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Introducao

O sorgo sacarino é uma das culturas
alternativas a cana-de-agucar mais
promissoras para a producao de etanol.
Apresenta ciclo médio de producao de 120
dias apds a semeadura, podendo, em alguns
casos, atingir o ponto adequado para a
colheita em cerca de 110 dias (PARRELLA et
al., 2010). O caldo do sorgo sacarino € rico

em acgucares fermentesciveis, tendo como
principal carboidrato a sacarose (JIA et al.,
2013). Assim como para a cana-de-agucar, uma
das medidas para avaliar a qualidade do caldo
de sorgo sacarino consiste em determinar o
teor de solidos soluveis (°Brix). Entretanto,

o brix é uma medida indireta que relaciona

o teor de solidos soluveis dissolvidos em
agua baseando-se nas mudancas de indice

de refracao da solucdo. E uma medida

ISSN 1679-0162

V 4 |
ecnico:::
Dezembro, 2015

Quantificacao de Sacarose
em Caldo de Sorgo Sacarino
por Espectroscopia no
Infravermelho Préoximo (NIR)

Maria Lucia Ferreira Simeone'
Rafael Augusto da Costa Parrella?
Cynthia Maria Borges Damasceno?
Michelle Cristina Bastos Leal*
Celio Pasquini®

amplamente utilizada na qualificacao
tecnologica do caldo de cana (CONSELHO
DOS PRODUTORES DE CANA-DE-AGCUCAR,
ACUCAR E ALCOOL DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2006), suco de frutas (SERPEN, 2012),
nao especificando qual acucar esta presente.

Para a avaliacao da composicao quimica

dos agucares presentes no caldo de sorgo,
técnicas cromatograficas sao comumente
empregadas, incluindo a cromatografia liquida
de alta performance — CLAE (WANG et al.,
2012), cromatografia i6nica — Cl (KUNDIYANA
et al., 2010) e cromatografia gasosa — CG (LI
et al., 2013), além de métodos enzimaticos
(DOLCIOTTI et al., 1998). Entretanto, para
todas essas técnicas existe a necessidade de
preparo da amostra, utilizacao de produtos
guimicos e consumiveis, 0 que exige um
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grande trabalho de laboratério, limitando o
numero de amostras analisadas.

O Programa de Melhoramento de Sorgo
Sacarino da Embrapa Milho e Sorgo demanda
um grande numero de analises de teor de
sacarose em amostras de caldo de sorgo
sacarino durante o periodo da safra. Para
atender essa demanda, desenvolveu-se um
meétodo mais rapido e alternativo ao método
CLAE empregado na Embrapa Milho e Sorgo.

O método escolhido utiliza a espectroscopia
no infravermelho préximo (NIR) associada ao
desenvolvimento de modelos de regressao
quimiométricos multivariados. Essa
abordagem tem sido amplamente utilizada
em analises de alimentos (OSBORNE, 2006)
e apresenta diversas vantagens sobre as
técnicas tradicionais, principalmente por
exigir pouca manipulacao da amostra,

nao utilizar produtos quimicos, apresentar
elevada precisao e exatidao, ser de baixo
custo, obtendo os resultados com rapidez
(PASQUINI, 2003).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho
foi desenvolver um método baseado

em calibragao multivariada utilizando a
espectroscopia no infravermelho proximo
como fonte de informacao analitica, visando a
determinacao do teor de sacarose em caldo de
sorgo sacarino.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido na area
experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
localizada no municipio de Sete Lagoas-MG
em condi¢coes de campo, no ano agricola de
2014/2015, empregando-se as cultivares de
sorgo sacarino BRS 506, BRS 508, BRS 509 e
BRS 511.

Para conducao do experimento de
campo foram mantidas praticas culturais

convencionais, de acordo com May et al.
(2014).

Analise do Teor de Sacarose por
CLAE

Os colmos de sorgo sacarino dos 4 genodtipos
avaliados foram colhidos a partir de 72 dias
apos o plantio, com intervalos de 7 dias até
atingir os 121 dias. Em seguida, os colmos
tiveram a panicula retirada e foram triturados
em picador de forragem (Irbi, Aracatuba-SP,
Brasil). Desse material triturado, 500 g foram
levados a prensa hidraulica (Hidraseme,
Ribeirao Preto-SP, Brasil) por 1 minuto com
pressao minima e constante de 250 kgf.cm?.
Do caldo extraido de cada amostra, retirou-se
uma aliquota de 80 mL, a qual foi armazenada
em frasco de polietileno e congelada a -4

°C para posterior analise, totalizando 93
amostras, sendo que, trés amostras foram
perdidas durante o processamento. Para a
realizacao da analise do teor de sacarose por
CLAE, as amostras de caldo de sorgo foram
descongeladas em temperatura ambiente,
sendo 3 mL de cada amostra diluidos 15
vezes com agua deionizada. Em seguida, as
amostras foram agitadas a 45 rpm por 15
minutos e centrifugadas a 3.000 rpom por 15
minutos. Na sequéncia, as amostras foram
filtradas em cartuchos C18, previamente
condicionados com 2 mL de acetonitrila
99,8% (v/v) grau HPLC e 2 mL de agua
deionizada. Apds a realizagao desse processo,
2 mL da solucao diluida foram filtrados em
membranas PTFE de 0,45 pm e transferidos
para frascos com capacidade para 2 mL,

gue foram acondicionados no carrossel do
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (Waters
2695 Alliance, Milford MA, USA). Em seguida,
foram injetados 25 pL de cada amostra em
uma coluna Phenomenex (RCM-Ca). A fase
movel utilizada foi agua ultrapura com flluxo
0,6 mL/min e temperatura da coluna igual a 65
°C. O detector utilizado foi indice de refracao
(Milford MA, USA) a 40 °C. Para a construgao
da curva analitica foi utilizada sacarose da
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marca Sigma com grau de pureza de 99,5%
(m/m). A deteccao da sacarose nas amostras
foi realizada por CLAE pela comparagao com o
tempo de retencao do padrao.

Obtencao dos Espectros NIR e Anali-
se Multivariada

As amostras de caldo de sorgo sacarino
foram filtradas em algodao para retirar
so6lidos suspensos maiores que 0,5 mm.
Para a realizacao da leitura dos espectros
no equipamento FT-NIR, as amostras de
caldo foram adicionadas em placas de Petri
de vidro borossilicato com o acessorio de
transflectancia e levadas ao equipamento
NIR, marca BUCHI, modelo NIRFlex 500
(Buchi Labortechnik, Flawil, Switzerland), para
a coleta dos espectros. O equipamento foi
calibrado utilizando o padrao Spectralon®
(LABSPHERE, 2015) e os espectros das
amostras de caldo de sorgo sacarino foram
obtidos na regiao 1.000-2.500 nm (10.000
a4.000 cm™), com resolucao de 4 cm™ e 32
varreduras por espectro.

O software Uncrambler ® X (versao 10.2,
CAMO Software Inc., Norway) foi utilizado
para todos os pré-processamentos dos

dados e calibracao multivariada. Utilizou-se

0 método dos minimos quadrados parciais

— PLS (do inglés — Partial Least Square) para

a construcao do modelo, e para avaliacao de
seu desempenho foram utilizados os seguintes
parametros estatisticos: raiz quadrada do erro
médio de calibracao - RMSEC (do inglés -
Root Mean Squared Error of Calibration -), raiz
quadrada do erro médio de validagao cruzada
- RMSECV (do inglés — Root Mean Squared
Error of Cross Validation), raiz quadrada do
erro médio de predi¢ao - RMSEP (do inglés

— Root Mean Squared Error of Prediction), R?
(coeficiente de determinacgao para o conjunto
de calibracao e validacao), razao de intervalo
de erro — RER (do inglés — Range Error Ratio)

e relacao de desempenho do desvio - RPD (do

inglés — Residual Prediction Deviation) (NIRS
CONSORTIUM, 2008).

Também foi realizada a analise de variancia

— ANOVA a 5% de probabilidade para
comparacao de variancias entre os resultados
obtidos pelos dois métodos (FERREIRA, 2008).

Resultados

Nas 93 amostras de caldo de sorgo sacarino
analisadas por CLAE, a concentracao de
sacarose variou entre 1,74 e 15,37% (m/v),
representando assim as diferentes etapas de
maturidade dos colmos. Para a construcao
do modelo, as amostras de caldo de sorgo
sacarino foram organizadas em ordem
decrescente da concentracao de sacarose e
foram separadas em dois conjuntos, um de
calibracao contendo aproximadamente 2/3
das amostras e um para a validagao externa
contendo 1/3 das amostras. Dessa forma,
as amostras foram classificadas em dois
conjuntos (calibragao e validagao externa),
cobrindo toda a faixa de concentracao da
sacarose presente nas amostras.

Todos os espectros NIR das amostras de
caldo de sorgo sacarino (Figura 1) foram
pré-processados utilizando a variacao normal
padrao (SNV - do inglés Standard Normal
Variate), primeira derivada Savitzky-Golay
com 9 pontos a direita e 9 pontos a esquerda
para corrigir os efeitos de espalhamento e
deslocamentos de linha de base. Os dados
foram centrados na média.

Nos espectros, podemos observar um pico
forte de absorcao de agua em 6.900 cm 7,
referente ao primeiro sobreton OH e outro

em 5.200 cm™, referente a uma banda de
combinacao de OH, para todas as amostras
analisadas (Figura 1). Uma regiao rica em
informacao a partir de 4.600 a 4.000 cm™ pode
ser atribuida a combinagodes de estiramento
de OH/ligacao de hidrogénio, C-C estiramento
4.393 cm™ e combinacgoes de C-H/C-C (4.382-
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4.063 cm™') caracteristicas das moléculas de
acucares (OSBORNE; DOUGLAS,1981).
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O coeficiente de determinacao (R?) obtido para
o conjunto de amostras da calibracao foi 0,96
e para a validacao cruzada, 0,95, sugerindo,
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Figura 1. Espectros NIR originais das amostras de caldo de sorgo sacarino.

Os valores obtidos pelo método de referéncia
para o teor de sacarose em caldo de sorgo
foram associados aos dados espectrais, e

o modelo de calibragao multivariada foi
desenvolvido utilizado o método PLS. A
escolha do melhor modelo de regressao
baseou-se na analise do menor erro padrao,
associado a calibracao e validacao e do
coeficiente de determinacao (R?) entre os
resultados do método de referéncia e aqueles
previstos pelo modelo.

A escolha do numero de variaveis latentes foi
feita por meio da resposta de maior variancia
explicada e o menor valor de RMSECV. Os
escores e o peso de cada modelo também
foram analisados, sendo que o melhor
resultado foi obtido com o uso de 5 variaveis
latentes.

Os resultados obtidos podem ser observados
naTabela 1.

portanto, que ha uma boa correlacao entre os
valores previstos pelo modelo multivariado e
os valores obtidos pelo método de referéncia.
A eficiéncia do modelo foi avaliada pela
previsao de resultados para novas amostras
de caldo de sorgo. Nesta etapa, foram usadas
29 amostras externas a etapa de calibracao

e o erro associado ao modelo desenvolvido
pode ser avaliado pelo RMSEP. O erro padrao
de predigcao encontrado foi de 0,74% com

um coeficiente de determinacao R? de 0,93.

O valor encontrado para RMSEP esta muito
préximo do valor encontrado para RMSEC.

Chen et al. (2014) utilizaram amostras

secas e moidas de biomassa de sorgo
sacarino para a construcao de um modelo
de regressao multivariado para predicao do
teor de sacarose e obtiveram um RMSEP de
1,77%, mais que o dobro do valor de RMSEP
encontrado neste trabalho, (0,74%), além de
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utilizarem um preparo de amostra muito mais
demorado e trabalhoso.

No caso, o modelo para determinacao
de sacarose em caldo de sorgo sacarino

Tabela 1. Resultados das analises estatisticas dos conjuntos de calibragao e validagao para o teor

de sacarose em caldo de sorgo sacarino.

Calibragao
=
4.000-10.000
:
RMSE*(%) 0,57

Validagao
et Previsao
64 29
4.000-10.000 4.000-10.000
15,37 14,04
1,74 3,47
6,92 7,25
5 5
0,95 0,93
0,67 0,74
4,41 3,98
19,79 15,06

*RMSEC: calibracao; RMSECV: validagao cruzada; RMSEP; previsao.

Na Figura 2 sao apresentados os valores
obtidos para o teor de sacarose utilizando o
método CLAE versus os valores preditos com
base no modelo de regressao multivariado.

Podemos observar que o modelo PLS obteve
resultados para o teor de sacarose que se
mostraram distribuidos de forma aleatéria em
relacao aos resultados obtidos pelo método de
referéncia em torno da bissetriz, mostrando,
assim, desempenho adequado.

O método AACC 39-00.01 (AMERICAN
ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS,

1999) fornece limiares de qualidade para

o desempenho do modelo com base nos
valores de RER: para um RER > 4, a calibracao
€ aceitavel para selecao de amostras; para
um RER > 10, a calibracao é aceitavel para

o controle de qualidade; e um RER > 15, a
calibracao é adequada para a quantificacao.

obteve um RER de 15,09 sendo considerado
adequado para utilizagao em quantificagao.

A RPD também é uma medida utilizada para
estimar a capacidade preditiva dos modelos,
na qual se devem utilizar modelos com RPD
acima de 1,5. O valor de RPD representa a
relacao entre o desvio padrao dos valores

da propriedade medida pelo método
convencional e o erro padrao das amostras
contidas no conjunto de calibracao ou
previsao (WILLIAMS; SOBERING, 1993). Como
podem ser observados naTabela 1, os valores
de RPD para sacarose foram considerados
bons, uma vez que os valores obtidos foram
4,62 e 3,98 para calibracao e previsao,
respectivamente. Esses valores indicam que
o erro de estimativa da concentracao de
sacarose € muito menor que o desvio padrao
das amostras.
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Figura 2. Valores de referéncia versus valores preditos para teor de sacarose em caldo de sorgo

sacarino (validacao externa).

Os métodos PLS-NIR e CLAE foram
comparados pelo teste F para verificar se ha
diferencas significativas entre os resultados
obtidos pelos dois métodos (Tabela 2).

valores encontrados para o teor de sacarose,
tanto pelo método cromatografico quanto pelo
modelo PLS-NIR apresentaram resultados
equivalentes.

Tabela 2. Comparacao das variancias do modelo PLS-NIR e do método CLAE usados para analise
de sacarose em caldo de sorgo sacarino.

. Ndmero de F
Parametro
amostras | calculado

Sacarose
29 1,15

>F (1,56).

calc crit, GL

*significativo quando F

A ANOVA mostrou que nao se pode afirmar
que ha diferenca significativa (p> 0,05) entre
os dois métodos. O F calculado foi menor que
o tabelado, indicando que os dois métodos
nao diferem estatisticamente (Tabela 2). Os

Intervalo (%) m/v

CLAE NIR
3,75 a
4,01 3,47 a 14,04 14,16

Com o modelo desenvolvido para analise de
sacarose em caldo de sorgo sera possivel
analisar em média 100 amostras por dia,
enquanto pelo método cromatografico
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sao analisadas em torno de 12 amostras
diariamente.

Para manter a qualidade dos resultados e
também no intuito de melhorar as correlacoes
ja obtidas, deve-se complementar o banco

de dados com novos espectros de amostras
de caldo a cada safra de sorgo sacarino
visando ampliar os intervalos de concentracao
de sacarose e manter o modelo sempre
atualizado.

Conclusao

O uso da espectroscopia no infravermelho
proximo associada a métodos de calibracao
multivariada possibilitou o desenvolvimento
de um método rapido e nao destrutivo para
analise do teor de sacarose em caldo de
sorgo sacarino. Os resultados indicam que o
modelo de calibragao multivariada PLS-NIR
foi capaz de fornecer resultados confiaveis e
que possibilitam a realizacao de um grande
numero de amostras por dia, tornando
possivel a sua implantacao em rotina
laboratorial.
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