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RESUMO

Sementes individuais de amendoim colhidas aos 108, 115 e 120 dias
foram utilizadas para um estudo de adequagdo da andlise do teor de Sleo pelo
método de ressonincia magnética nuclear (RMN). Foram feijtas andlises de
correlacio e regressio deste com o método extrativo, Soxhlet, mostrando os
dados uma correlagao positiva (r = 0,98) entre ambos. Embora os valores
obtidos pelo Soxhlet tenham sido ligeiramente maiores, & possivel estimar,
através de uma equacio de regressdo linear, os teores de 6leo em Soxhlet a
partir dos teores em RMN. Foram feitas, ainda, estimativas de variabilidade
entre plantas e entre sementes dentro de plantas e do ntimero de plantas e de
sementes por planta necessirio para estimar a média de teores de Sleo com
erro-padrio da média igual a 0,5, 1 e 2%. As estimativas de variabilidade en-
tre sementes individuais sugerem a necessidade de usar amostras compostas
de grupamentos de sementes para que as médias populacionais do teor de 6leo
estejam contidas em intervalos de até y + 2%.

Termos de indexacdo: amendoim, sementes; Sleo, teor; ressonincia magnética nuclear.
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1. INTRODUCAO

Y

O programa de melhoramento de amendoim visando & obtencio de
linhagens mais produtivas em 6leo pode ser simplificado pelo uso da espectro-
metria de ressonancia magnética nuclear (RMN). Esse método pemite a répida
- determinagdo do teor de 6leo em sementes individuais, sem destruigdo do mate-
rial, que podera ser usado para plantio da nova geragio. Sua técnica envolve a
determinacdo da ressonéncia dos nicleos dos &tomos de hidrogénio presentes
nas matérias graxas da semente.

O uso do RMN para determinagdo quantitativa do 6leo tem-se mostrado
adequado para sementes de outras espécies como o girassol (FICK, 1975,
LAKSHMINARAYANA et alii, 1980), milho (ALEXANDER et alii, 1967, MILLER et
alii, 1981) e a soja (BRIM et alii, 1967, COLLINS et alii, 1967, BURTON & BRIM,
1981). Em milho, 0 RMN tem pemitido a selegcdo de gendtipos a partir da
expresséo fenotipica de sementes individuais, método SSD (ALEXANDER et alii,
1967, e MILLER et alii, 1981).

Em amendoim, RUTAR et alii (1977) demonstraram a viabilidade de
deteminar a composi¢do do 6leo de sementes individuais através da espectro-
metria de ressonancia magnética com carbono 13. Nenhum trabalho se conhece
envolvendo deteminagbes do teor de 6leo de amendoim através de ressonancia
magnética com &tomos de hidrogénio.

Os dados contidos no presente trabalho referem-se as primeiras obser-
vagles realizadas com o fim de verificar a adequagao do método RMN para se-
mentes de amendoim e a viabilidade do uso de sementes individuais em amos-
tragens, visando & sele¢@o para teor de 6leo.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes de diversas linhagens de amendoim foram inicialmente
amostradas para o estudo de correlagdo entre 0 RMN e o método Soxhlet, de
confiabilidade conhecida. Apds a secagem natural, as sementes foram individua-
lizadas e pesadas, para posterior determinacao pelo RMN.

O equipamento de RMN utilizado foi o de radio freqiiéncia pulsada para
baixa resolugdo. A radio freqiiéncia e o campo magnético utilizados foram os que
cotrespondem & ressonancia dos niicleos do dtomo de hidrogénio a 30 Megahertz
e 7046 Gauss, e a técnica, a de “spin echo ressonance” (SRINIVASAN, 1979).

Conhecido o teor de 6leo individual, as sementes foram grupadas em
amostras de 30 a 45 unidades, segundo classes predeterminadas do teor de bieo,
sem levar em consideracdo a identificacdo da linhagem. Dessa maneira, sete
classes foram obtidas representando uma escala de teor de leo que variou de 38
até 53%. Foram feitas trés repeticbes de cada classe, apés o que cada amostra
foi submetida & andlise pelo método Soxhlet, com excegdo da classe 47-49,99
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gue constou de duas repeticdes. O método Soxhlet é destrutivo e consiste na
extragdo do &leo com hexano durante oito horas, seguido de determinacao gravi-
métrica (TRIEBOLD & AURAND, 1963). Foi determinada, a seguir, a correlagao
entre os valores médios de cada amostra obtidos pelo RMN, com os obtidos pelo
Soxhlet,

A fim de verificar a viabilidade de avaliar genétipos de amendoim atra-
vés da amostra de sementes individuais, um estudo de variagao do teor de Sleo
foi feito no cultivar Tatu, reconhecidamente homozigoto e considerado genetica-
mente puro. A hipbtese foi a de que qualquer variagdo encontrada no teor de 6leo
dessas sementes seria considerada ambiental, desde que cada semente dessa li-
nhagem deve ter a mesma constituico genotipica.

Para tanto, plantas cultivadas em condi¢bes de campo foram colhidas
em tirés datas distintas, consideradas na proximidade do seu ponto &iimo de
maturacdo, ou seja aos 108, 115 e 120 dias apds o plantio. Em cada data, dez
plantas foram colhidas de diversos pontos do campo. De cada planta, foram cole-
tadas separadamente seis vagens consideradas completamente maduras pela
aparéncia externa da casca. Este nimero de vagens foi usado tendo em vista
que, para a densidade de plantio utilizada na cultura, foi possivel obter no méaxi-
mo seis vagens em condicdes uniformes de maturacio em todas as plantas
amostradas para o estudo.

Apés a colheita, as vagens foram expostas ao sol por trés dias, para se-
cagem natural. Procedeu-se, em seguida, ao descascamento, individualizando-se,
ainda, as sementes de cada vagem em duas categorias, basal e apical. A semen-
te basal é aquela formada na regido inicial da vagem, mais préxima ao gin6foro
(ou “pediinculo” de ligagdo da vagem & planta). A semente apical foi considerada
uma das duas a trés sementes posteriores, as quais diferem da basal por terem
iniciado o seu desenvolvimento com alguns dias de diferengca em relagdo a esta.
Cada semente foi, a seguir, pesada e submetida 4 anélise do teor de 8leo pelo
método RMN,

Procedeu-se, em seguida, & andlise de variancia dos dados do teor de
Oleo, para as sementes basais e apicais e para cada data de colheita separada-
mente. Foram estimados os componentes de variancia relativos & variacéo entre

plantas (o%) e entre sementes (o2), a partir deste esquema de anélise:

Fonte de G.L. Quadrados Esperanca dos
variagao médios guadrados médios
Plantas 9 v, 02+ Jo?
p
Sementes dentro
de plantas S0 v, o2
Total 59
. 2 —
onde: og =V, 02 =(V; = V;)/J

Bragantia, Campinas, 45(1):161-169, 1986



164 1. J. de GODOY et alii

Partindo-se dos valores dos componentes de varidncia, calculou-se o
nimero de sementes e de plantas necessério para estimar o valor médio do teor
de 6leo, admitindo-se erro-padrdo da média de 0,5, 1 ou 2% em teor de Sleo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Correlacdo entre os métodos RMN e Soxhlet

O quadro 1 mostra as classes de teor de &leo em que foram separadas
as sementes, bem como os teores médios correspondentes, obtidos pelos dois
métodos.

QUADRO 1. Teores de 6leo de sementes de amendoim obtidos através
do método de ressonincia magnética nuclear (RMN) e da extragdo
por solvente, Soxhlet

N© da NO de sementes Classe de teor Teor médio
amostra da amostra segundo o RMN
RMN  Soxhlet
%

1 10 38 36,31 43,03
2 10 ” 35,42 43,24
3 10 ” 36,80 43,58
4 15 38-40,99 39,29 46,31
5 15 ” 38,33 44,54
6 15 ” 39,85 46,90
7 15 41-43,99 42,43 47,47
8 15 » 42,35 48,67
9 15 ” 42,57 48,52
10 15 44—46,99 45,67 50,11
11 15 > 45,78 49,16
12 15 ” 45,69 51,31
13 15 47-49,99 48,17 51,42
14 15 » 48,27 52,15
15 15 50-52,99 51,03 53,84
16 14 » 51,37 5425
17 15 ” S1L,11 54,43
18 10 53 55,62 57,46
19 11 » 55,86 55,31
20 11 » 54,01 55,65
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As médias das diversas classes dos teores obtidos pelo método RMN
mostraram uma larga variagao em teor de dleo, de 36,31 a 54,01%, dentro do lote
de sementes de diversas origens. A amplitude da variagdo pelo método Soxhlet
foi menor (43,03 a 55,65%). Deve-se ressaltar que, nas escalas de valores encon-
tradas, estdo certamente incluidas variagbes devidas as diferengas ambientais e
as diferencas entre os diversos gendtipos amostrados.

O pareamento dos valores obtidos através dos dois métodos, RMN e
Soxhlet, indicou uma correlacdo positiva e altamente significativa (r = 0,98).
Embora estreitamente correlacionados, os dois métodos diferiram ligeiramente
entre si quanto aos valores obtidos em termos absolutos. O método Soxhlet pro-
duziu valores ligeiramente acima dos obtidos pelo RMN. Deve-se considerar que
o bleo determinado pelo Soxhlet é expresso na matéria seca das sementes e o
do RMN, na matéria original.

A andlise de regressao linear mostrou um bom ajuste do modelo com
valores do teste F significativos ao nivel de 1%.
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FIGURA 1. Relacdo entre os teores de fleo em sementes de amendoim determinados pelo
método de ressonincia magnética nuclear (RMN) e os teores na matéria seca obtidos
pelo método extracdo Soxhlet.
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O alto coeficiente de determinacdo (r? = 0,96) mostra que a equagio
obtida (Y = 19,30 + 0,675x) pode ser usada para a predigao de valores de teor de
6leo em matéria seca (método Soxhlet) a partir de valores individuais obtidos por
ressonancia magnética nuclear.

Quando o interesse for para a comparacéo entre vérias amostras (por
exemplo, entre diversas linhagens) os valores de RMN podem ser usados tal co-
mo estdo, uma vez que a correlacdo com o método Soxhlet & alta. Pode-se, se
houver interesse, estimar os teores de 6leo em Soxhlét através da equacao de
regresséo obtida.

3.2 Efeito da variagdo ambiental no teor de 6leo nas sementes individuais

O quadro 2 apresenta as médias e os valores dos componentes de va-
riéncia relativos aos dados de teor de éleo entre plantas e entre sementes (basais
e apicais) de uma mesma planta,

Os valores bastante préximos entre médias de teor de 6leo em semen-
tes basais e apicais, e entre datas de colheita, mostram que o critério de amos-
tragem utilizado (isto &, a colheita somente das vagens visualmente maduras) &
atil para eliminar variagdes no teor de éleo que podem ser causadas por diferen-
¢as no estadio de maturacao.

As estimativas dos componentes de variéincia devidos & variagao entre
plantas e entre sementes ndo mostraram diferengas consistentes. Aos 108 dias,
os valores dos componentes entre plantas (3,73 e 4,58) foram maiores que os en-
tre sementes (3,16 e 2,97), enquanto aos 115 dias, as maiores variancias foram
obtidas entre sementes (4,58 e 4,42 contra 1,59 e 1,43 para as variancias entre
plantas). Aos 120 dias, os valores entre sementes foram apenas um pouco maio-
res do que os entre plantas.

Embora, entre uma data de colheita e outra, os valores de grandeza en-
tre os componentes de variancia obtidos entre plantas em relagéo aqueles entre
sementes tenham-se alternado, ficou evidenciado que a variacdo encontrada en-
tre sementes de uma mesma planta é tao-importante quanto a encontrada entre
sementes de plantas diferentes. Era de esperar que os efeitos ambientais no teor
de 6leo fossem mais pronunciados entre plantas, tendo em vista que é nomal
ocorrerem desigualdades microcliméticas ou de solo, ou mesmo na prépria compe-

ticdo entre plantas.
Os valores obtidos sugerem, portanto, que a amostragem de uma sé

semente de amendoim por planta ndo contribui como vantagem para a seleg@o
de genbtipos superiores, a partir da expressao fenotfpica de uma Unica semente
tendo em vista a variagdo existente mesmo entre sementes da mesma planta.

Calculando-se o tamanho das amostras, isto €, o nimero de sementes
necessério para que os valores do teor de 6leo nao excedam desvios de 0,5, 1 e
2% em relagdo as médias, verifica-se o constante do quadro 3.
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QUADRO 2. Estimativas das médias e do componentes de varidncia relativos ao teor de
6leo determinado pelo método de ressondncia magnética nuclear (RMN) em sementes
basais e apicais de amendoim, cv. Tatu, em trés datas de cotheita

Data de colheita (dias)
Parimetro 108 115 120

Basal  Apical Basal  Apical Basal  Apical

Média(%) 49,66 49,51 48,60 49,25 49,64 48,47

de variinci
g:‘%f:ﬁ;itaivm“m 373 4,58 1,5 1,43 273 2,79

Componente de varidncia
devido a sementes 3,16 2,97 4,58 4,42 3,72 2,88

Para o cultivar Tatu, e de acordo com as varincias obtidas no presente
ensaio, ha uma redugao substancial no tamanho das amostras quando os limites
de toleréncia para os desvios no teor de 6leo passam de 0,5 para 2%.

Mesmo para desvios toleraveis da ordem de 2%, o tamanho das amos-
tras tem que ser sempre maior que 1. Isto significa, por exemplo, que ndo ha
seguranca (dentro dos limites de y + 2%) em avaliar o teor de 6leo de uma plan-
ta segregante F, baseando-se na detemminagdo de uma dnica semente. Amos-
trando-se uma s6 semente por planta, sdo necesséarias de 91 a 121 plantas para
que a média do teor de 6leo esteja dentro dos limites de Y +0,5% (ao nivel de,
95%). Dentro dos limites de 2%, séo necessérias de 6 a 8 plantas, 0 que é um
nimero mais razodvel,

Conforme a data de colheita e a posi¢do da semente (basal ou apical) o
nimero minimo de plantas a ser amostrado varia de 2 a 5, para um nimero de
sementes/planta igual ou superior a 7.

Nao ha uma diferenga marcante no tamanho da amostra com relagéo
posig@o da semente na vagem e com relagdo & data de colheita dentro do perfo-
do de 108 a 120 dias.

Como os resultados indicam que, em qualquer caso, deve-se empregar
sempre mais de uma planta, pode-se sugerir que os métodos de selegéo para
teor de 6leo em amendoim utilizem, para cada determinagao fenotfpica, um agru-
pamento de sementes. Leitura do teor de Sleo em amostras com véarias sementes
também podem ser feitas através do analisador de RMN.
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QUADRO 3. Numero-de plantas necessirio em amostragens de sementes do cv. Tatu
cothido em trés épocas, tendo em vista a obtengio de teores de dleo com desvios
tolerdveis de 0,5, 1 ¢ 2%

Dias do NO de sementes Basais Apicais
plantio por planta
0,5% 1% 2% 0,5% 1% 2%
NO de plantas

108 1 110 28 7 121 30 8
3 77 19 5 89 22 6

5 70 17 4 83 21 5

7 67 17 4 80 20 5

10 65 16 4 78 20 5

15 63 16 4 76 19 5

115 1 99 23 6 94 23 6
3 50 12 3 46 12 3

5 40 10 3 37 9 2

7 36 9 2 33 8 2

10 33 8 2 30 7 2

15 30 8 2 28 7 2

120 1 103 26 6 91 23 6
3 64 16 4 60 15 4

5 56 14 3 54 13 3

7 52 13 3 51 13 3

10 50 12 3 49 12 3

15 48 12 3 48 12 3

SUMMARY

DETERMINATION OF OIL CONTENT IN INDIVIDUAL
PEANUT SEEDS BY THE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE
METHOD - VARIANCE STUDIES AND RELATIONSHIP
WITH THE SOXHLET METHOD

Individual peanut seeds were studied concerning the feasibility of
oil content evaluations by the Nuclear Magnetic Resonance method (NMR),
Correlation and regression analyses with the extractive (Soxhlet) method
were performed. A variance study among seeds per plant and seeds among
plants was also made in order to access the possibility of selecting for oil
content based on individual seed evaluations. The data showed a high and
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positive correlation (r = 0.98) between both methods. Although the values
obtained by the Soxhlet method were slightly higher than those obtained by
the NMR, the relationship between both methods was linear, indicating the
possibility of correcting the data when necessary. The observed variances in
oil content among seeds of the same plant were at least equal to those observed
among plants. These values indicated that, for deviations in oil content of up
to 2%, a number of seeds always higher than 1 is necessary for sampling.

Index terms: peanut seeds; oil content; nuclear magnetic resonance.
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