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ROSSATO, Roberta. Predicao do teor de 6leo em sementes de canola por
espectroscopia de infravermelho préximo (NIR). 2013. 49 fls. Dissertacéo
(Mestrado em Bioenergia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma equagao de calibragdo e mostrar a
eficiéncia da analise de espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo
(NIR) para a avaliagdo dos teores de Oleo de sementes de canola, obtidas em
condigdes edafoclimaticas brasileiras, particularmente para as condigbes da regiao
Sul do pais. Para a calibracdo, as informacdes espectrais do NIR de 124 familias de
meios-irmaos (amostras padrao) foram correlacionadas com os teores de dleo
obtidos pelo método padrao quimico. A precisdo da equacgao foi verificada pelo
coeficiente de determinacdo (R?), erro padrdo de calibragdo (SEC) e pelo erro
padrdo de desempenho (SEP). A regido entre 1386 nm a 2228 nm foi selecionada
para a calibragdo. O R? foi de 0,92, o SEC foi de 0,78 e o SEP foi de 1,22.
Adicionalmente, a anadlise do teor de 6leo de 10 gendtipos, ndo inclusos na
calibragao, foi similar ao método quimico padrao. Esta similaridade e os valores de
R2?, SEC e SEP possibilitaram inferir que a avaliagdo de sementes de canola por
meio da analise de espectroscopia do NIR foi adequada para diferenciar teores de
oleo de gendtipos de canola cultivados na regido Sul do Brasil.

Palavras-chave: Brassica napus. Analise espectral. Oleaginosa. Soxhlet. NIR.



ROSSATO, Roberta. Prediction oil content in canola seed by near infrared
spectroscopy (NIR). 2013. 49 fls. Dissertation (Master in Bioenergy) — State
University of Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The aim of this paper was to establish a calibration equation and show the efficiency
of the the Near-infrared reflectance spectroscopy (NIR) in the evaluation of oll
content of canola seeds from different genotypes produced under brazilian
environmental conditions, mainly in the south of Brazil. For NIR calibration the
spectral data of of 124 half sib families (sample standard) were compared to the seed
oil contents obtained with the standard chemical method. The precision of the
equation was determined using both the coefficient of determination (R2) and the
standard error of the calibration (SEC). The performance of the equation was
evaluated by the standard error of performance (SEP). The wavelengths ranging
from 1386 to 2228 nm were selected for the calibration. The R2 was 0.92, the SEC
was 0.78, and the SEP was 1.22. The oil content values obtained for the 10
genotypes analyzed by NIR spectroscopy that were not included in the calibration
were similar to the values obtained using the standard chemical method. That
similarity, and the values of R2, SEC and SEP led to the conclusion that the
evaluation of seeds using NIR spectroscopy was suitable to determine the different
oil contents of canola seeds sowed in southern Brazil.

Key words: Brassica napus. Spectral analysis. Oilseed. Soxhlet. NIR.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a diminuicdo das reservas fésseis e
oscilagcao nos precos do petroleo, além das questdes referentes ao meio ambiente,
levam & preocupacéo e a procura por fontes renovaveis de energia. Nesse aspecto,
as oleaginosas tém se firmado como uma das principais op¢des para atender esse
mercado, onde a canola se destaca como matéria-prima para a producdo de
biodiesel devido seu potencial energético.

A canola (Brassica napus) foi a segunda cultura anual produtora de
6leo no mundo com 24,29 milhdes de toneladas em 33,11 milhdes de hectares na
safra 2011/2012, sendo os principais paises produtores o Canada, a China, a india,
a Franca e a Alemanha (ESTADOS UNIDOS, 2012, 2013).

No Brasil, a area cultivada na safra 2011/2012 foi de 42,4 mil ha
(CONAB, 2012), restrita principalmente aos Estados do Rio Grande do Sul (61,7 %)
e Parana (31,8 %). Apesar da dimensao da area, o interesse no pais por produtores
tem aumentado pelas propriedades fisico-quimicas do Oleo, que confere a ele boa
gualidade para o consumo humano e para producdo de biodiesel (AUKEMA;
CAMPBELL, 2011).

A determinacdo do teor de Oleo em sementes de canola é,
geralmente, feita pelo método de extracdo quimica de Soxhlet, utilizando-se o N-
hexano ou éter de petréleo como solvente quimico (ZENEBON; PACUET; TIGLEA,
2008). Contudo, o uso destes solventes é prejudicial ao meio ambiente e a saude
humana. Além disso, 0 método apresenta elevado custo, longo tempo de anélise e
destruicdo das amostras. Devido a essas caracteristicas, 0 método quimico se torna
nao adequado ou inviavel, quando ha a necessidade de avaliar um grande namero
de amostras ou de utilizar as amostras em pesquisas subsequentes.

Como alternativa ao método padrao, o teor de 6leo pode ser predito
por espectroscopia de reflectancia no infravermelho préximo (NIR). Este método é
rapido, com baixo custo, ndo poluente, efetivo, com menor necessidade de méo-de-
obra e ndo destrutivo, possibilitando analise de semente intacta e ndo havendo
necessidade de sua estabilidade higroscopica (SATO, 2002; VELASCO; BECKER,
1998). Além disso, ele permite a analise simultanea de diferentes componentes das

sementes, como: Oleo, proteina, fibra, dentre outros (BATTEN, 1998).
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A espectroscopia do NIR é um método indireto, onde se faz
necessaria a calibracdo do equipamento. Para isto, correlaciona-se a informacgéo
espectral de NIR com um conjunto de dados provenientes de um método de
referéncia. Contudo, caracteristicas ambientais, tais como tipo de solo, temperatura
e umidade, podem influenciar na absorbancia dos espectros e, por consequéncia, as
equacdes de calibragcdo (BATTEN, 1998; SIEMENS; DAUN, 2005). Outros fatores
como a variabilidade genética, a morfologia e a coloracdo do tegumento da semente,
a composicdo de acidos graxos, a aplicacao do tratamento matematico e o modelo
do equipamento, podem também, influenciar no processo de estimacdo (PANFORF;
MAN, 1990).
O método de NIR tem sido utilizado em diversas espécies. Em
canola, a eficiéncia de seu uso ja foi demonstrada por Sato et al. (1998), Velasco e
Becker (1998) e Siemens e Daun (2005). Contudo, as curvas de calibracao preditas
nestes estudos foram feitas em outros paises, com condi¢cdes edafoclimaticas
distintas as do Brasil.
O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma equacao de calibracéo
e mostrar a eficiéncia da analise de espectroscopia de reflectancia no infravermelho
proximo para a avaliacdo dos teores de Oleo de sementes de canola, obtidas em

condicBes brasileiras, particularmente para as condi¢cdes da regido Sul do pais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OLEOS E GORDURAS

Os Oleos e gorduras sdo substancias insoliveis em agua. Essas
substancias sdo denominadas hidrofébicas e podem ser de origem animal, vegetal
ou até mesmo microbiana, constituidos predominantemente por triglicerideos
(MORETTO; FETT, 1998).

Os triglicerideos sdo compostos formados de glicerol e &cidos
graxos (MORETTO; FETT, 1998). O glicerol € um componente alcodlico que contém
trés grupos hidroxilicos (OH) identificados como ésteres de glicerol, cuja composicéo
guimica depende do tipo e origem da matéria prima, sendo designados como mono,
di ou triol (tri-ésteres ou tri-glicerideos) (CAMPBELL; FARRELL, 2007). E os acidos
graxos sao lipidios, classificados de acordo com a sua natureza quimica, através de
compostos de cadeia aberta, chamados de carboxila (COOH) e hidrocarboneto
(ligacdes de atomos de hidrogénio e carbono) (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

A diferenciacéo entre 6leos e gorduras, esta no seu ponto de fusédo a
temperatura ambiente (MORETTO; FETT, 1998). Os o6leos vegetais sao liquidos a
temperatura ambiente, devido sua maior proporcdo de graxos insaturados e as
gorduras tendem a ser sélidas, por serem constituidas em maior parte por acidos
graxos saturados, exemplo as gorduras animal (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

2.1.1 Acidos Graxos

Os é&cidos graxos diferem basicamente um do outro pelo
comprimento da cadeia hidrocarbonada (variando de 4 a 36 carbonos — C4 a C36) e

pelo nimero das duplas ligaces e suas posi¢cdes (NELSON; COX, 2011) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Alguns &cidos graxos de ocorréncia natural: estrutura, propriedades e

nomenclatura.

Esqueleto Nome comum

carbonado Estrutura Nome sistematico (derivacao)

12:0 CH3(CH2)10COOH Acido Acido laurico
n-dodecanoico

14:0 CH3(CH2)12COOH Acido Acido miristico
n-tetradecanoico

16:0 CH3(CH2)14COOH Acido Acido palmitico
n-hexadecanoico

18:0 CH3(CH2)16COOH Acido Acido esteéarico
n-octadecanoico

20:0 CH3(CH2)18COOH Acido Acido araquidico
n-eicosanoico

24:0 CH3(CH2)22COOH Acido Acido lignocérico
n-tetracosanoico

16:1(A%) CH3(CH3)sCH=CH(CH>);COOH Acido Acido palmitoleico
cis-9 Hexadecenoico

18:1(A%) CH3(CHz)7CH=CH(CH>);COOH Acido Acido oléico
cis-9 octadecenoico

18:2(A%*?) CH3(CH2)4CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH  Acidocis-,  cis-9,12 Acido linoléico

18:3(A%219)

1 8:3(A5,8,11,14)

CH3CH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);CHOOH

CH3(CH2)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHC
HzCH:CH(CH2)3COOH

octadecadienoico

Acido cis-, cis-, cis-9,12,15

— octadecatrienoico

Acido cis-,cis-, cis-,
5,8,11,14
eicosatetraenoico

Acido a-linolénico

Acido
araquidénico

Fonte: Adaptacéo de Nelson e Cox (2011)

2.1.2 Acidos Graxos Saturados e Insaturados

Os acidos graxos podem ser

classificados de acordo com suas

ligacBes entre os atomos de carbono. Acidos graxos saturados sdo aqueles que

apresentam ligacdes simples (C-C) na cadeia hidrocarbonada e os insaturados,

possuem duplas ligagdes (C=C) (Figura 1) (MORETTO; FETT, 1998).
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Figura 1 - Exemplo de &cidos graxos comuns: 4cido estearico (saturado) e acido
oléico, linoléico e linolénico (insaturado).

OH 0 O 0 OH O OH
\/ N/ \V4 /
1 \ 1C 1C\ IC\

CH CH. - CH CH,
i3 £ e /
CH, CH, c\H2 CH,
/CHZ /CH2 /CH2 /CH2
CH, CH, C\{IZ CH,
/CHZ /CHZ /CH2 /CHZ
CH, CH, 0{12 CH,
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/CH2 - C/CH2 He _CH, g CH
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CH P SN P
g B Do, B em - B O6H
CH, / H ~ H
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CH, /B \CHQ H” \CH2
cH C\Hz / H\C/
2 15

/ CH, CHa i
CH, / CH, /C\

CH CH C/H H™ “cH,

& /

/ CH; X7 o
CHy A 1«CH;, 18CHs
\ 18CH3
18CHg :

Acido estesrico Acido  Acido linoléico  * Acido
oléico a-linolénico

Fonte: Voet (2006)

A dupla ligacdo € especificada por numero sobrescrito, seguido da
letra grega A (delta) e € indicada pelo numero do atomo de carbono em que comeca
a dupla ligacéo, exemplo: entre o C-9 e C-10 (A®) (Tabela 1) (NELSON; COX, 2011).

Na maioria dos acidos graxos monoinsaturados (com apenas uma
dupla ligacdo) a dupla ligacdo esta entre o C-9 e C-10 (A®%) e nos &cidos graxos
poliinsaturados (mais que uma dupla ligacéo) as duplas geralmente estdo entre as
posicdes A 2 e A *°, separadas por um grupo metileno (CH,), exemplo: (-CH=CH-
CH,-CH=CH-) (NELSON; COX, 2011) .

2.1.3 Propriedades Fisicas dos Acidos Graxos e Conformagcéo

As propriedades fisicas dos &cidos graxos sao fortemente

determinadas pelo comprimento da cadeia hidrocarbonada, grau de insaturagcéo e
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posicéo das duplas ligacoes (MANDARINO; ROESSING; BENASSI, 2005). Portanto,
com o grau de insaturagdo tém-se a formacdo de dois segmentos diferentes na
cadeia hidrocarbonada, chamados de isdbmeros (cis) e (trans) (Figura 2), onde,
devido as moléculas dos &tomos de carbono estar agrupadas com menor
compactacdo e menor energia térmica, estas apresentam pontos de fuséo
consideravelmente mais baixos, quanto aos &acidos graxos saturados (NELSON;
COX, 2011).

Os acidos graxos na forma trans apresentam ponto de fusdo mais
elevado, porém inferior ao ponto de fusdo do acido graxo saturado com mesmo
namero de atomos de carbono. Assim, os isdmeros trans podem ser considerados
acidos graxos intermediarios entre um acido graxo insaturado e um acido graxo
completamente saturado (RIBEIRO et al., 2007).

Nos oOleos e gorduras naturais, encontram se normalmente o0s
isobmeros Cis (MORETTO; FETT, 1998). Os isbmeros cis sdao mais rapidamente
metabolizados como fonte de energia que os trans (RIBEIRO et al., 2007). No
isbmero cis 0s segmentos da cadeia carbdnica estdo no mesmo lado, e no isdmero
trans em lados opostos (Figura 2) (CAMPBELL; FARRELL, 2007).

Figura 2 - Isoméros cis e trans dos acidos graxos oléico, elaidico e estearico.

HE dcido oléico - 9 ¢is G181 o 2

H

H
dcido elafdico - 8 trans C1 8:1

E/\/\/W\/\/W&H
Hal
dcido estedrico - C18:0

Fonte: Costa; Bressan e Sabarense (2006).
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2.2 ORIGEM DA CULTURA DA CANOLA

A planta de canola € uma oleaginosa também conhecida como colza
e apresenta relatos sobre a sua existéncia desde a antiguidade. Sabe-se que seu
cultivo remonta a Era Cristd, com relatos desde 500 a.C com o uso do seu 6leo
como fonte de combustivel para lamparinas. Porém, como centro proposto de
origem ficou conhecido a Europa e a india ha mais de 2000 anos (DAUN, 2011).

Durante a Segunda Guerra Mundial na Europa, o 6leo de colza
tornou-se um lubrificante essencial para motores a vapor em navios de guerra e
mercante, vindo a se destacar como medida de suprimento no Canad4, com
incentivo as pesquisas com Oleo para aditivo de combustivel a diesel e lubrificante
em processos industrial tais como: plasticos, lacas e detergentes (CASSEUS, 2009).

Portanto, areas de cultivo da cultura foram aumentadas no Canada e
gracas ao melhoramento genético em 1974, através do pesquisador Dr. Baldur
Stefansson, originou-se a planta de canola, através da selecédo de plantas de colza
com a finalidade de baixar o teor de acido erdcico (22:0) no Oleo para menos de 2%
e menos 30 micromoles de glucosinolatos por grama de matéria seca na semente
(DAUN, 2011). Em 1978 o nome canola passou a ser aceito como termo da marca
registrada e licenciada pelo Conselho Canadense de Canola - Canadian Oil Low
Acid (6leo canadense com baixa acides) (CANOLA COUNCIL OF CANADA, 2012).

2.2.1 Taxonomia da Canola

Brassica napus L. variedade oleifera, é uma oleaginosa,
popularmente conhecida como canola ou colza, pertencente a familia das
Brassicaceae ou cruciferas (VELASCO; GOFFMAN; BECKER, 1999).

2.2.2 Aspectos Econémicos da Cultura da Canola

Os graos de canola possuem média de teor de 6leo de 44% em
producdo mundial (BARTHET; DAUN, 2011) e média de 38% de 6leo para graos
cultivados no Brasil (TOMM, 2007). Quando comparado as demais oleaginosas a

canola foi a segunda cultura anual produtora de 6leo no mundo com 24,29 milhdes
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de toneladas na safra 2011/2012, sendo os principais paises produtores a Europa
(EU-27 - principalmente a Alemanha e a Francga), a China, o Canada e a india
(ESTADOS UNIDOS, 2013). No Brasil, a area cultivada nesta safra foi de 42,4 mil ha
(CONAB, 2012), restrita principalmente aos Estados do Rio Grande do Sul (61,7 %)
e Parana (31,8 %). Segundo Tomm et al. (2010), a canola no Brasil constitui uma
excelente opcédo de cultivo com destinacdo para fins agroenergéticos, especialmente
para exportacdo e disputa do produto no mercado europeu, além de 6tima opcédo
econdmica para o agricultor brasileiro.

A importancia econdbmica da canola tem aumentado devido as suas
propriedades fisico-quimicas do 6leo, que confere a ele boa qualidade para o
consumo humano e para produgéo de biodiesel (AUKEMA; CAMPBELL, 2011). Essa
gualidade é proporcionada pela sua composicdo dos acidos graxos, 0S quais sao
considerados essenciais, principalmente, para a alimentacdo humana, pois estes
nao sao produzidos pelo organismo, tendo a necessidade de serem ingeridos por
meio de Oleo vegetais e organismos marinhos (peixes e crustaceos) (MANDARINO;
ROESSING; BENASSI, 2005).

2.2.3 Importancia do Oleo de Canola na Agroenergia / Producédo de Biodiesel

A canola apresenta balanco energético positivo para a producéo de
biocombustivel (GAZZONI et al. 2009). Para cada 1 (uma) unidade de energia que
entra no sistema, outras 2,90 unidades de energia sao produzidas (1: 2,90) e a
coloca em situacao favoravel se comparada com o girassol (1: 2,37) e a mamona (1:
1,85).

A composicdo do 6leo de canola é constituida em maior parte por
acido graxo insaturado, predominante o monoinsaturado acido oléico (18:1) com teor
médio de 58% e poli-insaturados, Linoléico (18:2) - 22% e Linolénico (18:3) -10%
(MANDARINO; ROESSING; BENASSI, 2005). Além disso, apresenta apenas 6%
acidos graxos saturados, contra 15 e 11% do 6leo de soja e de girassol,
respectivamente (MORETTO; FETT, 1998). Contudo, esse baixo teor de acido
saturado confere ao 6leo de canola caracteristicas importantes, tais como: baixo
ponto de fusdo (caracteristico do acido oléico) (MORETTO; FETT, 1998), baixo
indice de iodo (114 gl2/100g) e ponto de névoa de — 4 °C. Segundo Aukema e
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Campbell (2011) para producdo de biodiesel, indices menores de iodo sé&o
favoraveis para evitar oxidacdo, formacdo de &cidos corrosivos, formagdo de
depositos no motor - bicos injetores e aumento no desgaste da bomba de
combustivel. Enquanto que o 6leo de soja € de 130 gl2/100g com a formacdo de

cristais a 3 °C e 0 sebo comestivel a partir de 19 °C.

2.3 HISTORIA DA ESPECTROSCOPIA ELETROMAGNETICA

Segundo Davies (1998), os estudos sobre a espectroscopia
eletromagnética iniciou-se ap6s o experimento de Frederick William Herschel em
1800, com a descoberta da regido do infravermelho, ao colocar um bulbo de um
termdmetro em cada uma das partes coloridas do espectro solar e visualizar o
aumento da temperatura nas proximidades da regido da cor vermelha e aumento
ainda maior na regiao nao iluminada, depois desta coloracéo.

Somente no final do século XIX com os cientistas Abney e Festing
em 1882, com obtencdo de mais de 50 compostos através dos espectros de
absorcdo, que os estudos sobre espectroscopia na radiacdo do infravermelho
tomaram forcas, com algumas dificuldades entre a interacdo da luz e varios
materiais (BARBOSA, 2008).

No entanto, apds os trabalhos iniciados em 1903, pelo pesquisador
William W. Coblentz, com experiéncias abrangentes, foi possivel verificar a utilidade
dos espectros de absorvancia no infravermelho para identificacdo de grupos
funcionais, de forma precisa, para centenas de compostos inorganicos e organicos
(DERRICK; STULIK; LANDRY, 1999).

Com o avanco da eletrénica na década de 1940, equipamentos mais
sofisticados e rapidos se tornaram disponiveis no mercado, de modo que a partir da
década 1950 a espectroscopia no infravermelho passou a ser rotineiramente
utilizada pelos quimicos e com equipamentos modernos, onde a obtencdo de um
espectro no infravermelho nos dias de hoje leva apenas alguns minutos (BARBOSA,
2008).

Assim, a espectroscopia no infravermelho é certamente uma das
técnicas analiticas mais importantes para o quimico moderno devido as suas areas

de aplicagéo, desde identificacdo de compostos inorgéanicos e organicos, estudo dos
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polimeros, andlise de misturas complexas como gasolina e poluentes atmosféricos,
controle de qualidade de diversos produtos, estudo de semicondutores, transporte
de moléculas bioativas em tecidos vivos, mecanismo de catalise e entre outros
(BARBOSA, 2008).

2.3.1 Conceito sobre Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (IV) pode ser definida como
ondas ou radiacao eletromagnética, que se movem com a velocidade da luz (2,998 x
108 m s* no vacuo), através da diferenciacdo de amplitude, comprimento e
frequéncia desta, onde, associadas a variacbes de energia molecular ocasionam
transi¢des vibracionais devido a absorgédo ou emissao de um féton (STUART, 1997).

A energia de um féton envolvida neste fendmeno é dada por:

E = h.v, onde h é a constante de Planck (6,626 x 10°*Js)evé a
frequéncia de transicdo. Logo, como a radiacdo eletromagnética também pode ser
tratada por onda, a energia envolvida neste tipo de transicdo pode ser também
expressa por:

E = h.v = h. ¢/ A, onde ¢ corresponde a velocidade da luz e A
comprimento de onda (PASQUINI, 2003).

A regido espectral do infravermelho (IR) compreende faixa de
radiacdo com nimeros de onda de aproximadamente 12800 a 10 cm™, onde esta se
subdivide em trés regides (Tabela 2) de acordo com a proximidade do espectro:
(préximo — NIR), (médio — MIR) e (distante — FAR) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

Tabela 2 - Regides espectrais do infravermelho.

Regido Intervalo de nimero de Regido em Regido de frequéncia
onda (), cm™ comprimento de onda  em (V), Hz
(A), nm
Proximo (NIR) 12.800 a 4.000 780 a 2.500 3,8x10*a1,2x 10"
Médio (MIR) 4.000 a 200 2.500 a 5.000 1,2x 10" a 6,0 x 10*
Distante (FIR) 200 a 10 5.000 a 100.000 6,0 x 10"*a 3,0 x 10"

Fonte: Skoog; Holler e Nieman (2002).
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2.3.2 Espectroscopia de Infravermelho Préximo - NIR.

Os primeiros estudos sobre a espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) iniciaram 1965 com os trabalhos de Karl Norris, através da procura de
novos métodos para determinacdo de umidade em produtos agricolas (PASQUINI,
2003) com subsequente introducdo da técnica de NIR para a industria de graos e
sementes em 1973, como meio de analise rapida de proteina e 6leo (PANDORF;
MAN, 1990).

A espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR) é um tipo de
espectroscopia vibracional que emprega energia de fotons (feixes de luz) no
intervalo de 2,65 x 10 *° a 7,96 x 10 % J, o que corresponde ao comprimento de
onda de 780 a 2.500 nm (PASQUINI, 2003), com bandas de absorc¢éo por vibracdes
fundamentais, com caracteristicas essencialmente de sobretons e por combinacdes
(BLANCO; VILLARROYA, 2002).

2.3.3 Vibracdes Moleculares

A vibracdo da molécula na regido do infravermelho se da atraves da
absorcao da radiacao, variacdo no momento dipolo, massa (m) do atomo, constante
de forca (f) e ligacdo quimica entre os atomos da molécula (DERRICK; STULIK;
LANDRY, 1999; BARBOSA, 2008). Portanto, a vibracdo € o resultado da absorcéao
da radiacdo com deslocamento dos atomos em relacdo um ao outro, através do
movimento de compressao ou estiramento entre as ligacdes, representados por dois
modos de vibracao: estiramento e deformacao angular (BARBOSA, 2008). No caso,
como exemplo explicativo sobre o estiramento, tem se a lei de Hooke, onde
estabelece que, se uma mola é esticada até uma determinada quantidade (AXx),
existirA uma forca oposta de restauracao (f), que € proporcional ao deslocamento
(Ax), conforme (Figura 3) (BARBOSA, 2008). O sinal negativo que aparece no
primeiro membro indica que a forca de restauracdo da mola € oposta ao

deslocamento sofrido pela particula.



Figura 3 - Deslocamento entre atomos na molécula, lei de Hooke.
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Para as representacoes vibracionais de estiramento dos atomos das

moléculas tem se 0s modos (simétrico e assimétrico) e para as deformacdes

angulares (tesoura 9, balanco p, torgdo 1, sacudida w), onde também podem ser

simétrica e assimétrica fora e dentro do plano (Figura 4) (DERRICK; STULIK;

LANDRY, 1999; BARBOSA, 2008).

Figura 4 - Representacdo dos modos vibracionais das moléculas. Os sinais de + e —

indicam movimentos perpendiculares ao plano do papel.
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Fonte: Adaptacdo de Barbosa (2008)
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Assim, para cada atomo de uma molécula, este pode se movimentar
através de coordenadas definidas por trés eixos cartesianos x, y e z, com
movimentos de modos distintos, associados a trés possiveis transi¢ées: vibracionais,
rotacionais e translacionais (OLIVEIRA, 2001), com amplitude nanométrica, que sédo
transferidas e aumentadas para as demais moléculas (STUART, 1997),
correspondente a uma energia potencial de vibracdo molecular (BARBOSA, 2008).

A energia potencial de vibragcdo molecular pode ser descrita por um
modelo simplificado, supondo um oscilador harménico, para a qual a energia

potencial (V) esta funcéo do deslocamento dos &tomos de (X), dado pela (Figura 5).

Figura 5 - Oscilador harménico e n&o harmonico.
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Fonte: Adaptacéo de Pasquini (2008) e Somoza (2006).

O modelo de oscilador harménico descreve o comportamento do
potencial energético vibracional das moléculas, de modo mais simples e realista, em
funcdo do deslocamento do &tomo em equilibrio (estado minimo de energia)
(OLIVEIRA, 2001; PASQUINI, 2003). Porém, este é falho, devido ndo descrever o
comportamento real das moléculas através da repulsdo ou dissociagdo entre 0s

atomos e pelo fato de que os sistemas moleculares ndo podem assumir o perfil de
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energia continua, igualmente espacados (Au = 1), sendo o (u) definido como
namero quéantico de vibragcdo para as transicbes entre niveis energéticos
(BARBOSA, 2008; PASQUINI, 2003).

Logo, através do oscilador ndo harménico (anarmonico), tém-se um
melhor comportamento das moléculas, resultando-se em transi¢cdes entre os estados
de energia vibracional, onde: A u = + 2, + 3... (sucessivamente), devido os niveis de

energia nao ser igualmente espacados (Figura 5) (LIMA et al., 2009).

2.3.4 Interpretacao das Bandas Espectrais - NIR

Segundo Oliveira (2001), um espectro nada mais é do que ter em
mMaos uma especie de impressao digital de um composto quimico.

Os espectros sao dados particulares de uma matriz, resultados de
caracteristicas fisicas e constituicdo quimica, que contém diversas bandas de
absorcao, que podem ser utilizadas para analises qualitativas ou quantitativas. Estas
bandas de absorcdo sdo radiacdes eletromagnéticas associadas a um movimento
vibracional (BARBOSA, 2008).

Assim, a intensidade de uma banda de absorcdo esta associada
com a mudanca de magnitude do momento dipolo durante o deslocamento dos
atomos com vibracédo e grau de anarmonicidade, onde ambos os fendmenos estao
presentes em grande intensidade e associados as ligacées que envolvem o atomo
de hidrogénio, carbono, nitrogénio e enxofre. (PASQUINI, 2003).

Logo, as ligacbes OH, CH, NH e SH tendem a apresentar
anarmonicidade de energia, com transi¢cdes vibracionais fundamentais (BLANCO;
VILLARROYA, 2002). Todavia, como os valores de eletronegatividade dos atomos
aumentam na ordem de C < N < O < F, observa-se um aumento nos numeros de
ondas de absorcdo na mesma sequéncia indicada dos grupos funcionais (C-H < N-H
< O-H < F-H e S-H) (BARBOSA, 2008).

As ocorréncias espectrais na regidao NIR sdo dominadas por bandas
de absorcéo de sobretons (overtones) e por combinacao (estiramento e deformacéo
angular), com caracteristicas de absorcdo de ligacbes CH, OH, NH. Estas ligacdes
C-H estéo presentes em grupos funcionais como o CH; (metileno), CH; (metil) e o0 -
CH=CH- (etenil) (WESTAD; SCHMIDT; KERMIT, 2008; LIMA et al., 2009).
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Os grupos funcionais formados por &tomos com grande diferenca de
eletronegatividade, como carbonila C=0, hidroxila O-H e amino N-H, geralmente
ddo origem a bandas de absorcdo mais intensas, devido as vibracdes de
estiramento dos atomos, onde, por sua vez, originam bandas mais intensas que as
de deformagédo angular (BARBOSA, 2008).

De modo geral, na regido do NIR, bandas com vibracdo de
sobretons aparecem aproximadamente entre 780 nm a 1820 nm, dependendo da
natureza, forca e caracteristica quimica da molécula, com ordem de primeiro e
segundo sobretom; e aproximadamente entre 1820 nm a 2500 nm, bandas com
vibracdo de combinacgéo (LIMA et al., 2009).

Devido a complexidade na obtencé&o das informac¢des contidas nos

espectros de NIR, faz-se necessario a utilizacdo de métodos quimiometricos.

2.4 QUIMIOMETRIA

A quimiometria é uma area destinada a analise de dados quimicos
de natureza multivariada com uso de técnicas matematicas, estatisticas e
informatica, para extrair informacdes relevantes a partir de dados analiticos, no caso,
dados espectrais do NIR (FERREIRA et al., 1999).

Segundo Pasquini (2003), atualmente a espectroscopia de NIR é a
técnica analitica que mais aplica quimiometria. Tanto a quimiometria como a
tecnologia do NIR evoluiram em simbiose, com modelos cada vez mais robustos na
guantificacéo e identificacdo de compostos quimicos e propriedades fisico-quimicas,
estendendo a aplicabilidade da técnica NIR e levando a novos desafios para a
guimiometria.

Por conseguinte, umas das caracteristicas mais interessantes dos
modernos instrumentos de espectroscopia é o niumero das variaveis que podem ser
medidas simultaneamente, a partir dos espectros obtidos em comprimentos de onda
(cm™) ou (nm), com o fornecimento de dados posteriormente tratados, através de

equacodes, resultando em curvas de calibracdo (FERREIRA et al., 1999).
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2.5 CALIBRAGCAO MULTIVARIADA

O objetivo de uma andlise quimica é determinar a concentracao de
um determinado analito em amostras, isto €, um composto quimico de interesse
presente nas mesmas. Para isto, é necessario construir um modelo de calibracdo, ou
seja, determinar a relacdo entre propriedades medidas e concentracdo (BARROS;
SCARMINIO; BRUNS, 2006).

Assim, a calibracdo, em geral, € uma operacao que relaciona uma
grandeza de saida com uma grandeza de entrada, para um sistema de medida sob
determinadas condi¢des (BARROS; PIMENTA; ARAUJO, 2002).

O processo geral de calibracdo consiste de duas etapas:
modelagem, que estabelece uma relacdo matematica entre x e y no conjunto de
calibracéo, e a validagdo que otimiza a relacdo no sentido de uma melhor descricao
do analito de interesse (FERREIRA et al., 1999).

Logo, os sinais dos espectros de cada amostra, sdo organizados
numa matriz, x (n x m), de variaveis independentes, onde cada linha representa uma
amostra, e cada coluna de x corresponde a um comprimento de onda especifico.
Assim, o outro conjunto de dados é constituido pelas variaveis dependentes e
organizado na matriz y e caso haja mais de uma variavel (mais de um analito de
interesse) pelo vetor y (Figura 6). O total de elemento deste vetor € igual a (n), isto
€, 0 numero de amostras, e este corresponde as concentracdes de um determinado

analito ou propriedade de interesse que se espera prever (FERREIRA et al., 1999).

Figura 6 - Representacdo adaptada das matrizes de dados (x e y) na calibracéo

multivariada.
X11 X... Xim ¥y1
X X ... Xom
L - - yz
X= . . i W=
Xn1  Xn2 Xnm ¥3
Variaveis Independentes Variavel dependente

Fonte: Adaptacao de Ferreira et al. (1999) e Pimentel; Galvao e Araujo (2008)
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Portanto, para melhorar a matriz do conjunto de dados e obter
eficiéncia na construgcdo dos modelos de calibracdo, faz se uso de pré-
processamento ou pré-tratamentos, para identificar possiveis problemas, mediante
as interferéncias espectrais e o0 desconhecimento do composto analisado.
Geralmente, os dados espectrais do NIR sofrem algum pré-tratamento para superar
os problemas associados com o espalhamento da radiacdo e outros fendbmenos que
afetam a linha de base devido a falta de homogeneidade das amostras (PASQUINI,
2003; FERREIRA et al.,1999).

2.5.1 Pré-processamento ou Pré-Tratamento Espectral

Existem varios pré-processamentos para espectroscopia, porém, os
mais utilizados para espectros do NIR s&o: Normalizacdo, derivadas (geralmente
primeira e segunda) — utilizacdo do algoritmo Savitzky-Golay, aplicacéo de correcdo
de espalhamento multiplicativo (MSC - Multiplicative Scatter Correction) e variacao
normal padrdo (SNV- Standard Normal Variate) (BLANCO; VILLARROYA, 2002;
BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998).

A normalizacdo é a divisdo ou multiplicacdo de cada variavel de um
vetor da amostra por uma constante com a remocao de variacdes relativas, as
derivadas sao utilizadas para corrigir variagbes na linha de base e problemas de
sobreposicao aleatérios dos espectros, com a suavizacdo da relacdo sinal/ruido
através do filtro SavitskyGolay e MSC e SNV amenizam problemas de dispersao de
luz, muito comum em varreduras espectrais por refletancia difusa, onde a incidéncia
da radiacdo € direta na amostra (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ,1998; PASQUINI,
2003).

2.5.2 Construcdo dos Modelos de Calibracao

Dentre varios métodos utilizados para a calibracdo, os mais comuns
sdo: as regressfes em componentes principais (PCR), minimos quadrados parciais
(PLS), algoritmo genético (GA), redes neurais artificiais (ANN) e minimos quadrados
parciais ndo lineares (N-PLS) (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2006). Porém, PCR

e PLS podem ser considerados como técnicas de calibracdo padrdo para
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espectroscopia de NIR (PASQUINI, 2003). Os dois métodos séo consideravelmente
mais eficientes para lidar com ruidos experimentais, colinearidades e né&o
linearidades, além de n&o se alterarem com a inclusdo de novas amostras no
conjunto de calibragdo (FERREIRA et al., 1999). Porém a técnica de (PLS) € a
técnica mais comum na construcdo de modelos de calibracdo multivariada com uso
de sinais de espectros (GELADI; KOWALSKI, 1986).

Segundo Spiegelman et al. 1998, teve-se uma melhora na selecao
espectral inteira ou selecdo especifica, com modelos mais robustos de calibracéo,
onde colinearidade ndo esteve presente. A colinearidade € um nimero excedido de
variaveis independentes, correlacionadas, com a formacdo de estimativas
extremamente exageradas dos coeficientes de regressdao (HOSMER; LEMESHOW,
2000), onde traz a necessidade de retirar ou selecionar algumas variaveis
explicativas ou obter maior niumero de observagdes, em processo demorado e
tedioso (FERREIRA et al., 1999). Assim, ndo € desejavel que exista alta correlagcéo
entre as variaveis independentes, pois o modelo de regressdo é sensivel a
colinearidade entre as variaveis (HAIR et al., 1998).

O PLS € um método que tem como objetivo encontrar uma relagéo
entre a matriz x (espectros das amostras) e o vetor que armazena as respectivas
concentracdes (dados do método de referéncia) y, onde b € o vetor de regressao e
(e) € o vetor que representa o erro do modelo (MORGANO, 2005) resultando em
variaveis latentes, identificadas como combinacdes lineares (FERREIRA et al.,
1999), conforme equacao:

y=xb+e

O PLS consiste na decomposicdo de uma matriz (X), através da
soma das varias matrizes M1+M2..., onde (a) € o nimero de variaveis latentes, e (E)
corresponde a matriz de residuos, relacionada ao numero de variaveis latentes
escolhidas, conforme a equacao:

X=Mi+Ma+ ...+ M+ E

Na modelagem, as matrizes (M) das variaveis x e y, sdo formadas
pelo produto de dois vetores, t (escores) e p (pesos) e a soma de h variaveis
latentes, conforme as expressdes a seguir:

X=5 tph+ E=TP'+E

y =3 ungh+F=UQ +F
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A relacdo entre as duas matrizes de dados x e y pode ser obtida,
correlacionando-se os escores de cada bloco, a fim de obter uma relacao linear
descritiva conforme expresséo:

U=bT+e

Nesse caso, a letra U passa a ser a matriz contendo as propriedades
(varidveis dependentes) de todas estas amostras; b € um vetor contendo os
parametros do modelo; T é uma matriz de resposta (exemplo: o conjunto de
espectros) para uma série de amostras de calibracdo e (e) é um vetor que

representa o ruido do espectro e os erros do modelo (KONZEN et al., 2003).

2.6 VALIDACAO

A validacdo é a precisdo desejada da técnica de NIR através da
capacidade de produzir resultados semelhantes aos obtidos com o método de
referéncia, mediante as estimativas das concentracdes dos analitos no conjunto de
amostras de calibracdo e previsdo. Essas estimativas sdo expressas através do
coeficiente de determinacdo (R2), erro padrao de calibracdo (SEC - Standard Error
of Calibration) e do erro padrédo de validacéo ou erro padrdo de desempenho (SEP -
Standard Error of Prediction) (PIMENTEL; GALVAO; ARAUJO, 2008). O valor do
SEC indica a melhor preciséo tedrica obtida para o conjunto de variaveis utilizadas
para o desenvolvimento da calibracdo e o valor do SEP indica o desvio padrédo da
diferenca entre o método de referéncia e a técnica de NIR para as amostras no
conjunto de validacdo (BATTEN, 1998), e sdo definidos através da férmula (Figura
7).



32

Figura 7 - Férmulas do SEC e SEP.
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Fonte: Goodarzi et al. (2009)

Em que y (predito) é a concentracdo prevista ou estimada da
amostra pelo modelo, y (observado) € o valor da concentracdo verdadeira da
amostra, e n € o nimero de amostras no conjunto de validacdo (GOODARZI, et al.,
2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para estabelecer a equacéo de calibracdo de avaliacéo do teor de
6leo em sementes de canola, por espectroscopia de reflectancia no infravermelho
proximo, foram utilizadas 124 familias de meio-irmdos, semeadas em Londrina
(2008) e Pato Branco (2009), PR, pelo Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR.
Essas familias foram provenientes de uma popula¢éo oriunda do cruzamento entre
14 gendtipos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de canola da Embrapa.
Londrina esté situada a 23° 21’ 23” de latitude Sul, 51° 09’ 52” de longitude Oeste,
com 585 m de altitude e apresenta solo tipo Nitossolo Vermelho eutréfico. Pato
Branco esta situada a 26° 13’ 43" Sul, 52° 40’ 10" Oeste, 760 m de altitude e

apresenta de solo tipo Latossolo Bruno distrofico.

3.1 COLETA DE ESPECTROS PARA CALIBRACAO DO EQUIPAMENTO NIR

Foi utilizado equipamento de espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) da marca Thermo Scientific, modelo Antaris Il, dotado de esfera de

integracao e leitura na faixa entre 1100 e 2500 nanémetros (Figura 8).

Figura 8 - Equipamento NIR Thermo Scientific modelo Antaris Il com esfera de
integracao.

Fonte: Autora

Os espectros de absorcdo das amostras padrbes (familias de meios-
irmaos) foram obtidos de sementes de canola, intactas (com tegumento), apos
homogeneizagdo e limpeza prévia das mesmas. Inicialmente foram coletados os

espectros de todas as amostras (tanto para geragdo da curva, como para a
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validacéo desta) com o NIR ajustado para a obtencdo de 32 scans a 4 cm * (nGmero
de onda eletromagnética) de resolucao por amostra, com absorbancia de (Log1l/R).

Posteriormente, cada amostra foi subdividida em duas porcgoes,
sendo uma parte moida para quantificacdo do teor de 6leo pelo método Soxhlet
(utilizado como meétodo referéncia) e a outra conservada intacta para posterior
necessidade.

3.1.1 Extracdo Quimica do Teor de Oleo

A extracdo quimica do teor de 6leo foi determinada pelo processo
gravimétrico, apos extracado da fase etérea (ZENEBON; PACUET; TIGLEA, 2008).
Para a extracdo, foram preparados pacotes (sachés) em papel filtro, dobrando cada
folha deste papel de forma a obter pequenos sachés com espaco interno suficiente
para receber a amostra a ser desengordurada. Apos dobrar duplamente as bordas

do papel, os cantos foram grampeados, conforme (Figura 9).

Figura 9 - Modelo de preparo de pacotes (sachés) em papel filtro.
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Fonte: Adaptacdo ao método oficial AOCS BC 3-49 (2009) - Embrapa Soja

As sementes de canola foram moidas e transferidas para o pacote
preparado, correspondente a 500 mg de farelo. Cada amostra foi avaliada em
duplicata, identificada e mantida durante 1 hora em estufa de secagem a 105 °C,
para reducdo da umidade. Com auxilio de pinca metalica, esta foi retirada da estufa
e resfriada em dessecador (durante 15 minutos), pesando-a em seguida.

Para a extracdo, a amostra foi colocada em extrator tipo Soxhlet
acoplado a um baldo de fundo chato, utilizando o solvente N-hexano para a
extracdo, durante 6 horas (Figura 10). Ao final deste processo, as amostras foram

secas em estufa a 105 °C por 1 hora, com posterior pesagem.
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Figura 10 - Extracé@o de 6leo pelo método Soxhlet.

Fonte: Autora

Também foi determinado o teor de umidade inicial da amostra para
converter o resultado final de base umida para base seca. Para isso, subtraiu-se no
valor da massa da amostra o seu teor de umidade. Em seguida foi aplicada a
seguinte férmula para a quantificacéo do teor de 6leo:

(massa final do pacote)-(massa incial do pacote)

% oOleo = x 100
(massa da amostra, em gramas)

Os parametros de leitura e calibracdo foram definidos inicialmente
utilizando-se como base os trabalhos sobre quantificacdo de 6leo em sementes de
soja e de girassol (PARREIRA et al., 2002; GRUNVALD et al., 2009).

3.1.2 Calibracdo do Modelo Matematico para Predicéo do Teor de Oleo

A calibragéo do NIR foi realizada com base na constru¢gdo do modelo
de regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) com corre¢édo do espalhamento
da radiacdo/espectros, durante a realizacdo das medidas ou variabilidade das
propriedades das amostras, através das técnicas de pré-processamento SNV —

Variagdo Normal Padr&o.
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Para a calibracdo, as informacbes espectrais do NIR foram
correlacionadas com os teores de Oleo obtidos pelo método padrdo quimico de
referéncia — Soxhlet (ZENEBON; PACUET; TIGLEA, 2008). Foram utilizados a
primeira derivada e o filtro de Savitzky-Golay para reduzir ou suavizar sinais / ruidos
aleatorios, com intervalo de 11 pontos e ordem polinomial 1. Para explicar o modelo

matemético foram utilizados 7 componentes principais.

3.1.3 Validacdo da Curva / Correlacfes entre os Métodos Soxhlet e NIR

A preciséo e a validagcao da equacao de calibracao foram efetuadas
por meio do programa TQ Analist da Thermo Scientific, estimando-se o coeficiente
de determinacdo (R?, o erro padrdo de calibracdo (SEC) e erro padrdo de
desempenho (SEP). Adicionalmente, foram comparados os valores dos teores de
oleos de 10 hibridos de canola introduzidos no Brasil (Hyola 50, Hyola 61, Hyola 76,
Hyola 401, Hyola 411, Hyola 432, Hyola 433, Hyola 571, Q 6501 e Q 6503), obtidos
pela curva de calibracdo do aparelho NIR e pelo método quimico de referéncia
(ZENEBON; PACUET; TIGLEA, 2008).

As estimacdes dos teores de 6leo dos hibridos, cujos valores nao
foram inseridos na calibracdo, foram obtidas de sementes provenientes de dois
ensaios conduzidos em Encruzilhada do Sul (ano 2009) e Trés de maio (ano 2010)
(RS). Encruzilhada do Sul esta situada na latitude de 30° 32’ 28” Sul, longitude de
52° 31 19” Oeste, 432 m de altitude e apresenta solo tipo Argissolo Vermelho
Amarelo distrofico e Trés de Maio esta situada a 27° 46’ 24” latitude Sul, 54° 14’ 24”
longitude Oeste, 343 m de altitude e apresenta solo tipo Cambissolo Haplico
eutrofico. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticoes e
adotou-se o0 modelo de parcela subdividida. As parcelas foram constituidas pelos
hibridos e as subparcelas pelos dois métodos de avaliagdo do teor de 6leo. As

analises de variancia foram realizadas por meio do programa Genes (CRUZ, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A regiao do espectro do infravermelho estabelecida para a
determinacdo da equacéao de calibracdo do equipamento de NIR para avaliar o teor
de 6leo em canola, nas condigcbes edafoclimaticas da regido Sul do Brasil,
compreendeu os comprimentos de onda de 1386 nm a 2228 nm (Figura 11). Com a
adocdo desta regido, o coeficiente de determinacdo (R?) da equac&o foi de 0,92, o
erro padréo de calibracdo (SEC) de 0,78 e o erro padrao de desempenho (SEP) de
1,22 (Figura 12).

Figura 11 - Regiéo estabelecida para a determinacéo da equacéo de calibracéo do

equipamento de NIR, para avaliagdo do teor de Oleo (%) em genotipos de
canola, de 1386 a 2228 nanémetros (nm).
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Fonte: Autora
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Figura 12 - Equacéo de calibragcdo do aparelho de NIR para o teor de 6leo (%) em
sementes intactas de gendtipos de canola.
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Fonte: Autora

A regido estabelecida para a estimacdo da equacdo compreendeu
as regides B (1300 a 1600 nm), C (1600 a 1850 nm), D (1850 a 2050 nm) e E (2050
a 2230 nm), definidas por Hourant et al. (2000). Ao ser utilizada a primeira derivada,
0S maiores picos de absorcdo ocorreram nas regides C, D e F (2230 a 2500 nm)
(Figura 11). A regido C contém bandas no espectro que sado caracteristicas do
primeiro sobretom de vibracdo de estiramento C-H dos grupos metileno (C-H,), metil
(C-Hy) e etenil (-CH=CH-) e a regido D contém bandas envolvendo a combinacéo de
ligacdo de estiramento C-H do grupo etenil e do grupo O-H, principalmente
relacionado com a agua (HOURANT et al., 2000). Apesar da presenca de picos de
absorcdo, as regides A (1100 a 1300 nm) e F (2230 a 2500 nm) nao foram
consideradas no estudo devido a similar ou menor precisdo da equacdo com suas
inclusdes (R* = 0,93; SEC = 0,71; SEP = 1,20) e (R* = 0,87; SEC = 0,98; SEP =
1,31), respectivamente.

A regido espectral entre 1880 a 1930 nm esta associada ao

contetdo de agua e nao ao teor de 6leo, como observado em algumas oleaginosas -
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soja (PARREIRA et al., 2002), girassol (FASSIO; COZZOLINO, 2004) e
(GRUNVALD, 2012) e canola (WESTAD; SCHMIDT; KERMIT, 2008). Isto é
resultado das vibracdes de estiramento de grupos funcionais formados por atomos
com grande diferenca de eletronegatividade, como a hidroxila, por resultarem em
bandas mais intensas nesta regido (BARBOSA, 2003). Devido a associacdo com a
agua, a inclusdo desta regido para o estabelecimento da equacdo de calibracédo
pode ndo ser satisfatoria, como verificado na analise do teor de 6leo de girassol
cultivado na regido centro-sul do Brasil (GRUNVALD, 2012). Contudo, neste estudo,
sua nao inclusdo aumentou a precisdo da estimativa, em relacdo a equacao
incluindo apenas as regifes B, C e E (R? = 0,85; SEC = 1,07; SEP = 1,22) (Figura 11
e Figura 12). Resultados similares foram obtidos em Parreira et al. (2002) e Westad,
Schmidt e Kermit (2008).

Para a estimacao da equacéo indicada na Figura 12 foram utilizadas
248 amostras padrbes provenientes de uma populacao oriunda do cruzamento entre
14 gendtipos. O teor de Oleo das amostras variou de 36 a 47%, variabilidade esta
encontrada em Brassica napus. A precisdo da equacao indicada na Figura 12 (R? =
0,92, SEC =0,78; SEP = 1,22) foi similar a obtida por Tkachuk (1981), Greenwood et
al. (1999) e Hom; Becker e Mollers (2007) e superior a Velasco; Goffman e Becker
(1999). Neste ultimo, além da canola, outras espécies da familia Brassicaceae foram
utilizadas na estimacdo da equacdo, com R? =0,97, SEC = 1,85; SEP = 1,92. A
maior variabilidade genética pode ter influenciado nas estimativas encontradas.

Mesmo utilizando amostras de sementes com diferentes coloracdes
de tegumento foi possivel estimar uma equacdo, com precisdo satisfatéria e com
baixo numero de amostras padrao (248 amostras) (Figura 12). A pouca influéncia da
coloracdo do tegumento na estimacdo foi também obtida por Tkachuk (1981), em
canola e Wang; Ram e Dowell (2002), em soja. Mas, quando a variabilidade deste
carater é maior, como verificado em girassol, uma menor precisdo da estimativa (R?
= 0,87, SEC = 2,79; SEP = 2,57) tem sido obtida e um maior nUmero de amostras
tem sido requerido (901 amostras) (GRUNVALD, 2012). Aléem da coloracdo do
tegumento, isto pode ter sido consequéncia, também, da uniformidade da
morfolégica da semente de canola, do reduzido nimero de ambientes em que foram
obtidas as amostras (Londrina, 2008 e Pato Branco, 2009 — PR) ou da variabilidade

genética (amostras provenientes de uma populagdo de 14 gendtipos). Grunvald
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(2012), utilizou amostras de sementes com desuniformidade morfolégica,
provenientes de 88 hibridos e 116 linhagens obtidas em diversas localidades da
regido centro-sul do pais.

Para avaliar a precisdo da equacao de calibracdo, além do valor do
SEP, foram comparados os valores de teor de 6leo obtidos pelo método quimico
padrdo com os valores obtidos por meio da espectroscopia de NIR. Para isto,
analises foram realizadas em amostras provenientes de um ensaio com
delineamento em blocos completos casualizados. Com base em andlises de
variancia ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) entre os dois
métodos e nem na interacdo métodos x hibridos (Tabela 3), revelando a similaridade
entre os métodos na comparacao de medias do teor de 6leo dos hibridos.

Tabela 3 - Anélise de variancia do teor de 6leo de hibridos de canola avaliados pela
espectroscopia de NIR e pelo método padréo quimico.

FV GL QM
Blocos (B) / Ambientes (A) 4 20,84
Gendtipos (G) 9 49,13*
A 1 313,63**
G xA 9 16,69**
Erro (a) 36 19,48
Métodos (M) 1 1,32"
MxA 1 1,77*
Mx G 9 0,73"™
MxGxA 9 0,73"™
Erro (b) 40 0,42
Média Geral 40,00 -

C.V. (%) 11,03 -

C.V. (%)? 1,62 -

* ** gignificativo em nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns nao
significativo; 1/ coeficiente de variacdo referente a parcela; 2/ coeficiente de variagdo referente a
subparcela.

Fonte: Autora

Neste estudo, os gendtipos utilizados para avaliar a precisdo da
equacao de calibracdo foram distintos aos utilizados para a calibracdo da curva.
Além disso, as amostras foram obtidas em ambientes distintos, sendo as de
calibracdo no Estado do Parana e as de validacdo no Estado do Rio Grande do Sul.

Mesmo assim, a andlise por espectroscopia de NIR foi similar ao método quimico
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padrdo. Esta comparacao e os valores de R?, SEC e SEP possibilitaram inferir que a
avaliacdo de sementes por meio da andlise de espectroscopia de NIR foi adequada
para diferenciar teores de 6leo de gendtipos de canola cultivados na regido Sul do
Brasil, regido esta de expansao da cultura (CONAB, 2012).
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5 CONCLUSAO

1. E possivel estabelecer uma equacdo de calibracdo por
espectroscopia de reflectancia no infravermelho proximo para avaliar teor de 6leo em
sementes de gendtipos de canola cultivados na regido Sul do Brasil.

2. O método da espectroscopia de reflectancia no infravermelho
préximo é adequado para a avaliacao do teor de 6leo em sementes de gendtipos de

canola cultivados na regido Sul do Brasil.
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