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RESUMO

O presente trabalho, tem por objetivo identificar, através de um experimento, a coeréncia
dos resultados das andlises de proteina bruta em farelo de soja tostado, obtido através
dos métodos analiticos Nitrogénio de Kjeldahl e Espectroscopia NIRS. Para isso, se fez
necessario a compreensdo dos principais aspectos envolvidos no experimento, desde a
producédo do farelo de soja, a utilizagdo das andlises quimicas, uma descricdo sucinta dos
métodos e um levantamento dos principais interferentes na analise de proteina em cada
um. Portanto uma pesquisa bibliografica se fez necessario. Para o comparativo, utilizou-
se, para este experimento, o teste de t de Student pareado, onde dez amostras foram
analisadas nos dois métodos e os resultados foram comparados com o0 uso desta
“ferramenta” estatistica. Feitos os calculos, concluiu-se que, para o conjunto de amostras
analisados no experimento, os métodos produzem resultados estatisticamente idénticos,
indicando que o método NIRS é confiavel em relacdo ao método oficial Nitrogénio de
Kjeldahl. Destaca-se que o experimento pode ser repetido com um nUmero maior de
amostras ou conjuntos de amostras ou ainda com analises de outras propriedades do
produto para comparagcdo do método NIRS com os métodos fisico-quimicos.

Palavras-chave: Nitrogénio de Kjeldahl. NIRS. Experimento. Comparativo. Controle de

gualidade.

1.INTRODUCAO

O objetivo do experimento, foi verificar a confiabilidade do método alternativo NIRS
em relagédo ao método oficial da AOCS (American Oil Chemists’ Society), Nitrogénio de
Kjeldahl na obtencdo de proteina bruta em farelo de soja. Varios trabalhos trazem
experimentos comparando os dois métodos, nos varios segmentos em que se aplicam.

Pode-se observar, na pesquisa de KRYEZIU et al., (2007) que, objetivou observar
se o fabricante do equipamento NIRS, forneceu as calibracbes capazes de produzir
analises de proteina bruta em ingredientes de racdo para aves, com a mesma precisao

dos obtidos pelo método de Kjeldahl. Ja ALMEIDA et al., (2016), traz um comparativo
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entre os métodos Kjeldahl e elementar comparados com o método NIRS, na quantificacdo
de Nitrogénio em amostras de solo.

Conforme exposto por PENERO, (2007), sobre a comparacdo dos meétodos,
apresenta que a Espectroscopia NIRS, mostrou-se adequada para analise de proteina,
0leo e umidade em gréos de soja, no estado de Roraima, por apresentar resultados
rapidos e por ndo destruir as amostras. O trabalho de JUNIOR et al., (2006) avalia de
forma positiva a utlizagdo do NIRS em substituicho ao método Kjeldahl para
determinacao da concentracédo de Nitrogénio total em gréaos de soja.

Quanto ao tipo de pesquisa utilizado neste trabalho, trata-se de uma pesquisa
qualitativa, miscigenando a bibliografia com coleta de dados do experimento, através da
observacdo dos resultados obtidos nos dois métodos para compara-los. Desta forma,
apresenta-se a seguir alguns aspectos relacionados a soja, as principais caracteristicas
do farelo de soja, uma descricdo sucinta do método analitico Nitrogénio de Kjeldahl,
identificando os possiveis erros de analise e do método NIRS, buscando elencar os
possiveis erros e principais interferentes e ainda a aplicacdo do teste t de Student em um
conjunto de dez resultados obtidos em cada método para uma mesma amostra.

A soja, é uma das principais fontes de proteina usada na alimentacdo animal, no
Brasil e no mundo. No entanto, esta ndo pode ser usada in-natura, devido suas
propriedades; presencga de enzimas inibidoras da digestdo. Portanto, esta é processada,
da qual obtém-se o 6leo de soja e o farelo de soja (DE BRUM et al., 2006).

O Oleo de soja € utilizado na alimentacdo humana e de animais e na producéo de
biodiesel, principalmente. O farelo de soja destina-se a alimentacdo animal, como
ingrediente para a fabricacdo de racdes. Entre a indlstria esmagadora que processa a
soja e comercializa o subproduto farelo e a fabrica de rac6es que o adquire como
ingrediente, existe uma relacdo comercial. Diante disto, existe a necessidade que analises
do produto sejam feitas para verificar se os niveis de garantia descritos no rétulo do
produto serdo atendidos, pois o fabricante faz a formulacdo da racdo com bases nestes
niveis, principalmente dos niveis de proteina que impactardo na nutricdo dos animais que
irdo consumi-la; as analises do produto fazem parte do controle de qualidade da industria.
Os itens constantes como valores nutricionais no rétulo sdo, normalmente: umidade,
proteina bruta, solubilidade, residual de 0Oleo, fibras, cinzas e atividade ureatica.

Todos os itens do rétulo precisam ser testados. No entanto, para este trabalho,
devido a maior relevancia perante os demais, buscou-se estudar mais a fundo as analises

guimicas do teor de proteina bruta em farelo de soja.
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Diante disso, o presente trabalho busca comparar o método alternativo NIRS
(Near-InfraredSpectroscopy) que em portugués significa espectroscopia no infravermelho
préximo com o meétodo oficial para analise de proteina bruta em farelo de soja da AOCS
(American Oil Chemists’ Society), Nitrogénio de Kjeldahl. O objetivo é identificar os
possiveis erros que podem ocorrer nos dois métodos e ainda comparar os resultados
obtidos nos dois métodos, com o uso de ferramentas estatisticas, nesse caso o teste de t
Student pareado.

Para isso, foram coletados os resultados de 10 amostras analisadas nos dois
métodos em uma industria esmagadora de soja localizada no sudoeste do estado do
Parana, Brasil, no més de setembro de 2021. A comparacédo entre os dois métodos pelo
referido teste, mostrou-se satisfatério para o grau de liberdade utilizado e para o nivel de

confianca de 99%.

2.MATERIAIS E METODOS

Percebe-se a necessidade de abordar os principais pontos referentes ao
processamento da matéria-prima; a soja, sobre o subproduto farelo de soja, e também
comentar sobre as andlises quimicas e sobre os métodos utilizados no experimento. Para
a realizacdo do experimento utilizou-se o equipamento NIR DA700 da Perten
instrumentos, para as analises via NIRS e um conjunto Macro-Kjeldahl para as analises

no método Nitrogénio de Kjeldahl.

2.1 A Soja

Desde seu primeiro cultivo comercial, que se tem registro no Brasil, em Santa Rosa,
Rio Grande do Sul, no ano de 1914, o cultivo de soja aumentou, fazendo tornar-se uma
das principais commodities agricolas do pais (Dall’Agnol 2016). O Brasil € o principal
produtor mundial de soja. De acordo com o terceiro levantamento da CONAB da safra
2020/2021, a producao nacional da oleoginosa atingiu 134.451,1 mil t (ACOMP, 2020).

Conforme apresentado por DALL'AGNOL, (2016), “a soja € proteina vegetal, que
uma vez ingerida por humanos ou animais, transforma-se em proteina animal(...). Quase
70% do componente proteico de uma ragao para animais produtores de carne, é soja”.

De toda a soja produzida no Brasil, cerca de 45% ¢é exportada, 10% ficam nos

armazéns, e o restante é processada, sendo a maior parte com extragdo por solvente. Da
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parte processada, obtém-se cerca de 20% de 06leo de soja degomado e 80% é o farelo de
soja.

Antes do processo fabril em que se produz o éleo de soja e o farelo de soja, tem-se
a necessidade de armazenar a oleaginosa em condicfes que assegurem a qualidade da
matéria-prima. A umidade do grdo € um parametro de grande importancia para o
armazenamento, pois se a umidade estiver acima de 13%, pode causar a queima dos
graos, prejudicando a qualidade do produto final, principalmente do 6leo (MANDARINO,
2001).

2.2 O Farelo de soja

O farelo de soja é um dos principais subprodutos da soja. Utilizado em grande
escala como ingrediente na formulacéo de racfes para alimentacdo de ruminantes, aves
e suinos.

O processo de esmagamento da soja pelo método extracdo por solvente Hexano
(CeH14), comeca com a recepgao dos graos, a limpeza, a secagem e 0 armazenamento.
No processo de preparagdo, 0s grdos sdo quebrados em 8 partes, laminados e
expandidos pela adicdo de vapor para melhorar a percolacdo do solvente. A soja
expandida segue para o extrator, onde € banhada pelo solvente, obtendo-se duas fracdes:
a miscela (mistura solvente com cerca de 30% de 6leo de soja) e o farelo que vai para o
DTSR (Dessolventizador, Tostador, Secador e Resfriador) onde € dessolventizado,
tostado, secado e resfriado. Na etapa seguinte, € moido e armazenado (DE BRUM et al.,
2006). Durante o processo fabril, faz-se necessario a realizagdo de analises para verificar
as propriedades do produto, dentre estas, destaca-se a analise de proteina bruta, a qual
serve, também para determinar o tipo do produto, conforme a Tabela 01. Na industria em

gue desenvolveu-se o experimento, produz-se farelo de soja tipo 02.

Tabela 01 — Tipos de farelo de soja tostado

Teor de Proteina
Tipo 01 Minimo 48%
Tipo 02 Minimo 46%
Tipo 03 Minimo 44%

fonte: Codapar (adaptado)



2.3 Quimica analitica — analises quimicas

Historicamente, as andlises quimicas podem ser ilustradas com as técnicas
utilizadas na antiguidade (Era antes de Cristo) para determinar a pureza de metais como
0 ouro e a prata. No mundo moderno, esse tipo de analise, continuou a desenvolver-se e
atualmente faz parte do nosso cotidiano em varios aspectos, como a ciéncia dos materiais,
ciéncia forense, biotecnologia, por exemplo e em varios aspectos comerciais (HAGE e
CARR, 2012). Também, as andlises quimicas sdo uma ferramenta muito importante no
controle de qualidade de diversos produtos, principalmente na area de alimentos.

Devida a grande diversidade de componentes dos materiais, dentro da quimica
analitica, varias técnicas sdo necessarias, distribuidas em métodos analiticos que, para
HAGE e CARR, (2012), podem ser divididos em trés categorias: métodos classicos,
meétodos instrumentais e métodos de separacéo.

Métodos classicos: andlise gravimétrica e titulacao;

Métodos instrumentais: técnicas espectroscopicas, técnicas eletroquimicas e outras
técnicas.

Métodos de separacdo: Catacao, extracdes, cromatografia entre outros.

Os métodos comparados neste trabalho sdo o Nitrogénio de Kjeldahl Total, método
classico de titulacdo e Espectroscopia do Infravermelho Proximo (NIRS), método
instrumental espectroscopico.

Dentro dos tipos gerais de titulacdo, tem-se a titulacdo de retorno, usada caso a
reacdo entre o analito e o titulante seja lenta ou ndo apresente uma constante de
equilibrio grande o suficiente (HAGE e CARR, 2012).

O método Nitrogénio de Kjeldahl, encaixa-se nesse tipo de titulacao:

Nela, um excedente da quantidade conhecida de um reagente é
adicionado a uma amostra para reagir com o analito. A quantidade de
reagente que resta desse processo €, entdo, determinada por titulacdo. A
diferenca entre a quantidade original do reagente e a quantidade titulada
serve para determinar quanto analito havia na amostra.

A titulacdo de retorno faz parte de uma importante técnica analitica
conhecida como Método de Kjeldahl, usada para medir o teor de
Nitrogénio em amostras organicas (HAGE e CARR, 2012, p. 287).

Para ambos os métodos, um item muito importante € a amostragem. O nivel de
dificuldade em obter-se uma boa amostra, depende do tipo de material que se esta

coletando; se for um liquido ou um gas, basta coletar uma quantidade suficiente para os
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testes. Ja para amostras solidas, faz-se necessario observar como o analito esta
distribuido para obter uma amostra representativa. Um plano de amostragem deve ser
adotado para cada estado fisico, do tamanho da amostra e da uniformidade do material
(HAGE e CARR, 2012). No caso do farelo de soja, para a obtencdo de uma amostra

representativa, € imprescindivel que se faca o quarteamento da amostra.

2.4 Nitrogénio de Kjeldahl total

A determinacéo de Nitrogénio tem uma longa historia na area de quimica analitica.
Johan Kjeldahl apresentou pela primeira vez o método nitrogénio de Kjeldahl em 1883
(LABCONCO, 2005). Desde entdo, o método teve grande aceitacdo e atualmente é
utilizado numa grande quantidade de produtos como alimentos e bebidas, carnes, racoes,
grdos, aguas, residuais, solos, dentre outros (LABCONCO, 2005). sobre a sua
importancia, HAGE e CARR (2012) traz que: “o método de Kjeldahl é provavelmente a
mais comum de todas as titulagdes acido base em laboratérios modernos”. A aceitagcao
pode ser comprovada pelo fato de ter se tornado o método oficial de varias associacoes,
dentre elas a AOCS (American Oil Chemists’ Society) ou em portugués (Sociedade
Americana dos quimicos de 6leo), que € a associacdo que determina as metodologias
oficiais para andlises em 6leos e gorduras e derivados.

O método consiste em trés fases: digestdo, destilacdo e titulacdo. Na digestéo,
ocorre a decomposicdo do Nitrogénio (N) na forma orgéanica, utilizando acido
sulfarico(H2S04) concentrado, em alta temperatura (a cima do ponto de ebulicdo do
H2SO4 =337°C), na presenca de catalisadores (TEIXEIRA et al., 2017). O resultado final
da digestdo é uma solucdo de sulfato de aménio (NHs4*), que ao resfriar, formam-se
cristais que, necessitam ser dissolvidos com agua destilada, antes da alcalinizac&o, pois o
acido presente no cristalizado, sem a diluicdo pode causar uma reacgao violenta com o

Hidroxido de Sodio. Um exemplo béasico, da equacao geral da digestdo € mostrado abaixo.

N orgénico + H2SO4 — (NH4)2SO4 + H20 + CO2 + outros subprodutos da matriz de

amostra

Equacéo geral da digestao (Fonte: Labconco, 2005(adaptado))



8

Na fase da destilacdo, o Nitrogénio amoniacal que se encontra em meio acido, €
destilado a vapor, ap0s alcalinizacdo com hidréxido de Sédio (NaOH), fazendo com que o
NHas seja convertido em Aménia (NHs), (AOCS, 2004). Por fim, a amonia é arrastada pelo
vapor d’agua, condensada e coletada em uma !solucéo de acido sulfdrico de volume e
concentracdo conhecidos, na presenca do indicador vermelho de Metila. Pérolas de vidro
séo adicionadas aos frascos com o objetivo de diminuir a tenséo, principalmente no final
da destilagéo, onde a solugéo fica mais concentrada. Em alguns produtos, pode ocorrer a
formacéo de espuma, nesse caso, adiciona-se um agente antiespumante como a glicerina,
por exemplo.

A seguir, tem-se uma representacao do que ocorre no processo de destilagéo.

(Sulfato de Aménia) (Calor) (gas Amobnia)
(NH4)2S04 +2NaOH — 2NHsz 1 +Na2 S04+ 2H20

Representagéo do processo de destilagédo (Fonte: Labconco, 2005(adaptado))

Para determinar a quantidade de Nitrogénio presente na amostra, titula-se o
excesso do acido que recebeu o destilado, com solucao de Hidroxido de Sédio NaOH 0,1
mol/L padronizada. Para poder realizar os calculos, faz-se necessario a realizacdo de
uma prova em branco (AOCS, 2004). No esquema abaixo, ainda antes da titulacdo de
retorno, onde a amodnia é capturada em uma solucdo acida de concentracdo conhecida e
em excesso, fazendo com que o pH foque baixo, ndo mudando de cor.

(Ambnia) (Acido Sulfurico Padr&o) (Sulfato de Aménia) (Acido Sulfirico em excesso)
2NHs + 2H2S04 + —  (NH4)2S04 + H2S04

Captura da amonia em solucéo acida conhecida (Fonte: Labconco, 2005(adaptado))

Na fase da destilagdo de retorno, o excesso de acido sulftrico é titulado com uma
solucao alcalina, de concentracdo conhecida, normalmente Hidréxido de Sédio, medindo
o volume gasto com o uso da bureta. Ocorre a mudanca de cor no final da titulacéo.

Abaixo, um esquema representa a destilacéo.

1 Alguns procedimentos utilizam acido borico em substituicdo ao Acido sulfurico, nesse caso, a titulagéo é
direta.



(Sulfato de Aménia) (Acido em excesso medido) (Hidroxido de Sodio medido)(Sulfato de Aménia)
(NH4)2SOa4 + H2S04 + 2NaOH +  (NH4)2SO4 +
H20

Esquema da titulagéo de retorno (Fonte: Labconco, 2005(adaptado))

2.4.1 Interferentes no processo de analises

Em um laboratério de andlises, deve-se, também ter um controle de qualidade que
possibilite verificar se um teste esta funcionando corretamente, desta forma, deve-se ter
uma forma de verificacdo do método, que, para o Nitrogénio de Kjeldahl, pode ser a
analise de um produto com quantidade de Nitrogénio conhecida e ou anélises
interlaboratoriais, bem como elencar os possiveis erros e interferentes. Para tanto, HAGE
e CARR, (2012), apresentam que: “(...) ferramenta valiosa é uma lista das principais
fontes de erros que podem existir em um método, acompanhada de uma descricao de
como cada erro afetara a qualidade das medigdes”.

Assim como em qualquer procedimento analitico, no método Nitrogénio de Kjeldahl,
€ de suma importancia que seja realizado por analistas devidamente treinados e
capacitados; a falta de preparo do analista pode ser considerado um interferente. Assim
também, o processo de preparacdo da amostra, onde deve-se observar detalhes de
quarteamento, homogenizacdo e moagem em granulometria recomendada. E importante
gue os equipamentos utilizados estejam em perfeitas condi¢cbes e as vidrarias utilizadas
devem ser calibradas.

Tanto no preparo das solu¢cdes quanto no desenvolvimento da marcha analitica,
utiliza-se agua destilada. Esta, por sua vez deve ser de boa qualidade; livre de dureza.
Portanto, esta necessita ser avaliada frequentemente através do teste de dureza, pois
uma agua de ma qualidade, pode ser considerada um dos grandes interferentes nos
resultados. Os reagentes utilizados necessitam ter alto grau de pureza e 0 preparo e

padronizacdo de solucdes precisam ser feitos como acuracia.

2.5 Espectroscopia

A espectroscopia refere-se ao campo da ciéncia que trata da
mensuracado e da interpretacdo da luz que é absorvida ou emitida por uma
amostra(...), envolve o uso de um espectro que é o padrao que se observa
quando a luz é separada em suas diversas cores ou bandas espectrais(...).
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A espectroscopia é uma das ferramentas analiticas mais utilizadas em
analises quimicas(...). A forma mais comum de classificar técnicas
espectrométricas € fazé-lo de acordo com o tipo de radiagdo empregada e
a maneira como a radiagdo reage com a matéria (HAGE e CARR, 2012, p.
405).

Os métodos espectroscopicos mais comuns sao: Espectroscopia RMN
(ressonancia magnética nuclear), ESR(ressonancia de spin eletrénico), de micro-ondas,
de infravermelho, de UV-visivel, de raios X e de raios gama. A figura a seguir (Imagem 01)
€ uma representacdo do espectro eletromagnético da luz, em relacdo ao comprimento de
onda.

Imagem 01 — Espectro eletromagnético

THE ELECTROMAGNETIC SPECTRUM

]
Micro- Infrared Visible .2
Radio waves waves radiation light e X-rays Gamma-rays
=)
X7
n||m||||u||||||m|||m||llll|w
10° 10° 10° 107 107 10" 10"

shutterstock.com + 158016716

Imagem 01 — Representacao do espectro eletromagnético da luz. (Fonte: SHUTTERSTOCK)

Para este trabalho, utlizou-se de um equipamento NIRS(Near Infrared
Spectroscopy), que, traduzido para o portugués, (espectroscopia no infravermelho
préximo)(HAGE e CARR, 2012). Este método ganhou muito espaco nos laboratérios nas
Ultimas décadas em analises de processa industriais e de controle de qualidade. Faz-se
importante destacar que dentro da Espectroscopia no infravermelho, tem-se ainda as
técnicas MIRS (Middle Infrared Spectroscopy) e FIRS (Far Infrared Spectroscopy) que,
em portugués significam, respectivamente (Espectroscopia no Infravermelho Médio e

Espectroscopia no Infravermelho Distante).

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) é um tipo de
espectroscopia que emprega energia de fétons (hv) na
faixa de energia de 265 x 10-19 a 7,96 x 10-20 J, que
corresponde a faixa de comprimento de onda de 750 a 2.500 nm



11

(nimeros de onda: 13.300 a 4.000 cm-1). Essa faixa de energia
€ maior do que 0 necessario para promover moléculas apenas para
seus estados vibracionais excitados mais baixos (através de um
transicdo vibracional fundamental) e menor do que o tipico
valores necessarios para a excitacdo de elétrons em moléculas
(PASQUINI,2003).

Esse tipo de espectrometria utiliza luz infravermelha para estudar ou medir
substancias quimicas, pois quando uma molécula absorve a luz infravermelha, essa
absorcdo baseia-se em uma mudanca de energia devido a vibracbes ou rotagcées que
ocorrem na molécula, sendo dois tipos basicos de vibracdo o estiramento (envolve a
distancia interatdbmica ao longo do eixo da liga¢do) e o dobramento (envolve a mudanca
no angulo entre as ligagdes) entre os atomos (D'OCA, 2021). A espectroscopia no
infravermelho proximo, é uma técnica particularmente Util para o estudo quantitativo de
substancias organicas, embora o espectro contenha essencialmente informacbes dos
gruposC—-H, N-H, O-H, eS - H (TIBOLA, et al., 2018). Possui como caracteristicas,
a preparacdo minima da amostra, com alta penetracédo do feixe de sondagem, rapido, nao
destrutivo e ndo invasivo, possui grande aplicacdo, num vasto numero de materiais
(PASQUINI, 2003).

Devido a grande abrangéncia e o alto numero de publicacBes sobre o tema, em
1993, foi lancado o primeiro periddico inteiramente dedicado a técnica NIR o Journal of
Near Infrared Spectroscopy (PASQUINI, 2003).

Sobre a interacdo eletromagnética que ocorre entre a luz infravermelha e as
ligacbes quimicas, D’OCA (2021) apresenta que, “uma molécula organica pode conter
vérias ligagcOes diferentes. Todas essas liga¢des vibrardo naturalmente em determinada

energia e consequentemente, diferentes ligagdes vibrardo em diferentes frequéncias”.

A temperatura ambiente, a maioria das moléculas estd em seus niveis
fundamentais de energia vibracional. Atomos ou grupos de &tomos que
participam de ligacées quimicas estdo se deslocando um em relacdo ao
outro em uma frequéncia que é definida pela forca da ligacédo e pela massa
dos atomos ligados individuais ou seus grupos. As amplitudes dessas
vibracBes sdo de alguns nandmetros e aumentardo se alguma energia for
transferida para a molécula. Essa energia pode ser transferida de um f6ton
de um determinado comprimento de onda (PASQUINI, 2003).

A incidéncia do feixe de luz sobre a superficie da amostra pode provocar 0s
fendbmenos de reflexdo, transmisséo, refracédo, difracdo e absorcdo da luz incidente. Em

amostras solidas, os granulos atuam como ponto de espalhamento, afetando a interacéao
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luz/ particula, com os granulos vizinhos. Para captar os sinais de resposta, 0s
equipamentos NIR sdo normalmente equipados com detectores baseados em materiais
fotocondutores de silicio que, possuem alta detectividade e alta velocidade de resposta.
Ja a fonte de radiacdo € uma bobina de Tungsténio ou uma lampada halégena
(PASQUINI, 2003).

A dificuldade encontrada durante a pesquisa bibliogréfica, referente a metodologia
NIRS, foi de ndo encontrar conteddo explicando como o0s sinais absorvidos séo
convertidos em valores matematicos, para a geracéo dos resultados.

Para D’OCA (2021), “o tamanho do atomo, o comprimento e a forga da ligacao
variam de molécula para molécula, portanto a frequéncia com que uma ligacao especifica
absorve a radiacao infravermelha sera diferente em uma variedade de ligacdes e modos
de vibracao”.

Um fator determinante nesse tipo de analise € a calibracdo do equipamento. Sobre
isso, TIBOLA, et al. (2018), dispde que “a metodologia NIRS demanda o desenvolvimento
de equac®es de calibragdo, utilizando-se os resultados obtidos nos métodos de referéncia,
a partir da mesma amostra”. No caso do equipamento utilizado no experimento, para a

analise de proteina, o método de referéncia € o Nitrogénio de Kjeldahl.

2.5.1 interferentes no processo de andlise via NIRS

Deve-se considerar que o espectro no infravermelho préximo é dependente de
parametros fisicos da amostra como granulometria, polimorfismo, solventes residuais,
umidade, temperatura, pressdo, densidade, textura superficial,,,,,,, compactacdo que,
além da preparacao da amostra, podem ser considerados como interf
}0erentes no processo de andlise, tornando invidvel uma comparacdo direta entre os
espectros, no entanto, € possivel estimar propriedades fisicas e quimicas de um vasto
namero de materiais.

2.6 Vantagens e desvantagens em cada método

Pode-se perceber que cada método possui caracteristicas e interferentes distintos,

conforme apresentado na tabela 02.

Método Vantagens Desvantagens Interferentes




Nitrogénio de
Kjeldahl

Método oficial da
AOCS;
Confiabilidade;
Menor nimero de
interferentes;

Processo
demorado (6
Horas,
aproximadament
e).

Destruicdo da

Preparacgéo da
amostra;

Grau de
treinamento  dos
analistas;
Equipamentos;
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amostra; Reagentes e
e Utilizacéo de solucoes;

reagentes

guimicos.

Espectroscopia e Rapido (em torno e Maior numero e Parametros fisicos

NIRS de um minuto); de interferentes;
~ 2 da amostra como
e N&o destroi a e Pode apresentar
amostra; resultados a granulometria,
e Na&o utiliza incoerentes ,
, por exemplo;
reagentes; quando
e Andlises de varios apresentar-se e Grau de
parametros ao diferente das

treinamento  dos
amostras

usadas na
calibracgéo.

e Equipamento de
custo elevado

Tabela 02 — Principais vantagens e interferentes em cada método. (Fonte: o autor).

mesmo tempo.
analistas;

2.7 Teste t de Student

Sempre que terminamos uma analise, necessitamos avaliar se 0s resultados estéo
coerentes, ou pode ter ocorrido algum erro durante a marcha analitica ou na metodologia
adotada. Portando, devemos recorrer a algumas ferramentas da estatistica.

Alguns requisitos gerais necessitam ser levados em conta quando compara-se
dados. Os itens basicos que se necessita quando utiliza-se estatistica para comparar
dados experimentais, sdo quatro: um modelo, a hipotese, o nivel de confianca, e a
estatistica de teste. O modelo pode ser uma equacao, uma distribuicdo prevista, valores
obtidos em outro método ou o valor conhecido de um padréao de referéncia. A hipotese é
o palpite ou questionamento sobre os resultados do teste estatistico. O nivel de
confianga representa o grau de certeza que deseja-se usar na comparagdo. A Ultima
parte € a estatistica de teste que é um valor numérico calculado a partir dos dados para
uso na comparacdo. Um exemplo bastante usado em estatistica é o teste t de Student
(HAGE e CARR, 2012).
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De acordo com MERCE (2012, p. 44), “Este método avalia se medidas originadas
de diferentes amostras ou de amostras iguais, porém analisadas por métodos diferentes,
pertencem ao mesmo conjunto ou universo, validando as analises efetuadas”.

O teste t de Student foi desenvolvido por um quimico alemdo chamado Willian S.
Gosset, porém o resultado de seus estudos foram autorizados a serem divulgados como
pseuddnimo Student, em 1908 (HAGE e CARR, 2012). Ele criou um novo tipo de
distribuicdo de dados associados a uma distribuicdo normal por meio de um valor de t,
calculado para amostras de varios tamanhos e graus de liberdade como pode ser
observado na tabela 03. O nivel de confianca, por sua vez € o grau de certeza que se
gostaria de ter de que a resposta estard dentro do célculo do intervalo de confianca. A
escolha do nivel de confianca pode desempenhar grande impacto sobre o conjunto de
resultados que pode-se obter para o intervalo de confianca. Por exemplo, um nivel de

confianca de 90% produzira um intervalo de confianca menor que 99%.

Graus de liberdade ‘ Nivel de Confianca
® | 90% | 95% 99%
1 | 6,31 | 12,7 63,7
2 | 2,92 | 4,30 9,92
3 | 2,35 | 3,18 5,84
4 | 3,13 | 2,78 4,60
5 | 2,02 | 2,57 4,03
6 | 1,94 | 2,45 3.71
7 | 1,90 | 2,36 3,50
8 | 1,86 | 2,31 3,36
9 | 1,83 | 2,26 3,25
10 | 1,81 | 2,23 3,17
11 | 1,80 | 2,20 3,11
12 | 1,78 | 2,18 3,06
13 | 1,77 | 2,16 3,01
14 | 1,76 | 2,14 2,98
15 | 1,75 | 2,13 2,95
16 | 1,75 | 2,12 2,95
17 | 1,74 | 2,11 2,92
18 | 1,73 | 2,10 2,88
19 | 1,73 | 2,09 2,86
20 | 1,72 | 2,09 2,85
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i 1,64 1,96 2,58
Tabela 03 — valores t de Student em diferentes graus de liberdade — fonte: (HAGE e CARR, 2012,

pg. 74)

De acordo com o tipo de dados que deseja-se comparar, ha uma forma diferente
de aplicar o teste t de Student, podendo ser a comparacao de um resultado experimental
a um valor de referéncia e a comparacdo de dois ou mais resultados experimentais, este
por sua vez subdivide-se em resultados individuais e grupos de valores.

Comparacdo por grupo de valores se faz quando dois conjuntos de amostras
idénticas séo analisados por métodos diferentes. Nesse caso, a comparacao € feita pelo
teste t de Student pareado(este € o método utilizado neste experimento). Para isso, faz-
se uma lista dos resultados obtidos pelos dois métodos e apresentados lado a lado para
cada amostra. Com isso € possivel calcular a diferenca para cada par de resultados e
consequentemente a diferenca média(d) entre os dois métodos (HAGE e CARR, 2012).

Para determinar se a diferenca média entre os dois conjuntos sdo significativas,

determina-se o0 desvio padrdo para essas diferencas (sd), através da formula:sd =

x(d;—-d)2
(n-1)

, onde dié a diferenca entre os dois métodos,dé a média das diferencas e n é o

namero de amostras.

Na sequéncia, calcula-se o desvio padréo da diferenca média (s3).

Sa
S5 =—=

Vn

A partir dai, é possivel calcular o valor t de Student com a seguinte formula:

De posse do valor de t, € necessario comparar como o valor de critico da tabela 01
conforme o nivel de confianca desejado e (f=n-1), graus de liberdade, onde n € o numero
de pares de dados comparados. Se o valor de t < f;, pode-se afirmar que os dois métodos
produzem valores estatisticamente idénticos (HAGE e CARR, 2012).

3 EXPERIMENTO

Para a realizagdo do experimento, foram utilizadas dez amostras de farelo de soja
produzido em diferentes turnos de trabalho entre os dias 02/09/2021 e 05/09/2021. As
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analises foram realizadas por quatro analistas diferentes, nos dois métodos: Nitrogénio de
Kjeldahl e NIRS.

Na metodologia NIRS, o equipamento utilizado foi o NIR DA700 da Petern
Instrumentos. Nesse método, foram utilizadas as amostras em sua forma integral; sem
terem sido moidas. A marcha para cada amostra foi rapida, em torno de um minuto para
cada parcial, nas quais a amostra foi homogenizada, acondicionada em recipiente proprio
do equipamento e com o auxilio de uma régua, removeu-se 0 excesso do produto,
deixando uma superficie plana e homogenia, livre de granulos desproporcionais ou partes
faltantes (“buracos”). Na sequéncia, aplicou-se um coédigo para a amostra e deu-se o
comando para a realizacdo da leitura pelo equipamento. Os resultados foram
apresentados na tela, em torno de seis segundos apds dado o comando. Os resultados
de cada parcial, foram anotados em planilha prépria e calculou-se a média das trés
parciais para cada amostra, sendo este o resultado obtido para cada uma.

Como na metologia NIRS as amostras ndo sdo destruidas, fez-se primeiro as
analises nesta metodologia, na sequéncia, seguiu-se para a moagem de parte da amostra
para a realizacdo das analises fisico-quimicas, dentre elas a de proteina bruta.

No Kjeldahl, foi realizado apenas um ensaio para cada amostra. O equipamento
utilizado foi um conjunto macro-Kjeldahl, com balbes de Kjeldahl de 800 ml, no qual
pesou-se 1,1700 gramas de farelo de soja moido com granulometria 0,5mm, transferido
para o baldo de 800ml, na presenca de uma mistura catalitica de 1,059 de Sulfato de
Cobre pentahidratado (CuSO45H20) e 12,05g de Sulfato de Soédio Anidro (Na2SOa),
adicionados 30ml de Acido Sulfarico (H2SO4) e colocado para digerir por duas horas.
Apbs o resfriamento (em torno de uma hora), ocorreu a formacao de cristais, que, foram
dissolvidos adicionando ao baldo, 400ml de agua destilada. Quando ja dissolvidos os
cristais, adicionou-se 80ml de Hidréxido de Soédio 50% (NaOH) e colocado para a
destilacdo. Previamente, foi preparado em copo de becker de 600ml, 40ml de solucédo de
acido sulfarico 0,1 mol/L coletados com pipeta volumétrica e adicionados 100ml de agua
destilada e de 4 a 5 gotas de indicador vermelho de metila. A solu¢cdo do becker fica
posicionada de forma a receber o precipitado da destilacao. Atingidos 400ml de destilado
no becker, retirou-se e foi realizada a titulagdo com solucdo de hidréxido de soédio
0,1mol/L até a viragem da cor rosa para amarela. Realizou-se de igual forma as provas

em branco. Por fim, fez-se os calculos:

Proteina total =Pb — Pr x 0,8755 x Fc, Onde:




17

Pa
Pb = Valor gasto na prova em branco;
Pr = Valor gasto na prova real (com amostra);
0,8755 = Valor usado para conversao do Nitrogénio em proteina para farelo de soja;
Pa = Peso da amostra;
Fc = Fator de correcdo das solugbes quando houver, obtido na padronizacao.

Esta marcha analitica foi repetida para as dez amostras de farelo, em turnos e por
analistas diferentes. Os resultados obtidos nos dois métodos, para cada amostra, estao

dispostos na tabela 04.

\ Método
Amostra NIRS(% de proteina Kjeldahl(% de Diferenca(%o)
total) proteina total)

02/09 — T2 | 46,02 45,75 0,27
02/09 - T3 | 45,85 45,80 0,05
03/09 - T1 | 46,25 46,24 0,01
03/09 — T2 | 45,85 45,83 0,02
03/09 - T3 | 45,55 44,89 0,66
04/09 — T1 \ 46,27 46,26 0,01

04/09 — T2 | 45,93 45,03 0,9
04/09 - T3 | 45,83 45,10 0,73
05/09 — T1 | 46,02 45,68 0,34
05/09 — T2 | 45,50 45,34 0,16
Diferenca média (d) 0,315
Desvio Padréo ( sa) 0,330
Desvio Padréo da diferenca média (s3) 0,106
Valor de t 2,980

Tabela 04 — resultados das andlises (fonte: o autor)

Os resultados foram colocados lado a lado, na tabela 04, com isso calculou-se a
diferenca para cada par de resultados e consequentemente a diferenca média do conjunto
de amostras entrada foi de (0,315).

de posse deste valor, calculou-se o desvio-padréo para estas diferencas:

<d = ,Z(di—d)z_)sd _ [(0.27-0315)2+(0,05-0,315)2+(0,01-0,315)2...
(n-1) 9
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sd = /@—wd = 0,33

De posse do valor do desvio-padréo, calculou-se o desvio-padrdo da diferenca
média:
54 0,33 0,33

— =L == 3 - =" 55— = 1
Sa= m ST i S T 360 5a 0,106

Na sequéncia, calculou-se o valor de t:

_ %_’ =522 =298

Calculando os graus de liberdade (f) para o experimento: f=(n-1) — f=10-1 — {=9.
Portanto, este experimento possui 9 graus de liberdade.

De posse do valor de t, comparou-se com o valor critico da tabela 03(tc), para o
nivel de confianca de 99%. O valor encontrado na tabela foi 3,23. Comparou-se se t < tc
— 2,98< 3,23. O resultado da comparacao deu afirmativo; o valor encontrado para t, para
do conjunto de amostras analisados é menor que o valor critico da tabela referéncia
(Tabela 03). Portanto, pode-se dizer que o0s dois métodos produzem valores

estatisticamente idénticos para o nivel de confianca de 99%.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho, foi possivel descrever os métodos Nitrogénio de Kjeldahl
e Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS), utilizados em analises de proteina
bruta em farelo de soja.

Levantou-se as principais caracteristicas de cada método, as vantagens e
desvantagens de cada um. Através da comparacdo estatistica dos resultados obtidos
pelos dois métodos, utilizando a técnica do teste de t pareado, foi possivel observar que
para o0 conjunto de amostras analisados, os dois métodos produzem resultados
estatisticamente idénticos, levando-se em consideracdo que foram utilizados nove graus
de liberdade e o nivel de confianga de 99%.

Nota-se que cada método tem suas particularidades e seus possiveis interferentes.
Diante disso, percebe-se a possibilidade de adotar o teste de t pareado na rotina do

laboratorio, para comparar os métodos frequentemente. Desta forma, quando houver
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divergéncias de resultados, pode-se iniciar uma investigacdo para compreender as
possiveis causas do desvio, que podem ser para a técnica NIRS: alteracdo na
granulometria do produto, excesso de umidade, residual de solvente, alto teor de fibras ou
calibracdo do equipamento desacertada. J4 no Kjeldahl pode ser: Solu¢cdo contaminada
ou fora do padréo, problemas no equipamento ou qualidade da agua destilada.

Neste trabalho, limitou-se em verificar os métodos na analise de proteina bruta em
farelo de soja. No entanto, sugere-se que mais pesquisas sobre o tema sejam realizadas,
como a repeticdo do experimento com outros conjuntos de amostras de farelo de soja,
utilizando outros lotes de solugbes e também, envolver outras analises como teor de
umidade, residual de 6leo, fibras e cinzas, que, também podem sdo realizadas na
metodologia NIRS e fisico-quimica, para o0 mesmo produto.
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