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Introdução 
 

A espectroscopia de reflectância no infravermelho próximo (NIRS) tem sido desenvolvida 
a partir de 1980 com o intuito de relacionar a composição de um alimento com sua absorção no 
infravermelho próximo, podendo assim predizer sua composição, a digestibilidade e o teor de 
energia metabolizável, dentre outras variáveis inerentes ao alimento (PASQUINI, 2003; NICK, 
1989; VALDES; LEESON, 1991; PEDROL; ROBUTTI, 1993). 

Para se obter sucesso na utilização desta tecnologia é necessário seguir algumas etapas,  
como: seleção e variabilidade das amostras, aquisição dos resultados analíticos por métodos 
convencionais, leitura espectral, tratamento matemático dos espectros obtidos, determinação das 
equações, validação da curva de calibração e, finalmente, a implantação de uma rotina analítica 
(SHENK; WESTERHAUS, 1994). 

Para muitas aplicações há uma relação direta entre os níveis dos constituintes químicos 
existentes no milho e seu valor relativo para usos na alimentação e industrial. Assim, a 
possibilidade de utilizar uma técnica não destrutiva, rápida e sem a utilização de produtos 
químicos, na determinação desses constituintes, torna-se de grande importância para o programa 
de melhoramento genético, pois possibilita que grande número de amostras sejam analisadas em 
um menor tempo e custo por análise. 

Nesse trabalho objetivou-se o desenvolvimento de curvas de calibração por 
espectroscopia de reflectância no infravermelho próximo, para os teores de proteína em amostras 
de milho processado.  
 
Material e métodos 
 

Na construção dos modelos de regressão foram usadas 191 amostras de milho moído, 
oriundas de parcelas colhidas na safra 2007/2008 nos Ensaio Nacional Sul, Ensaio Elite Centro e 
Ensaio Elite Híbrido Centro Alto, conduzidos pela equipe responsável pelo programa de 
melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. As amostras foram pré-secas em estufa 
ventilada a 65 ºC por 48 horas. Para a obtenção das amostras de milho moído, estas foram 
homogeneizadas em moinho de facas com peneira de 1 mm de tamanho de abertura de poro. 

O método de referência utilizado para a determinação do teor de proteína total foi o de 
Kjeldhal (CUNNIFF, 1995). Foi determinado o teor de nitrogênio total, e o teor de proteína foi 
calculado multiplicando-se o teor de nitrogênio encontrado pelo fator 6,25.  

Os espectros de reflectância na região do infravermelho próximo foram coletados em um 
espectrômetro NIR FLEX 500 Buchi, sendo realizadas 3 repetições para cada amostra, com 
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resolução de 4 cm-1, 32 varreduras para cada espectro e a região espectral foi de 4.000 a 10.000 
cm-1, (2.500 - 1.000 nm). O equipamento apresenta precisão de 2 cm-1 para comprimentos de 
onda absoluto e reprodutibilidade relativa de 0,5 cm-1 entre 4.000 a 10.000 cm-1. Para a obtenção 
dos espectros foram utilizadas aproximadamente 20 g de grãos de milho inteiro ou 4 g de milho 
moído. Os espectros foram obtidos em sala com temperatura de 23 ºC.  

A escolha da região espectral foi realizada após a avaliação do melhor conjunto de 
comprimentos de onda que permitiram ao modelo de calibração minimizar os erros de previsão. 
Na tentativa de minimizar os efeitos aleatórios ou sistemáticos indesejáveis de diferentes origens, 
foram empregadas técnicas de tratamento matemático nos espectros, antes da construção do 
modelo propriamente dito. Foram utilizados os seguintes tratamentos em cada espectro de acordo 
com o modelo desenvolvido: correção multiplicativa de sinal (MSC - Multiplicative Signal 

Correction) (MARTENS; NAES, 1989), para minimizar os efeitos de espalhamentos de luz, e a 
derivada primeira, para a correção de deslocamento de linha de base. Foram também avaliados 
ajustes de calibração considerando diferentes faixas de espectro previamente selecionadas. 

O software NirCal 4.21 Buchi® foi utilizado para desenvolver e selecionar os pré-
tratamentos dos dados, os modelos para calibração e, posteriormente, para testar e validar o 
modelo de calibração ajustado.  

Os métodos de ajustes de regressão multivariados PLS (Quadrados Mínimos Parciais - 
Parcial Least Squares) e PCA (Análise dos Componentes Principais - Principal Components 

Analysis) foram avaliados considerando a leitura da reflectância para cada comprimento de onda 
(a cada 4 cm-1  dentro da faixa de 4.000 a 10.000 cm-1), para cada uma das amostras  utilizadas 
para calibração, objetivando-se encontrar uma relação entre a matriz (X) contendo os valores de 
reflectância dos espectros das amostras e o vetor que armazena as respectivas concentrações (Y).  

O número ótimo de fatores componentes da regressão foi obtido avaliando-se a  soma dos 
quadrados do  erro residual predito (SQERP, do inglês PRESS - Predective residual error sum of 

squares). A SQERP mostra a soma do quadrado dos desvios entre os valores preditos e 
referência. 

O conjunto total de espectros foi dividido em dois subconjuntos: um de calibração 
(aproximadamente 2/3 dos espectros) e outro de validação (1/3 dos espectros). A habilidade do 
modelo de calibração para estimar (ou prever) o teor de cada componente baseado nos dados dos 
espectros NIR gerados, foi avaliada usando os erros de previsão e os coeficientes de 
determinação entre os valores dos teores de proteína estimados pelo modelo ajustado utilizando 
espectros NIR e os valores do método de referência das amostras do conjunto de calibração. Os 
parâmetros analisados nos resultados das equações de calibrações multivariadas obtidas foram: 
erro padrão da calibração (EPC), erro padrão da validação cruzada (EPCV) e a relação de 
desempenho dos desvios (RDD), indicadora da eficiência de uma calibração. Também foram 
considerados o coeficiente de regressão (b) e de determinação (r2) da regressão linear ajustada 
entre os valores estimados pelo modelo de calibração e os valores experimentais do método de 
referência. 
 
Resultados e discussão 
 

Os valores obtidos pelos métodos de referências para os teores de proteína, para as 
amostras de milho utilizadas neste trabalho, estão compreendidos entre 6,47 e 13,11%.  

O método do PLS foi o que melhor se adequou para a seleção do modelo de regressão 
multivariada de calibração para os parâmetros avaliados. Na Tabela 1 podemos observar os 
resultados para os critérios considerados para o ajuste das curvas de calibração utilizando grãos 
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de milho moído. A escolha do melhor modelo de regressão baseou-se na análise do menor erro 
padrão associado à calibração e à validação e respectivo coeficiente de determinação (r2).  
 
Tabela 1 – Resultados obtidos para a equação de calibração obtida no NIRCal para amostras de 

grãos de milho moído. 
 
Análise Calibração - Proteína 

Número de espectros (3 por amostra) 342 
Média (%) 10,17 
Faixa (min-max) (%) 7,36-13,11 
Desvio padrão (Referência) 1,23 
Desvio padrão (Predito) 0,52 
Erro Padrão de Calibração - EPC 0,62 
Faixa de comprimento de onda (cm –1) 5000-10000 
Tratamentos matemáticosa 1 
Coeficiente de Regressão (b) 0,8086 
Coeficiente de Determinação (r2) 0,89 
a Tratamentos matemáticos: Derivada primeira- Alisamento  Savitzky-Golay. 
 
Tabela 2 – Resultados da validação para a equação de calibração obtida no NIRCal para amostras 

de grãos de milho moído. 
 
Análise Validação - Proteína 

Número de amostras 144 
Média(%) 10,17 
Faixa (min-max) (%) 7,50-12,29 
Desvio padrão (Referência) 1,24 
Desvio padrão (Predito) 0,52 
Erro Padrão de Validação Cruzada - EPVC 0,61 
Relação de Desempenho dos Desvios 0,85 
Coeficiente de Regressão (b) 0,8100 
Coeficiente de Determinação (r2) 0,77 
 

A Figura 1 apresenta o gráfico dos valores experimentais versus valores preditos para as 
amostras de milho dos conjuntos de calibração e validação. 

Os coeficientes de determinação para proteína no milho moído (0,89) obtidos neste 
experimento estão abaixo dos valores encontrados por Orman e Schumann (1991) e Baye et al. 
(2006), os quais encontraram valores para milho moído de 0,97. Essas diferenças ocorrem em 
função da quantidade e variabilidade das amostras utilizadas no conjunto de calibração. A RDD 
para milho moído também ficou abaixo do valor 3, sugerido por Williams (2001), como 
performance ideal para curvas de calibração de determinações analíticas em alimentos, 
entretanto, apresenta boa acurácia para realização de screening para grandes números de 
amostras. Para melhorar a performance desse modelo, o conjunto de amostras deverá ser 
ampliado, bem como a distribuição entre as médias mínima e máxima. Um maior número de 
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amostras, com melhor distribuição, poderá melhorar a RDD da curva de calibração para valores 
próximos aos sugeridos por Williams (2001) para utilização como método analítico de rotina. 
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Figura 1 – Modelos de regressão ajustados com base nos teores de proteína, obtidos pelos 
métodos analíticos de referência e predito via NIRS, das amostras utilizadas para 
calibração e validação. 

 
Conclusão 
 

A curva ajustada para proteína bruta apresentou performance adequada para utilização em 
amostras provenientes de ensaios de screening ou onde se tem grande número de repetições de 
amostras por tratamentos. 

Para utilização em determinações analíticas como método de rotina laboratorial, os 
modelos de calibração devem ser aprimorados por meio do aumento do número de amostras e 
aplicação de critérios na seleção das amostras a serem utilizadas no modelo. 
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