de amostras de soja similares a soja processada industrialmente
e também amostras subprocessada e superaquecidas, sendo estas aplicadas para
andlise por espectroscopia NIR/PLS. Andlise de composi¢do bromatologia através
do método NIR ja vem sendo rotineiramente empregadas nos laboratérios de
controle de qualidade de alimentos. A comparacdo com os métodos de referéncia
resultou em coeficientes de correlacdo (R% de 0,767, 0,845 e 0,915, para as
andalises de umidade, lipidio e proteinas, respectivamente. Entre os parametros de
inativacdo da soja, a solubilidade proteica, mostrou ser determinavel por NIR
associada a calibracdo por PLS. Embora ndo tenha apresentado uniformidade para
amostras de soja submetidas a condigcbes extremas, a analise da solubilidade
proteica apresentou coeficiente de correlacdo (R2) de até 0,910, com erro médio de -
0,18% e uma relacdo de desempenho do desvio (RPD) de 2,80 quando comparado
com o método de referéncia. Estes dados indicam a possibilidade de aplicar o NIR

para a analise deste parametro de inativacao da soja em nivel industrial.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Devido as limitacbes do equipamento, ndo foi possivel realizar a
determinacdo do parametro de atividade ureética e atividade inibidora de tripsina por
espectroscopia NIR. Além disso, embora a determinacdo da solubilidade proteica
tenha apresentado uma boa correlagio com o método de referéncia, faz-se
necessario um maior numero de amostras e variabilidade de amostras com
diferentes cultivares de origens distintas para a validacdo do método, assim como
observa-se a necessidade de realizar um pré-tratamento dos dados, antes da

calibragdo do equipamento, visando a obtencgé&o de resultados ainda melhores
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