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RESUMO

PALUDO, Franciele. Construção de modelo para predição proteica do tegumento de
feijão carioca por meio do Near Infrared Spectroscopy (NIRS). 51 f. TCC (Curso de
Agronomia), Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, 2018.

O feijão (Phaseolus vulgaris L.)  tem grande importância nutricional,  cultural  e na
segurança alimentar, sendo um alimento brasileiro tradicional. O consumidor prefere
grãos de feijão carioca com tegumento de fundo claro, rejeitando quando o grão
apresenta  fundo escuro.  Após a  colheita,  o  escurecimento  do  tegumento  ocorre
devido  a  ação  de  enzimas  como  as  polifenoloxidases  e  peroxidases.  Uma
metodologia  clássica  para  a  quantificação  total  de  proteínas  é  o  Bradford,  que
consiste  na  ligação da proteína  com o corante,  sendo um procedimento  rápido,
estável  e  destrutivo.  O  Near  Infrared  Spectroscopy  (NIRS),  é  uma  metodologia
rápida, sem a utilização de produtos químicos e não destrutivo. O objetivo geral do
trabalho foi a construção de um modelo de predição proteica para o feijão carioca
utilizando duas granulometrias distintas:  farelo  e farinha, utilizando o NIRS. Para
obtenção dos grãos, foi implantado o experimento a campo no município de Pato
Branco – PR, na área experimental da UTFPR Pato Branco, utilizando 10 genótipos
de feijão carioca, sendo: BRS MG Madrepérola; Pérola; TAA Dama; IAC Milênio;
ANFC 9; IPR Tangará; BRS Requinte; IPR Curió; BRS Imperador; BRS Estilo. Na
maturidade  fisiológica,  os  grãos  foram  acondicionados  em  bandejas  plásticas
transparentes, armazenados em ambiente controlado com temperatura de 40 ± 5 ºC
e umidade de 75% por até quatro meses, sendo coletados nos dias 0, 15, 30, 60, 90
e  120.  O  NIRS  exige  valores  de  referência  para  desenvolver  um  modelo  de
calibração, neste caso, foi utilizado a metodologia de Bradford (1976) que quantificar
proteínas  totais,  a  análise  estatística  foi  análise  de  variância  e  comparação  de
médias pelo teste de Tukey de 95% de significância. A preparação das amostras
para  o  NIRS  constituiu  da  trituração  do  grão  inteiro  em  farinha  e  farelo.  No
espectrômetro, as amostras foram acomodadas em uma cubeta de quartzo giratória
na quantidade de 20 g. Para as amostras foram utilizados dois métodos de predição
o Cross Validation e o Test Set para comparação dos dois modelos e avaliação da
melhor predição dos teores de proteína. Quando observados, separadamente, os
resultados  da  análise  de  Bradford,  a  análise  de  variância  indicou  interação
significativa  para  tempo  de  armazenamento  x  cultivar.  Aos  60  e  90  dias  de
armazenamento, ocorreu maior variabilidade entre as cultivares, sendo assim, os
tempos  que  melhor  expressaram  o  potencial  de  escurecimento  do  tegumento
avaliado  pelo  teor  proteico.  As  cultivares  IAC  Milênio  e  ANFC  9  não  diferiram
estatisticamente  em  nenhum  tempo  de  armazenamento,  com  isso  os  teores
proteicos do tegumento se mantiveram, mostrando serem cultivares estáveis.  Os
limites utilizados para gerar modelos de PLS foram: primeiro quartil à 16,78 mg g-¹ e
terceiro  quartil  com 17,63 mg g-¹.  A  granulometria  da  farinha de  feijão  foi  mais
eficiente  para  a  construção  de  algoritmos  de  predição,  por  gerar  espectros
possivelmente mais homogêneos. Dentre o grupo da farinha o modelo de predição
que apresentou melhores índices foi o Test Set. O modelo não está finalizado devido
à limitação intrínseca na variabilidade proteica nas cultivares estudas.

Palavras-chave: Escurecimento do tegumento. Enzimas oxi-redutases. Bradford.

ABSTRACT



PALUDO, Franciele. Construction of a model for protein prediction in carioca bean
tegument by Near Infrared Spectroscopy (NIRS). 51 f.  TCC (Agronomy Course) -
Federal University of Technology - Paraná. Pato Branco, 2018.

Bean  (Phaseolus  vulgaris  L.)  has  a  great  nutritional,  cultural  and  food  safety
importance, being a traditional Brazilian food. Consumers prefer the carioca beans
grains with light background tegument, and reject the grains when presenting a dark
background.  After  the  harvest,  tegument  darkening  occurs  due  to  the  enzymes
action, such as polyphenoloxidases and peroxidases. A classical  method for total
proteins  quantification  is  Bradford,  which  consists  of  the  protein-dye  binding,
representing a fast,  stable and destructive procedure. Near Infrared Spectroscopy
(NIRS) is a rapid, non-chemical and non-destructive methodology. The study general
objective was the construction of a protein prediction model for carioca beans with
two distinct granulometries: bran and flour, using NIRS. To obtain the grains, the field
experiment was carried out in Pato Branco - PR municipality, in UTFPR experimental
area, using 10 carioca beans genotypes: BRS MG Madrepérola; Perola; TAA Dama;
IAC Milênio; ANFC 9; IPR Tangará; BRS Requinte; IPR Curió; BRS Imperador; BRS
Estilo. At physiological maturity stage, grains were stored in transparent plastic trays,
in a controlled chamber under 40 ± 5 ºC temperature and 75% humidity for until four
months, being harvested at 0, 15, 30, 60, 90 and 120 days. NIRS requires reference
values to develop the calibration model. In this case, Bradford (1976) methodology
was  used  to  quantify  the  total  proteins.  Statistical  tests  consisted  in  analysis  of
variance  followed  by  Tukey  test  at  95%  significance.  NIRS  sample  preparation
implicated  in  whole  grain  crushing  until  to  obtain  the  flour  and  bran.  In  the
spectrometer, 20 g of samples were accommodated in a rotating quartz cuvette. Two
methods of prediction were used: Cross Validation and Test Set. The methods were
compared  and  it  was  evaluated  the  best  protein  contents  prediction.  Observing
separately the Bradford results, analysis of variance indicated significant interaction
between  time  of  storage  x  cultivar.  At  60  and  90  days  of  storage,  the  highest
variability  occurred  among the  cultivars.  These  times  were  the  ones  wich  better
expressed the potential for tegument darkening, evaluated by the protein content.
The  cultivars  IAC  Milênio  and  ANFC 9  did  not  differ  statistically  in  any  time  of
storage,  the  tegument  protein  content  remained  constant  and  the  cultivars  were
considered stable.  The limits used to generate PLS models were: first  quartile at
16.78 mg g-1 and third quartile at 17.63 mg g-1. The flour bean granulometry was the
most efficient for construction of the prediction algorithms, since possibly generated
more  homogeneous  spectra.  Among  the  flour  group,  the  prediction  model  that
presented the best indexes was Test Set. The model is not finished due to intrinsic
limitation in the protein variability of the studied cultivars.

Keywords: Darkening of the tegument. Oxy-reductase enzymes. Bradford.
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1 INTRODUÇÃO

O feijão comum, tanto  do grupo carioca ou preto,  é  uma excelente

alternativa para a produção pelos agricultores familiares, sendo uma fonte de renda

e contribuindo para a subsistência da família, bem como para grandes agricultores

que utilizam tecnologias mais avançadas conseguindo, assim, aumento da produção

(BARBOSA; GONZAGA, 2012). Segundo a Food and Agriculture Organization of the

United Nations (FAO, 2014), o Brasil é o terceiro maior produtor de feijão do mundo,

ficando atrás apenas da Myanmar e Índia. Comparando a produção de feijão por

regiões do mundo a Ásia produz 44%, depois vem as Américas com 29,9% e a

África com 23,3%.

O  feijão  é  um  alimento  tradicional  na  mesa  dos  brasileiros,  tendo

grande  importância  na  segurança  alimentar,  nutricional  e  cultural  (BARBOSA;

GONZAGA, 2012). O consumo per capita nacional de feijão comum é, em média, de

15 kg por habitante ao ano, ocorreu redução do consumo devido as mudanças no

hábito alimentar da população, com maior demanda por produtos industrializados

(MEIRA; SOUZA, 2015).

Uma das limitações do feijão carioca é o escurecimento do tegumento

durante  o  armazenamento,  o  que  leva  à  rejeição  pelos  consumidores,  os  quais

associam o tegumento de fundo escuro com um grão mais velho, duro e menos

saboroso. Por outro lado, feijões com tegumento de fundo claro são associados a

um grão mais novo, macio e saboroso. Durante o período de armazenamento, são

ativados  alguns  processos  metabólicos  que  ocasionam  o  escurecimento  do

tegumento (BASSINELLO et al., 2003). 

As variações no teor de proteína bruta, em grãos de feijão, encontradas

na literatura situam-se na faixa de 16% a 36,28% (BARAMPAMA; SIMARD, 1993;

BORDIN et al., 2003; BURATTO et al., 2009; MESQUITA et al., 2007; PINHEIRO et

al., 2010). O teor de proteína no grão de feijão varia de acordo com a cultivar e o

ambiente  em  que  é  cultivado,  sendo  resultado  da  interação  entre  genótipo  e

ambiente (BURATTO et al., 2009).

As causas exatas do por que ocorre o escurecimento ainda não são

totalmente claras, conforme Araújo, Ramalho e Abreu (2012) sugerem a ocorrência

de uma combinação de genótipo, ambiente e alterações químicas. Conforme Hikeezi

et  al.,  (2013)  as  principais  oxido-redutases  responsáveis  pelo  processo  de



17
escurecimento,  em  vegetais  são  as  polifenoloxidases  –  PPO  (EC.  1.14.18.1)  e

peroxidases – POD (EC. 1.11.1.7).

O método de quantificação de proteínas totais por Bradford consiste na

ligação  da  proteína  com  o  corante  Coomassie  Brilliant  Blue G-250.  É  um

procedimento rápido e estável com pouca ou nenhuma interferência de cátions. Uma

cor azulada é desenvolvida com a ligação proteína-corante, sendo que quanto maior

a concentração de proteína na amostra, mais intensa é a cor (BRADFORD, 1976). 

O Near infrared Spectroscopy (NIRS) ou seja, infravermelho próximo é

uma metodologia rápida, sem a utilização de produtos químicos, fácil de utilizar o

equipamento  e  não  destrutiva.  O  método  é  considerado  secundário,  pois,  exige

valores de referência para desenvolver um modelo de calibração para a molécula

estudada.  A  precisão  dos  resultados  do  NIRS  depende,  em  grande  medida  da

precisão das análises de bancada, mas é uma metodologia considerada reprodutível

(MANLEY, 2014).

Percebendo a importância econômica da cultura do feijão carioca, bem

como  os  efeitos  benéficos  nutricionais  dos  grãos  e  a  sua  sensibilidade  ao

escurecimento do tegumento, o estudo das proteínas ativadoras do escurecimento

no tegumento  do feijão  carioca e  o desenvolvimento  de uma curva  de predição

proteica no NIRS é de grande importância a fim de alcançar uma melhor apreciação

por parte do consumidor, o que trará ganhos econômicos devido ao maior consumo

além, dos benefícios para a indústria, pois, com a curva do NIRS desenvolvida é

possível avaliar um único grão sem destruí-lo de forma rápida, precisa e sem custos

adicionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Construir um modelo de predição proteica para o tegumento de feijão

carioca,  com  duas  granulometrias  distintas:  farelo  e  farinha,  utilizando  o  Near

Infrared Spectroscopy.

2.2 ESPECÍFICOS

— Produzir grãos de feijão carioca de diferentes cultivares.

— Submeter  os  grãos ao armazenamento  controlado em condições

não adequadas para o grão.

—  Coletar  os  grãos  em  diferentes  tempos  de  armazenamento

controlado. 

— Analisar a concentração de proteínas solúveis totais no tegumento

pelo método de Bradford, obtendo assim, valores de referência para a construção do

modelo utilizando o NIRS.
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3 REFERENCIAL TEÓRICO

3.1 O FEIJÃO

3.1.1 Caracterização

O  feijão  (Phaseolus  vulgaris L.)  pertence  à  Classe  Equisetopsida,

Subclasse Magnoliidae, Super ordem Rosanae, Ordem Fabales, Família  Fabaceae

e gênero  Phaseolus  (TROPICOS, 2017).  P. vulgaris é uma espécie diploide que

apresenta  seu  número  básico  22  cromossomos  (n=x=11).  Seu  genoma  totaliza

521.1 Mb e 27.197 locos contendo 31.638 transcritos codificadores de proteínas

(SCHMUTZ et al., 2014). É uma planta cuja forma de vida é subarbustiva, contém

estípulas lanceoladas a ovais, pecíolo com comprimento entre 2,5 a 18 cm, folíolos

basais  inteiros,  assimétricos,  ovais,  ápices  acuminado,  base  obtusa,  folíolos

terminais,  inteiros,  simétricos,  oval  a  amplo oval,  ápice acuminado,  base obtusa,

com folhas trifoliadas. Inflorescência bractéolas, ovais, os números de nós e entre

nós pode variar conforme o hábito de crescimento da planta conforme descrição

Snak, Miotto e Goldenberg (2011). 

O  hábito  de  crescimento  é  uma  característica  importante

agronomicamente,  pois  determina  o  manejo  da  cultura,  desta  forma,  é  possível

encontrar  o  hábito  de  crescimento  indeterminado  e  determinado.  A  forma

indeterminada  é  caracterizada  por  possuir  caule  principal  com  um  crescimento

contínuo, as inflorescências são axilares e a floração tem início da base para o ápice

da planta. Na forma determinada, o caule e os ramos laterais terminam em uma

inflorescência e possui um número limitado de nós, a floração tem início do ápice

para a base da planta. As principais cultivares com potencial produtivo apresentam

hábito de crescimento indeterminado, ou seja, as plantas continuam crescendo após

a  floração.  Dentre  esses  dois  grupos  existem  quatro  tipos,  dos  quais  os  três

primeiros são produzidos no Brasil,  sendo eles,  Tipo I  –  plantas de crescimento

determinado, subarbustivo, com porte ereto e pequeno, ciclo precoce, maturação

das vagens uniformes, mas pouco produtivos. Tipo II – crescimento indeterminado,
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subarbustivo, porte ereto e caule pouco ramificado. Tipo III – plantas com hábito de

crescimento  indeterminado,  prostrado  ou  semiprostrado,  com  ramificações  bem

desenvolvidas e abertas, o estádio de floração é amplo, favorecendo a redução de

perdas  totais  ocasionadas  pelos  fatores  climáticos,  plantas  rústicas  e  de  alta

produção. Tipo IIII – hábito de crescimento indeterminado, trepador, não é produzido

no Brasil (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007).

Para o feijoeiro podem ser feitas até três safras, sendo as seguintes:

safra  das  águas,  chamada  assim  devido  a  grande  quantidade  de  chuvas  que

acontece durante o período de plantio nos meses de agosto a dezembro; safra da

seca, que ocorre no período de dezembro a março, quando há menos chuvas; e a

última,  safra  irrigada,  que  acontece  nos  meses  de  abril  a  junho  (DA  SILVA;

WANDER, 2013).

Segundo  a  Instrução  Normativa  Nº  12,  de  28  de  março  de  2008

(MAPA, 2008) o feijão carioca é classificado como tipo I (classes branco, preto e as

cores  carioca,  vermelho,  jalo,  entre  outros),  que  é  proveniente  da  espécie  P.

vulgaris.  O tipo  de feijão  carioca surgiu  em 1969,  sendo considerados grãos de

coloração castanho-claro,  podendo conter  estrias de coloração marrom. O hilo é

branco, apresentando ao redor um halo de coloração creme. As sementes têm em

média 0,96 cm de comprimento, 0,60 cm de largura e 0,51 cm de espessura e forma

oblonga conforme classificação de Almeida, Leitão Filho e Miyasaka (1971).

3.1.2 Importância socieconômica

O feijão é cultivado em grande parte por pequenos agricultores em todo

o território nacional, tendo grande importância na subsistência. Contudo, há também

a produção em grande escala com emprego de tecnologias cada vez mais novas,

que vão desde o uso de agroquímicos até o uso de máquinas para a produção e

colheita (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Segundo a  Food and Agriculture Organization of  the United Nations

(FAO, 2014), o Brasil é o terceiro maior produtor de feijão do mundo, ficando atrás

apenas  da  Myanmar  e  Índia.  Comparando  a  produção  de  feijão  por  regiões  do

mundo a Ásia produz 44%, depois vem as Américas com 29,9% e a África com

23,3%.  A estimativa  nacional  de  rendimento  médio  das  três  safras  foi  de  4.555
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quilogramas  por  hectare,  com  3.236.101  hectares  plantados  na  safra  de  2017

conforme IBGE (2017).

O feijão tipo carioca foi semeado no estado do Paraná em 246,9 mil

hectares  nas  três  safras  de  2017,  obtendo  uma  produtividade  de  1.494  kg  por

hectare, sendo a produção de 368,8 mil toneladas. Os maiores estados produtores

de feijão carioca são Minas Gerais, Paraná e Goiás, sendo que Paraná teve um

aumento na produção de 39% na safra 2017 (CONAB, 2017).

O consumo per capita nacional de feijão comum é, em média, de 15 kg

por habitante ao ano, ocorreu redução do consumo devido as mudanças no hábito

alimentar  da  população,  havendo  maior  demanda  por  produtos  industrializados

(MEIRA; SOUZA, 2015). Mesmo com decréscimo de consumo, o feijão é um dos

alimentos mais importantes da dieta dos brasileiros, pois, tem alto valor nutritivo,

disponibilizando  carboidratos  como  fibras  alimentares,  minerais  como  o  ferro,

vitaminas  principalmente  do  complexo  B,  lipídios  e  uma  reconhecida  fonte  de

proteínas (BORÉM; CARNEIRO, 2013; MESQUITA et al., 2007).

O feijão também contém aminoácidos essenciais que são aqueles que

o  corpo  humano  não  produz  como  a  isoleucina,  leucina,  lisina,  metionina,

fenilalanina, treonina, triptofano, histidina e valina, sendo que lisina está presente em

maior quantidade e metionina em menor, no entanto, o arroz é rico em aminoácidos

sulfurados como a metionina, desta forma o prato típico brasileiro complementa a

alimentação saudável (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

O consumo regular do feijão traz muitos benefícios à saúde, podendo

até suprir a deficiência de ferro que causa anemia e a de proteínas. Compreendendo

toda  a  importância  do  feijão,  são  realizados  programas  governamentais  para

estimular o consumo e a produção do mesmo, além de pesquisas para melhorar

cada  vez  mais  as  características  agronômicas  e  o  estímulo  de  produção  nas

pequenas,  médias  e  grandes  propriedades  rurais,  mostrando  a  sua  importância

socioeconômica (DA SILVA; WANDER, 2013).

3.1.3 Composição Proteica

Proteínas  são  compostos  orgânicos  formados  por  aminoácidos  com

alto peso molecular (macromoléculas). As funções são variadas, enquanto algumas

possuem  atividades  catalíticas  (enzimas),  outras  servem  como  elementos
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estruturais,  receptores  de  sinais,  transportadores  que  carregam  elementos

específicos  tanto  para  dentro  da  célula  como  para  fora,  de  armazenamento,

anticorpos, protetoras, contrateis,  hormônios, entre outras (NELSON; COX, 2011;

DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Quando  é  feito  o  fracionamento  das  proteínas  do  feijão,  são

identificados quatro principais grupos, sendo eles: albuminas e glutelinas (cerca de

22,4%), prolaminas (em torno de 1,7%) e globulinas, das quais a faseolina é a mais

abundante (cerca de 40 a 50%) (BONETT et al., 2007; MONTOYA et al., 2008). O

grupo  das  albuminas  participa  dos  processos  metabólicos  essenciais  como

constituição  de  enzimas  e  contém  aminoácidos  sulfurados  que  são  importantes

nutricionalmente (PARK; KIM; BAIK, 2010).

A faseolina é uma proteína de reserva do grão de feijão, pertencente à

família das globulinas fração 7S, com estrutura trimétrica mista com domínios em

alfa-hélice e beta-barril  (ISHIMOTO; CHRISPEELS, 1996). O estudo da mesma é

importante para identificar a origem do feijão, pois existem variações genéticas na

sua quantidade e peso molecular de suas subunidades. Os subtipos mais estudados

e  encontrados  são  a  faseolina  S  (Sanilac)  e  T  (Tendergren)  (MONTOYA et  al.,

2008b). A faseolina S é encontrada em grãos pequenos de cultivares de origem na

América Central, principalmente. Já a faseolina T está presente em grãos volumosos

e de origem dos Andes, sendo esses dois locais o centro de domesticação do  P.

vulgaris (SHARMA; KAUL; DHAR, 2006).

As  variações  nos  teores  de  proteína  bruta  em  grãos  de  feijão

encontradas  na  literatura  situam-se  na  faixa  de  16%  a  36,28%  (BARAMPAMA;

SIMARD, 1993; BORDIN et al.,  2003; BURATTO et al.,  2009; MESQUITA et  al.,

2007; PINHEIRO et al., 2010). O teor de proteína no grão de feijão varia de acordo

com a cultivar  e  o ambiente em que é cultivado,  sendo então a interação entre

genótipo e ambiente (BURATTO et al., 2009).

3.1.4 Escurecimento do tegumento do feijão carioca

Uma das limitações do feijão carioca é o escurecimento do tegumento

durante  o  armazenamento,  o  que  leva  à  rejeição  pelos  consumidores,  os  quais

associam o tegumento de fundo escuro com um grão mais velho, duro e menos

saboroso. Por outro lado, feijões com tegumento de fundo claro são associados a
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um grão mais novo, macio e saboroso. Durante o período de armazenamento, são

ativados  alguns  processos  metabólicos  que  ocasionam  o  escurecimento  do

tegumento (BASSINELLO et al., 2003).

As causas exatas do por que ocorre o escurecimento ainda não são

totalmente claras, conforme Araújo, Ramalho e Abreu (2012) seria uma combinação

de  genótipo,  ambiente  e  alterações  químicas.  Estudos  mostram  que  alta

temperatura,  umidade  relativa  do  ar,  presença  de  luz  e  oxigênio  durante  o

armazenamento  são  agravantes  para  o  escurecimento  do  tegumento  do  feijão

carioca (BRACKMANN et al., 2002; JUNK KNIEVEL; VANDENBERG; BETT, 2007).

Ocorre na natureza três tipos de fenótipos para o escurecimento do

tegumento,  sendo  eles,  o  grão  que  não  apresenta  escurecimento,  o  de

escurecimento lento e de escurecimento regular, considerado de baixa qualidade, já

que  por  sua  vez,  ele  apresenta  características  desfavoráveis  aos  olhos  dos

consumidores (ELSADR et al., 2011).

Conforme  Hikeezi  et  al.,  (2013)  as  principais  óxido-redutases

responsáveis pelo processo de escurecimento em vegetais são as polifenoloxidases

– PPO (EC. 1.14.18.1) e peroxidases – POD (EC. 1.11.1.7). As PPO são enzima que

contém  cobre  no  centro  ativo  e  que  catalisa  dois  tipos  de  reações,  ambas

envolvendo oxigênio. A primeira reação corresponde à hidroxilação de monofenóis

formando  orto-difenóis  e  a  segunda  á  oxidação  de  orto-difenóis  formando

ortoquinonas.  As  quinonas  formadas,  subsequentemente,  sofrem  uma  série  de

reações  não  enzimáticas  para  formar  pigmentos  escuros  denominados

genericamente de melaninas (MAYER, 2006). Dentre os fatores que determinam a

velocidade da ação das PPO,  está  a concentração de enzimas e de fenóis nos

tecidos, já que os mesmos são substratos para as enzimas (DAWLEY; FLURKEY,

1993).

As PPO apresentam várias funções nas plantas tais como defesa, em

casos  em  que  os  tecidos  são  danificados  por  injúrias  mecânicas,  ataque  de

herbívoros e insetos e infecção por patógenos. Quando a compartimentalização do

tecido vegetal é perdido, as PPO de plastídios reage com os substratos fenólicos do

vacúolo, levando à formação das quinonas (VAUGHN; LAX; DUKE, 1988).

As POD tem o mesmo modo de ação das PPO, no entanto, reage com

peróxido de hidrogênio, resultando em quinonas que são compostos instáveis que

ao  reagirem  com  o  oxigênio  polimerizam-se  formando  melaninas  (CHITARRA,
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2007). As POD tem função na biossíntese da lignina e também no mecanismo de

resistência das plantas (FENNEMA, 2000).

A  oxidação  enzimática  de  compostos  fenólicos  pelas  enzimas

polifenoloxidases  e  peroxidases  resultam  no  escurecimento  do  tegumento

(WHITEHEAD;  SWMARDT,  1982).  Segundo  Silva  (2007)  o  escurecimento  do

tegumento do feijão carioca é mais precoce devido à quantidade de polifenóis no

grão, especialmente o tanino. No entanto, a análise de tanino é demorada, de alto

custo  e  ocorre  a  destruição  do  grão.  A  alternativa  seria  utilizar  o  método  de

colorimetria do grão ou a quantificação proteica pelos diversos métodos conhecidos.

Rios, Abreu e Corrêa (2002), ao estudarem a relação entre compostos

fenólicos, enzimas peroxidases e polifenoloxidases e o escurecimento do tegumento

em diferentes cultivares de feijão,  verificaram que o teor de compostos fenólicos

aumentou  durante  o  período  do  armazenamento  (oito  meses),  bem  como  o

escurecimento  do  tegumento  dos  grãos  em  todas  as  cultivares  analisadas.  Os

mesmos autores concluíram,  ainda,  que com o aumento do teor  dos compostos

fenólicos durante o armazenamento, a coloração do tegumento dos grãos tornou-se

mais escura como resultado do aumento da atividade das enzimas polifenoloxidases

e peroxidases, devendo-se ressaltar que os autores utilizaram, em sua pesquisa, o

grão inteiro.

Neste  contexto,  devido  à  grande  perda  econômica  que  o

escurecimento  do  tegumento  causa,  estudos  sobre  a  forma  como  ocorre  essa

propriedade do feijão são muito importantes, a fim de obter-se variedades menos

suscetíveis ao escurecimento do tegumento no período em que estão armazenadas.

3.1.5 Técnicas para quantificação e análise de proteínas

O método de quantificação de proteínas solúveis totais, por Bradford,

consiste na ligação da proteína com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250, com

mudança  máxima  de  absorção  do  corante  a  partir  de  465  a  595  nm,  sendo  o

aumento da absorção a 595 nm que é monitorado. É um procedimento rápido e

estável  com  pouca  ou  nenhuma  interferência  de  cátions.  A  concentração  de

proteínas na amostra é proporcional à intensidade da coloração azul obtida como

resultado da ligação proteína-corante (BRADFORD, 1976).
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O  Near  Infrared  Spectroscopy (NIRS),  ou  seja,  espectroscopia

infravermelho próximo foi descoberto por Frederick William Herschel, um músico e

astrônomo profissional.  É uma metodologia rápida,  sem a utilização de produtos

químicos, equipamento de fácil manuseio e não destrutivo. O método é considerado

secundário,  pois,  exige  valores  de  referência  para  desenvolver  um  modelo  de

calibração para a molécula estudada. A precisão dos resultados do NIRS, depende

em grande medida,d a precisão das análises de bancada, mas é uma metodologia

considerada reprodutível (MANLEY, 2014).

O NIRS é constituído de uma câmara de leitura ótica e um software

para  tratamentos  matemáticos  que,  permite  a  identificação,  qualificação  e

quantificação de compostos orgânicos nos alimentos (CAMPESTRINI, 2005).

A região do comprimento de onda que o NIRS compreende é de 800 a

2500 nm, entre o visível de 380 a 780 nm e 316 a 12 nm. Os espectros gerados tem

informações  sobre  as  ligações  orgânicas,  sendo  C-H,  O-H  e  N-H.  Devida  a

combinação  de  um  grande  número  de  espectros  gerados  e  muitos  picos

sobrepostos,  acaba  sendo  muito  complexo  a  visualização  dos  resultados,  desta

forma, o NIRS gera uma regressão linear múltipla (MLR), removendo informações

indesejadas como o ruído espectral ou efeito de tamanho de partícula sem perder

informações importantes, o pré – tratamento das amostras tem a mesma finalidade.

Para a calibração do NIRS é recomendado mais de cem amostras (MANLEY, 2014).

Alguns trabalhos utilizando o NIRS foram conduzidos para diferentes

espécies vegetais. Assim, Ribeiro, Ferreira e Salva (2011) utilizaram o método para

avaliar  a bebida de café em relação à acidez, amargor,  sabor,  limpeza,  corpo e

qualidade global. Krähmer et al., (2015) determinaram os parâmetros de qualidade

bioquímica em cacau. Bazoni et al., (2017) utilizaram a metodologia para avaliar as

alterações  físico-químicas  de  soja  armazenada.  Hacisalihoglu,  Larbi,  e  Settles

(2009) utilizaram o NIRS para avaliar a massa da semente, quantidade de proteína e

amido presente no grão do feijão.

Conforme  Santos;  Santos  e  Korndorfer  (2012),  o  NIRS  traz  muitos

benefícios  para  diversas  indústrias  e  laboratórios,  no  entanto,  apresenta  como

dificuldade o alto custo inicial para a aquisição do aparelho, o tratamento dos dados

que é o processo mais demorado, a grande quantidade de material para proceder a

calibração do aparelho e as técnicas clássicas de bancada ainda são necessários na

parte de calibração.
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3.1.6 Quimiometria

Quimiometria segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2006), utiliza

dos conhecimentos da estatística e matemática para organizar, planejar e melhorar

o conjunto de dados químicos multivariados. Um conjunto é multivariado quando se

analisa mais de uma variável ao mesmo tempo, correlacionando as mesmas. Com o

desenvolvimento de instrumentos com capacidade de armazenar grandes conjuntos

de dados, também se criou a necessidade de instrumentos matemáticos para tratar

esse conjunto.

Segundo Xiaobo et al., (2010) selecionar variáveis fornece preditos de

forma mais rápida e econômica, também para o método de PLS gera resultados

mais  adequados.  A  seleção  das  variáveis  visa  identificar  subconjuntos  de

comprimentos  de  ondas  que  produza  o  menor  erro.  Boxplot  e  histograma  são

representações  gráficas  que  demonstram o  comportamento  dos  dados,  portanto

com o histograma é possível verificar a dispersão dos dados ao redor de um mesmo

valor central,  com isso podemos identificar a variabilidade do conjunto de dados.

Contribuindo na tomada de decisão o gráfico de densidade é sumarizado com o

histograma, pois ele capturas densidades de frequência de forma geral, desta forma,

indicando  uma  estimativa  de  frequência  de  observações  na  região  da  linha.  O

boxplot  representa  os  limites  mínimo  e  máximo do  conjunto  de  dados,  também

define os percentis de 25% e 75%, inclusive utilizando esta metodologia é possível

conhecer os outliers (valores discrepantes) (FILHO, 2017).

Para Beebe, Pell  e Seasholtz  (1998) a etapa de pré-processamento

dos dados individuais ainda brutos tem por objetivo descartar informações que não

são importantes do ponto de vista químico e melhorar a condição do conjunto de

dados para a posterior análise do software. Um exemplo é a centralização na média,

que permite que para cada variável seus valores tenham média zero. Para centrar

os dados na média,  obtêm-se,  para  cada coluna,  o  valor  médio e,  em seguida,

subtrai-se este valor de cada variável dessa mesma coluna, conforme a equação 1.

Outra vantagem do pré – processamento centrado na média é a redução do número

de variáveis utilizadas, o modelo torna-se menos complexo (MANLEY, 2014).

(1)

O NIRS emprega alguns métodos multivariados, o mais comum é a

regressão por  mínimos quadrados parciais  (PLS),  onde é feito  o  processamento
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diretamente dos dados, extraindo as variáveis latentes (variáveis não observáveis).

Esta  regressão  tem  por  objetivo  determinar  uma  linearidade  que  sumarize  a

correlação entre as variáveis Y e X (KUHN; JOHNSON, 2013).

Para o desenvolvimento do modelo existem duas metodologias que se

diferem e podem ser utilizadas para a identificação do modelo que melhor prediz a

quantidade da molécula orgânica estudada, sendo Cross Validation e  Test Set, na

qual,  as  duas  precisam da  etapa  de  calibração  e  validação.  A  calibração  (b)  é

definida como um processo para criar um modelo que relaciona amostras preditas,

ou  seja,  lidas  pelo  espectrofotômetro  em  absorbância  (Y)  com  amostras  de

referência feito com testes de bancada (X), (ZEAITER; ROGER, 2005), conforme

equação 2.

(2)

O coeficiente de correlação varia de -1 a +1, sendo uma medida de

relação linear entre as variáveis, informando o quanto uma variável é alterada pela

mudança na outra variável. Explicando o fato de variáveis de valores baixos estarem

relacionados  com  outras  variáveis  de  valores  baixos  e  assim  se  agrupando  e

alterando o comportamento dos dados, o contrário também é verdadeiro (BRUKER,

2006).

O R² indica o coeficiente de determinação, ou seja, a porcentagem de

variância presente nos valores verdadeiros (Y) com os valores preditos (X). Quanto

mais os valores preditos se aproximam dos valores verdadeiros, maior é o R² que se

aproximando de 100%, portanto é um indicador de ajuste do modelo. Representado

pela equação 3 (BRUKER, 2006; XIAOBO et al., 2010).

(3)

Outro  indicador  é  o  Erro  quadrático  médio  da  estimativa  (RMSEE),

sendo a soma dos quadrados dos erros (SEE), o número de amostras (M) e o Rank

(R).  Para  a  soma  dos  quadrados  dos  erros  é  utilizado  a  fórmula  da  somatória

quadrática do residual (Res). Este indicador é utilizado no Test Set (BRUKER, 2006;

XIAOBO et al., 2010). Estão representados pelas equações 4 e 5.

(4)

(5)
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Para o Cross Validation (calibração e validação) é utilizado o indicador

de erro quadrático médio da validação cruzada (RMSECV), portando é o erro médio

calculado  para  cada  variável  latente  analisada  individualmente  e  calculada,  o

PRESS (Soma de tempo residual preditiva dos quadrados) é a soma de todas as

diferenças quadráticas entre a concentração verdadeira e prevista. A diferença entre

a concentração verdadeira da amostra i e a concentração predita chama-se Differ,

as equações 6, 7 e 8 estão representadas a seguir (BRUKER, 2006):

(6)

(7)

(8)

Para  Test  Set  (validação) é  utilizado  o  erro  quadrático  médio  da

previsão (RMSEP) que determina a medida de concordância entre o valor predito e

o valor verdadeiro, segue equação 9 (BRUKER, 2006).

(9)

O Desvio residual de predição (RPD) determina a razão entre o desvio

padrão e o erro padrão predito. O Desvio padrão (SD) é o grau em que os valores

dos componentes de um conjunto de amostras estão dispersos em torno do valor

médio da componente, sendo a raiz quadrada da variância. Para M o número de

espectros e ym o valor médio da componente. O erro padrão de predição (SEP)

indica o desvio padrão de todos os valores de medição corrigidos de polarização a

partir do valor verdadeiro, conforme equações 10, 11, 12 e 13 (BRUKER, 2006).

(10)

(11)

(12)

(13)
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Bias  representa  o  valor  médio  do  desvio,  portanto  um  desvio

sistemático dos valores preditos do valor verdadeiro representado pela equação 14

(BRUKER, 2006).

(14)



30
4 MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi implantado a campo no ano de 2016 no município de

Pato Branco – PR, na área experimental da Universidade Tecnológica Federal do

Paraná, localizada a 26°11’S e 52°40’’W, e com altitude próxima a 700 m. O solo é

caracterizado  como  Latossolo  Vermelho  Distrófico.  O  clima  do  local  é  cfa,  com

temperaturas médias de 18 ºC nos meses mais frios e acima de 22 ºC para os

meses mais quentes, com chuvas bem distribuídas. 

Foram utilizadas 10 cultivares de P. vulgaris L. do tipo carioca, sendo:

BRS MG Madrepérola; Pérola; TAA Dama; IAC Milênio; ANFC 9; IPR Tangará; BRS

Requinte; IPR Curió; BRS Imperador; BRS Estilo.

O  delineamento  experimental  foi  de  blocos  ao  acaso  com  quatro

repetições.  As  parcelas  foram constituídas  de  seis  metros  de  comprimento  com

quatro linhas espaçadas a 0,45 m entre si, a densidade de semeadura foi de 288

plantas por parcela, com 12 plantas por metro linear. Os tratamentos aplicados após

a semeadura estão indicados na tabela 1. O manejo da cultura foi de acordo com a

Comissão Técnica Sul-Brasileira de Feijão (CTSBF, 2012).

Tabela 1 – Representação dos tratamentos químicos utilizados no experimento a campo, para análise
dos grãos na pós-colheita. Fonte: (Paludo, 2018). 

Produto (Nome
comercial)

Princípio ativo Dose utilizada Plantas daninhas/
Pragas

Classe

Flex® Fomesafem 1.000 mL/ha Folha larga Herbicida

Fusilade® 250 EW Fluazifope-P-Butílico 750 mL/ha Gramíneas Herbicida

Engeo Pleno® +
Nimbus®

Tiametoxam + óleo
mineral

125 mL/ha + 500
mL/100 L (calda)

Diabrotica speciosa Inseticida e óleo
mineral (adjuvante)

Na maturidade fisiológica, foi realizada a colheita e os grãos resultantes

do  experimento  foram  acondicionados  em  bandejas  plásticas  transparentes,

armazenadas em ambiente controlado com temperatura de 40 ± 5 ºC e umidade de

75% durante quatro meses. A intenção foi, acelerar o metabolismo das sementes

para demonstrar  os efeitos do escurecimento do tegumento com a finalidade da

pesquisa. Para o controle de pragas de grãos armazenados foi utilizado o Gastoxin®

na dose de uma pastilha, com tempo de concentração de cinco dias.

As coletas das amostras foram feitas com 15, 30, 60, 90 e 120 dias de

armazenamento controlado, sendo o tempo O (zero) amostras recém colhidas do

campo sem armazenamento, obtendo assim, o padrão. Após coletado as amostras,
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era feito a identificação das mesmas e conservadas em ultrafreezer à -80 ºC. Foram

utilizadas  240  amostras  com  3  repetições  de  cada  cultivar  de  feijão  carioca

totalizando 720, para a análise de proteína solúvel pelo método de Bradford, bem

como para gerar os espectros do NIRS, desta forma, representando a variabilidade

proteica encontrada 15,25 mg g-¹ até 27,64 mg g-¹. 

4.1 ANÁLISE DE REFERÊNCIA

A  concentração  de  proteínas  solúveis  totais  foi  analisada  pela

metodologia de Bradford (1976),  utilizando 1 g do tegumento,  sendo a albumina

sérica bovina (BSA) a proteína padrão. Para a retirada do tegumento do grão foi

utilizado um bisturi, já que a análise se deteve apenas ao tegumento.

As  análises  foram  feitas  em  triplicata  e  submetidas  à  análise  de

variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Foi utilizado o

programa WinStat 1.0, com nível de significância de 95%.

4.2 ANÁLISE DE PREDIÇÃO

A preparação das amostras para gerar os espectros do NIRS constituiu

da trituração do grão inteiro em duas granulosidades, sendo elas farinha e farelo

com um número de mash de 2 mm. Para isso utilizou o moinho triturador da Finex.

No  equipamento  espectrômetro  modelo  FT-NIR  modelo  MPA  (Multi  Purpose

Analyzer) da Bruker, as amostras foram acomodadas em uma cubeta de quartzo

giratória na quantidade de 20 g e gerado espectros em triplicata, as condições de

leitura do equipamento foram de 16 cm-¹ de resolução e 34 acumulações espectrais.

O  primeiro  passo  foi  verificar  qual  a  melhor  região  de  dados  para

utilizar na modelagem, pois,  não são necessários utilizar  todos,  escolhendo uma

faixa  amostral  de  concentrações  de  proteínas  para  desenvolvimento  da  melhor

modelagem. Desta forma, gerou-se um boxplot e um histograma de todos os dados.

Percebendo que continha regiões com poucas amostras e que não representariam

bons resultados, gerou-se novamente um boxplot e histograma, mas sem os outliers

encontrando assim, a região ideal.
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Para  a  construção  de  modelos  PLS  foi  executado  no  programa

computacional  Opus  versão  7.2.  Para  as  amostras  de  farinha  e  farelo  foram

utilizados  dois  métodos  de  predição  o  Cross  Validation e  o  Test  Set para

comparação  dos  dois  modelos  e  avaliação  da  melhor  predição  dos  teores  de

proteína,  considerando  que  possuíamos  pouca  variabilidade  proteica  entre  as

amostras.  O  Cross Validation consiste  em um único  grupo de espectros  para  a

calibração e para a validação, utilizando 2 amostras para leading out. O trabalho foi

desenvolvido em triplicata, desta forma, foram utilizadas 142 amostras sem outliers,

que gerou um total  de 426 espectros. Pelo método do  Test Set há a separação

manual dos espectros em dois grupos espectrais, sendo 30% dos espectros para a

validação e 70% para a calibração do modelo. Para a farinha foram 99 amostras

gerando 297 espectros,  sendo que 76 amostras  ou 227 espectros foram para o

grupo de calibração e 24 amostras ou 70 espectros para o grupo de validação e para

o farelo foram 124 amostras gerando 370 espectros no total com 95 amostras ou

284 espectros para calibração e 29 amostras ou 86 espectros para validação. O pré-

tratamento espectral individual utilizado foi centrado na média para os dois modelos.

Para gerar o modelo de predição utilizou-se a ferramenta matemática da segunda

derivada.

Os  modelos  foram  ajustados  por  PLS,  analisando  os  seguintes

parâmetros  estatísticos  para  Cross  Validation:  RMSEE  e  R²  para  calibração

RMSECV e R² na validação. Para o  Test Set os parâmetros estatísticos avaliados

foram:  RMSEE  e  R²  na  calibração,  RMSEP  e  R²  na  validação.  O  modelo  foi

escolhido por maior R² menor RMSEE e RMSEP, sendo resultado das otimizações

obtidas pelo software.

As regiões espectrais  individuais utilizadas pelos métodos de  Cross

Validation e Test Set para a construção dos modelos de predição da granulometria

da farinha e farelo estão na tabela 2.

Tabela  2  – Regiões  espectrais  utilizadas pelo  NIRS (Near  Infrared  Spectroscopy)  para  construir
modelos de predição para a farinha e farelo de grãos de feijão carioca (Paludo, 2018) 

Farinha/Farelo

Cross Validation Test Set

Calibração
9411.7 – 7498.5 9411.7 – 6094.5

6109.9 – 5446.4 5461.9 – 4243 

Validação
9411.7 – 7498.5 9411.7 – 6094.5

6109.9 – 5446.4 4613.3 – 4243 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES

Quando observada a análise de variância (ANOVA) obtida por meio

dos dados da análise de referência (Bradford) considerando as variáveis cultivar,

tempo de armazenamento controlado e a interação entre as cultivares e tempo de

armazenamento controlado, é possível perceber que ocorreu diferença significativa

(P<0,05) apenas para interação das variáveis (Tabela 3).

Tabela  3 –  Resumo da  análise  da  variância  para  a  concentração  de  proteínas  pelo  método  de
Bradford  de  dez  cultivares  de  feijão  carioca  armazenados  em  condição  controlada
durante quatro meses (Paludo, 2018).

GL SQ QM

Cultivar 9 11.2806 1.2534ns

Tempo de armazenamento 5 110.5410 22.1082ns

Repetição 3 4.2341 1.4113ns

Interação 45 46.8420 1.0409*

Resíduo 177 126.9059 0.7169

Total 239 299.8038 -

Média 17.6862

CV (%) 4.7876
* Diferiram significativamente e ns Não diferiram significativamente

Quando  comparadas  as  médias  das  cultivares  pelo  teste  de  Tukey

(P<0,05) em cada tempo de armazenamento controlado (Tabela 4), observou-se que

no tempo 0,  ou  seja,  o  tempo sem armazenamento,  as  cultivares  TAA Dama e

Pérola apresentaram diferença significativa, mostrando que entre as dez cultivares,

elas começaram expressando maior teor de proteínas com 18,23 mg g -1 e 18,56 mg

g  -1 respectivamente e  a  cultivar  IPR  Curió,  o  menor  teor  de  proteínas  com

16,26 mg g -1. 

Aos  15  dias  de  armazenamento  controlado,  a  cultivar  ANFC  9

apresentou o maior teor  proteico com 17,72 mg g  -1 e TAA Dama o menor teor

proteico  com 15,77  mg  g  -1  sendo,  essas  as  duas  cultivares  que  apresentaram

diferença significativa em relação ao teor de proteína presente no tegumento. 

Aos 60 dias  foi  o  tempo de armazenamento  de  maior  variabilidade

entre as cultivares,  sendo assim, o tempo que melhor  expressou o potencial  de

escurecimento do tegumento avaliado pelo teor proteico. Neste tempo, a cultivar que

expressou maior conteúdo proteico foi o BRS Estilo com 20,51 mg g -1, o grupo de

cultivares que obtiveram um valor médio foi IPR Curió, IAC Milênio, BRS Requinte,

TAA Dama e Pérola variando entre 17,93 à 18,56 mg g  -1, o grupo com maiores
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teores proteicos foi BRS Imperador, BRS MG Madrepérola, ANFC 9 e IPR Tangará

variando  entre  18,83  à  18,60  mg  g  -1 (Tabela  4).  Aos  30,  90  e  120  dias  de

armazenamento  controlado  as  cultivares  se  comportaram  de  forma  igual,  não

havendo diferença significativa. 

Tabela  4  –  Medidas  dos  valores  proteicos  em  mg  g-1 das  dez  cultivares  de  feijão  carioca
armazenados em ambiente  controlado  por  quatro  meses para expressão  máxima do
escurecimento do tegumento (Paludo, 2018).

Dias de armazenamento

0 15 30 60 90 120

IPR Curió 16,26 b B 17,04 ab  AB 16,86 a AB 17,93 b AB 18,03 a A 17,65 a AB

BRS Estilo 17,18 ab B 17,02 ab B 17,61 a B 20,51 a A 18,15 a B 17,55 a B

BRS Imperador 18,05 ab AB 16,81 ab B 17,5 a AB 18,80 ab A 18,40 a AB 17,34 a AB

BRS MG
Madrepérola

17,78 ab AB 16,44 ab B 16,32 a B 18,83 ab A 18,66 a A 17,82 a AB

IAC Milênio 17,64 ab A 16,40 ab A 17,01 a A 18,04 b A 18,02 a A 17,43 a A

BRS Requinte 18,13 ab AB 16,36 ab C 16,95 a BC 18,02 b ABC 18,29 a A 18,42 a AB

ANFC 9 17,69 ab A 17,72 a A 17,38 a A 18,60 ab A 18,29 a A 17,31 a A

TAA Dama 18,23 a AB 15,77 b C 16,55 a BC 18,56 b A 18,31 a A 17,26 a ABC

Pérola 18,56 a A 16,76 ab B 17,43 a AB 18,42 b AB 18,43 a AB 17,64 a AB

IPR Tangará 17,46 ab AB 16,47 ab B 17,41 a AB 18,77 ab A 18,49 a A 17,51 a AB

Média (mg g-1) 17.7026 16.6827 17.1058 18.6510 18.3792 17.5960

CV (%) 2.4111 3.1581 2.6486 8.9228 1.7087 4.9578

Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal e médias seguidas pelas mesmas
letras minúsculas na vertical não diferiram significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

O teor proteico encontrado pela análise de Bradford, foi aumentando

até  os  60  dias,  após  ocorreu  a  diminuição,  correspondendo  aos  trabalhos  de

Siqueira (2013) e Rios, Abreu e Corrêa (2002) que relataram que independente do

genótipo ocorrem uma tendência de aumento da atividade enzimática, mostrando

que ocorreu atividades enzimáticas no tegumento durante o armazenamento.

A  variação  no  teor  proteico  está  relacionada  também ao  cultivo  do

feijoeiro,  adubação  do  solo,  clima  e  as  características  genéticas  da  sementes

(RIBEIRO et al., 2007). Como o experimento foi conduzido em mesma área, com

mesmo manejo  e  submetidos  ao  mesmo clima,  sugere  que  a  variação  proteica

encontrada seja  devido à genética  do grão,  resultados encontrados também por

Ribeiro, Storck e Poersch (2008) e Siqueira et al., (2016).

Outro fator que pode estar relacionado ao aumento proteico é o fato

das PPO estarem envolvidas na defesa da planta, quando a semente é submetida a

uma situação de estresse ela tem como resposta metabólica o aumento da atividade
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da enzima para que seu organismo volte ao normal (VAUGHN; LAX; DUKE, 1988 e

SOARES; MACHADO, 2007).

Conforme a tabela 4, quando comparado à media de cada cultivar em

relação aos tempos, as cultivares IAC Milênio e ANFC 9 não diferiram de forma

significativa em nenhum tempo de armazenamento, com isso os teores proteicos do

tegumento se mantiveram estáveis. Pérola expressou o maior teor proteico no tempo

zero e o menor teor nos 15 dias de armazenamento, depois se mantendo estável.

Os 15 dias de armazenamento controlado foram onde as sementes

apresentaram menores teores proteicos. E os tempos 60 e 90 onde as cultivares

apresentaram maior expressão proteica.

A atividade metabólica da semente é reduzida quando o teor de água e

temperatura diminuem, com isso, a semente deteriora menos, pois, as enzimas e

processos bioquímicos não estão em ação (MARCOS FILHO, 2015). Como o feijão

é uma semente ortodoxa, ele suporta o dessecamento, ou seja, o armazenamento

sem  umidade,  diminuindo  o  seu  metabolismo  e  assim  que  receber  umidade  e

temperatura adequada, sua atividade metabólica volta a funcionar adequadamente,

germinando e desenvolvendo uma planta adulta. Quando submetemos as sementes

em condição de alta  temperatura  e umidade causamos um estresse metabólico,

justificando  os  primeiros  15  e  30  dias  de  armazenamento  controlado,  onde  as

sementes mostraram pouca resposta, apenas, ANFC9 que apresentou aumento do

metabolismo aos 15 dias, pois a ação metabólica ainda estava baixa, aos 60 e 90

dias de armazenamento controlado foi onde as sementes apresentaram respostas

ao estresse aumentando a atividade do seu metabolismo.

No período onde as  sementes mantiveram ação metabólica  intensa

mas não germinaram, como ocorreu no experimento, o metabolismo age de forma

desordenada, favorecendo a deterioração das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

Justificando a resposta das sementes ao longo do armazenamento, aumentando ou

diminuindo o seu teor proteico. 

Obtendo o conjunto de dados pela análise de referência (Bradford) foi

possível  identificar  o  comportamento dos dados, utilizando o boxplot   (Figura 1),

desta forma, essa representação gráfica incluiu o conjunto de dados da análise de

Bradford  completo  e  representou  outliers na  faixa  de  20,45  a  27,63  mg  g-1 de

proteína na amostra, sendo o primeiro quartil com 17,00 mg g -1 e o terceiro quartil

com 18,31 mg g-1 demonstrando que essa seria a faixa ideal para trabalhar com o
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conjunto total de dados no NIRS. No entanto, quando comparado o mesmo conjunto

total de dados no histograma (Figura 1), apresentou uma curva leptocurtica, ou seja,

pouca dispersão dos dados, sendo uma curva assimétrica com calda para a direita,

desta forma, não desenvolveria um modelo representativo. Sumarizando o gráfico de

densidade indica uma estimativa de frequência de observações na região da linha,

ou  seja,  os  dados  mais  frequentes  se  concentram  na  região  dos  16,00  a  

18,00 mg g-1.

Figura 1 – Representação gráfica do conjunto total de dados da análise de Bradford utilizada para
desenvolver  modelos  de  Cross  Validation e  Test  Set.  (a)  Boxplot  e  (b)  Histograma
(Paludo, 2018).

Em seguida, foi  gerado um novo boxplot (Figura 2) sem os  outliers,

gerando uma faixa ideal entre primeiro quartil à 16,78 mg g -1 e terceiro quartil com

17,63 mg g-1. Quando comparado com o histograma (Figura 2) apresentou amostras

menos concentradas, desenvolvendo uma curva simétrica e na linha da densidade,

demonstrou  maior  frequência  na  mesma faixa  de  amostras  do  boxplot,  portanto

estes foram os limites utilizados para gerar modelos de PLS.

Após a seleção do conjunto de dados da análise de Bradford, os dados

foram plotados no programa Opus.Lab e assim, foram cruzadas as leituras do NIRS

e  do  Bradford,  gerando  assim  os  espectros.  É  necessário  verificar  se  existe  a

necessidade de tratar os dados iniciais, pois, pode ocorrer muitos picos sobrepostos,

deixando a visualização do resultado complexa (MANLEY, 2014).  Observando os

espectros  individuais  sem  outliers (Figura  3)  com  um  total  de  426  espectros,

apresentaram-se similares, portanto o único pré-tratamento foi o centrado na média,
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que  consiste  em  cada  variável  obter  valores  de  média  zero  (BEEBE;  PELL;

SEASHOLTZ, 1998).

Figura 2 – Representação gráfica após a remoção dos  outliers  do conjunto de dados selecionada
para desenvolver modelos de Cross Validation e Test Set. (a) Boxplot e (b) Histograma
(Paludo, 2018).

Figura 3 – Espectros individuais do conjunto de dados da farinha e farelo de dez genótipos de feijão
carioca com suas triplicatas (Paludo, 2018).

Conforme  Ranzan  et  al.,  (2014)  os  parâmetros  estatísticos  são

necessários para identificar a qualidade preditiva dos modelos, sendo considerando

os mais determinantes RMSECV para  Cross Validation  nas etapas de validação e

calibração, pois, essa metodologia utiliza o mesmo grupo de amostras para calibrar

e validar o modelo gerado. Para o  Test Set, o RMSEP na etapa de validação é o

mais importante, pois, os grupos de amostras são distintas nesta metodologia e o
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erro  na  validação  valida  o  modelo  gerado.  O  R²  identifica  a  porcentagem  de

variância presente nos valores verdadeiros (Y) com os valores preditos (X), sendo

utilizado para as duas metodologias.

Tabela 5 – Parâmetros estatísticos que representam a qualidade preditiva do modelo desenvolvido
com as metodologias  Cross Validation e  Test Set com as granulometrias de farelo e
farinha de dez genótipos de feijão carioca e suas triplicatas (Paludo, 2018).

Cross Validation

Validação Calibração

R² RMSECV (mg g-1) R² RMSEE (mg g-1)

Farelo 0.34 0.388 0.53 0.333

Farinha 0.52 0.392 0.63 0.351

Test Set

Validação Calibração

R² RMSEP (mg g-1) R² RMSEE (mg g-1)

Farelo 0.45 0.274 0.43 0.409

Farinha 0.60 0.231 0.64 0.353

Ao compararmos o modelo de predição  Cross Validation da farinha e

do farelo (Tabela 5), observa-se que a farinha obteve R² maior na validação e na

calibração,  com  0.52  e  0.63  respectivamente,  para  o  farelo  os  valores  foram

menores, sendo R² com 0.34 na validação e 0.53 para a calibração. No modelo do

Test  Set  na  validação  a  farinha  apresentou  valor  de  R²  maior  (0.60)  quando

comparado com o farelo com 0.45. Conforme Xiaobo et al., (2010) quanto mais os

valores preditos se aproximam dos valores verdadeiros mais perto de 100% é o

valor ideal de R².  Santos (2017) avaliou o teor proteico total na soja e encontrou o

valor  de  0.78  para  o  coeficiente  de  determinação,  neste  trabalho  a  farinha  se

aproximou mais desses valores, chegando à 0.64 no modelo do Test Set, um valor

aceitável, levando em consideração a pouca variabilidade proteica encontrada. 

Para  o  Test  Set  (validação) é  utilizado  o  erro  quadrático  médio  da

previsão – RMSEP que determina a medida de concordância entre o valor predito e

o valor verdadeiro e para Cross Validation é utilizado o indicador de erro quadrático

médio da validação cruzada – RMSECV (BRUKER, 2006). Conforme Manley (2014)

e Ranzan et al., (2014), a figura de mérito RMSEP para o Test Set na validação e o

RMSECV  no  Cross  Validation são  importantes  para  determinar  a  precisão  da

análise. Para  Santos (2017) os mesmos indicativos absorvem os erros globais da

análise de referência.  Almeida (2009), afirma que quanto menor o valor melhor o

modelo predito. Sendo assim, os valores encontrados para o modelo de predição
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Cross Validation para o RMSECV foi menor no farelo com 0,388 e maior na farinha

com 0,392.  Para o  Test Set  o indicativo RMSEP o farelo foi  maior com 0,274 e

menor para a farinha com 0,231 (Tabela 5). 

Outra  figura  de mérito  utilizada,  foram as variáveis  latentes,  quanto

mais  baixa  a  classificação  melhor,  pois  quanto  maior,  mais  ruído  a  amostra

apresenta. A classificação é feita de 1 à 10, aonde o próprio  software determina

(ALMEIDA, 2009).  Neste  trabalho,  foi  designado 9 para todas as avaliações.  As

variáveis R² e RMSEP ou RMSECV apresentaram valores muito similares sugerindo

que a validação cruzada leave-one-out se encaixa no PLS obtendo regressão com

precisão. 

Analisando, o Test Set apresentou sendo o melhor modelo de predição

como já visto, os resultados foram o R² maior e o erro na validação (RMSEP) menor

tanto  para  farinha  quanto  para  farelo  neste  modelo.  Para  determinar  qual

granulometria se ajustaria melhor para este modelo, foi utilizado a figura de mérito

RPD – desvio residual de predição que estipula a proporção de erro padrão por

desvio  padrão,  ele  designa  se  o  modelo  predito  está  adequado  para  ser  usado

(MANLEY,  2014).  Na  literatura  existem  valores  de  referência  que  indicam se  o

modelo é adequado ou não, segundo Saeys et al., (2005) os valores abaixo de 1,5

não  são  predições  aconselháveis,  entre  1,5  e  2,0  existe  a  possibilidade  de

reconhecer valores altos e baixos, representando um modelo mais adequado. Para

Manley (2014), valores maiores que 3,0 são úteis para selecionar amostras, sendo

uma boa classificação, acima de 5,0 pode ser utilizado para o controle de qualidade

de produtos na indústria e acima de 8 é excelente, tendo qualquer aplicação. 

Com isso, foi avaliado o RPD da farinha e do farelo para o Test Set, a

farinha apresentou 1,82 para a validação e 1,66 para a calibração, sendo valores

aceitáveis para predição. O farelo apresentou valores abaixo de 1,5 com 1,42 para a

validação e 1,32 para a calibração, não desenvolvendo uma boa predição. 

No  trabalho  de  Shenk et  al.,  (2001)  evidenciou  que  quando  os

espectros são feitos com amostras inteiras a precisão do equipamento fica reduzida

devido à heterogeneidade da amostra, desta forma, quando moído a amostra se

torna homogênea e melhora a precisão da análise pelo equipamento. Confirmando

os resultados a farinha apresentou melhores índices, demonstrando ser a melhor

granulometria para o desenvolvimento do modelo de predição.
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6 CONCLUSÕES

Foram  encontradas  diferenças  significativas  no  teor  de  proteínas

solúveis totais expresso na análise de referência (Bradford) entre as cultivares e

tempos de armazenamento controlado. 

Obtendo os dados na análise de referência (Bradford), foi desenvolvido

um modelo de predição proteica utilizando o NIRS para o feijão carioca com duas

granulometrias distintas (farelo e farinha), no entanto, o modelo não está finalizado

devido à limitação intrínseca na variabilidade proteica nas cultivares estudas.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O  trabalho  deve  ser  continuado  utilizando  maior  quantidade  de

cultivares,  desta  forma  melhorando  os  modelos  de  predição,  pois,  esse  modelo

gerado ainda não está adequado para ter uma aplicabilidade,  sendo classificado

como um modelo em construção.
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