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RESUMO

A diferenciacdo de cultivares € feita por meio de descritores morfoldgicos ou por
métodos moleculares, que sdo metodologias caras, destrutiveis, morosa e
poluente. Neste trabalho objetivou-se avaliar a técnica de espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR) e a andlise multivariada para a diferenciacdo de
cultivares de girassol utilizando sementes e 6leo. Foram utilizadas trés cultivares
de girassol: BRS 324, Nusol 2100 e Nusol 2500. As sementes foram submetidas
a caracterizacdo do perfil dos lotes: determinacdo do teor de agua, teste de
germinagdo, primeira contagem, envelhecimento acelerado, emergéncia em
bandeja, indice de velocidade de emergéncia e teor de 6leo. As amostras foram
submetidas a analise no NIR e os espectros foram gerados por meio do detector
FT-IR. Para a constru¢cdo do modelo de calibracdo foi utilizado o método de
classificacdo multivariada por minimos quadrados parciais com analise
discriminante (PLS-DA), em que as classes (y) sdo as variaveis dependentes e 0s
espectros obtidos das amostras as variaveis independentes. As cultivares de
girassol foram diferenciadas, tanto por dleo quanto por semente. Por 6leo
obteve-se 100% de acerto na calibracdo, 92% no teste de y-randomization, 86%
na validacdo cruzada e 92% na validacdo externa, em que se testa 25% das
amostras para validar o modelo. E por sementes 100% de acerto na calibragéo,
87% no teste de y-randomization, 100% na validacdo cruzada e 100% na
validacdo externa. Portanto, conclui-se que a técnica de espectroscopia no
infravermelho proximo, associada a analise multivariada, diferencia cultivares
de girassol, tanto por meio do Oleo, extraido de semente com pericarpo e
extraido de semente sem pericarpo, quanto por semente, com e sem pericarpo.

Palavras-chave: NIR. PLS-DA. Analise de semente. Helianthus annuus.



ABSTRACT

Morphological descriptors or molecular methods are commonly used to
differentiate cultivars but they are expensive, destructible, time consuming and
polluting methodologies. This work aimed to evaluate the near-infrared
spectroscopy technique (NIR) and multivariate analysis in the differentiation of
sunflower cultivars, using seeds and oil. Three sunflower cultivars were used:
BRS 324, Nusol 2100 and Nusol 2500. Seeds were submitted to the following
analyzes: determination of water content, germination test, first count,
accelerated aging, emergence in tray, speed index emergency and oil content.
The samples were subjected to analysis in the NIR and the spectra were
generated by the FT-IR detector. To construct the calibration model it was used
the multivariate classification method of partial least squares-discriminant
analysis (PLS-DA), in which the classes (y) are the dependent variables and the
samples' spectra are the independent variables. Sunflower cultivars were
differentiated both by oil and by seed. For oil it was obtained 100% accuracy in
the calibration, 92% in y-randomization test, 86% in cross-validation and 92% in
external validation in which 25% of samples are tested to validate the model.
And seeds had 100% accuracy in the calibration, 87% in y-randomization test,
100% in cross-validation and 100% in external validation. Therefore, it is
concluded that the near-infrared spectroscopy associated with multivariate
analysis differentiates sunflower cultivars, both by oil (extracted from seeds with
and without pericarp) and by seed (with and without pericarp).

Keywords: NIR. PLS-DA. Seed analysis. Helianthus annuus.
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1. INTRODUCAO

As espécies de interesse agrondmico podem possuir diversas cultivares,
que contém caracteristicas que atende a uma determinada necessidade, como:
condi¢des edafoclimaticas ou resisténcia a doenca. Uma nova cultivar quando é
lancada deve possuir caracteristicas distintas das demais existentes e essas
caracteristicas devem permanecer sem nenhuma alteracdo, por sucessivas
geracOes. Para saber se realmente a nova cultivar é inédita sdo empregados
descritores morfologico, que consistem na descricdo das caracteristicas
agronémicas.

Os descritores morfoldgicos também sdo utilizados para a diferenciacao
de cultivares, essa pode ser ainda realizada por meio de marcadores moleculares,
que € executada pelo o estudo de DNA. Entre esses marcadores 0s mais
utilizados sdo: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) e microssatélites (ISSR - Inter Simple Sequence Repeats;
SSR - Simple Sequence Repeats).

Esses métodos de diferenciacdo possuem procedimentos demorados para
obtencdo de resultados. O método de analise molecular possui ainda as
desvantagens de ser destrutivo e de necessitar de reagentes caros e que geram
residuos. Todavia, na espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) essas
desvantagens ndo sdo presentes e pode-se ainda utilizar-se de varios tragos
constitutivos qualitativos e quantitativos ao mesmo tempo, além de obter
espectros em amostras solidas e liquidas, sem necessitar de preparo.

No entanto, para que se possa obter resultados a partir das interacoes
entre os constituintes quimicos de absor¢do dentro de amostras complexas
exigem o desenvolvimento de calibracdo para diferentes culturas e preparacdes
de amostra (HACISALIHOGLU; LARBI; SETTLES, 2010).
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No desenvolvimento do modelo de calibragdo para analise de espectro
NIR sdo empregadas as técnicas quimiométricas. Essas técnicas referem-se a
métodos matematicos e entre esses estd a estatistica multivariada, a qual
considera a correlacdo entre muitas varidveis analisadas simultaneamente,
permitindo a extracdo de uma quantidade muito maior de informacdo (SENA et
al., 2000).

Portanto, a auséncia de trabalhos cientificos com a utilizacdo da
espectroscopia NIR para diferenciar cultivares, reforca a necessidade da
realizacdo de estudos para definir a metodologia ideal para escolha da amostra e
calibracdo de modelos quimiométricos. Neste trabalho objetivou-se avaliar a
técnica de espectroscopia no infravermelho proximo e a analise multivariada

para a diferenciacdo de cultivares de girassol utilizando sementes e Gleo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Helianthus annuus L.

O girassol é uma dicotileddnea anual pertencente a familia Asteraceae,
originario da América do Norte (Sudoeste dos Estados Unidos e Norte do
México) e a sua utilizacdo destaca como oleaginosa a partir da Segunda Guerra
Mundial (CASTRO; SILVA JUNIOR, 2013). O termo girassol explica tanto o
nome comum como 0 nome boténico, tendo em vista que o género deriva do
grego hélios, que significa sol e anthus, que significa flor do sol (NEUMANN et
al., 2009).

A producdo do girassol tem como objetivo principal a extracdo do 6leo
das sementes que é utilizada para alimentacdo humana, por possuir alta
concentracao de acidos graxos insaturados (acido linoleico) e na forma de farelo
ou silagem para a alimentacdo animal, cujo teor de proteina € mais elevado que
0 do milho (BRIGHENTI et al., 2003). O dleo pode ainda ser usado para
producdo de biocombustivel, nas industrias farmacéuticas, de cosméticos, de
tintas e de limpeza (SILVA et al., 2013).

De acordo com sua utilizagdo, ha dois tipos de sementes de girassol: as
oleosas e as ndo oleosas. As sementes ndo oleosas sdo0 maiores, pretas, com
listras, e apresentam casca grossa (40% a 45% do peso da semente), facilmente
removivel. Também chamadas de "confectionery varieties", as sementes néo
oleosas tém 25% a 30% de Oleo e representam somente 5% dos genétipos de
girassol. Para a comercializacdo, as sementes ndo oleosas sdo torradas,
embaladas e sdo consumidas pelo homem como améndoas, misturas de granolas,
bolos e "shacks", ou como racdo para passaros. As sementes oleosas sdo
menores e suas cascas sao bem aderidas, representando 20% a 30% do peso da

semente. As sementes oleosas sdo economicamente mais importantes e, a partir
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delas, sdo produzidos o farelo de girassol e seus derivados, ap6s a extracao do
6leo (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1994).

O girassol é também utilizado como fitorremediador de chumbo devido
a sua capacidade de acumular elevada quantidade desse elemento nas raizes e
possuir mecanismo de desintoxicacao na planta. Além disso, o girassol possui a
capacidade de combater o estresse oxidativo induzido por outros metais através
de sintese significativa de tiois de proteinas, de glutationa e elevada atividade da
glutationa redutase, uma vez que a cultura produz essa enzima em gquantidade
suficiente para a sintese de fitoquelatinas e para sua funcdo antioxidante (SETH
etal., 2011).

Em plantulas de girassol foi relatada a presenga de um nivel elevado de
cinarina, composto fendlico que apresenta tanto efeitos antioxidantes quanto
antiglicolitico, tornando girassol uma escolha de alimento com beneficios
potenciais para os pacientes diabéticos. A uma concentracdo de 1,0 mg mL™, a
velocidade de inibicdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) foi de
83,29%, o0 que é mais forte do que a da aminoguanidina (1,0 mM), um
conhecido agente antiglicolitico sintético (com uma taxa de inibi¢do de 80,88%)
(SUN et al., 2012).

Além desses aspectos importantes da cultura do girassol, ele apresenta
caracteristicas agrondmicas importantes, como maior resisténcia a seca, ao frio e
ao calor do que a maioria das espécies cultivadas no Brasil. Também apresenta
ampla adaptabilidade as diferentes condi¢Ges edafoclimaticas e seu rendimento é
pouco influenciado pela latitude, altitude e fotoperiodo (CASTRO et al., 1997).

Quanto aos aspectos morfoldgicos do girassol o seu caule é ereto,
geralmente ndo ramificado, com altura variando entre 1,0 a 2,5 m e com cerca de
20 a 40 folhas por planta. A inflorescéncia é composta por flores sésseis,
condensadas em receptaculo comum discoide e rodeada por um invélucro de

bracteas, formando na parte superior do caule, o capitulo, apresentando diversas
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formas que vdo desde cbncavo, convexo ou plano, e onde se desenvolvem as
sementes, denominadas aquénios. O sistema radicular é pivotante e bastante
ramificado e, ndo havendo impedimentos quimicos ou fisicos, explora grande
profundidade de solo, absorvendo agua e nutrientes onde outras plantas
normalmente ndo alcancam. Entretanto, é sensivel a solos compactados,
apresentando baixa capacidade de penetragédo, o que pode inibir seu crescimento
em profundidade (CASTRO et al., 1997; NEUMANN et al., 2009).

O ciclo vegetativo do girassol varia entre 90 a 130 dias, dependendo da
cultivar, da época de semeadura e das condi¢cBes ambientais caracteristicas de
cada regido e ano, sendo assim favoravel para participar como alternativa no
sistema de rotacdo de culturas, possibilitando a semeadura do milho ou da soja
apos sua colheita. Em média, 60 dias apds a semeadura ocorre o florescimento,
possibilitando a fecundacdo cruzada (alégama), sendo que esta é feita por
insetos, particularmente por abelhas (CASTRO et al., 1997; LEITE;
BRIGHENTI; CASTRO, 2005; SILVA; FREITAS, 2008).

O cultivo do girassol visando a producdo de Oleo para biocombustivel
deve ser realizado em época mais favoravel para a semeadura, sendo realizada
nos meses de agosto e setembro, pois uma mesma cultivar pode variar o teor de
6leo (36 a 42%) a depender da época de semeadura (SILVA; FREITAS, 2008).

Com relacdo aos aspectos genéticos, houve estreitamento da base
genética do girassol devido aos varios anos de selecdo e domesticacdo, o que
reduziu sua diversidade, quando comparado aos materiais selvagens
(NOORYAZDAN et al., 2011). Além disso, os fenbmenos de agrupamento
evolutivo entre gendtipos foram menos intensos nessa cultura, conforme
acreditam muitos pesquisadores (FUSARI et al., 2008).

A complexidade do rendimento de gréos nas culturas varia em fungéo de
varios componentes agromorfolégicos associados a produtividade e as suas
interagbes com o ambiente (CHIKKADEVAIAH; SUJATHA; NANDINI,
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2002). Para aumento na eficiéncia de selecdo, a magnitude da variacdo
fenotipica e correlagdes entre caracteristicas, sdo consideradas essenciais para
sucesso e aumento da produtividade, além das variacdes entre populagdes sobre

influéncia ambiental na expressao das caracteristicas (GOMES et al., 2007).

2.2, Cultivar

Cultivar é a variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior
que seja claramente distinguivel de outras cultivares conhecidas por margem
minima de descritores, por sua propria denominacdo, que seja estavel e
homogénea quanto aos descritores por meio de geragGes sucessivas e que possa
ser usada pelo complexo agroflorestal, descrita em publicacdo especializada
disponivel e acessivel ao puablico, assim como a linhagem componente de
hibridos (BRASIL, 1997).

Os descritores, ou caracteristicas utilizadas para caracterizar cultivares
sdo proprios de cada espécie e leva em conta a sua anatomia, fisiologia,
comportamento entre outros aspectos. Além de atributos técnicos, outras
informacbes que norteiam os trabalhos de melhoramento vegetal, como
caracteristicas importantes para o mercado, podem ser incluidas como
descritores (AVIANI; SANTOS, 2011).

A identificacdo de cultivares é de fundamental importancia no controle
de qualidade de sementes e na crescente necessidade de protecdo de cultivares.
Com a aprovacdo da Lei de Protegdo de Cultivares, n°® 9.456, sancionada no
Brasil em 25 de abril de 1997, tornou-se possivel proteger as variedades vegetais
desenvolvidas nos programas de melhoramento genético (BRASIL, 1997;
MENEZES et al., 2008).
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2.3.  Espectroscopia no infravermelho préximo

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica importante
na analise organica qualitativa, sendo amplamente utilizada na area de quimica
de produtos naturais, sintese e transformagdes organicas. Entre as regides de
infravermelho existentes, o infravermelho proximo (NIR) € o nome dado a
regido do espectro eletromagnético imediatamente superior a regido do visivel
em termos de comprimento de onda, ou seja, é a mais proxima da regido do
visivel (LIMA; BAKKER, 2011).

A primeira descri¢do do espectro de infravermelho préximo, realizada
por William Herschel, ocorreu no ano de 1800 (MCCLURE, 2003). Somente em
1965, foi utilizada pela primeira vez em aplicaces agricolas, por Norris para
medir o teor de 4gua em graos (BEN-GERA; NORRIS, 1968).

A espectroscopia no infravermelho proximo é uma espectroscopia
vibracional que emprega radiacdo eletromagnética na faixa de energia de 2,65 x
10" a 7,96 x 10% J, a qual corresponde & faixa de comprimentos de onda de
750 a 2.500 nm (ou nimeros de onda de 13.300 a 4.000 cm™). A intensidade da
absor¢do da radiagdo NIR por um sistema é proveniente da variacdo do
momento de dipolo, sendo a frequéncia da radiacdo absorvida idéntica a da
oscilacdo do dipolo. Por apresentarem alta anarmonicidade e grande momento
de dipolo, as principais bandas de absorcdo na regido do infravermelho préximo
sdo relacionadas a sobretons e bandas de combinagao das transi¢fes vibracionais
fundamentais dos grupos: C-H, N-H, O-H e S-H (SOUZA et al., 2013).

A quantidade de luz absorvida é proporcional & concentragdo do
composto de acordo com a lei de Beer em dispersdo nos meios, tais como
compostos agricolas. Existem dois modos de medicao basicos ou tradicionais na
tecnologia de NIR para andlise agricola: transmitancia e refletancia. No modo de

transmitancia, a radiagdo incide na amostra e uma fragao desta é absorvida pelos
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compostos organicos, enquanto que a fragdo restante passa através da amostra e
é medida por um sensor. As medidas de refletancia sdo baseadas na deteccdo da
radiacdo refletida de forma difusa que penetra a uma profundidade de uns
poucos milimetros na amostra (AGELET et al., 2012).

Essa técnica, junto aos demais métodos espectroscOpicos modernos,
como a ressonancia magnética nuclear, espectroscopia na regido do ultravioleta
visivel e espectrometria de massas, constituem hoje os principais recursos para a
identificacdo e elucidacdo estrutural de substancias organicas. Além disso, sdo
de alta relevancia na determinacdo da pureza e quantificagdo de substancias
organicas, bem como no controle e acompanhamento de reagdes e processos de
separacgdo. Essa tecnologia oferece a vantagem de realizar analise ndo destrutiva
de maltiplas caracteristicas em um tempo relativamente curto. Em geral, o uso
dessa tecnologia no setor agricola tem aumentado nos ultimos 20 anos, sendo
utilizada para analisar a composicdo de produtos agricolas. Esse crescimento
ocorreu devido as implementacBes de melhor hardware e de menor custo, junto
a necessidade de controle de produtos desse setor e as investigacfes sobre novos
usos, da melhoria e da qualidade desses (AGELET et al., 2012).

Nos dltimos anos, o infravermelho proximo (NIR) ganhou ampla
aceitacdo em diferentes campos em virtude de suas vantagens em relacdo a
outras técnicas analiticas. Um diferencial dessa analise é a sua capacidade de
gravar espectros para amostras solidas e liquidas, sem qualquer pré-tratamento.
Essa caracteristica faz com que seja atraente para a rapida caracterizacéo, de
produtos naturais e sintéticos. As economias de custos de medigdes NIR
relacionadas com a melhoria do controle e qualidade do produto sdo muitas
vezes alcancadas e pode fornecer resultados significativamente mais rapidos em
comparacdo com a andlise laboratorial tradicional. Em processos descontinuos, o
NIR permite que varias estimativas de qualidade sejam executadas dentro de um

ciclo de produgdo em oposicdo a um unico lote final de andlise. Portanto, essa
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técnica tem a capacidade de revelar potenciais problemas no inicio do processo e
promover acdes corretivas, desse modo possuindo vantagens particulares no
caso em que a seguranga € um fator. Além disso, por exemplo, 0s aspectos de
seguranca podem ser vistos como uma das vantagens devido as intrinsecas
sondas de medicdo segura e fibras Opticas. Portanto, a espectroscopia NIR tem
sido cada vez mais adotada como ferramenta analitica em diferentes campos
durante os Ultimos anos, por exemplo, na industria petroquimica, farmacéutica,
setores do meio ambiente, clinica, agricola, alimentagdo e biomédica (XIAOBO
et al., 2010).

Na literatura sdo verificados alguns trabalhos relativos ao uso do NIR
em culturas agricolas, como para verificar a composi¢ao quimica individual de
sementes de feijdo (HACISALIHOGLU; LARBI; SETTLES, 2010). Neste
estudo foi possivel detectar os principais constituintes nutricionais das sementes
de acordo com o seu peso individual. Em outro estudo relacionado a detecgéo de
sementes cheias, vazias e infestadas por insetos de trés espécies de Larix, Larix
decidua Mill, Larix gmelinii Rupr e Larix sukaczewii Dyl, pelo NIR, foi
observada a utilizacdo dessa técnica com a finalidade de obter lote de sementes
dessas espécies com melhor qualidade, diferenciando aquelas bem formadas
daquelas que apresentaram defeitos e essas diferencas estavam relacionadas ao
conteudo de lipidios e proteinas presentes nas sementes (TIGABU; ODEN,
2004).

Foi possivel pelo uso do NIR detectar sementes de beterraba agucareira
com maior peso, isso auxilia a obtencdo de um maior estante inicial dessa
variedade (MUKASA; ABE; TAGUCHI, 2005).

Com o intuito de desenvolver uma metodologia analitica ndo destrutiva
para determinacdo do teor de acUcar total em amostras de café cru a
espectroscopia no infravermelho préximo combinada com o método de

calibracdo multivariada (PLS) foi uma técnica facil e rapida nessa determinacg&o.
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Os modelos de regressdo construidos apresentam melhor desempenho quando
foram empregadas as transformac6es Kubelka-Munk e a correcdo multiplicativa
de sinal (MSC) nos dados escalados pela variancia. As principais vantagens do
método proposto quando comparado com o método tradicional gravimétrico séo
reducdo do tempo de analise, pouca manipulacdo das amostras, diminuicdo de
residuos quimicos e reducédo do custo de analise (MORGANO et al., 2007).

O método de espectroscopia NIR fornece um meio confidvel, preciso,
rapido e ndo destrutivo para estimar a concentracdo de 6leo, proteinas e acidos
graxos da composicdo de sementes de Jatropha curcas. Além disso, pode ser
aplicado com sucesso para a selecdo de sementes de diferentes origens de J.
curcas para programas de melhoramento genético (VAKNIN et al., 2011).

A espectroscopia NIR ja vem sendo utilizada ha algum tempo no estudo
de sementes de girassol para diversas finalidades, por exemplo: determinar éleo,
proteina, agua e teor de fibra (KAFFKA et al., 1982); determinacdo ndo
destrutiva da composicdo de acidos graxos (SATO et al., 1995); determinacao de
tocoferdis e fitoesterdis (GOTOR et al., 2007); determinacdo de acido oleico
(CANTARELLI et al., 2009); controle da qualidade da semente (GONZALEZ-
MARTIN et al., 2013) entre outros.

Outra area em gue 0 método da espectroscopia de infravermelho é muito
utilizado é na analise de alimentos. A avaliagcdo realizada pelo NIR tem
auxiliado na predigdo de atributos de varios pardmetros sensoriais, COmo no caso
de sementes e pericarpo de uva pelos aspectos de sabor (acidez), textura
(adstringéncia, intensidade tanico, secura e dureza), visual (cor) e olfativo
(intensidade e tipo de aroma) (FERRER-GALLEGO; HERNANDEZ-HIERRO;
RIVAS-GONZALO, 2013).
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2.4, Analise multivariada

A andlise de dados é uma parte importante em todo experimento, sendo
univariada quando somente uma variavel é medida sistematicamente para varias
amostras. Ha muito tempo a estatistica univariada vem sendo aplicada a
problemas quimicos, mas a sua utilizacdo tornou-se limitada. Nas Ultimas
décadas, a analise multivariada foi introduzida no tratamento de dados quimicos
(SENA et al., 2000).

Os métodos multivariados sdo escolhidos de acordo com os objetivos da
pesquisa, pois se sabe que a multivariada é uma analise exploratdria de dados,
prestando-se a gerar hipdteses, e ndo tecer confirmacgdes a respeito dos dados, 0
que seria uma técnica confirmatdria, como nos testes de hipétese, nos quais se
tem uma afirmacéo a respeito da amostra em estudo, embora, as vezes, possa ser
utilizada para confirmacédo dos eventos (HAIR et al., 2009).

O modelo estatistico dos métodos multivariados considera a correlacao
entre muitas variaveis analisadas simultaneamente, permitindo a extracdo de
uma quantidade muito maior de informacdo (SENA et al., 2000). Entre esses
métodos tém-se a analise de componentes principais (PCA - do inglés “Principal
Component Analysis”) e regressdo por minimos quadrados parciais (PLS - do
inglés “Partial Least Squares”).

A regressdo PLS é uma técnica recente que generaliza e combina
recursos de analise de componentes principais e de regressao multipla. Seu
objetivo é prever ou analisar um conjunto de variaveis dependentes dentro um
conjunto de variaveis ou preditores independentes. Essa previsdo é obtida por
meio da extracdo dos preditores de um conjunto de fatores ortogonais chamados
variaveis latentes que tém o melhor poder de previsdo (ABDI, 2007).

A PLS fornece uma solucdo reduzida, o que é estatisticamente mais

robusta do que a regressdo linear maltipla e é particularmente atil quando um
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grande nimero de variaveis de previsao intercorrelacionados e/ou ruido estdo
presentes. A PLS provém de um conjunto de parcelas (pontuagdes e cargas) que
fornecem informagdes sobre as estruturas de correlacdo das varidveis e
semelhancas estruturais/diferencas entre os compostos. Na sua forma mais geral,
PLS cria vetores de pontuacdo (também chamados de vetores latentes ou
componentes), maximizando a covariancia entre diferentes conjuntos de
variaveis. No caso de variaveis correlacionadas X, ha um risco substancial de
"overfitting", isto € a obtencdo de um modelo bem justo, com pouca ou
nenhuma capacidade de previsdo. Assim, um teste rigoroso para o significado de
cada um dos componentes PLS é necessario e, em seguida, para quando 0s
componentes sdo insignificantes. Em um conjunto de dados com um grande
namero de variaveis X, é essencial selecionar um subconjunto de variaveis que é
realmente importante. A PLS recebeu uma grande atengdo no campo da
qguimiometria. O algoritmo tornou-se uma ferramenta padrdo para o
processamento de uma ampla gama de problemas de dados quimicos,
particularmente para Estrutura Quantitativa - RelagBes Atividades (QSAR)
(ROY; ROY, 2008).

Para prever amostras desconhecidas, recentemente, passou a Ser
utilizada a PLS-DA que é um método que trabalha com a constru¢do de um
modelo de calibragdo multivariada PLS, por meio da regressdo parcial dos
minimos quadrados. Quando as amostras sdo conhecidas, € possivel obter o grau
de ajuste de um modelo e oferece a possibilidade de uma classificagdo grafica
por meio de uma trama de pontuacdo PLS. A PLS-DA é uma ferramenta
importante multivariada, que foi usada como ferramenta de calibragdo ha alguns
anos. Mais recentemente, a PLS teve novas aplicagdes, por exemplo, como uma
ferramenta de classificacdo, por meio de PLS-DA, a partir do qual um modelo
obtido classifica grupos de diferentes categorias (MONFERRERE et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio Central de Sementes, do
Departamento de Agricultura, e na Usina de Biodiesel, do Departamento de
Engenharia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, nos anos
de 2014 e 2015. Foram utilizadas sementes de girassol, com e sem pericarpo, de
trés cultivares: BRS 324 (Embrapa soja - Parand), NUSOL 2100 e NUSOL 2500
(Atlantica Sementes S.A. - Parand). A cultivar BRS 324 possui alto teor de éleo,
45 a 49%, (CARVALHO et al., 2013), a Nusol 2100 ¢é convencional e a Nusol
2500 ¢ alto oleico, com contetdo de &cido oleico entre 82 a 87 % (NUSEED,
2016).

Para caracterizacdo do perfil dos lotes, foi determinado o teor de agua
das sementes e teste de germinacdo, seguindo as recomendacgdes das Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) e vigor.

As sementes foram homogeneizadas e divididas em divisor de solo,
acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em camara fria (£10 °C e 45%

de umidade relativa).

3.1.  Caracterizacdo do perfil de qualidade dos lotes

Determinacéo do teor de agua — foi realizada pelo método da estufa, a 105 °C
por 24 horas, com duas repeti¢Ges de 4,5 g por cultivar, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) e o0s resultados expressos em

porcentagem com base no peso Umido.

Teste de germinacdo — foram utilizadas quatro repeticGes de 50 sementes,
semeadas em rolo de papel germitest, umedecido com 2,5 vezes 0 peso seco dos

papéis em agua destilada, e foram mantidas em germinador a 25 °C, realizando-
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se a primeira contagem no quarto dia e a Gltima aos dez dias ap6s a semeadura,

computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Emergéncia em bandeja - a semeadura foi realizada em substrato terra e areia
na proporcdo volumétrica de 1:2, em bandejas plasticas. Foram utilizadas quatro
repeticoes de 50 sementes por cultivar e 0s resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais ao décimo dia ap6s a semeadura.
Concomitante, ao teste de emergéncia foi realizado o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), computando-se diariamente o nUmero de plantulas

emergidas, calculado pela formula proposta por Maguire (1962).

Envelhecimento acelerado — foi utilizada a metodologia proposta pela
Association of Official Seed Analysis - AOSA (1983), em que as sementes
foram distribuidas sobre tela de aluminio fixada em caixas plasticas tipo gerbox,
contendo 40 mL de agua destilada e acondicionadas em incubadoras tipo B.O.D.
a 42 °C, durante 48 horas. Apos esse periodo, quatro repeticGes de 50 sementes
foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme descrito anteriormente e

realizada contagem de plantulas normais aos quatro dias apds a semeadura.

3.2.  Extragao e teor de 0leo

Para obtencdo e quantificacdo do Oleo foram empregadas quatro
repeti¢Bes por tratamento, sendo esse extraido de sementes com e sem pericarpo,
de cada cultivar. Foram utilizadas 100 gramas de sementes de girassol secas e
trituradas, as quais foram depositadas em baldo de fundo redondo e boca
esmerilada de 500 mL. Foram adicionados 200 mL de hexano até cobrir as
sementes e levados para refluxar. Ap6s 24 horas, o material foi filtrado,

descartando o solido e a fase liquida foi evaporada em um evaporador rotatorio
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Buchi-144, sob presséo reduzida. O 6leo obtido de cada tratamento foi colocado
em estufa a aproximadamente 35 °C por 24 horas, para a completa evaporacdo
do solvente e em seguida realizou-se pesagem, em gramas de 6leo por grama de

sementes secas e trituradas.

3.3.  Espectroscopia no infravermelho préximo

Para andlise de espectroscopia no infravermelho em sementes foram
utilizadas 100 sementes com pericarpo e 100 sementes sem pericarpo,
totalizando 200 sementes de cada cultivar. As sementes foram colocadas inteiras
no equipamento e cada uma representava uma amostra. Para a analise de dleo
utilizou-se 35 amostras de 6leo extraido de sementes com pericarpo e 35
amostras de Oleo extraido de semente sem pericarpo, em que cada amostra
continha um mL. O o6leo foi colocado em tubo vail, para leitura no equipamento
e cada tubo representava uma amostra.

As amostras foram submetidas a analise de espectroscopia de
infravermelho préximo e os espectros foram gerados por meio do detector FT-IR
(Fourier-Transform Near-Infrared), acoplado ao equipamento Tensor 27 da
Bruker®. O software utilizado no equipamento foi o OPUS_Spectroscopy
version 6, do mesmo fabricante. A resolucgéo utilizada foi de 8 cm™, tempo de
varredura 256 scan, na amplitude de 2451 a 3231 e posi¢do de 60931 a 61042,
de acordo para cada analise, e espectro de absorbancia de comprimento de onda
entre 10000 e 4000 cm™.

O espectrofotdmetro coletou 256 leituras para cada medida de
absorbancia por amostra, que produziram um espectro médio constituindo o

banco de dados de leituras para cada amostra.
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3.4, Analise multivariada

Para a construcdo do modelo de calibragdo foi utilizado o método de
classificacdo multivariada por regressdo de minimos quadrados parciais com
analise discriminante (PLS-DA), com o auxilio do programa estatistico
Chemoface® versdo 1.6 (NUNES et al., 2012), em que as classes (y) sdo as
varidveis dependentes e os espectros NIR obtidos dessas amostras as variaveis
independentes (ABDI, 2003).

Para a construcdo do modelo de calibracdo realizou-se o pré-
processamento dos nimeros de onda por correcdo multiplicativa de sinais e 0s
dados foram ajustados excluindo-se os espectros de nimero um a trezentos, pois
essa regido espectral confere apenas ruidos e ndo produz informac@es relevantes
(DECKER; NIELSEN; MARTENS, 2005).

Otimizou-se o0 modelo pela escolha do nimero de variaveis latentes com
base na porcentagem de classificaces corretas, e por validacdo cruzada, em que
se utiliza as mesmas amostras do conjunto de calibracdo, mas separa-se uma
amostra (leave-one-out) e constréi-se 0 modelo com as restantes e calcula-se o
erro de previsdo para a amostra que ficou de fora, assim esse processo € repetido
até gue todas as amostras tenham ficado de fora uma vez.

A porcentagem de acerto na diferenciacdo das cultivares foi o parametro
utilizado para avaliacdo do modelo de classificagdo. O teste de randomizacéo de
y (y-randomization) também foi utilizado para avaliacdo da qualidade dos
ajustes aplicados aos modelos, em que se utiliza as mesmas amostras do
conjunto de calibragdo, selecionando ao acaso as classes y para construir o
modelo. Se realmente x descreve y, o0 erro de previsdo desse modelo deve ser
ruim, ou seja, quanto maior o porcentual de acerto do teste de y-randomization,

mais robusto é o modelo criado.
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Para validagdo externa do modelo foram utilizadas amostras de um

grupo teste, que sdo representadas por 25% do nimero de amostras originais que

foram selecionadas pelo método kennard-stone selection, as quais ndo estavam

incluidas no grupo de amostras de calibracdo (correspondentes aos 75% das

amostras restantes). O desempenho do modelo também foi avaliado por meio da

porcentagem de classificagdes corretas para as amostras de teste.

Na Figura 1 esta representado o fluxograma da metodologia utilizada.

Figura 1 - Fluxograma da metodologia.
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4.1,  Caracterizagdo do perfil de qualidade dos lotes

A caracterizacdo do perfil das cultivares de girassol esta representada na

Tabela 1, onde se pode notar que todas as cultivares apresentam-se com

diferentes niveis de qualidade, sendo a cultivar Nusol 2100 a que obteve maiores

valores para os testes de germinagéo e vigor.

Tabela 1 - Caracterizacdo do perfil da qualidade das cultivares de girassol. Teor
de agua (%U), porcentagem de germinagdo (%G), primeira contagem
(PC), porcentagem de emergéncia (%E), indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e envelhecimento acelerado (EA), com os

respectivos desvios padréo.

Cultivar %U %G PC(%) %E IVE  EA(%)
BRS 324 0,73 (7?(?2) (4?52) (5?717) (ggg) (2?552)
Nusol 2100 6,61 (52,333) (4?156) (15,19) (ffé) (4?23)
Nusol 2500 7,04 (8?273) (9?31) (6:,353) (;zﬁll) (81,3?0)

Os valores médios do teor de 6leo das sementes de girassol para cada

cultivar estdo representados na Tabela 2. Sdo observados menores teores de 6leo

extraido de sementes com pericarpo quando comparado ao extraido de sementes

sem pericarpo. Isso se deve ao fato que quando se utiliza sementes com

pericarpo tem-se mais matéria seca presente na massa de extracdo do 0leo.
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Tabela 2 - Teor de dleo de cultivares de girassol extraidas de sementes com
pericarpo e extraido de sementes sem pericarpo, com 0s respectivos
desvios padréo.

Cultivar Com Pericarpo Sem Pericarpo

BRS 324 49,02% (0,54%) 58,73% (0,86 %)
Nusol 2100 37,20% (0,51%) 43,08% (1,92%)
Nusol 2500 36,00% (1,04%) 43,13% (3,09%)

4.2.  Diferenciacdo de cultivar por espectroscopia NIR

As principais bandas de absorcdo na regido do infravermelho préximo
sdo relacionadas aos sobretons e bandas de combinacdo das transi¢Ges
vibracionais fundamentais dos grupos: C-H, N-H, O-H e S-H (SOUZA et al.,
2013), portanto ndo seletivo (a sua intensidade é 10-50 vezes menos do que as
correspondentes bandas do infravermelho médio) e pouco utilizado para a
interpretacdo e elucidacdo espectral. Contudo, a analise multivariada pode ser
aplicada e modelos de quantificacdo podem ser obtidos a partir da
espectroscopia NIR (WESTAD; SCHMIDT; KERMIT, 2008).

As cultivares de girassol foram diferenciadas por meio da técnica de
espectroscopia no infravermelho préoximo e da analise multivariada (PLS-DA)
por meio do Gleo, extraido de sementes com pericarpo e sem pericarpo, e da
semente, com e sem pericarpo. O modelo utilizado para discriminagdo das
cultivares de girassol apresentou um bom desempenho, pois obteve alto
porcentual de sucesso para calibracdo, validacdo cruzada, teste de y-
randomization, e teste de validacdo externa. O nimero de variaveis latentes
necessarias para o modelo foi de 10 para o Gleo extraido de semente com
pericarpo, 7 para o 6leo extraido de sementes sem pericarpo e 21 para as
sementes com e sem pericarpo. Os resultados do sucesso da calibracdo e da

validacdo do modelo estéo representados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Pardmetros de desempenho do modelo PLS-DA para diferenciacdo
de cultivares de girassol por o6leo, extraido de sementes com
pericarpo e extraido de sementes sem pericarpo, e semente, com e
sem pericarpo.

OLEO
Acerto (%)
Com Pericarpo Sem Pericarpo
Calibracéo 100 100
Calibracéo (y-randomization) 100 92
Validacdo cruzada 95 86
Teste (validagdo externa) 88 92
SEMENTE
Acerto (%)
Com Pericarpo Sem Pericarpo
Calibracao 100 100
Calibracéo (y-randomization) 89 87
Validacdo cruzada 99 100
Teste (validagdo externa) 100 100

A porcentagem de acerto na calibracdo refere-se as 105 amostras totais
para 6leo e 300 amostras totais para sementes menos 0s 25% que foram retirados
para teste de validacdo externa. A porcentagem de acerto da validagdo cruzada
refere-se ao teste em que se retira uma amostra e testa 0 modelo inGmeras vezes,
e a calibracdo do y-radomization € o teste em que se embaralham as classes e
testam-se as amostras. Além dessa analise, ainda se testa os 25% das amostras
restantes para validar o modelo.

O acerto da diferenciacdo das cultivares por 6leo e sementes pode ser
representado também pelo ndmero de amostras classificadas corretamente pela
validacdo cruzada, as quais podem ser observadas na Tabela 4. Observa-se ainda
a alocacdo de cada amostra classificada incorretamente. Como a validagdo

cruzada é um dos testes que comprova o ajuste da calibracdo do modelo, por
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esses dados ha uma confirmacdo que as cultivares foram diferenciadas com suas

amostras classificadas dentro de cada classe (cultivar).

Tabela 4 - NGmero de amostras, 6leo e sementes, classificadas corretamente
pela validacdo cruzada para cada cultivar de girassol pelo modelo

PLS-DA.
OLEO - COM PERICARPO
BRS NUSOL NUSOL Total Classificadas
324 2100 2500 corretas (%)
BRS 324 29 1 30 97
NUSOL 2100 24 2 26 92
NUSOL 2500 1 22 23 96
OLEO - SEM PERICARPO
BRS NUSOL NUSOL Total Classificadas
324 2100 2500 corretas (%)
BRS 324 26 26 100
NUSOL 2100 20 4 24 83
NUSOL 2500 7 22 29 76
SEMENTE - COM PERICARPO
BRS NUSOL NUSOL Total Classificadas
324 2100 2500 corretas (%)
BRS 324 92 1 93 99
NUSOL 2100 68 68 100
NUSOL 2500 64 64 100
SEMENTE - SEM PERICARPO
BRS NUSOL NUSOL Total Classificadas
324 2100 2500 corretas (%)
BRS 324 84 84 100
NUSOL 2100 61 61 100
NUSOL 2500 80 80 100

Na Figura 2 pode-se observar a representacdo grafica da discriminacéo
das cultivares de girassol por 6leo, extraido de sementes com pericarpo e

extraido de sementes sem pericarpo, e sementes, com e sem pericarpo. Observa-
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se que em cada gréafico, as amostras de cada cultivar apresentam-se em grupos

distintos, representadas por cores diferentes.

Figura 2 - Mdltiplas plotagens de pontuagbes da PLS-DA para ensaios das
amostras de 6leo extraido de sementes com pericarpo (A), de éleo
extraido de semente sem pericarpo (B), de sementes com pericarpo
(C) e de sementes sem pericarpo (D) das cultivares de girassol.
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extraido a partir de sementes com
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pericarpo das sementes sem pericarpo, obtendo altos porcentuais de acerto para

os parametros de desempenho do modelo PLS-DA. O nimero de variaveis
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latentes necessarios para 0 modelo foi de 5 para o 6leo, para as trés cultivares,
19 para as sementes da cultivar Nusol 2100 e Nusol 2500 e 21 para as sementes
da cultivar BRS 324 (Tabela 5).

Tabela 5 - Pardmetros de desempenho do modelo PLS-DA para diferenciacdo
de bleo extraido de sementes com pericarpo do extraido de sementes
sem pericarpo e diferenciacdo de sementes com pericarpo das
sementes sem pericarpo de cada cultivar de girassol.

OLEO
Acerto (%)
BRS 324 Nusol 2100 Nusol 2500
Calibracao 100 100 100
Calibragdo (y-randomization) 97 98 99
Validagdo cruzada 100 98 98
Teste (validagdo externa) 100 100 100
SEMENTE
Acerto (%)
BRS 324 Nusol 2100 Nusol 2500
Calibracao 100 100 100
Calibracéo (y-randomization) 88 95 94
Validacao cruzada 98 100 100
Teste (validacdo externa) 100 100 100

A porcentagem de acerto na calibracdo refere-se as 75 amostras totais
para o0 Oleo e 200 amostras totais para sementes menos 0s 25% que foram
retirados para teste de validag&o externa.

O acerto da diferenciagdo de 6leo extraido de sementes com pericarpo
do dleo extraido das sementes sem pericarpo e de sementes com pericarpo das
sementes sem pericarpo pode ser representado também pelo nimero de amostras
classificadas corretamente para cada tratamento pela validacdo cruzada, as quais
podem ser observadas na Tabela 6. Observa-se ainda a aloca¢éo de cada amostra

classificada incorretamente.
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Tabela 6 - Numero de amostras, dleo (extraido de sementes com pericarpo e
extraido de sementes sem pericarpo) e sementes (com e sem
pericarpo), classificadas corretamente pela validagdo cruzada para
cada cultivar de girassol pelo modelo PLS-DA.

OLEO - BRS 324

CP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 30 30 100
SP 23 23 100
OLEO - NUSOL 2100
CP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 28 28 100
SP 1 24 25 96
OLEO - NUSOL 2500
CpP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 24 24 100
SP 1 28 29 96
SEMENTE - BRS 324
CpP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 97 3 100 97
SP 50 50 100
SEMENTE - NUSOL 2100
CpP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 100 100 100
SP 50 50 100
SEMENTE - NUSOL 2500
CP SP Total Classificadas corretas (%)
CP 97 97 100
SP 53 53 100

CP = Com Pericarpo; SP = Sem Pericarpo

Na Figura 3 pode-se observar a representacdo gréafica da discriminacéo
das amostras de 6leo extraido de sementes com pericarpo das extraidas de
sementes sem pericarpo e das amostras de semente com pericarpo das sem
pericarpo de cada cultivar. Observa-se que nas sementes é possivel verificar uma

melhor discriminacgdo, pois a composicdo quimica do pericarpo é diferente do
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embrido. Observa-se que em cada grafico, as amostras de Oleo extraido de
sementes com pericarpo € Sem pericarpo apresentam-se agrupadas
separadamente, representadas cada por uma cor. O mesmo é observado para as

amostras de sementes.

Figura 3 - Multiplas plotagens de pontuacdes da PLS-DA para ensaios das
amostras de 6leo de girassol das cultivares Nusol 2100 (A), Nusol
2500 (C) e BRS 324(E) e das amostras de sementes das cultivares
Nusol 2100 (B), Nusol 2500 (D) e BRS 324 (F).
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Do mesmo modo como este trabalho, Monferrere et al. (2012) obtiveram
diferenca entre as sementes de girassol pelos niveis de conteido oleico: baixo
oleico (< 25% w/w 4cido oleico), médio oleico (entre 26% e 76% w/w) e alta
oleico (>77% wiw acido oleico) utilizando a espectroscopia infravermelho
proximo de refletancia difusa (NIRDRS) e andlise multivariada de dados por
PCA, CA, LDA, e PLS-DA. A PLS-DA foi o método que obteve a melhor
capacidade de analise grafica e discriminante, devido a sua capacidade de
reconhecer os trés grupos separados. O método NIRDRS-PLS tem a vantagem
de ndo requerer analise cromatografica para gerar a matriz de concentracgdes,
obtendo assim o espectro de infravermelho que pode resultar na classificacéo
rapida e econdmica de variedades de sementes de girassol (MONFERRERE et
al., 2012).

Na avaliacdo da aplicacdo da tecnologia de espectroscopia de
infravermelho préximo para o controle de qualidade de sementes de girassol
direto do agricultor e de silo de armazenagem, Gonzalez-Martin et al. (2013)
alcancaram resultados que comprovam que o método analitico empregando
espectroscopia no infravermelho proximo pode ser utilizado como uma
ferramenta rapida e ndo destrutiva para a determinacdo de umidade, gordura e
conteido alto ou baixo de acido oleico em amostras de sementes de girassol. O
modelo discriminante permitiu a classificagdo de sementes de girassol com alto
ou baixo teor de &cido oleico, com uma taxa de previsdo de 90,5% para
validacdo interna e de 89,4% para validacdo cruzada, taxas semelhantes as
encontradas para diferenciacdo de cultivares deste trabalho.

Precisdo semelhante para validagio do modelo também foram
registrados por Wang et al. (2003), em que as sementes de soja saudaveis e com
dano fungico foram facilmente classificadas usando o modelo PLS com a
espectroscopia NIR, a precisdo da classificagdo foi mais de 99% quando a regido

de comprimento de onda foi de 490-1690 nm. Para a discriminagdo entre 0s
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varios tipos de danos flngico obteve precisdes de 100, 99, 84, 94, e 96% para a
validacdo, correspondendo a sementes sadias, Phomopsis, C. kikuchii, mosaico
do virus de soja, e sementes danificadas e com mildio, respectivamente.

Pande e Mishra (2015) por meio da técnica de espectroscopia FT-NIR
associada a analise multivariada de PLS desenvolveu um modelo, utilizando a
regido espectral 4000-12000 cm™, para determinar o nivel de &cido fitico em
sementes de Vigna radiata, obtendo valores de R? de 97% para validacio e 96%
para validagdo cruzada.

Seo et al. (2016) concluiram que a técnica FT-NIR associada a analise
multivariada de PLS-DA sao valiosas para a classificacdo de sementes viaveis e

inviaveis de Capsicum annuum (pimenta) com precisdo de 90,5%.

4.3.  Correlacdo espectro-estrutura por infravermelho préximo para a

semente

Os espectros obtidos das sementes de girassol com pericarpo e sem
pericarpo apresentaram um padrao espectral semelhante em relacéo aos picos de
absorbancia, o que era esperado, pois se trata da mesma espécie (Figura 4). A
maioria das absorcdes foram observadas entre a faixa de 7000 a 4000 cm™, que
foram atribuidas para as bandas de combinagdo dos grupos funcionais -C=0, -
NH, -CH, e C-C (MECOZZI; PIETROLETTI; TORNAMBE, 2011).
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Figura 4 - Representacdo dos espectros no infravermelho proximo obtidos de
sementes com pericarpo (A) e sem pericarpo (B) das trés cultivares
de girassol.
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Porém, os espectros obtidos de sementes com pericarpo sdo diferentes
dos espectros das sem pericarpo, isso € explicado pelo fato do infravermelho
préximo possuir comprimento de onda longo, que caracteriza a frequéncia e
energia como relativamente baixas (LEITE; PRADO, 2012), o que ndo facilita a
penetracdo da radiacdo no objeto em estudo. Portanto, nas sementes com
pericarpo, que na verdade é um fruto seco tipo aquénio, a radiacdo infravermelha
¢ absorvida apenas no pericarpo, sendo necessaria a retirada desse para a
aquisicdo dos espectros da semente propriamente dita.

A radiacdo no infravermelho, quando absorvida pelas ligacdes entre os
atomos de determinada molécula, provoca movimentos de distenséo, de rotagdo
e vibratorios, que sdo especificos para cada tipo de ligagdo covalente presente.
Os espectros resultantes dessa absorcdo podem ser utilizados para identificar
compostos puros ou compostos complexos, pois as curvas espectrais do
composto no infravermelho préximo podem ser comparadas a uma “impressao
digital” do composto (VOGEL, 1992).

A moderna analise NIR envolve a aquisi¢do rapida de grande nimero de

valores de absorcdo para uma faixa espectral selecionada. A informagao contida
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na curva espectral é entdo utilizada para prever a composicdo quimica da
amostra extraindo-se as variaveis apropriadas de interesse (XIAOBO et al.,
2010).

Por meio da representacdo grafica dos espectros e suas faixas espectrais
é possivel determinar os provaveis grupos funcionais quimicos presentes na
semente de girassol (Tabela 7). Essa correlagdo é realizada com o auxilio do
livro Practical Guide and Spectral Atlas for Interpretive Near-Infrared
Spectroscopy (WORKMAN JUNIOR; WEYER, 2012) que contém uma tabela
que correlaciona o comprimento de ondas (cm™) com os grupos funcionais e

tipos de matérias.

Tabela 7 - Correlacdo espectro-estrutura por infravermelho proximo para a
semente de girassol com e sem pericarpo.
COM PERICARPO

Faixa espectral

(cm) Grupo funcional Tipo de material
4981 CHO classw(? instrumento de Celulose
filtro
4400 0O-H/C-0 a partir de glicose Glicose
N-H combinacéo de bandas a
4505 partir de ureia N-H a partir de ureia
(NHz-CZO — NHz)
4762 CHO classm(? instrumento de Glicose
filtro
4960 O-H alongamento e flexao Metanol O-H
combinagdo a partir de metanol
5181 O-H (.O-H & HOH) Polissacarideo
. Hid bonet
6944 C-H de metileno (.CHz) Irocarbonetos
alifaticos

(continua)
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SEM PERICARPO

Faixa espectral . . .
X pl Grupo funcional Tipo de material
(cm™)
4961 C-H, C-H de metileno, associados Hidrocarbonetos
com alifatico linear (CH2)nR alifaticos
4329 C-H (.C-H flexdo) Lipideo
4521 C=0/C-N/N-H combinagdo a Poliamida 11
partir da poliamida 11
4625 C-H Aromatico C-H (Aril) C-H Aril
4785 O-H Polimérico (.O-H) Polimérico .OH
CONH; especificamente devido a Proteinas como a
grupos = O peptideo N-H e C em segunda derivada
4865 angulo reto para a linha do normalizada, espectros
esqueleto do peptideo referido de proteinas em
como a estrutura f-folha solucdo aquosa
4960 O-I_.' anNngament_o ¢ flexdo, Metanol O-H
combinacao a partir de metanol
5160 O-H da agua, proéximo 0 °C Agua
C-Cl organicos clorados (.C-Cl Hidrocarbonetos
5376
grupo) clorados
C-H de metileno (.CH>) Hidrocarbonetos
5675 o e
(simétrica) alifaticos
C-H metilo C-H, aromatico L.
5735 associado (ArCHs) Aromatico (ArCHs)
C-H de metileno (.CH>) Hidrocarbonetos de
5787 o e
(Assimétrico) alifaticos
7194 C-H metilo C-H, associado com Hidrocarbonetos
alifatico linear CHs; (CH2)n CHs alifaticos
8258 C-H de metileno (.CH,) H|dr0f: a}rponetos
alifaticos

Fonte: Practical Guide and Spectral Atlas for Interpretive Near-Infrared Spectroscopy
(WORKMAN JUNIOR; WEYER, 2012).

A celulose é um polimero de glicose, constituinte da parede celular,

formando o conjunto de fibra bruta. As maiores quantidades de fibra sdo

encontradas no tegumento, quando comparadas as presentes no endosperma e
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embrido. A glicose ¢ um aglcar monossacarideo, carboidrato simples que nédo
sofre hidrdlise, que representa uma pequena porcentagem dos carboidratos
presentes na semente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A ureia é o principal substrato da enzima urease que, em meio aquoso,
catalisa a hidrdlise da ureia em amobnia e didéxido de carbono e ocorre em
algumas sementes, tais como soja, meldo, melancia, entre outras (ALMEIDA et
al., 2008). Apesar da abundancia de urease em alguns tecidos e principalmente
em sementes, pouco se sabe sobre sua fun¢do no vegetal. Acredita-se que a
urease nao desempenhe uma funcéo vital, pois ndo é um metabolito importante
em plantas. A ureia ¢ uma forma de excrecdo de nitrogénio em animais e ndo em
plantas (POLACCO; HOLLAND, 1993). Ainda assim, postula-se que a
principal funcdo das ureases de plantas esteja relacionada a reciclagem de
nitrogénio a partir da ureia. Durante a germinacdo, a ureia endogena é, na sua
maioria, produto da degradacdo de arginina, que é ativamente degradada em
ureia e ornitina (GOLDRAIJ; POLACCO, 1999).

O metanol é conhecido por se acumular em sementes em processo de
amadurecimento, provavelmente como produto da desmetilacdo da pectina, por
meio da enzima pectinametilesterase (PAULA PEREIRA; ANDRADE, 1998).

Os hidrocarbonetos alifaticos estdo presentes na semente de girassol na
constituicdo do lipideo. Os lipideos sdo constituintes encontrados em todas as
partes da semente, sendo sua maior propor¢do no embrido (cotilédones) ou no
endosperma (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Nessas Ultimas estruturas
correspondes ao tecido de reserva (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012), que
geralmente é representado na forma de triglicerideos que sdo, primariamente,
constituidos por &cidos graxos (cadeias retas de hidrocarbonetos terminando
num grupo carboxila e na outra extremidade um grupo metila) (MARZZOCO;
TORRES, 2007).
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A poliamida 11, conhecida comercialmente como nylon 11, é um
polimero preparado a partir de 6leo de triglicerideos (GUNER; YAGCIB;
ERCIYES, 2006). Esse polimero é extraido principalmente do 6leo de mamona
(Ricinum communis) (WANG et al., 2006).

As sementes de girassol contém entre os seus metabolicos secundarios
os compostos fendlicos, que sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas
ligadas a anéis aromaticos de hidrocarbonetos (DEWICK, 2002). O aril deriva-
se de anel aromatico pela retirada de um atomo de hidrogénio de um atomo de
carbono do anel (MOSS; SMITH; TAVERNIER, 1995). O principal composto
fendlico da semente de girassol é o acido clorogénico, que entre esses compostos
ele € o mais amplamente distribuido nos vegetais (MANDARINO, 1992).

Os hidrocarbonetos clorados, também conhecidos como organoclorados,
sd0 mais comumente  conhecidos como  pesticidas. O DDT
(diclorodifenilcloretano) é a substancia quimica mais conhecida, utilizada e
estudada durante o século XX (PACIFICO-DA-SILVA; MELO; BLANCO,
2016). Em 1985, a comercializacdo, o uso e a distribuicdo de DDT e de outros
organoclorados para uso agropecuario foram proibidos em todo territorio
brasileiro (D’AMATO; TORRES; MALM, 2002). Esses tipos de pesticidas sao
classificados como poluentes organicos persistentes (POPS) por permanecem no
ambiente por muito tempo e serem transportados no ambiente ao longo de
grandes distancias para lugares distantes dos pontos de langcamento (MORNER,;
BOS; FREDRIX, 2002).

4.4. Correlagdo espectro-estrutura por infravermelho proximo para o

Oleo

Para os espectros obtidos do 6leo de girassol, extraido de sementes com

e sem pericarpo, observou-se a mesma situacdo da semente, em que
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demonstraram um padrdo espectral semelhante em relacdo aos picos de
absorbancia (Figura 5). O mesmo comportamento da absorcdo das sementes foi
observado para o 6leo, em que a maioria das absor¢Ges foram observadas entre
cerca de 7000 a 4000 cm™.

Figura 5 - Representacdo dos espectros no infravermelho proximo obtidos de
6leo extraido de sementes com pericarpo (A) e sem pericarpo (B)
das trés cultivares de girassol.
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Por meio da representacdo grafica dos espectros e suas faixas espectrais
também foi possivel determinar os provaveis grupos funcionais quimicos
presentes no 6leo de girassol (Tabela 8), assim foi observado nas sementes
(Tabela 7).
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Tabela 8 - Correlacdo espectro-estrutura por infravermelho préximo para o 6leo
de girassol tanto extraido de sementes com pericarpo quanto extraido
de sementes sem pericarpo.

Fai I . . .
aixa esplectra Grupo funcional Tipo de material
(cm™)
4545 CHO Carboidrato (.CHO) Carboidratos
4587 N-H proteina: N-H Proteinas/aminoacidos
4625 C-H aromatico C-H (Aril) C-H Aril
C-H/C=0 lipideo associado .
4673 Lipideo
(RC=CH & RC=0) Ipice
4975 N-H/C-N banda combinacdo de  N-H banda combinacéo
amidas primarias (R-C=0 — NH,) de amidas primarias
5181 O-H (.O-H & HOH) Polissacarideos
C-H de metileno (.CH>) Hidrocarbonetos
5675 o e
(simétrica) alifaticos
C-H metilo C-H, aromético -
5735 associado (ArCHs) Aromaético (ArCHs)
C-H de metileno (.CH>) Hidrocarbonetos
5787 o P
(Assimétrico) alifatico
C-H de metileno C-H, associados Hidrocarbonetos
7085 com alifatico ramificado alifticos
RC(CH3)3 ou RCH(CH3)2
C-H de metileno C-H, associados .
. - Hidrocarbonetos
7163 com alifatico ramificado alifaticos
RC(CH3)3 ou RCH(CH3)2
C-H metilo C-H, associado com Hidrocarbonetos
7194 e 1 e
alifatico linear CHs (CH2)n CHs alifaticos
8258 C-H de metileno (.CH,) Hidrocarbonetos
alifaticos

Fonte: Practical Guide and Spectral Atlas for Interpretive Near-Infrared Spectroscopy
(WORKMAN JUNIOR; WEYER, 2012).

As faixas espectrais 4625, 5675, 5735, 5787, 7194 e 8258 cm™ sdo as

mesmas que aparecem para 0s espectros das sementes sem pericarpo. O lipideo

tanto esta presente nas sementes sem pericarpo quanto no 6leo, mas em faixas

espectrais diferentes, 4329 cm? na semente e 4673 cm™ no 6leo. Os demais
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compostos diferentes das sementes sdo carboidrato, proteinas/aminoacidos e N-
H banda combinag&o de amidas primarias.
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5. CONCLUSAO

A técnica de espectroscopia no infravermelho préximo associada a
analise multivariada diferencia cultivares de girassol, tanto por meio do 6leo,
extraido de semente com pericarpo e extraido de semente sem pericarpo, quanto
por semente, com e sem pericarpo.

A técnica de espectroscopia NIR e a analise multivariada também
diferenciam dentro da mesma cultivar o 6leo extraido de sementes com
pericarpo do Gleo extraido de sementes sem pericarpo, e diferenciam sementes

com pericarpo das sementes sem pericarpo da mesma cultivar.
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