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EFEITO DA ADUBACAO FOSFATADA SOBRE CARACTERISTICAS AGRONOMICAS E

QUALIDADE DO OLEO DA CULTURA DE CRAMBE

RESUMO GERAL

O crambe destaca-se pela rusticidade, o potencial produtivo, o teor e a qualidade do éleo.
Contudo, informagBes sobre o desenvolvimento da cultura frente & adubacdo fosfatada
ainda sdo incipientes, bem como estudos avaliando o efeito do fésforo sobre a qualidade do
6leo de forma completa, com investigacdo de carotendides, clorofilas, fendlicos e atividade
antioxidante. Além disso, o método de extracdo de 6leos vegetais pode influenciar sua
composicdo, destacando-se o método com CO, supercritico que apresenta vantagens em
termos econbmicos e ambientais, extraindo compostos de alto valor agregado sem residuos
de solventes. O objetivo foi verificar o efeito da adubacdo fosfatada sobre parédmetros no
periodo de pré-florescimento e na pos-colheita. Ainda, foram avaliados os efeitos das doses
sobre a composicdo de acidos graxos, compostos minoritarios e atividade antioxidante total
do 6leo de crambe extraido com hexano, bem como teor de agua e indice de acidez. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco tratamentos (0, 40, 80,
120 e 160 kg ha™ de P,0s) e quatro repeticdes. Para comparacdo dos métodos de extracéo
sobre a qualidade do d6leo extraido por Soxhlet (hexano) e CO, supercritico, utilizou-se
amostras de grdos cultivados com 160 kg ha’ de P,0s, determinando-se no 6leo
componentes minoritarios, cor, estabilidade oxidativa e atividade antioxidante total. O efeito
do fosforo sobre as caracteristicas do crambe e do 6leo foi avaliado com teste de Shapiro-
Wilk, correlagdo de Pearson e andlise de covaridncia a 5% de significancia. Para a
comparacdo dos métodos de extracdo do Oleo foi utilizado o teste t-pareado a 5% de
significAncia. A cultura do crambe responde a adubacéo fosfatada com relacdo aos teores
foliares de nitrogénio e potassio, peso de mil graos, produtividade de graos e rendimento do
Oleo. N&@o houve efeito significativo dos tratamentos sobre os parametros fosforo foliar,
altura, massa seca e massa fresca no periodo de pré-florescimento, e sobre os parametros
altura e nimero de capsulas por planta na pos-colheita. Verificou-se associagdo positiva dos
tratamentos com os teores de fitosterdis e carotendides, porém negativa com a atividade
antioxidante total. Tocoferbis totais, acidos graxos totais, compostos fendlicos totais e
clorofila a ndo foram afetados pelas doses aplicadas. Sobre a correlacdo de P com
tocoferdis, acidos graxos e fitosterdis de forma individual, observou-se que o d-tocoferol e o
acido palmitoleico (C16:1) tiveram associacdo negativa e positiva com as doses,
respectivamente, e fitosterdis foram associados de forma positiva linear (stigmasterol) e
quadrética (B- sitosterol). O campesterol foi quantificado apenas com dose de 160 kg ha™ de
P,Os. Estes resultados indicam aumento das concentragbes de antioxidantes quando
realizada a adubacéo fosfatada. Os rendimentos das extracdes foram 5,67% e 33,86%, para
CO, e hexano, respectivamente. O 6leo extraido com CO, apresentou maior concentragédo
de &cidos graxos livres, fitosterois, tocoferdis e compostos fendlicos e menor concentragdo
de carotendides quando comparado ao 6leo extraido por hexano. A atividade antioxidante
foi maior no 6leo extraido com CO,, porém este foi menos estavel do que o extraido com
hexano. As concentragbes de AGL e carotendides foram associadas a reducdo da
estabilidade a oxidacdo do Oleo extraido com CO,, e as concentracdes de fitosterois,
tocoferois e fendlicos a maior atividade antioxidante deste 6leo. Clorofila ndo foi detectada
no 6leo extraido por CO, e a cor do 6leo extraido com hexano foi mais intensa e amarelada,
atribuida a maior concentracdo de pigmentos. O CO, foi mais seletivo em relacdo aos
tocoferais, fitosterois e compostos fendlicos quando comparado ao método Soxhlet.

PALAVRAS-CHAVE: Crambe abyssinica, fésforo, produtividade, composicdo de acidos
graxos, antioxidantes, extracao supercritica.



PHOSPHATE FERTILIZER EFFECT ON AGRONOMIC CHARACTERISTICS AND OIL

QUALITY OF THE CRAMBE CULTURE

GENERAL ABSTRACT

Crambe stands out for its rusticity, yield potential, and oil quality and capacity. However,
literature about the plant’s development considering phosphate fertilization is still insipient, as
well as studies to throroughly evaluate phosphorus effect in the oil quality, including research
about carotenoids, chlorophylls, phenol and antioxidant activity. In addition, the method of
vegetable oil extraction can influence its composition, particularly the supercritical CO,
method, which shows economic and environmental advantages in, by extracting compounds
with high added value without creating solvent residues. The aim of this study was to
evaluate the effect of phosphorus fertilization on parameters in pre-flowering and in post-
harvest periods. Moreover, the effects of phosphorus dosage were evaluated on the fatty
acids composition, minority compounds and total antioxidant activity of crambe oil extracted
with hexane, as well as water content and acid index. The experiment was carried out with
randomized blocks with five treatments (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™* de P,Os), and four
repetitions. In order to compare the extraction method on the quality of the oil extracted by
Soxhlet (hexane) and supercritical CO, samples of grain with 160 kg ha™ of P,0swere used
to determine minor components, color, oxidative stability and total antioxidant activity of
extracted oils. The phosphorus effect on crambe plants and oil characteristics were
evaluated through Shapiro-Wilk test, Pearson correlation and covariance analysis at 5%
significance. In order to compare oil extraction methods, the paired t-test was used at 5%
significance level. The crambe plants respond to phosphate fertilizer regarding to foliar
nitrogen and potassium contents, a thousand grain weight, grain and oil yields. There was no
significant effect of treatments on parameters such as leaf phosphorus content, plants height,
dry and fresh weight in pre-flowering period, and plants height, number of capsules per plant
in post-harvest period. Positive association of treatments was observed with phytosterols and
carotenoids levels, but negative with total antioxidant activity. Total tocopherols, total fatty
acids, phenolic compounds and chlorophyll a were not affected by applied doses. About P
correlation with tocopherols, fatty acids and phytosterols individually, it was observed that &-
tocopherol and palmitoleic acid (C16: 1) showed negative and positive association with the
doses, respectively. Phytosterols was associated with linear positive (stigmasterol) and
quadratic (B-sitosterol). Campesterol was quantified only at 160 kg ha™ of P,Os dose. These
results suggest increased concentrations of antioxidants when phosphorus fertilization was
used. The extraction yields were 5.67% and 33.86% for CO, and hexane, respectively. The
oil extracted with CO, showed higher concentration of free fatty acids, phytosterols,
tocopherols and phenolic compounds and lower concentration of carotenoids when
compared to hexane extracted oil. The antioxidant activity was higher in the oil extracted with
CO,, but it was less stable than the oil that was extracted with hexane. The free fatty acids
concentrations and carotenoids were associated with reduced oxidation stability of the oil
extracted with CO,. The phytosterol concentrations, tocopherols and phenolic were
associated with a higher antioxidant activity of this oil. Chlorophyll a was not detected in oil
extracted by CO, and the oil color extracted with hexane was more intense yellow due to its
higher pigment concentration. The CO, was more selective in relation to tocopherols,
phytosterols and phenolic compounds when compared to the Soxhlet method.

KEYWORDS: Crambe abyssinica, phosphorus, yield, fatty acids composition, antioxidants,
supercritical extraction.
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POTENCIAL PRODUTIVO DE CRAMBE EM RESPOSTA A ADUBACAO FOSFATADA®

RESUMO: O crambe destaca-se pela rusticidade, precocidade, potencial produtivo e teor de
6leo. Porém, informacgBes sobre o desenvolvimento da cultura frente aos niveis de adubacao
ainda sao incipientes, principalmente em relagcéo ao fésforo. O objetivo do estudo foi verificar
o efeito da adubacao fosfatada sobre pard@metros no periodo de pré-florescimento e pds-
colheita da cultura do crambe. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com
cinco tratamentos (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™ de P,0Os) e quatro repeticdes. Utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk, correlacdo de Pearson e analise de covariancia a 5% de significancia.
A cultura do crambe responde a adubacao fosfatada com relacdo aos teores foliares de
nitrogénio e potassio, peso de mil graos, produtividade de graos e rendimento do 6leo. Nao
houve efeito significativo dos tratamentos sobre os parametros fésforo foliar, altura, massa
seca e massa fresca no periodo de pré-florescimento, e sobre os parametros altura e
nuamero de capsulas por planta na pdés-colheita. A dose testada n&o foi suficiente para
identificar o potencial maximo de producao de gréos e de 6leo.

PALAVRAS-CHAVE: Crambe abyssinica, fésforo, oleaginosas, rendimento de 6leo.

YIELD POTENTIAL OF CRAMBE IN RESPONSE TO PHOSPHORUS FERTILIZATION

ABSTRACT: The crambe stands out for rusticity, precocity, yield potential and grain oil
content. However, the literature about the levels of fertilization of this crop is still incipient,
especially regarding phosphorus. The objective of this work was to evaluate the effect of
phosphorus fertilization on pre-flowering and post-harvest parameters of crambe culture. The
experimental design was a randomized complete block design with five treatments (0, 40, 80,
120 e 160 kg ha™ of P,Os) and four repetitions. It was used Shapiro-Wilk test, Pearson's
correlation and covariance analysis at 5% significance. The crambe crop responds to
phosphorus fertilization for nitrogen and potassium foliar fertilization, to the weight of
thousand grains and to the grain and oil yields. It was not significant effect of treatments on
the parameters phosphorus foliar, plant height, fresh and dry weight in the pre-flowering, and
on the parameters height and number of capsules in the post-harvest. The level tested was
not sufficient to identify the maximum potential of grain and oil of the crop.

KEYWORDS: Crambe abyssinica, phosphorus, oilseed crops, oil yield.

INTRODUCAO

Com a redugdo de reservas de petroleo, alternativas produtivas vém sendo
desenvolvidas para sistemas vidveis economicamente, adequados e energeticamente
equilibrados (EVANGELISTA et al., 2011). A cultura do crambe (Crambe abyssinica Hochst)
emerge como matéria-prima com grande potencial para a producdo de biocombustiveis,
além de atuar na rotacdo de culturas (JASPER et al., 2010; PITOL et al., 2010).

O crambe é uma oleaginosa da familia Brassicaceae, originaria do Mediterraneo,
adaptada ao clima frio e seco com potencial de producdo de graos entre 1.000 e 1.500 kg
ha™ (SILVA et al., 2012). Seus gréos contém entre 36 e 43% de 6leo (ATABANI et al., 2013),

! Este artigo segue as normas da Revista Engenharia Agricola.
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mais elevado do que as principais oleaginosas cultivadas no pais: soja e algodao (ROSCOE
& DELMONTES, 2008).

O ¢6leo de crambe possui caracteristicas tecnoldgicas relevantes em relacdo aos
6leos comestiveis como girassol, colza e soja (BONDIOLI et al, 1998) com
aproximadamente 55% de &cido erlcico (C22:1) e, por este motivo ndo pode ser utilizado
para o consumo humano, pois este acido estd relacionado a lesdes no coracdo
(COLODETTI et al., 2012). Desta forma, este 6leo ndo concorre com 6leos destinados ao
setor alimenticio e permite ndo somente a producdo de biodiesel, mas fins mais nobres,
como lubrificante (CARLSSON, 2009; SHASHIDHARA & JAYARAM, 2010), poliéster,
resinas alquidicas, aditivos para borracha, agentes tensoativos, novos tipos de nylon e
outros polimeros (VARGAS-LOPEZ et al., 1999).

As pesquisas e producao comercial do Crambe abyssinica iniciaram nos anos 80 nos
Estados Unidos, no Reino Unido, na Itdlia, na Franca, Portugal e vem se difundindo na
Austrélia, Africa do Sul, Paraguai e Brasil (PITOL et al., 2010). Neste contexto, o
desenvolvimento e a estruturagdo da cadeia produtiva do crambe podem possibilitar
inUmeros beneficios sociais, econdmicos e ambientais para o Brasil (COLODETTI et al.,
2012), em muitos segmentos industriais.

A producdo de gréos e oOleo de qualquer cultura é fortemente ligada ao seu estado
nutricional. Dentre os nutrientes requeridos, o fdsforo (P) interfere diretamente nos
processos energéticos, compondo a molécula de adenosina trifosfato (ATP) e outras
moléculas importantes na producdo de &cidos graxos que irdo compor Oleos, proteinas e
carboidratos (RAMOS et al., 2005; ROGERIO et al., 2013). O P tem ainda seu valor
nutricional aumentado em regides que apresentam baixo teor deste nutriente, decorrentes
da predominéncia de acidez e altas taxas de adsor¢do, que induzem aplicacdo de altas
doses para atingir niveis de produtividade adequados (CORREA et al., 2004).

Destacam-se estudos conduzidos com o objetivo de avaliar os efeitos de adubacgéo
fosfatada na producédo de gréos e 6leo de crambe: PITOL et al. (2010), FREITAS (2010),
SILVA et al. (2011), ROGERIO et al. (2012), SORATTO et al. (2013) e VAZQUEZ et al.
(2014). Porém, nenhum destes trabalhos observou o ponto maximo de produg&o de graos e
6leo em fungéo da dose de P, sendo a maior dose avaliada a de 120 kg ha' de P,Os. Além
disso, até o0 momento existem poucos estudos com o objetivo de avaliar o estado nutricional
da planta e os parametros agronémicos no periodo de pré-florescimento em conjunto com
parametros produtivos, fatores de fundamental importancia.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os paréametros
agrondmicos e nutricionais (pré-florescimento) e produtividade de grdos e rendimento de
Oleo (pos-colheita) do crambe submetido a adubagéo fosfatada com dose maxima de até
160 kg ha™ de P,0s. Com isso, pretende-se contribuir com dados relevantes relacionados a

adubacéao e adaptacao da cultura, produtividade de grdos e rendimento de 6leo.



MATERIAL E METODOS

Localizacao e caracterizacdo da area experimental

O experimento foi implantado no ano de 2013 em fazenda experimental localizada
nas seguintes coordenadas geograficas: latitude 24° 43’ 70” S e longitude 53° 46’ 04” W, a
551 metros de altitude. De acordo com a classificacdo de Képpen, o clima local é subtropical
umido mesotérmico, com verBes quentes e geadas pouco frequentes, com tendéncia de
concentracdo das chuvas nos meses de verdo, sem estacdo seca definida. O solo foi
classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico tipico (LVdf), textura muito argilosa,
relevo suave ondulado, vegetacao do tipo mata latifoliada subtropical (EMBRAPA, 2006).
Fatores climaticos e andlise do solo

A Figura 1 apresenta os dados meteorolégicos de precipitacdo pluviométrica e
temperatura, bem como as fases de desenvolvimento e o periodo de coleta das amostras no

periodo de ciclo do crambe.
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FIGURA 1. Precipitagdo pluviométrica (mm) e temperaturas (minima e méaxima) durante o
ciclo do crambe

Previamente & implantacdo do experimento, foi realizada a coleta de amostras de
solo no horizonte superficial, na profundidade de 0-0,2 m. As amostras foram secas ao ar,
destorroadas, peneiradas, homogeneizadas, acondicionadas e enviadas para o laboratorio.

Os resultados estéo apresentados pela Tabela 1.
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TABELA 1. Resultados das analises de solo da area experimental (profundidade de 0-0,2 m)

pH P MO ca® K'  Mg®™ AP H+A™® cTC  SB v Al*
caCl mgdm?® gdm? cmol. dm? % %
4,80 11,90 3291 6,66 054 206 0,08 5,76 15,02 9,26 61,65 0,86

SB - Soma de bases; CTC - Capacidade de troca catibnica; V - Saturacédo por bases; Al* - Saturagéo por Al; MO
- matéria organica. P e K* - Mehllich 1; Ca**, Mg** e A** - KCI; C - Dicromato de sodio; pH - Cloreto de célcio;
H*+AI"® - Tamp&ao SMP (EMBRAPA, 20009).

Manejo, tratamentos e delineamento experimental

Antes da semeadura foi realizada a correcdo do solo com a aplicacdo de calcério
(2 t ha'). Os tratamentos constituiram-se das doses de 0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™ de P,Os,
sendo a fonte o superfosfato simples (20% de P,Os) aplicado em superficie a lango. O
experimento seguiu o delineamento em blocos casualizados (DBC), com cinco doses de
fosforo (P) e quatro repeticdes, totalizando 20 parcelas de 24 m? (4 x 6 m). Na coleta das
plantas, desprezou-se 0,5 m em cada extremidade das parcelas, obtendo-se uma area Uutil
de 12,75m? em cada. A Figura 2 mostra o esquema da area experimental, bem como suas
dimensdes e disposicéo dos tratamentos.
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FIGURA 2. Esquema da area experimental: parcelas numeradas, suas dimensdes e
disposicéo dos tratamentos. Sendo: T1-0,T2-40, T3-80, T4-120 e T5-160 kg ha™
de P,0Os; B: bloco

A adubacdo de base foi de 200 kg ha™ de N [(NH,4),SO,] e 100 kg ha™ de K,O (KCI)
aplicada em superficie antes da semeadura. Utilizou-se o gendtipo FMS-Brilhante semeado

com semeadora de fluxo continuo com 17 linhas, com densidade de 100 plantas m?2,

distancia entre as linhas de 0,17 m, a 0,03 m de profundidade.

De acordo com BROCH & ROSCOE (2010), a adubacdo do crambe deve ser

moderada, variando com a produtividade esperada, a exportacdo da cultura e a

disponibilidade do nutriente no solo (10 a 20 Kg ha™ de N; 20 a 40 Kg ha™ de P,Os e 15 a 20
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Kg ha de K,0). Levando-se em consideracéo a sugestéo de recomendacdo de adubacéo
da Fundacdo MS, as doses de N e K foram ampliadas com o objetivo de se obter um bom
desenvolvimento da planta, uma maior producdo e um ajuste mais preciso entre 0s
macronutrientes.

Na definicdo das doses de P,Os considerou-se os trabalhos de SILVA et al. (2011),
ROGERIO et al. (2012, 2013) e VAZQUEZ et al. (2014), aumentando a dose méxima para
160 kg ha™ de P,Os. De acordo com a Tabela 1, o teor de P (11,90 mg dm™) pode ser
classificado como alto (EMBRAPA, 1999). No entanto, ndo se pode afirmar que este nivel
seja elevado para o crambe, visto que ndo se tem informacdes concretas sobre a
exportacdo de nutrientes e ainda nédo se tem recomendacdo de adubacdo (PITOL et al.,
2010).

Parametros analisados no periodo do pré-florescimento

O periodo de pré-florescimento foi definido com base nos estudos de MAUAD et al.
(2013) e SANTOS et al. (2013). Neste periodo, 50 dias apds a semeadura, foram realizadas
as seguintes determinagfes: altura por planta (ALT), massa fresca por planta (MF), massa
seca por planta (MS) e teores de N, P e K na parte aérea (g kg™). Selecionou-se 20 plantas
em cada parcela, de forma aleatéria, para determinagdo de ALT com medi¢do a partir da
superficie do solo. ApOs esta determinacgdo, estas plantas foram coletadas e levadas ao
laboratério, pesadas para a determinacdo da MF e submetidas a secagem em estufa com
ventilagcdo forcada de ar a 65 °C, durante 72 h. Posteriormente, pesou-se as amostras para
determinacdo de MS e, apés moagem das folhas, foram realizadas andlises foliares de N, P
e K de acordo com metodologia de MALAVOLTA et al. (1997).

Parametros analisados apés a colheita

No momento da colheita, selecionou-se aleatoriamente 20 plantas para determinagao
da altura final de planta (ALT2) com medicao a partir da superficie do solo. As plantas foram
debulhadas e, posteriormente, determinado o nimero de cépsulas por planta (NCP). O peso
de mil grdos (PMG) foi realizado em triplicata. Apés a debulha das plantas da area util das
parcelas, obteve-se a produtividade de grdos (PROD). O rendimento do 6leo (REND) foi
obtido utilizando-se os dados de PROD e a porcentagem de 6leo obtida via extracdo Soxhlet
com hexano (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), a qual representa o teor de 6leo nos

graos.

Andlise estatistica
Todos os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e, apés, ao teste de
correlagdo de Pearson, visto que todos os dados apresentaram normalidade e auséncia de

outliers, com o objetivo de verificar a correlacdo entre as doses de P e as variaveis.
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Posteriormente, foi realizada a analise de covariancia (ANCOVA). Todos os testes foram
analisados a 5% de significancia. A ANCOVA foi realizada para avaliar tanto a variavel
continua (doses) e seu efeito linear e quadratico como a variavel categorica (blocos) sobre
as variaveis resposta. As variaveis independentes (doses) foram centradas para reduzir o
efeito de multicolinearidade entre o tratamento com efeito linear e o tratamento com efeito
guadratico. Para todos os testes utilizou-se o software Statistica 7. Nos dados de pré-
florescimento, a variavel MF foi retirada das andlises, pois apresentou correlagcdo positiva
muito forte com a variavel MS (0,96).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Correlacao e analise de Covariancia

Apés constatacdo da normalidade dos dados, obteve-se a correlacdo de Pearson
entre as doses de P e parametros determinados no pré-florescimento e pos-colheita (Tabela
2). Observa-se que existe correlacdo linear positiva significativa entre as doses de P e as
variaveis K (pré-florescimento), PROD e REND (pés-colheita). A Tabela 3 apresenta os
valores de F e p da andlise de covariancia para todos os parametros avaliados.

TABELA 2. Valores de correlacdo de Pearson entre as doses de P na adubacédo e as
variaveis avaliadas

N P K ALT MF MS ALT2 NCP PMG PROD REND

Doses 0,18" 0,35® 0,58* 0,13™ 0,34™ 0,38" 0,36™ 0,11™ 0,44™ 0,53* 0,44*

"nao significativo; * significativo a 5% de probabilidade. Doses: doses de P na adubagdo — 0, 40, 80, 120 e 160
kg ha™ P,Os. Periodo de pré-florescimento - N: teor de nitrogénio foliar, P: teor de fésforo foliar, K: teor de
potéassio foliar, ALT: altura da planta, MF: massa fresca, MS: massa seca. Colheita - ALT2: altura da planta, NCP:
namero de capsulas por planta, PMG: peso de mil graos, PROD: produtividade de graos, REND: rendimento de
Oleo.

TABELA 3. Valores de F e p da andlise de covariancia de parametros no pré-florescimento
(N, P, K, ALT e MS) e na pés-colheita (ALT2, NCP, PMG, PROD, REND)

Fonte c~ie GL N P K ALT MS
Variacao F p F p E p F p = p
Linear 0,98 0,34 2,07 0,17 7,99 0,01* 0,25 0,62 2,61 0,13
Quadréatico 6,42 0,02* 0,26 0,62 1,24 0,28 0,00 0,97 0,06 0,81
Bloco 2,72 0,08 0,15 0,93 0,12 0,95 0,15 0,93 0,59 0,63
Fonte de GL ALT2 NCP PMG PROD REND
Variacao F p F p F p F p F p
Linear 1 2,31 0,15 0,17 0,69 4,58 0,05* 6,91 0,02* 4,40 0,05*
Quadrético 1 0,67 0,43 0,98 0,34 1,22 0,29 0,11 0,75 0,19 0,67
Bloco 3 0,41 0,75 0,13 0,94 1,33 0,30 1,29 0,32 1,22 0,34

* significativo a 5% de probabilidade; GL (Graus de liberdade); F calculado; p (probabilidade observada). N: teor de
nitrogénio foliar, P: teor de fésforo foliar, K: teor de potéssio foliar, ALT: altura da planta, MS: massa seca. ALT2: altura
da planta, NCP: nimero de capsulas por planta, PMG: peso de mil grdos, PROD: produtividade de grdos, REND:
rendimento de 6leo.

Pré-florescimento

Observa-se na Tabela 3 que modelos linear e quadratico foram significativos apenas
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para K e N nas folhas de crambe, em relacdo as doses de P, respectivamente. Também
verifica-se que os blocos néo influenciaram significativamente qualquer pardmetro no pré-
florescimento.

GRANT et al. (2001) afirmam que o P desempenha um papel importante na
transferéncia de energia da célula, na respiracéo e na fotossintese. Além disso, a adubacéo
fosfatada em quantidades adequadas estimula o desenvolvimento radicular e o
florescimento, atua na formacdo das sementes, aumenta a resisténcia ao frio e a
produtividade (MALAVOLTA, 1989). De acordo com VIANA et al. (2013), os macronutrientes
atuam em conjunto no desenvolvimento da planta e o P aumenta a absorcdo de nutrientes,
especialmente a absorcao do nitrogénio (NOVAIS & SMYTH, 1999).

Além disso, LIMA et al. (2011), ao avaliar o efeito de superfosfato simples sobre o
crescimento e o teor de macronutrientes na parte aérea de pinhdo manso, afirmam que o P
melhora a capacidade fotossintética e a absor¢do de agua e nutrientes das plantas,
concluindo em seu estudo que a adicdo de P propiciou aumento dos teores de N e K no
tecido vegetal. Este aumento do N foi provavelmente devido & maior quantidade de raizes e
pela importancia do P na fisiologia da planta, que esta relacionado com a absorcédo e a
assimilagdo do nitrogénio. Os fatores citados anteriormente podem estar envolvidos e
podem ter contribuido para a absorgéo de N e K pelo crambe. Desta forma, o suprimento de
P a planta pode ter atuado em seu estado nutricional de forma benéfica para que o N e 0 K
fossem absorvidos de forma significativa.

Observa-se ainda na Tabela 3 que as doses de P n&o influenciaram
significativamente os parametros P foliar, ALT e MS. Em relagéo aos parametros ALT e MS,
pode-se atribuir estes resultados ao teor incial de P no solo (BROCH & ROSCOE, 2010), o
qual pode ser considerado alto (EMBRAPA, 1999).

No que diz respeito ao parametro fésforo foliar, de acordo com MALAVOLTA et al.
(1997), o P é um elemento fundamental que participa das reacdes bioquimicas vitais,
incluindo a sintese de proteinas, aclcares e Oleos. ORLOVIUS (2003), em estudos
relacionados com produtividade e qualidade de colza, da mesma familia do crambe, afirma
que a maior parte do P absorvido pela planta esta presente nos graos, como também
reportado por MAUAD et al. (2013), em que o acumulo de P foi obtido na fase de
enchimento de graos de crambe. Estes fatores podem explicar o fato do teor de P na folha
néo ter sido influenciado pelas doses de P aplicadas na adubacéo.

MAUAD et al. (2013), determinando acumulo de macronutrientes na parte aérea das
plantas de crambe, observaram que até o florescimento (42 dias apdés a emergéncia)
obteve-se a seguinte ordem, em relacdo ao teor de macronutrientes nas folhas:
N>Ca>Mg>S>P>K, o0 que corrobora com a ordem encontrada no presente trabalho para N,

P e K foliares (N>P>K), com médias de 12,04, 0,16 e 1,02 X 103 g Kg'l, respectivamente.



Colheita

Observa-se na Tabela 3 que os pardmetros ALT2 e NCP nédo foram influenciados
pelos tratamentos. O fosforo absorvido durante as fases mais avancadas da planta participa
efetivamente do enchimento dos gréos e da formacédo do 6leo (HELDT, 2005; MAUAD et al.,
2013), o que explica a ALT2 né&o ter sido influenciada pelas doses. Em relacdo aos
resultados para NCP, este fato pode estar relacionado as condi¢gfes climaticas no periodo
experimental, no qual a ocorréncia de baixas temperaturas e geadas durante o florescimento
e inicio da granacao (Figura 1) pode ter ocasionado abortamento dos gréos.

Verifica-se ainda, com a Tabela 3, que modelos lineares sao ajustados ao nivel de
5% para PMG, PROD e REND. As regressOes significativas podem ser observadas na
Figura 3.

O modelo linear encontrado neste trabalho para PMG teve 0 mesmo comportamento
do observado por SILVA et al. (2011), que obtiveram valores variando entre 6,5 e 7,5 g com
influéncia significativa das doses de P. Este fato pode ser devido a participagdo do P em
muitos processos de desenvolvimento da planta, conforme explanado anteriormente.
Mesmo com este comportamento frente as doses de P, os resultados encontrados neste
trabalho variaram de 3,8 até 5,1 g (Figura 3A), inferiores aos encontrados por FREITAS
(2010) (6,7 g), SORATTO et al. (2013) (6,8-9,3 g) e VAZQUEZ et al. (2014) (6,2 g) e
superiores ao trabalho de ROGERIO et al. (2012) (2,3 g). Isto pode ter ocorrido devido as
condi¢bes climaticas durante o enchimento e maturacdo dos grédos, durantes os quais
ocorreram geadas e temperaturas negativas (Figura 1).

FONTANA et al. (1998), em experimentos com crambe, afirmam que o peso de mil
graos é geralmente considerado como um componente de produtividade, mas ndo teve uma
correlacdo direta em virtude das condi¢des climéticas que podem afetar o desenvolvimento
da cultura. Portanto, na analise dos resultados de PROD e REND aqui apresentados, tais
condi¢cbes devem ser consideradas.

Destacam-se os trabalhos de VAZQUEZ et al. (2014), que encontraram média de
produtividade de 1.340 kg ha, trabalhando com adubacéo fosfatada no crambe; SORATTO
et al. (2013), que utilizaram NPK na cultura do crambe, obtendo-se produtividade variando
de 539 a 2.209 kg ha™; ROGERIO et al. (2012), que aplicaram doses de P,Os de 0 a 90 kg
ha, verificando um incremento significativo na produtividade (600-1600 kg ha™); ROGERIO
et al. (2013), os quais avaliaram doses de P,Os de 0 a 90 kg ha*, observando maior
rendimento de gréos (290-1.225 kg ha™); e SILVA et al. (2011), que obtiveram 1.860 e 1.770
kg ha™ com doses de 120 kg ha™ de P. Neste trabalho encontrou-se valores entre 392 e 803
kg ha’ (Figura 3B), proximos aos valores encontrados por ROGERIO et al. (2013) e
SORATTO et al. (2013).
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FIGURA 3. Andlise de regressao para PMG (A), PROD (B) e REND (C)

Diante disso, pode-se atribuir que os resultados de produtividade aqui encontrados
s&o inferiores & capacidade da cultura (1.000-1.500 kg ha™) (ROSCOE & DELMONTES,

2008; SILVA et al., 2012) e aos encontrados na literatura, devido as condi¢gfes climaticas no
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periodo de cultivo. SANTOS et al. (2013) justificam a baixa produtividade de crambe devido
as baixas temperaturas e geadas.

Observa-se que o rendimento de O6leo (REND) encontrado neste estudo foi
influenciado pelas doses de P variando entre 132 e 265 kg ha™ (Figura 3C). ROGERIO et al.
(2013) verificaram que as doses de P (0, 15, 30, 60 e 90 kg ha™) induziram o aumento de
rendimento de 350 kg ha™ a 600 kg ha™ relacionados, respectivamente, & testemunha e a
maior dose. SANTOS et al. (2013) encontraram rendimento em torno de 300 kg ha™, sem
influéncia do fosforo.

De acordo com MAIA (1998), o P faz parte de estruturas quimicas como o DNA, o
RNA e as moléculas intermediarias do metabolismo secundario, sendo sua presenca ligada
a disponibilidade de energia quimica (MALAVOLTA et al., 1997). Participa de importantes
reacdes fisioldgicas, com destaque aos processos ligados ao fluxo de energia e produtos
armazenados em sementes, como, por exemplo, o 6leo (MALAVOLTA et al., 1997,
CRUSCIOL et al., 2008), sendo crucial na sintese de acidos graxos e triglicerideos, na qual
a reacao inicial de sintese consome ATP (HELDT, 2005). Estes fatores ajudam a explicar o
aumento de PROD e REND nas taxas mais elevadas de P neste estudo (Figuras 3B e 3C).

Os resultados de REND encontrados no presente estudo apresentam-se inferiores a
capacidade de producéo de 6leo da cultura que, de acordo com ROSCOE & DELMONTES
(2008), é em média 400 kg ha™ e também inferiores em relacdo aos trabalhos citados.
Valores abaixo da capacidade de producdo de 6leo foram observados por ROGERIO et al.
(2013), os quais atribuiram estes resultados a ocorréncia de temperaturas abaixo de zero
durante o cultivo.

Portanto, pode-se atribuir os resultados de PROD e REND aqui apresentados a
capacidade da cultura frente as condigbes edafoclimaticas encontradas como: excesso de
umidade e chuva com precipitagdo acumulada de 895,3 mm durante o periodo experimental,
como reportado por FALASCA et al. (2010) e PITOL et al. (2010). A necessidade total da
cultura varia entre 150 e 200 mm de agua (ROSCOE et al., 2010); temperaturas abaixo de
zero nas fases de florescimento e granagéo, com periodos de geada também observado por
VIANA et al. (2013); altas temperaturas na fase de crescimento vegetativo, com
temperaturas ultrapassando 25 °C, discutidos por JOHNSON et al. (1995); e perda de graos
durante a colheita da cultura devido ao estagio avancado de maturacgéo.

LUNELLI et al. (2013), avaliando a produtividade de gréos e o rendimento de éleo de
crambe sob diferentes arranjos nutricionais de NPK, afirmam que o rendimento do 6leo esta
mais associado com a qualidade do que com a quantidade de gréos durante o cultivo. De
acordo com ROSCOE & DELMONTES (2008), o crambe possui em torno de 38% de Oleo.
No presente estudo, o teor foi de 33,9% na dose de 160 Kg ha* de P,Os, corroborando com

FONTANA et al. (1998), em que a baixa produtividade ndo afetou o teor de 6leo no grao.
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SILVA et al. (2011), trabalhando com doses de P,0s (0-120 kg ha™), observaram um
teor de 35% referente a dose mais elevada. FREITAS (2010) verificou que os teores foram
de 29,8% e 31,1% na dose de 60 kg ha™ de P,0s, nos dois anos de cultivo. VAZQUEZ et al.
(2014), trabalhando com doses de P nos niveis de 0, 25, 50, 75 e
100 kg ha™, obtiveram teor médio de dleo de 30,22%, e Soratto et al. (2013) obtiveram 36%
de 6leo com 300 kg ha™ de NPK. Diante de exposto, pode-se afirmar que mesmo com a
produtividade de grdos e o rendimento de Oleo inferiores aos reportados na literatura,
atribuidos aqui as condigbes climaticas, o teor de Oleo no grdo ndo foi afetado,
provavelmente devido aos fatores ja citados anteriormente, relacionados a sintese de acidos

graxos e triglicerideos, os quais dependem do P.

CONCLUSOES

A cultura do crambe responde positivamente a adubacéo fosfatada com relacdo aos
teores foliares de N e K, peso de mil graos, produtividade de graos e rendimento do 6leo até
a dose de 160 Kg ha™ de P,0s. N&o houve efeito significativo dos tratamentos sobre os
parametros P foliar, altura, massa seca e massa fresca no periodo de pré-florescimento e
sobre os parametros altura e nimero de cépsulas por planta ap6s a colheita. Por meio
destes resultados observa-se que a dose maxima de fésforo ndo foi suficiente para
identificar o potencial méximo da cultura, sendo, portanto, ainda uma lacuna a ser

preenchida na literatura.
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COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS, ANTIOXIDANTES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO OLEO DE CRAMBE ABYSSINICA H. CULTIVADO COM DIFERENTES DOSES DE

FOSFORO?

RESUMO

Estudos com avaliacdo do efeito do fosforo na adubacdo sobre a qualidade de 6leos
vegetais de forma completa ainda séo incipientes, principalmente, em relacdo ao 6leo de
crambe, bem como investiga¢cdo das concentracdes de carotenodides, clorofilas, compostos
fendlicos e atividade antioxidante total neste 6leo. O objetivo do estudo foi determinar a
composicdo de acidos graxos, tocoferois, fitosterdis, compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante total, clorofila a, carotendides totais, teor de agua e indice de acidez do 6leo de
crambe extraido com hexano e correlacionar os principais parametros ao manejo da cultura.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco tratamentos (0, 40, 80,
120 e 160 kg ha™ de P,0s) e quatro repeticdes. Utilizou-se o teste de correlagdo de Pearson
e andlise de covariancia a 5% de significancia. Foram determinados o teor médio de agua
(0,89%) e o indice médio de acidez (2,26%) no 6leo. Verificou-se associagao positiva das
doses de P com os teores totais de fitosterdis e carotendides, porém negativa com a
atividade antioxidante total. Tocoferéis totais, acidos graxos totais, compostos fendlicos
totais e clorofila a ndo foram afetados pelas doses aplicadas. Quando analisada a
correlagdo das doses com as concentracdes de tocoferois, acidos graxos e fitosterois de
forma individual, observou-se que o &-tocoferol foi influenciado pelas mesmas, reduzindo
sua concentracdo de forma linear, o &cido palmitoleico (C16:1) teve associagdo linear
positiva e os trés fitosterdis (B-sitosterol, stigmasterol e campesterol) também foram
associados de forma positiva com comportamento linear para stigmasterol e quadratico para
B- sitosterol. O campesterol foi quantificado apenas com dose de 160 kg ha™* de P,0s. O teor
de agua e o indice de acidez do 6leo corroboraram com o0s encontrados na literatura. Os &-
tocoferol, acido palmitoleico, fitosterdis, carotendides totais e a atividade antioxidante total
foram afetados pelos tratamentos com P, indicando aumento significativo das concentracdes
de alguns antioxidantes neste 6leo quando realizada a adubacdo fosfatada. Os demais
tocoferdis e acidos graxos, clorofila a e compostos fendlicos totais ndo foram afetados pelos
tratamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Crambe, adubacdo fosfatada, tocoferois, fistosterois, carotendides,
clorofila.
FATTY ACIDS COMPOSITION, ANTIOXIDANTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF

CRAMBE ABYSSINICA H. OIL CROPPED WITH DIFFERENT PHOSPHOROUS DOSES

ABSTRACT

Studies to evaluate the phosphorus fertilizer effect on the vegetable oils quality are still
insipient, especially regarding crambe oil, as well as investigations of concentrations of
carotenoids, chlorophylls, phenolics and total antioxidant activity in this oil. The aim of this
study was to determine the fatty acids composition, tocopherols, phytosterols, total phenolic

® Este artigo segue as normas do Journal of the Science of Food and Agriculture.
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compounds, total antioxidant activity, chlorophyll a, total carotenoids, water content and oil
acid index of crambe oil extracted with hexane and correlate this with the main parameters
with crop management. The experiment was carried out through randomized blocks with five
treatments (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™ of P,0s) and four repetitions. The Pearson
correlation test and analysis of covariance was used at 5% significance level. The water
content (0.89%) and the average acid index (2.26%) in oil were determined. The positive
association of P doses with the total concentration of phytosterols and carotenoids was
observed, but negative to the total antioxidant activity. Total tocopherols, total fatty acids,
phenolic compounds and chlorophyll a were not affected by the doses applied. The
correlation of dose with tocopherols, fatty acids and phytosterols concentration were
analyzed individually, and it was observed that the &-tocopherol was influenced by them,
reducing their concentration linearly. Palmitoleic acid (C16:1) had positive linear association
and the three phytosterols (B-sitosterol, stigmasterol and campesterol) were also positively
associated with linear and quadratic behavior for stigmasterol to (-sitosterol. Campesterol
was quantified only at 160 kg ha™* of P,Os dose. The oil water content and acid index agreed
those ones found by other studies. The &-tocopherol, palmitoleic acid, phytosterols,
carotenoids and total antioxidant activity were affected by the treatments with P, which
indicates significant increase in concentrations of some antioxidants when phosphorus
fertilization was applied. The other tocopherols and fatty acids, chlorophyll a and total
phenolic compounds were not affected by treatments.

KEYWORDS: Crambe, phosphate fertilizer, tocopherols, phytosterols, carotenoids,
chlorophyll.

INTRODUCAO

Os Oleos vegetais sdo compostos por triglicerideos (95-97%) e compostos
minoritarios, como acidos graxos livres, diglicerideos, compostos fendlicos, esterois,
tocoferédis e tocotrienois, carotendides, fosfolipidios, pigmentos e acidos terpénicos. Alguns
destes compostos podem atuar como antioxidantes, protegendo os 6leos contra a agdo de
radicais livres que iniciam a peroxidacao lipidica, principal forma de degradacéo dos 6leos. O
teor de agua e a acidez também podem atuar na oxidacdo dos 6leos vegetais.™™

A composicdo quimica dos 6leos varia entre as espécies vegetais e as condi¢oes
agrondmicas e climaticas durante o cultivo, a qualidade das sementes, 0os processos de
extracdo e refino do 6leo também influenciam esta composicd0.>>° Ryan et al.’ relatam que
condicbes de processamento, cultivares, desenvolvimento, época e localizacdo de plantio
sdo importantes para maximizar o conteudo de fitosterdis, esqualeno e tocoferdis em
produtos de origem vegetal.

Os Oleos de crambe, canola, amendoim e palma apresentam melhor resisténcia a
oxidacdo do que os 6leos de soja e girassol, devido a sua diferenca de composi¢cdo em
relacdo aos acidos graxos.® Szydtowska-Czerniak et al.® concluiram que os 6leos de canola
e girassol apresentaram maior atividade antioxidante que o 6leo de milho e o azeite oliva,
devido a presenca de maiores concentracdes de tocoferdis e compostos fendlicos. Os

tocoferdis (a, B, y e 8) juntamente com os tocotrienois sao denominados de forma genérica
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“vitamina E”, diferindo um do outro com o numero e a localizagdo de grupos no anel
cromanol.’

Dentre os fatores que afetam a composicao dos 6leos vegetais, a fertilidade do solo
é um fator primordial.’® A planta necessita de elementos minerais essenciais, como o
nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K), sendo o P o elemento mais prontamente
redistribuido na planta.* O P é um dos nutrientes mais limitantes para as culturas,
especialmente em solos tropicais, que apresentam baixo teor disponivel e predominancia de
acidez."

Estudos mostram que o P desempenha papel importante, direta ou indiretamente nos
processos de sintese realizados pelas plantas (&cidos graxos, triglicerideos, tocoferdis,
fitoster6is e carotendides).”®*'* Grant et al.*® afirmam que o P atua na transferéncia de
energia da célula, respiracdo e fotossintese, participando das reacdes fisioldgicas, com
destaque aos processos ligados ao fluxo de energia e produtos armazenados em graos.

Ill

Malavolta et al.”* reportam que isto é devido ao fosfato absorvido pelas plantas durante o

seu desenvolvimento, ser incorporado via assimilagdo durante a formagdo da adenosina
trifosfato (ATP), sendo esta a molécula de energia da célula. Estudos apontam que a
composicdo das sementes e do 6leo de soja pode variar com a adubagéo fosfatada.'®*®

A cultura do Crambe abyssinica (crambe) tem se destacado, pois, além de elevada
gquantidade de 6leo (30-45%), este apresenta alta estabilidade oxidativa. O 6leo néo é

comestivel devido & alta concentracéo de &cido erdcico (55%),%'%%

apresentando vantagens
para a producdo de biodiesel e outras destinacbes como, por exemplo, a producdo de
lubrificante, inibidor de corrosdo, borracha sintética, filmes plasticos, nylon e adesivos, entre
outros.??®

A estabilidade do 6leo de crambe se deve a sua constituicdo majoritaria em acidos
graxos monoinsaturados: acido erucico (C22:1) (59-63%), palmitoléico (C16:1) (0,05-0,1%),
oleico (C18:1) (15-20%), gadoléico (C20:1) (2,5-3,6%) e nervonico (C24:1) (1%), totalizando
77,55-87,7%, e também pela presenca de tocoferdis e fitosterdis. Além disso, 0s compostos
fendlicos (polifendis, fendis simples ou acidos) que podem estar presentes neste 6leo, sdo
capazes de agir como antioxidantes.?*?°

Em relacéo a esta cultura, destacam-se os trabalhos de Silva et al.,”” Rogério et al.,?®

|32

Santos et al.,”® Lunelli et al.,*® Rogério et al.,** e Santos et al.*?, que avaliaram o manejo e

sua relagdo com o rendimento do 6leo de crambe, além de outros parametros agrondmicos.
Outros trabalhos determinaram também a composicdo da semente, a caracterizagdo do
Oleo, a estabilidade oxidativa e a concentragdo de alguns antioxidantes. No entanto, poucos
estudos determinaram a composi¢do de acidos graxos totais, tocoferois e fitosterbis neste
(')leO.24'25'33'34

Em relagéo a influéncia do P sobre a cultura do crambe, destacam-se os trabalhos

|34

de Silva et al., >’ Rogério et al.,®** e Vazquez et al.** que avaliaram, além de outros
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parametros, o teor de 6leo no grdo de crambe, com dose méxima de 120 Kg P ha™
Entretanto, diante da literatura pesquisada, ndo foram encontrados estudos com qualquer
planta, com o objetivo de avaliar o efeito do P na adubacéo sobre a qualidade do dleo de
forma completa. Além disso, ndo foram encontrados trabalhos que determinaram
carotendides, clorofilas, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante total no 6leo de
crambe.

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi determinar a composicdo de Acidos
graxos, tocoferéis, fitosteréis, compostos fendlicos totais, atividade antioxidante total,
clorofila a, carotendides totais, teor de a4gua e indice de acidez do 6leo de crambe e verificar
a influéncia das doses de P com dose méxima de 160 Kg P,Os ha™ sobre os principais

parametros.

MATERIAIS E METODOS

Preparo dos gréos e extragao do 6leo

Os graos provenientes do experimento anterior (20 amostras — Artigo 1) foram
limpos, secos e armazenados em frascos fechados, ao abrigo da luz. As cascas dos graos
foram removidas incidindo ar frio sobre o material apés a quebra do mesmo em processador
industrial. A moagem dos gréos sem casca foi em moinho refrigerado (20 °C). Padronizou-
se o tamanho das particulas, utilizando-se granulometria menor ou igual a 1,18 mm (14
mesh).

Uma amostra deste material foi pesada (10 g) em papel filtro, o qual foi armazenado
em cartucho de celulose e transferido para o extrator tipo Soxhlet por 8h com hexano entre
70 e 80 °C (adaptado de IAL*). Posteriormente, o solvente foi rotaevaporado a 40 °C e o0s
baldes foram deixados em estufa a 70 °C por, no maximo, duas horas.* As extracoes foram
realizadas em triplicada e as amostras foram armazenadas a -20 °C em frasco ambar até a
realizagdo das andlises. O rendimento foi determinado como a razdo da massa do 6leo
extraido em relagdo a massa inicial de graos de crambe moido. O rendimento médio de

todas as extracdes foi 33,86%.

Teor de agua no 6leo

O teor de agua no 6leo foi realizado por gravimetria em estufa a 105 °C até peso
constante. O calculo foi realizado conforme a formula: % Teor de agua (m/m) = (100 x N) /
P, onde N é a perda de massa em g; P = n° de gramas da amostra®. As analises foram

realizadas em triplicata.

indice de acidez
O indice de acidez foi determinado por método titulométrico. As amostras foram

dissolvidas em éter-alcool (2:1) com NaOH 0,1 mol L™. O célculo foi: % acidez em solugéo
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molar (V/P) = (V x Fc) x 100) / P, onde V = n°® de mL de NaOH na titulacdo, Fc = fator de

correcéo do NaOH e P = n° de g da amostra®. As anélises foram realizadas em triplicata.

Tocoferois

Os tocoferdis a, B+y e & foram determinados com metodologia de Freitas et al.*® A
Cromatografia de fase reversa ndo distingue os isémeros B e y’ devido aos grupos
substituintes no anel cromanol serem o H (hidrogénio) e o CH; (metil), mudando apenas
suas posicoes.’ Desta forma, sera apresentada a soma destes dois compostos ao longo do
trabalho. Aproximadamente 20 mg do 6leo foram dissolvidos em isopropanol, em triplicata,
antes da injecdo no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia LC-20AT com detector UV/VIS
SPD-20A (Shimadzu). A coluna foi a C-18 (4,6 mm x 25 cm) com didmetro de particula de 5
um. Loop de 20 uL e fase mével metanol:agua (96:4 viv) com vazéo de 1 mL min™ foram
utilizados no modo isocratico. O comprimento de onda foi 292 nm e quantificacdo foi via
padronizagdo externa com curva padréo a partir de solugbes estoques dos padrdes com

concentracdes de 0,25 a 20 mg L2

Acidos graxos totais

A derivatizacdo dos acidos graxos foi realizada em triplicata de acordo com Maia e
Rodriguez-Amaya.®’ Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados (injecéo de 1,0
pL) em cromatografo gasoso Clarus 680 (PerkinElmer) equipado com coluna capilar de
silica fundida SP - 2330 (60 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,20 um de
fase estacionaria) e detector de ionizacdo em chama. A velocidade de fluxo do gas foi
1,4 mL min™ (hidrogénio). A raz&o de divisdo da amostra (split) foi 1:50. A temperatura da
coluna foi 140 °C por 5 min, sendo elevada para 240 °C a taxa de 4 °C min™, permanecendo
por 5 min. As temperaturas do injetor e detector foram 220 °C e 245 °C, respectivamente.
Os &cidos graxos foram identificados com mistura padrdo de ésteres metilicos de &cidos
graxos C4-C24 (Supelco). Utilizou-se a padronizagdo interna para a quantificacdo dos
acidos graxos® com o padrdo heptadecanoato de metila (C17:0) (Sigma-Aldrich) a 1,0 mg

mL™.

Fitosterdis

1.3 e Garcia et al.” foram adaptadas visando a

Metodologias de Lechner et a
determinacédo de fitosterdis. Aproximadamente 20 mg de 6leo dissolvidos em n-heptano em
triplicata foram derivatizados com 20 pL de N,O-bis (trimetilsilil) trifluoro-acetamida (BSTFA)
e trimetilclorosilano (TMCS) em piridina voléatil. Adicionou-se 50 yL do padrédo 5-alfa-
colestano como padrdo interno (50 mg L™) e a solugéo permaneceu por 1 h a 60 °C. A
injecao foi realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrémetro de massas (GCMS —

QP2010SE) da Shimadzu. A coluna capilar foi a RTX — BMS nas seguintes condi¢fes:
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injecdo de 1,0 puL no modo split 1:10, temperatura inicial de 100 °C, mantida por 6 min,
aumentando até 230 °C a taxa de 5 °C min™ e para 280 °C a 15 °C min™, permanecendo por
15 min. A vazdo do gas de arraste (hélio) foi de 1 mL min™. A temperatura do injetor e
detector foi de 280 °C. A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo dos
espectros de massa da biblioteca NIST 08 e também com espectros da literatura.**** Além
da identificagdo descrita anteriormente, foi feita a quantificacdo dos compostos de acordo

|4l

com Beveridge et al.”", incluindo-se o fator de resposta determinado experimentalmente com

o padrédo analitico B-sitosterol (Sigma-Aldrich).

Compostos fenélicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais seguiu metodologia de Szydtowska-
Czerniak et al.2 com modificacées. Aproximadamente 500 mg de 6leo foram dissolvidos em
1,5 mL de hexano, adicionou-se 3 mL de metanol e as amostras foram deixadas e repouso
durante a noite. Os extratos metandlicos foram lavados com 2,5 mL de hexano, sendo
retirada aliquota de 1,0 mL para a reagcdo com o reagente Folin-Ciocalteau. Esta foi
realizada de acordo com Haiyan et al.*, utilizando o acido galico para a curva de calibracdo

(5-75 mg L™Y). As analises foram realizadas em triplicata.

Atividade antioxidante total
A atividade antioxidante equivalente ao Trolox foi realizada conforme a metodologia

de Pellegrini et al.*

em triplicata, modificando-se o0 solvente para a dissolugdo do 6leo
(isopropanol). Utilizou-se o Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametlchroman-2-acido carboxilico,
Sigma-Aldrich) para a curva padrdo (2-75 pmol L™) e os resultados foram expressos em

mmol trolox Kg™ de 6leo.

Clorofila e carotendides totais

Para as determinacdes de clorofila a e carotendides totais adaptou-se metodologias
de Dere et al.* e Aladic et al.*® Aproximadamente 40 mg de 6leo foram dissolvidos em éter
etilico em triplicata e as absorbéncias foram medidas na faixa de 400-700 nm em
espectrofotbmetro UV/VIS. Clorofila a apresentou absorbéancia maxima em 660 nm, clorofila

b ndo apresentou absorbancia maxima e carotendides entre 437 e 448 nm.

Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, apresentando
normalidade e auséncia de outliers e, apds, ao teste de correlagdo de Pearson com objetivo
de verificar a associacdo entre as doses de P e as varidveis determinadas. Inicialmente foi
feita a correlagdo das doses com as concentracdes totais de tocoferoéis, acidos graxos e

fitosterdis. Para verificar a associacao das doses com estes compostos de forma individual,
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foi realizado o teste com concentrages de cada tocoferol, 4cido graxo e fitosterol e também
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante total, clorofila a e carotendides totais.
Posteriormente, foi realizada a andlise de covariancia (ANCOVA) a 5% de
significAncia para todas as varidveis. A ANCOVA foi realizada para avaliar tanto a variavel
continua (doses) e seu efeito linear e quadratico como a variavel categérica (blocos) sobre
as variaveis resposta. As variaveis independentes (doses) foram centradas para reduzir o
efeito de multicolinearidade entre o tratamento com efeito linear e o tratamento com efeito

quadratico. O software utilizado foi o Statistica 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de 4dgua e indice de acidez
No presente estudo o teor médio de agua no O6leo foi de 0,89% + 1,64,

independentemente dos tratamentos, sendo superior ao valor encontrado por Jasper et al.*’,

que foi de 0,08% no 6leo de crambe. Silva et al.® e Kaijser et al.*®

afirmam que, conforme o
teor de 4gua aumenta, a velocidade de oxidacdo também aumenta, favorecendo reacgfes de
oxidagdo enzimatica e mobilizacdo de metais de transi¢cdo (pré-oxidantes). O indice médio
de acidez, independentemente dos tratamentos, foi de 2,26% + 0,34, menor do que 0s
valores encontrados por Osawa et al.*, com valores de até 3,3% trabalhando com diversos
6leos brutos, e maior do que os valores encontrados por Jasper et al.*’ (1,83%) e Lalas et
al.** (0,97%), ambos trabalhando com 6leo de crambe. O indice de acidez varia conforme o
estado e as condicdes de conservacéo do 6leo,*® aumentando quando ocorre a quebra da
ligacdo éster do triglicerideo pela acdo de enzimas ou calor e umidade, liberando acidos

graxos e contribuindo para a aceleragéo do processo oxidativo.*

Parametros determinados no 6leo de crambe em relagcdo as doses de
fosforo
Os resultados dos parametros determinados no 6leo de crambe para cada dose de P

aplicada na adubacéo e seus respectivos coeficientes de variagdo estdo apresentados na
Tabela 1.

Rela¢des do P com 6leo de Crambe

As doses de P no solo resultaram em associacdo positiva com fitosterois totais e
carotendides totais, porém negativa com atividade antioxidante total. Tocoferéis totais,
acidos graxos totais, compostos fenélicos totais e clorofila a ndo foram afetados pelas doses
aplicadas (Tabela 2).

A Tabela 3 apresenta as associacdes para as mesmas variaveis, mas de forma
individual para os tocoferéis, acidos graxos e fitosterois. Estes dados mostram que ha

associagcado positiva entre as doses de P e acido palmitoleico (C16:1), B — sitosterol,
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stigmasterol e campesterol e associagao negativa entre as doses e &-tocoferol. Os demais

tocoferdis e acidos graxos nao foram influenciados pelas doses aplicadas na adubacéao.

Tabela 1. Tocoferbis, &cidos graxos, fitosterdis, compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante total, clorofila a e carotendides totais do 6leo de crambe para as doses de P.

Doses de P (Kg P,0s ha™)

Parametros 0 CV% 40 CV% 80 CV% 120 CV% 160 CV%

a-Tocoferol 1,86 18,14 1,89 20,16 2,48 16,09 1,85 2247 221 4,99

(;c;ci’g%r%ii) B+y—Tocoferol 5537 11,34 6129 931 6693 655 56,86 1501 59,95 248

o—Tocoferol 568 14,04 4,98 8,53 583 21,35 5,19 16,79 3,86 1251

Palmitico (C16:0) 22,36 6,98 22,87 3,01 23,51 2,56 23,29 3,73 2337 1,80

Palmitoleico (C16:1) 282 7,09 290 4,55 296 443 3,01 411 303 290

Esteérico (C18:0) 10,83 9,52 11,86 2,54 1161 1,18 11,15 298 11,75 2,21

Oleico (C18:1) 154,21 8,64 164,98 3,09 160,90 1,86 159,42 3,55 161,38 2,23

Linoleico (C18:2) 9439 7,43 103,37 1,35 101,89 3,46 98,73 5,26 102,70 1,80

Araquidico (C20:0) 11,94 16,67 13,70 8,06 12,12 5,10 11,79 8,39 1256 2,44

Gadoleico (C20:1) 60,02 9,69 64,84 0,73 63,82 3,69 64,17 3,75 64,87 1,80

Acidos Linolénico (C18:3) 46,15 13,95 48,76 4,56 47,81 6,49 45,79 8,23 49,33 5,77

(grlrzgxg;?) NI1 13,37 12,52 15,65 6,65 14,29 592 1421 7,93 14,27 0,66

Eicosadienoico (C20:2) 3,01 12,92 3,44 6,87 334 450 3,17 7,69 332 385

Behénico (C22:0) 20,70 18,06 21,87 12,77 19,61 5,72 19,02 11,52 19,90 3,64

Erucico (C22:1) 537,88 11,82 561,18 3,37 521,89 7,60 524,76 10,39 548,17 2,62

NI2 558 14,15 6,51 9,60 6,14 555 587 10,02 5,87 341

Lignocérico (C24: 0) 755 17,52 7,97 10,59 7,66 9,42 7,10 12,127 7,51 6,53

Nervonico (C24:1) 11,61 13,62 13,56 10,05 12,07 8,35 11,62 14,18 12,18 4,59

NI3 3,35 18,48 4,36 23,91 358 583 1,04 1852 4,39 1250

B — Sitosterol 99,77 1,55 151,34 5,10 141,26 14,16 143,40 3,78 150,17 4,05

(;iéoigeg‘gi) Stigmasterol 2428 377 3497 3018 31,95 1263 3573 607 34,93 877

Campesterol ND - ND - ND - ND - 12,74 3,93

Fendlicos Totais (mg EAG Kg'l) 137,73 4,54 120,77 7,37 127,41 11,74 137,78 24,96 103,30 11,25

Atividade Antioxidante (mmol trolox Kg'l) 4,59 4,41 4,65 6,62 4,31 2,72 4,20 5,43 4,22 5,16

Clorofila a (mg Kg'l) 41,34 10,19 52,91 10,97 49,17 12,87 48,30 16,90 56,94 591

Carotenodides totais (mg Kg'l) 163,94 5,89 180,20 5,21 181,76 5,74 186,59 5,16 191,01 5,91
CV % - coeficiente de variagdo para as repeticbes no campo; EAG - equivalentes de &cido galico. ND —

detectado. Limite de detecgdo — 0,05 mg 100 g'1 Oleo; NI - &cido graxo nao identificado.
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Tabela 2. Correlacdo de Pearson para as concentracdes totais das variaveis resposta em
relacdo as doses de P na adubacao.

Parametros
Tocoferéis Acidos Fitoster6is Fendlicos Att.'v".j;det Clorofila Carotenodides
Tratamentos totais graxos totais totais antioxidante a totais
totais total
Doses P 0,03™ 0,03™ 0,71* -0,36"™ -0,62* 0,35™ 0,67*

"n&o significativo; * significativo a 5% de probabilidade. Doses: doses de P na adubago (0, 40, 80,
120 e 160 kg P,Osha).

Tabela 3. Correlacdo de Pearson para cada tocoferol, acido graxo e fitosterol em relacéo as

doses de P na adubacgéo.

Parametros Doses de P
o-Tocoferol -0,52*
Tocoferéis B+y-Tocoferol 0,10
a-Tocoferol 0,27
Acido palmitico (C16:0) 0,39
Acido palmitoleico (C16:1) 0,53*
Acido esteérico (C18:0) 0,27
Acido oleico (C18:1) 0,17
Acido linoleico (C18:2) 0,34
Acido araquidico (C20:0) -0,08
Acido gadoleico (C20:1) 0,40
Acidos graxos Acido linolénico (C18:3) 0,08
totais NI1 0,04
Acido Eicosadiendico (C20:2) 0,19
Acido behénico (C22:0) -0,31
Acido ertcico (C22:1) -0,17
NI2 -0,08
Acido lignocérico (C24: 0) -0,22
Acido nervénico (C24:1) -0,16
NI3 -0,15
B — Sitosterol 0,62*
Fitosterois Stigmasterol 0,50*
Campesterol 0,71*

NI: &cido graxo ndo identificado; *significativo a 5% de probabilidade. Doses:
doses de P na adubacgéo (0, 40, 80, 120 e 160 kg P,0Os ha’l).

A Tabela 4 apresenta a andlise de covariancia para as variaveis que apresentaram
relacdo significatva com as doses de P. As demais variaveis analisadas (a-tocoferol, B+y-
tocoferol, demais acidos graxos, compostos fendlicos totais e clorofila a) ndo foram

influenciadas pelas doses de P na adubacéo (p>0,05).
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Tabela 4. Valores de F e p da andlise de covariancia para as variaveis associadas as doses
de P aplicadas na adubacéo do crambe.

Variaveis
Acido Atividade o e
Fonte de 0 — Tocoferol palmitoleico 3 — Sitosterol Stigmasterol Campesterol  Antioxidante :
L . totais
Variacdo (C16:1) total
F P F P F p F p F p F p F p

Linear 1 10,91 5x10%* 7,13 0,02* 13,28 2x10%* 5,67 0,03* 48,60 7x10% 16,40 1,2x10°3* 24,76 2x10™**
Quadratico 1 2,07 017 0733 058 658 0,02+ 218 0,16 34,72 4x10°* 0,19 0,67 2,01 0,18

Bloco 3 463 0,02 1,23 0,34 011 095 0,38 0,77 9x10° 1,00 4,07 0,03* 4,56 0,02*

* significativo a 5% de probabilidade; GL (Graus de liberdade); F calculado; p (probabilidade observada).

Tocoferdis

A regresséo significativa na ANCOVA (Tabela 4) estd apresentada na Figura 1 para
o d-Tocoferol.

3 - Tocoferol (mg 100g* cleo)

y =5,794 - 0,010*x
p=0,02
r? = 0,267 L

0 40 80 120 160 200
Doses de P,Os (Kg ha'®)

Figura 1. Regressao para d-Tocoferol. p: p-valor a 5% de significancia. Os quatro pontos
referentes a cada dose representam os blocos.

A Figura 1 e a Tabela 4 mostram que o d-tocoferol foi influenciado pelas doses de P,
reduzindo sua concentracdo conforme as doses aumentam. No entanto, quando analisada a
concentracdo total de tocoferdis (Tabela 2), observa-se que esta ndo é afetada pelos
tratamentos. Lalas et al.?* afirmam que estes compostos presentes no 6leo de crambe
podem atuar na sua protecdo a oxidacdo durante 0 armazenamento e o processamento. Isto
sugere que, mesmo um dos tocoferdis sendo afetado de forma negativa pelo P, de forma
geral, sua acdo antioxidante nao seria afetada, devido a presenca dos outros tocoferdis.
Observa-se ainda, na tabela 4, que os blocos foram significativos para estes compostos.
Este controle local foi utilizado devido ao historico da area experimental, que pode ter

composi¢do, compactacgdo e/ou declividade diferentes, impactando na composic¢éo do 6Oleo.
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Devido as suas propriedades antioxidantes, os tocoferois inibem a peroxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados e outros compostos, impedindo a rancidez durante o
armazenamento e podem ser utilizado na industria quimica como aditivo para alimentos e
cosméticos.*

Os tocoferdis sao sintetizados pela via de biossintese dos isoprendides, sendo a
unidade basica destes o isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isébmero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP)."® Além disso, a eritrose-4-fosfato, o fosfoenolpiruvato e o ATP iniciam a sintese
do 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) pela via biossintética do &cido chiquimico. A
sintese dos tocoferdis também depende desta via metabdlica®* e o P atua constituindo as
moléculas envolvidas nas reacgfes. Os resultados obtidos podem estar relacionados as
interferéncias durante a producdo destes compostos pela planta, devido as condicdes
climaticas durante o periodo experimental, que apresentaram baixas temperaturas com
periodos de geada.

Lalas et al.?* encontraram 0,77; 12,50 e 0,39 mg 100g™ de a, B+y e & - tocoferol no
6leo de crambe extraido com hexano, inferiores aos encontrados no presente estudo que
foram, em média, 2,06; 60,08 e 5,11 mg 100g™, respectivamente (Tabela 1). Santos et al.®
encontraram 2,63; 138,59 e 22,19 mg 100g™ de a, B+y e & — tocoferol em 6leo de crambe
também extraido com hexano, superiores aos encontrados neste estudo. Guinazi et al.®
encontraram 18,39; 5,16; 39,02 e 1,19 mg 100g™ de a, B, y e & — tocoferol em 6leo de colza,

também da familia Brassicaceae.

Acidos graxos totais

A regressao significativa na ANCOVA (Tabela 4) esta apresentada na Figura 2 para
o acido palmitoleico.
3,5
3,4
3,3
3,2 .
3,1
3,0

2,9

Acido Palmitoleico - C16:1n7 (mg g™%)

2,8 .

.

. y =2,8363 + 0,0014*x
271 o p = 0,0157
r2=0,2834

2,6
2,5

0 40 80 120 160 200

Doses de P,0s (Kg ha®)
Figura 2. Regresséo para o &cido palmitoleico (C16:1). p: p-valor a 5% de significancia. Os

quatro pontos referentes a cada dose representam os blocos.
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O P participa da sintese de acidos graxos como constituinte do ATP e da
fosfatidilcolina (fosfolipidio).” Quando analisada a concentracéo total de &cidos graxos
observa-se que a composicao destes no 6leo de crambe ndo estd associada com doses de
P (Tabela 2). No entanto, quando analisados estes compostos de forma individual, verifica-
se que o acido palmitoleico foi influenciado pelas doses e aumenta de forma linear com as
mesmas (Tabela 4 e Figura 2).

O ATP é consumido durante a sintese de &cidos graxos, que se inicia com a
carboxilagdo da acetil-CoA. A sequéncia desta reagdo € a ativacao, condensacéo, reducéo,
liberacdo de &gua e reducédo da dupla ligagédo da cadeia do acido graxo, com elongagéo por
atomos de carbono (C). Ocorrem mais elongacdes de cadeia, catalisadas pela ACP
(coenzima ligada a proteina), até 16 C e 18 C. Posteriormente, o estearoil-ACP (C18:0) é
dessaturado, formando o oleoil-ACP (C18:1). A formacdo destes compostos ocorre nos
plastidios e, apds, novamente o ATP é consumido para a liberagdo desses acidos graxos
para o citosol. Em todo o processo descrito o P participa efetivamente.* Isto pode estar
relacionado com o aumento da concentracéo do acido palmitoleico no 6leo neste estudo.

Considerando a composi¢édo de acidos graxos apresentado na Tabela 1, observa-se
que o Oleo apresenta em torno de 93,45% de &cidos graxos insaturados. Destes, 0s
majoritarios sdo o acido erucico (C22:1), com média de 54,44%, o &cido oleico (C18:1) com
16,02%, em média, e o linoleico (C18:2), com 10,02%, corroborando com os resultados
reportados por Singh e Singh® e Onorevoli et al..*® Além disso, em torno de 82,03% dos
acidos graxos insaturados sdo monoinsaturados e 7,34% do total de acidos graxos séo
saturados. Estas caracteristicas conferem ao Oleo alta estabilidade a oxidacdo quando
comparado, por exemplo, aos 6leos de girassol, algodéo, soja e babacu®, visto que a taxa de
oxidacdo aumenta exponencialmente com as duplas ligacdes do acido graxo.” Isto permite
seu uso, por exemplo, na producdo de biodiesel ou misturado ao diesel e/ou biodiesel

provenientes de outros 6leos vegetais, residuais ou gordura animal.*’

Fitosterois

As regressdes significativas na ANCOVA (Tabela 4) estdo apresentadas na Figura 3
(B-Sitosterol e Stigmasterol).

A Tabela 4 e a Figura 3 mostram que concentracdo de stigmasterol apresentou
comportamento linear (Figura 3B) e o B — sitosterol (Figura 3A) apresentou comportamento
quadratico com ajuste polinomial. O campesterol somente foi detectado para a maior dose
(160 Kg P,0s ha™) (Tabela 1). O P atua na sintese do esqualeno, constituindo a molécula de
farnesil pirofosfato (farnesil — PP), a qual inicia a reagdo. Apds, ocorre a introducao do grupo
hidroxila e a ciclizagéo da cadeia do esqualeno, formando-se os fitosterdis.™ Phillips et al.>
reportam que a quantidade destes compostos é dependente de fatores como variedade,

condic¢des de cultivo, armazenamento e método de extracao.
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Figura 3. Regressdo para B — Sitosterol (A) e Stigmasterol (B). p: p-valor a 5% de
significancia. Os quatro pontos referentes a cada dose representam os blocos.

Fitosterdis, principalmente o [-sitosterol, campesterol e estigmasterol sé&o
componentes da membrana celular das plantas e sao abundantes em 6leos vegetais e
grdos.” No presente estudo os valores de B-sitosterol, stigmasterol e campesterol,
quantificados para a dose de 160 Kg P,Os ha®, foram 150,17; 34,93 e 12,74 mg 100g™
(Tabela 1). Santos et al.”® encontraram 103,28 mg 100 de B-sitosterol e 54,09 mg 100 de
campesterol. Lechner et al.*® encontraram em média 232,8; 4,8 e 101,2 mg 100g™ de B-
sitosterol, stigmasterol e campesterol, respectivamente, em 6leo de crambe, muito similar ao
comportamento apresentado pelo 6leo de colza no mesmo estudo. Os estudos
apresentados acima nado avaliaram os efeitos da adubacdo sobre as caracteristicas dos
6leos analisados.

Sao encontradas na literatura afirmacdes sobre o poder antioxidante dos fitosteroéis e
sua atuacdo na protecdo do 6leo contra a oxidacdo.”***® Estes compostos podem ser
utilizados como matéria-prima para a sintese de hormdénios, medicamentos, cosméticos e

como aditivos em resinas termoplasticas na producéo de materiais de borracha.**

Compostos fendlicos totais

Observa-se que os compostos fendlicos totais ndo foram afetados de forma
significativa pelas doses de P (Tabela 2). Os compostos fenélicos, que podem ser polifendis,
fendis simples ou &cidos, sdo capazes de agir como antioxidantes,?® sendo pigmentos ou
produtos do metabolismo secundario da planta em reagfes de defesa contra agressdes do
ambiente.®

Os compostos fendlicos sdo importantes, pois além da questéo nutricional, podem ter
fungbes como antibioticos, pesticidas naturais, atraentes para polinizadores, na protecéo
contra radiacdo ultravioleta, manutencdo das paredes celulares impermedéveis ao gas e a
adgua e como material estrutural para proporcionar estabilidade as plantas.'* Ndo foram

encontrados estudos que determinaram quais os compostos fendlicos presentes no 6leo de
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crambe. Tuberoso et al.’’ reportaram que, para o 6leo de colza, ndo ha evidéncias da
presenca de flavondides, sendo encontrados os acidos siringico, feralico e sinapico. Para o
6leo de crambe no presente estudo, encontrou-se 103,30-137,78 mg Kg™ de fendlicos totais

.°® encontraram valores de 220-600 mg Kg™* em diferentes amostras de

(Tabela 1). Yang et a
6leo de colza, e Szydtowska-Czerniak et al.® encontraram 47 e 175 mg Kg™* em duas

amostras de 0leo desta planta.

Atividade antioxidante total
A regresséao significativa na ANCOVA (Tabela 4) est4 apresentada na Figura 4 para
a atividade antioxidante total.

5.2

°
50 y = 4,630 - 0,003*
p = 0,004
48 . r?=0,383

4,6

44

42

4,0 °

Atividade antioxidante (mmol trolox Kg* éleo)

3,8

3,6

0 40 80 120 160 200
Doses de P (Kg ha)

Figura 4. Regresséo para atividade antioxidante total. p: p-valor a 5% de significaAncia. Os
quatro pontos referentes a cada dose representam os blocos.

Observa-se na Figura 4 e na Tabela 4 que a atividade antioxidante total esta
associada negativamente com o P aplicado na adubacdo. Estes dados sugerem que a
atividade antioxidante pode estar mais relacionada a alguns compostos fendlicos que podem
estar presentes, como, por exemplo, flavonoides e acidos fendlicos (siringico, ferulico,

57,59

sinapico)®’*° e com os tocoferdis,®® do que com os fitoster6is® ou carotendides do 6leo. Em

relacdo aos tocoferéis, Diaz et al.*

afirmam que a atividade antioxidante de a, B, y e & —
tocofer6is aumenta nesta ordem em 6leos vegetais. Isto pode estar relacionado com a
reducdo da atividade antioxidante no 6leo de crambe, visto que a concentracao do & —
tocoferol reduziu com os tratamentos e os blocos também foram significativos, ou seja, as

duas variaveis apresentaram o mesmo comportamento em relagdo aos tratamentos.

Tuberoso et al.>’ determinaram a concentracdo de compostos antioxidantes e

atividade antioxidante em diversos 6leos vegetais e verificaram que a variabilidade das



29

correlacbes entre a atividade antioxidante e a composicdo das oleaginosas pode ser
atribuida as concentragdes de esqualeno, clorofilas, carotendides e fendlicos dos 6leos e as
suas interagdes mutuas. No presente estudo foi identificada, durante a analise de fitosterais,
a presenca de esqualeno, porém néo foi possivel sua quantificagdo. N&o foram encontrados
estudos que determinaram a atividade antioxidante total no éleo de crambe.

Clorofila e carotendides totais
A regresséao significativa na ANCOVA (Tabela 4) est4 apresentada na Figura 5 para
carotenodides totais.
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Figura 5. Regressao para carotendides totais. p: p-valor a 5% de significAncia. Os quatro

pontos referentes a cada dose representam os blocos.

Verifica-se com a Tabela 4 e Figura 5 que os carotendides totais séo influenciados
de forma positiva pelas doses de P.

A clorofila € um cromdforo que existe em diversas formas nas plantas, sendo as
formas primarias as clorofilas a e b,% na taxa de trés para um. Os pigmentos fotossintéticos
presentes e sua abundancia variam de acordo com a espécie. A clorofila a é o pigmento
central da fotossintese,* enquanto os demais pigmentos auxiliam na absorcéo de luz e na
transferéncia da energia para os centros de reacado, chamados de pigmentos acessorios, por
exemplo, a clorofila b e os carotenéides.®®

Ramalho e Jorge® reportam que o mecanismo de fotoxidac&o de 6leos é promovido
pela radiacdo UV na presencga de fotossensibilizadores, como a clorofila, que absorvem a
energia luminosa e a transferem para o oxigénio triplete (30.), gerando o estado singlete
(*0,). O oxigénio singlete reage com os &cidos graxos, formando hidroperéxidos e, por

degradacéo posterior, origina aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos.
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Bonfim-Silva et al.®®

reportam que a producdo de fotoassimilados depende do P, o
qual esta associado diretamente ao crescimento da planta, visto que este elemento compde
a molécula de adenosina trifosfato (ATP).*® Larson®’ reporta que os carotendides agem
como fotorreceptores na fotossintese, absorvendo comprimentos de onda n&o absorvidos
pelas clorofilas; portanto, estes compostos atuam em conjunto.®® No presente estudo, as
condi¢des climaticas durante o experimento em campo foram adversas com temperaturas
abaixo de zero em alguns periodos de desenvolvimento da planta. Este fator pode ter levado
a uma baixa taxa fotossintética, proporcionando aumento do processo de respiracdo para a
producédo de ATP* com absorgéo do P proveniente da adubac&o e aumento significativo da
concentracdo de carotenodides. Observa-se na Tabela 2 que, mesmo as doses de P e a
clorofila a ndo sendo associadas, sua correlacdo é positiva, 0 que também pode ser
justificado pela baixa taxa fotossintética, refletindo na composicéo do 6éleo.

Nao foram encontrados estudos que determinaram clorofilas e carotendides totais
em Oleo bruto de crambe. Para efeito de comparacao, pode-se citar o trabalho de Osawa et
al.*, que reportam que o 6leo bruto de canola, da mesma familia do crambe, possui teor de
clorofila entre 5 e 25 mg kg™ e teor de carotendides entre 25 e 50 mg kg™; ja o 6leo de soja
entre 40 e 50 mg kg™. No presente estudo o teor de clorofila foi 56,94 mg kg™ e carotenéides
totais 191,01 mg kg™, ambos para o tratamento com maior dose de P (Tabela 1). Rodriguez-
Amaya et al.®® reportam alguns estudos com plantas pertencentes & mesma familia do
crambe, nas quais foram quantificados  —caroteno, luteina e zeaxantina.

Finalmente, Silva et al.? afirmam que a oxidacéo lipidica € um fenémeno que implica
diretamente no valor comercial de compostos graxos e de todos os produtos formulados a
partir deles. Diante disso e das discussdes apresentadas até aqui, ressalta-se a importancia
do conhecimento e do estudo da composicédo de 6leos vegetais ndo comestiveis, como o de
crambe, principalmente em relacdo a estabilidade e conservacdo, visto as inUmeras

finalidades deste dleo.

CONCLUSAO

O manejo da cultura do crambe com fosforo foi correlacionado com as propriedades
quimicas do Oleo extraido em termos de componentes minoritarios e majoritarios. O
o-tocoferol, o &cido palmitoleico, os fitosterdis, carotendides totais e atividade antioxidante
total sdo afetados pelos tratamentos com P. Isto indica aumento significativo das
concentracdes de antioxidantes neste 6leo quando realizada a adubacdo fosfatada. Os
demais tocoferois e acidos graxos, clorofila a e compostos fendlicos totais ndo sédo afetados
pelos tratamentos. Além disso, o teor de &gua e o indice de acidez do 6leo corroboraram
com os encontrados na literatura.

Destaca-se a importancia de estudos relacionados a estabilidade oxidativa do 6leo,
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em termos de composi¢do de antioxidantes e composicao de acidos graxos, visto que isto
implica na conservacdo do 0leo, custos com armazenamento e refino e qualidade dos

produtos gerados.
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COMPONENTES MINORITARIOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ESTABILIDADE
OXIDATIVA DO OLEO DE CRAMBE EXTRAIDO POR DIFERENTES METODOS: CO,
SUPERCRITICO E HEXANO?®
RESUMO

O método de extracdo de Oleos vegetais pode influenciar sua composicdo. O método que
utiliza CO, supercritico apresenta vantagens em termos econdmicos e ambientais, extraindo
compostos de alto valor agregado sem residuos de solventes. Porém, nao foram
encontrados na literatura estudos com este método na extracdo para o 6leo de crambe. O
objetivo do estudo foi comparar os métodos de extracdo com CO, supercritico (SC-CO,) e
hexano (HEX) do 6leo de crambe em termos de componentes minoritarios (acidos graxos
livres, fitosterdis, tocoferdis, carotendides totais, clorofila a e compostos fendlicos), cor,
estabilidade oxidativa e atividade antioxidante total. Os resultados, exceto para teor de agua
e indice de acidez, foram submetidos ao teste t-pareado a 5% de significancia. Os
rendimentos das extra¢des foram 5,67% e 33,86%, para as extragdes com SC-CO, (20 Mpa,;
40 °C; 240min) e HEX (480min), respectivamente. A solubilidade do 6leo de crambe foi
1,92x10° g bleo g CO,™. O 6leo extraido com SC-CO, apresentou maior concentragéo de
acidos graxos livres (AGL) (3,11 g 100g™), fitosteréis (874,92 mg 100g™), tocoferdis
(277,29 mg 100g™) e compostos fendlicos (122,30 mg EAG Kg™) e menores concentracdes
de carotenoides (76,84 mg Kg™) quando comparado ao 6leo extraido por HEX. Em relacéo a
clorofila, observa-se que nao foi detectada no 6leo extraido por SC-CO, A cor do dOleo
extraido com HEX foi mais intensa e amarelada do que o éleo extraido com SC-CO,,
atribuida & maior concentragdo de pigmentos. A atividade antioxidante foi maior no 0leo
extraido com SC-CO, (10,23 mmol trolox Kg'), porém este 6leo foi menos estavel
(Tp1: 263,09 °C) do que o extraido com HEX (T,:: 273,82 °C). As concentragdes de AGL e
carotendides podem ter contribuido com a reducdo da estabilidade & oxidagdo do Oleo
extraido com SC-CO, e as concentracdes de fitosterois, tocoferéis e fendlicos podem estar
relacionadas a maior atividade antioxidante deste Oleo. Apesar de proporcionar menor
estabilidade oxidativa ao 6leo de crambe, o SC-CO, foi mais seletivo em relagdo aos
tocoferdis, fitosterdis e compostos fendlicos em relacdo ao método Soxhlet, mesmo este
proporcionando maior rendimento de o6leo. A extragdo com SC-CO, € um processo
ambientalmente vantajoso para extracdo de 6leos vegetais com caracteristicas de qualidade
superiores sem residuos de solventes.

PALAVRAS-CHAVE: Crambe abyssinica, extracdo supercritica, antioxidantes, compostos
fenolicos, carotenodides, clorofila.

MINOR COMPONENTS, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND OXIDATIVE STABILITY OF
CRAMBE OIL EXTRACTED BY DIFFERENT METHODS: CO, SUPERCRITICAL AND
HEXANE
ABSTRACT
The method of vegetable oil extraction can influence its composition. The method using
supercritical CO, has economic and environmental advantages, extracting compounds with

high added value without creating solvent residues. However, no studies in the literature
were found with this method for the extraction of oil crambe. The aim of this study was to

® Este artigo segue as normas do periddico Industrial Crops and Products.
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compare extraction methods with supercritical CO, (SC-CO,) and hexane (HEX) of crambe
oil in terms of minor components (free fatty acids, phytosterols, tocopherols, carotenoids,
chlorophyll a and phenolic compounds), color, oxidative stability and total antioxidant activity.
The results, except for water content and acid index, were submitted to t-paired test at 5%
significance. The oil extraction yields were 5.67% and 33.86% for extractions with SC-CO,
(20 MPa, 40 °C; 240 min) and HEX (480 min), respectively. Crambe oil solubility was
1,92x10° g oil CO,™. The oil extracted with SC-CO2 showed a higher free fatty acids
concentration (FFA) (3.11 g 100 g ), phytosterols (874.92 mg 100 g™), tocopherols (277.29
mg 100 g*) and compound phenolics (GAE 122.30 mg kg™) and lower concentrations of
carotenoids (76.84 mg kg™') when compared to oil extracted by HEX. Regarding to
chlorophyll a, it was not detected in the oil extracted by SC-CO,. The color of extracted oil
with HEX was greater and more yellow than the oil extracted with SC-CO, because to the
greater pigment concentration. The antioxidant activity was greater in the oil extracted with
SC-CO, (trolox 10.23 mmol kg™), but such oil was less stable (Tpo1: 263.09 °C) than the
extracted with HEX (T,:: 273.82 °C). Although, providing less oxidative stability of crambe oil,
SC-CO, was more selective with respect to tocopherols, phytosterols and phenolic
compounds, when compared to Soxhlet method, even this providing increased oil yield.
Extraction with SC-CO, is environmentally favorable process for the extraction of vegetable
oils with higher quality characteristics without solvent residues.

KEYWORDS: Crambe abyssinica, supercritical extraction, antioxidants, phenolic
compounds, carotenoids, chlorophyill.

INTRODUCAO

O cultivo do Crambe abyssinica Hochst iniciou-se no Brasil em 1995 na Fundagé&o do
Mato Grosso do Sul (Fundacdo MS) (Jasper et al., 2013). Além das vantagens como
tolerdncia a seca e geada (Jasper et al., 2013), o crambe apresenta elevada quantidade de
6leo (30-45%) (Cremonez et al., 2015) com alta estabilidade oxidativa (Pitol et al., 2010) e
alta concentracdo de acido erucico (55%), o que o torna ndo comestivel (Colodetti et al.,
2012; Cremonez et al., 2015). O 6leo apresenta grande potencial como matéria-prima para a
producdo de biodiesel (Jasper et al., 2013), além de lubrificantes (Carlsson, 2009;
Shashidhara e Jayaram, 2010), inibidor de corrosdo, borracha sintética, flmes plasticos,
nylon, entre outros (Falasca et al., 2010).

Tradicionalmente, os 6leos vegetais sdo extraidos de gréos por prensagem a frio e
por solventes organicos, como o0 hexano, devido a sua eficiéncia, proporcionando
rendimentos mais elevados (Li et al., 2007). O método que utilizada solventes organicos € a
extracdo Soxhlet, sendo uma técnica bem estabelecida e de referéncia para comparacéo
com os demais métodos de extracao (Wu et al., 2011).

O método de extracdo de 6leos com fluido supercritico vem sendo desenvolvido nos
ultimos anos, sendo o dioxido de carbono (CO;) o solvente mais utilizado, visto que néo é
toxico, é inerte, ndo inflamavel, apresenta baixo custo e pode ser facilmente eliminado dos
extratos. Além disso, o CO, apresenta temperatura e pressao criticas relativamente baixas
(31,1 °C; 7,39 MPa), adequadas as condi¢bes industriais (Shao et al., 2015), e propriedades

como: baixa viscosidade, proxima a dos gases, e alta difusividade, entre liquidos e gases.
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Extracdo com CO, em condi¢cdes supercriticas é um método que pode substituir ou
complementar o processo industrial convencional, como a prensagem e a extracdo com
solventes, pois possui vantagens como a preservacao de compostos termossensiveis
devido a baixa temperatura utilizada, consumo reduzido de energia (Moslavac et al., 2014) e
producdo de extratos livres de residuos de solvente (Aladic et al., 2015).

O método de extracdo pode influenciar a concentracdo de alguns componentes
minoritarios dos Oleos como tocoferdis, fitosterdis, acidos graxos livres e pigmentos. A
estabilidade oxidativa de 6leos tem sido atribuida ao teor destes compostos e também a
posicdo dos acidos graxos na molécula de triglicerideo, a presenca de carotendides, a
variedade do gréo e as condi¢cdes de processamento (Malecka, 2002; Jachmanian et al.,
2006; Merrill et al., 2008).

A avaliagdo do estado de oxidacdo de 6leos e gorduras é uma determinacdo
importante a nivel industrial e os diversos métodos utilizados avaliam alteragbes nas
propriedades quimicas, fisicas ou organolépticas de Oleos durante a oxidagéo (Silva et al.,
1999; Micic et al., 2015). Dentre estes métodos, pode-se destacar a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), visto que a reacdo de oxidag&o é exotérmica, liberando calor. Este € um
método simples, econbmico e ndo requer uso de produtos quimicos toxicos (Micic et al.,
2015). Com este método pode-se utilizar o0 modo isotérmico ou né&o-isotérmico, sendo o
segundo mais vantajoso em relacdo ao tempo, gastos de oxigénio e pelo fato de dar mais
informacdes tanto sobre a primeira etapa de oxidacdo (método isotérmico) quanto as outras
etapas em uma unica corrida (Litwinienko et al., 1998).

Varios estudos vém sendo desenvolvidos com SC-CO, na extracdo de diversos 6leos
vegetais (Li et al., 2007; Corso et al., 2010, Nimet et al., 2011; Da Porto et al., 2012; Solati et
al., 2012; Moslavac et al.,, 2014; Ruttarattanamongkol et al., 2014; Aladic et al., 2015;
Danlami et al., 2015; Przygoda e Wejnerowska, 2015; Shao et al., 2014). Colza, canola e
crambe pertencem a familia Brassicaceae e, portanto, destaca-se os trabalhos de Boutin e
Badens (2009), Pederssetti et al. (2011) e Uquiche et al. (2012), que extrairam Oleo de
colza/canola com SC-CO,. Na literatura foram encontrados apenas dois trabalhos que
investigaram o método supercritico na extragdo de 6leo de crambe. Onorevoli et al. (2014)
estudaram a composigéo de acidos graxos e o rendimento de 6leo de crambe extraido com
hexano, propano e prensa mecanica. Santos et al. (2015) avaliaram o efeito da temperatura
e da pressao sobre o rendimento da extracdo com proprano e compararam a composicao
quimica e a estabilidade oxidativa do 6leo em relacdo a extracdo Soxhlet com hexano e
diclorometano.

Destaca-se também estudos com caracterizacdo do 6leo de crambe, estabilidade
oxidativa, composi¢cdo de acidos graxos e concentragdo de alguns antioxidantes (Lalas et
al., 2012; Onorevoli et al., 2014; Santos et al., 2015). No entanto, ndo foram encontrados

estudos de extracdo de 6leo de crambe com SC-CO,, bem como determinacdes de
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parametros como atividade antioxidante, carotendides, clorofila, cor e compostos fendlicos
neste 6leo.

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi comparar os métodos de extragdo com SC-
CO, e HEX do Oleo de crambe em termos de componentes minoritarios (acidos graxos
livres, fitosterdis, tocoferdis, carotendides totais, clorofila a e compostos fendlicos), cor,
estabilidade oxidativa e atividade antioxidante total.

MATERIAIS E METODOS

Preparo das amostras

Foram utilizados gréos de crambe obtidos do experimento anterior referente a dose
de 160 Kg ha™* de fésforo (Artigo 1). A definicdo da amostra a ser utilizada nesta etapa foi
realizada com base nos resultados de fitosterdis (Artigo 2), visto que o campesterol foi
gquantificado apenas na amostra referente & maior dose de fésforo. A moagem dos graos
sem casca foi realizada em moinho refrigerado (20 °C). Padronizou-se o tamanho das
particulas, utilizando particulas menores ou iguais a 1,18 mm (14 mesh) para a extragédo

Soxhlet e particulas entre 0,30 e 1,18 mm (14-48 mesh) para a extragcao supercritica.

Extracdo do 0Oleo
Extragdo com HEX

Uma amostra do material moido foi pesada (10g) em papel filtro, o qual foi
armazenado em cartucho de celulose e transferido para o extrator tipo Soxhlet. A extracdo
ocorreu por 8h com HEX entre 70 e 80 °C. Posteriormente, o solvente foi rotaevaporado a
40 °C e os baldes foram deixados em estufa a 70 °C até peso constante (maximo duas
horas) (adaptado de IAL, 2008). O 6leo foi armazenado a -20 °C em frasco ambar até a
realizagcdo das andlises. A extracdo foi realizada em triplicata. O rendimento foi determinado
como a razdo da massa do 6leo extraido em relacdo a massa inicial de grdos de crambe

moido.

Extracdo com SC-CO,

A extracao foi realizada em triplicata em mdédulo de escala laboratorial que consiste
em: reservatorio para o solvente, bomba seringa (Isco, modelo 500D), dois banhos
termostéticos e extrator de aco inoxidavel com 58 cm?3 de capacidade (1,95 cm de diametro
e 19,4 cm de altura). Um banho (Julabo, modelo FP-50) resfria o solvente antes de entrar na
bomba e o outro (Marconi, modelo MA-184) mantém o extrator na temperatura desejada
(Santos et al., 2015).

As condi¢fes de extracao foram selecionadas visando a maior densidade possivel do
CO, (20 MPa, 40 °C) com base nos trabalhos de Nimet et al. (2011), Pederssetti et al. (2011)
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e Przygoda e Wejnerowska (2015), nos quais temperaturas mais baixas e pressdes mais
altas proporcionaram maior rendimento de extragdo. O tempo foi fixado em 240 min. A
presséo foi de 20 MPa devido as limitagdes operacionais da bomba.

O procedimento de operacdo do mdodulo seguiu metodologia de Santos et al. (2013)
com modifica¢des. Cerca 20 g de graos de crambe moidos foram introduzidos no extrator. O
solvente foi resfriado a 5 °C para prevenir sua vaporizacdo antes de entrar na bomba.
Resfriado e na fase liquida, o solvente foi bombeado e introduzido no extrator. O sistema foi
pressurizado em intervalos de pressao de 2 MPa até alcancar a pressédo desejada (20 MPa).
Ap6s a temperatura do banho de aquecimento alcancar o equilibrio térmico (40 °C), iniciou-
se a extragdo pelo acionamento da bomba seringa e abertura das valvulas de expanséo. A
vaz&o volumétrica para o CO, (Linde; 99,5%) foi de 3 mL min™, sendo regulada a partir do
ajuste da valvula micrométrica na saida do extrator. A temperatura ha saida do extrator foi
mantida a 60 °C pelo temorregulador (Tholz, modelo MSC-04E) para a separacdo entre o
extrato e o solvente. O extrato foi coletado em recipiente de vidro ambar e pesado a cada
10-20 minutos até 240 minutos.

O rendimento foi determinado como a razdo da massa do 6leo extraido em relacdo a
massa inicial de grados de crambe moido. A solubilidade do éleo em SC-CO2 foi obtida pela

raz&o entre a massa total de 6leo e a massa de solvente gasto durante toda a extragao.

Composicéo do 6leo
Compostos livres de glicerol

Metodologias de Lechner et al. (1999), Freitas et al. (2008) e Garcia et al. (2012)
foram adaptadas visando a determinacdo de AGL e fitosterdis (B-sitosterol, campesterol e
stigmasterol). Aproximadamente 20 mg de 6leo dissolvidos em n-heptano (triplicata) foram
derivatizados com 20 pL de N,O-bis (trimetilsilil) trifluoro-acetamida (BSTFA) e
trimetilclorosilano (TMCS) em piridina volatil. Adicionou-se 50 pL de 5-alfa-colestano
(50 mg L™) (Sigma-Aldrich) como padrdo interno de fitosteréis e 50 uL de heptadecanoato
de metila (50mg L™) (Sigma-Aldrich) como padr&o interno para acidos graxos e a solucédo
permaneceu por 1 h a 60 °C.

A injecdo foi realizada em cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas
(GCMS - QP2010SE) da Shimadzu. A coluna capilar foi a RTX — 5MS nas seguintes
condicdes: injecdo de 1,0 pL no modo split 1:10, temperatura inicial de 100 °C, mantida por
6 min, aumentando até 230 °C a taxa de 5 °C min™ e para 280 °C a 15 °C min™,
permanecendo por 15 min. A vazdo do gas de arraste (hélio) foi de 1,0 mL min™. A
temperatura do injetor e detector foi de 280 °C. A identificacdo dos fitosterdis foi realizada
por comparacgdo dos espectros de massa da biblioteca NIST 08 e também com espectros da
literatura (Beveridge et al., 2002; Li et al., 2007). Sua quantificacdo foi realizada de acordo

com Beveridge et al. (2002), incluindo-se o fator de resposta determinado
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experimentalmente com o padrao analitico B-sitosterol (Sigma-Aldrich). Os &cidos graxos
foram identificados com mistura padrédo de ésteres metilicos de &cidos graxos C4-C24
(Supelco) e sua quantificacdo seguiu metodologia de Visentainer e Franco (2012). Devido a
grande quantidade de AGL identificados, apresentou-se o resultado total destes para os dois
métodos de extracao.

Tocoferéis

Os tocoferéis a, B+y e & foram determinados com metodologia de Freitas et al.
(2008). A cromatografia de fase reversa nao distingue os isébmeros e y (Ryan et al., 2007).
Aproximadamente 20 mg do 6leo foram dissolvidos em isopropanol, em triplicata, antes da
injecdo no cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia LC-20AT com detector UV/VIS SPD-20A
(Shimadzu). A coluna foi a C-18 (4,6 mm x 25 cm) com didmetro de particula de 5 ym. Loop
de 20 pL e fase mével metanol:agua (96:4 v/v) com vazao de 1,0 mL min™ foram utilizados
no modo isocratico. O comprimento de onda foi 292 nm e quantificacdo foi via padronizagéo
externa com curva padréo a partir de solu¢des estoques dos padrées com concentragdes de
0,25a20 mg L™

Clorofila e carotendides totais

Para as determinacdes de clorofila a e carotenodides totais adaptou-se metodologias
de Dere et al. (1998) e Aladic et al. (2015). Aproximadamente 40 mg de Oleo foram
dissolvidos em éter etilico em triplicata e as absorbancias foram medidas na faixa de 400-
700 nm em espectrofotdmetro UV/VIS. Clorofila a apresentou absorbancia maxima em 660

nm, carotendides entre 437 e 448 nm e clorofila b ndo foi quantificada.

Compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais seguiu metodologia de Szydtowska-
Czerniak et al. (2008) com modificagbes. Aproximadamente 500 mg de 6leo foram
dissolvidos em 1,5 mL de HEX, adicionou-se 3 mL de metanol e as amostras foram
deixadas e repouso durante a noite. Os extratos metanélicos foram lavados com 2,5 mL de
hexano, sendo retirada aliquota de 1,0 mL para a reacdo com o reagente Folin-Ciocalteau.
Esta foi realizada de acordo com Haiyan et al. (2007), utilizando o acido galico para a curva

de calibracéo (5-75 mg L™"). As andlises foram realizadas em triplicata.

Analise de cor

Para a andlise de cor do 6leo foi seguido o trabalho de Tuberoso et al. (2007), que
determinaram as coordenadas CIELAB em diversos 6leos vegetais. Utilizou-se colorimetro
digital da marca Konica Minolta ®, modelo CR 410, com abertura de 50 mm. A calibrag&o do

equipamento foi realizada em placa de cerédmica, com padrfes pré-estabelecidos pelo
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fabricante com iluminante D65. Realizou-se leituras em triplicata, obtendo-se valores médios
de C*, L* a* e b*. O parametro a* caracteriza coloracdo vermelha (+60) a verde (-60). O
parametro b* assume valores positivos para cores amareladas (+60) e negativos para tons
azuis (-60). O L* indica a luminosidade que varia do branco (100) ao preto (zero). O
parametro C* (Croma) indica a intensidade de cor da amostra percebida por seres humanos
(Granatto e Masson, 2010).

Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante equivalente ao Trolox foi realizada conforme a metodologia
de Pellegrini et al. (2003), em triplicata, modificando-se o solvente para a dissolu¢ao do 6leo
(isopropanol). Utilizou-se o Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametlchroman-2-acido carboxilico,
Sigma-Aldrich) para a curva padrio (2-75 pmol L™), e os resultados foram expressos em

mmol trolox Kg™ de 6leo.

Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa do 6leo de crambe foi determinada utilizando calorimetria
exploratéria diferencial (DSC Shimadzu-60). O procedimento foi adaptado do trabalho de
Micic et al. (2015). Foram pesados 2 = 0,5 mg de 6leo em recipiente de aluminio e este
colocado no calorimetro juntamente com um recipiente vazio, como referéncia. Foi utilizado
0 método n&o-isotérmico, com taxa de aquecimento de 10 °C min™, a partir de 30 °C até
350 °C. Para a reac&o de oxidacéo foi utilizado fluxo de oxigénio (99,99%) de 50 mL min™.

Andlise estatistica

Foram apresentados resultados de média e desvio padrao das extracbes para todos
0os parametros determinados. Com o objetivo de comparar os métodos de extracdo, 0s
resultados obtidos para o 6leo de crambe foram submetidos ao teste t-pareado a 5% de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento das extracfes

Os rendimentos das extracdes foram 5,67% + 0,11 e 33,86% + 0,98, para as
extragcbes com SC-CO, (20 Mpa; 40 °C; 240min) e HEX (480min), respectivamente. A
porcentagem de remoc¢do de 6Oleo dos gréos de crambe com a extracdo supercritica foi de
16,74%, considerando a remocdo por HEX como 100%. Pederssetti et al. (2011), extraindo
Oleo de canola com SC-CO, na condi¢do de 20 Mpa e 40 °C, obtiveram rendimento de
aproximadamente 11% com 240 min de extracdo, com remocé&o de 6leo em torno de 29,9%.

Boutin e Badens (2009) obtiveram rendimento de 8,00% de 6leo de colza a 15 MPa e 35 °C
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e 45% a 45 MPa na mesma temperatura. Uquiche et al. (2012) obtiveram rendimento de
10,4% nas condic¢des de 20 MPa e 40 °C com 120 min de extracao.
A Fig. 1 apresenta a curva cinética para a média das trés extragbes do 6leo de

crambe com SC-CO..
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Fig. 1. Curva cinética experimental para ;em;;t(:egéo do 6leo de crambe com SC-CO,
(20 MPa; 40 °C).

De acordo com Han et al. (2009), no primeiro periodo da extracdo o solvente esta
saturado com a fracdo de Oleo facilmente removivel e a extragdo ocorre a uma taxa
constante, determinada pela solubilidade do 6leo em SC-CO,. O segundo periodo € de
transicdo, durante a qual as particulas na entrada do leito perdem o 6leo facilmente
acessivel que continha inicialmente e a taxa de extracdo cai rapidamente. Portanto, a
solubilidade seria determinada com os dados da parte linear da curva de extracdo (primeiro
periodo). No presente estudo, 0 tempo utilizado nado foi suficiente para atingir o segundo
estagio da extracdo. A solubilidade foi obtida utilizando-se todos os pontos da curva de
extracao, visto que seu comportamento foi linear até 240 min (Fig. 1). A solubilidade do 6leo
de crambe foi 1,92x10° g 6leo g CO,™.

Pederssetti et al. (2011) obtiveram solubilidade entre 1,71x10° e 3,08x10° g 6leo g
CO,*, removendo de 29,9 a 52,7% do 6leo contido nos gréos de canola (40-60 °C; 20-25
MPa; 480 min). Boutin e Badens (2009) obtiveram solubilidades de 1,9x10° g 6leo g CO, e
1,04x107 g bleo colza g CO,", verificando que em pressdes menores a solubilidade dos
lipideos diminui com o aumento de temperatura, comportamento reportado também por
Dunford e Temelli (1997). Tomita et al. (2013), extraindo 6leo de Cannabis sativa,
encontraram valor médio de solubilidade de 1,75x10° g éleo g CO,™ (40-80 °C; 20-40 MPa;
180min).
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O baixo rendimento encontrado no presente estudo em relacdo aos citados pode ser
justificado por alguns fatores, como o tempo de extracdo, o qual pode influenciar o
rendimento como reportado por Boutin e Badens (2009) e Uquiche et al. (2012). Além disso,
estes autores trabalharam com pressdes mais elevadas, o que aumentou significativamente
a solubilidade e o rendimento da extracdo. Todos os estudos citados acima observaram que
o0 aumento da densidade do CO,, inerente ao aumento da pressdo durante o processo,
aumentaram a solubilidade do 6leo com melhores rendimentos das extragdes. No entanto,
por limitagBes da bomba utilizada neste estudo, ndo foi possivel se trabalhar com pressoes
maiores que 20 MPa. Estes fatores, aliados a baixa solubilidade, justificam o baixo
rendimento da extracao do éleo de crambe com SC-CO..

Comparacdo dos métodos de extragao
A Tabela 1 apresenta as propriedades do 6leo de crambe determinadas para os dois

métodos de extracao.

Composicao do dleo

No que diz respeito aos AGL, observa-se que o 6leo de crambe extraido com SC-
CO, apresentou maior concentragdo destes em relagdo ao 6leo extraido por HEX, apesar
deste método ter ocorrido em condi¢des de temperatura e tempo mais elevados (Tabela 1).

De acordo com Sahena et al. (2009) o SC-CO; é mais seletivo em relacdo ao HEX,
extraindo compostos menos polares, como 0s &cidos graxos. Boutin e Badens (2009)
observaram que a acidez do 6leo de colza aumentou no inicio da extracdo e diminuiu ao
longo do tempo (20-120min), e Ruttarattanamongkol et al. (2015) constataram que o 6leo de
Moringa oleifera extraido com SC-CO, a menores pressdes (15 MPa) apresentou maior
concentracdo de AGL do que o 6leo extraido por Soxhlet e prensa, atribuindo este
comportamento a maior solubilidade destes em CO,.

Em relagéo aos teores dos antioxidantes, observa-se na Tabela 1 que o SC-CO,
extraiu maiores concentracfes de fitosterdis e tocoferéis e menores concentracdes de
carotendides (p<0,05) em relagcdo ao HEX. Aladic et al. (2015) e Nimet et al. (2011)
encontraram maiores concentracdes de tocoferdis com SC-CO, e Soxhlet em Oleos de
Cannabis sativa e girassol, atribuindo esta diferenca a alta temperatura e ao longo tempo de
extracdo (Soxhlet). Przygoda e Wejnerowska (2015) encontraram valores quase cinco vezes
maiores de tocoferodis extraidos com SC-CO, em relacdo ao HEX em 6leo de quinoa. No

presente estudo, esta relaco foi de aproximadamente quatro vezes.
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Tabela 1

Composicdao do 6leo de crambe, cor, atividade antioxidante total e parédmetros da
estabilidade oxidativa para os dois métodos de extracéo.

Parametros analisados no éleo Soxhlet Supercriticg)
(HEX) (SC-CO,)
p-valor®
MédiazD.P. MédiatD.P.

Acidos graxos livres totais (g 100 g™) 1,68+0,21 3,11+0,22 0,00388*
Fitosterdis totais (mg 100 g™) 200,44+0,74 874,92+16,38 0,00020*
Tocoferéis totais (mg 100 g™) 66,024+1,83 277,29+6,73 0,00025*
Carotenéides Totais (mg Kg™) 196,28+4,44 76,84+4,84 0,00050*
Clorofila a (mg Kg™) 56,45+4,09 n.d.' 0,00174*
Determinacéo de Cor®

c* 57,34+2,72 41,62+1,95 0,00288*
L* 85,98+3,47 91,55+3,08 0,13938"
a* -7,03+1,04 -7,38x0,26 0,60292"
b* 56,97+2,95 40,96+2,00 0,00339*
Compostos fendlicos totais” (mg EAG Kg™) 103,95+7,67 122,3045,41 0,01997*
Atividade antioxidante total (mmol trolox Kg™) 3,86+0,06 10,23+0,21 0,000005*
Estabilidade oxidativa (°C)*

Ton 206,89+0,98 193,14+3,53 0,00803*
To1 273,82+2,82 263,09+1,31 0,01378*
Tp2 324,02+0,88 318,15+2,08 0,02774*

% C*indica intensidade de cor (croma), L* indica luminosidade (branco-preto), a* (vermelho-verde), b* (amarelo-azul).
® Compostos fendlicos em equivalentes de acido galico (EAG).
° Ton indica a temperatura de inicio da oxidagdo, T, indica o primeiro pico e T,, indica o segundo pico.

¢ extragdo com SC-CO, a 20 MPa e 40 °C.

¢ p-valor para o teste t-pareado a 5% de significancia.

"nao detectado. Para o teste estatistico foi utilizado zero como resultado para este parametro.

* Significativo (p<0,05).
" N&o significativo (p>0,05).

Além disso, Da Porto et al. (2012) afirmam que existe seletividade do CO, em extrair

os tocoferdis em Oleo de Cannabis sativa, indicando que a concentragdo de tocoferol no
0leo é mais elevada durante a fase inicial de extracao, como reportam também Leo et al.
(2005), que observaram maior concentragdo em o6leo de améndoas durante as primeiras
2 h de extracdo com CO, (50 °C; 42 MPa). Estes autores afirmam que altas concentracdes
de tocoferodis durante a fase inicial de extracdo pode ser devido a alta propor¢éo de lipidios
mais sollveis, tais como AGL. Observaram ainda que, apos este tempo, os AGL reduziram
e os triglicerideos aumentaram gradualmente, atribuindo isto a estreita relagdo entre a

solubilidade do 6leo e a quantidade de AGL.
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Li et al. (2007) observaram o mesmo comportamento para o teor de fitosterois
(Tabela 1) em relagdo as extragbes com SC-CO, e Soxhlet para 6leo de espinheiro-
maritimo, atribuindo estes resultados as diferentes solubilidades destes compostos nos
solventes utilizados. Ruttarattanamongkol et al. (2014) também encontraram concentracfes
de fitosterois significativamente maiores no 6leo de Moringa oleifera com método
supercritico (CO3; 35 °C; 15 MPa) em relacéo ao Soxhlet.

O comportamento para os teores de carotendides totais (Tabela 1) foi semelhante
aos obtidos por Jachmanian et al. (2006) e Uquiche et al. (2012) para 6leos de canola e
colza, respectivamente. Em relagdo a clorofila, observa-se que ndo foi detectada na
extracao supercritica (Tabela 1). Sahena et al. (2009) reportam que o HEX extrai ambos 0s
pigmentos polares e nao polares, justificando os resultados encontrados neste estudo.

No que diz respeito aos compostos fendlicos totais, observa-se na Tabela 1 que
houve diferenga entre as extragdes (p<0,05), com maior concentragdo destes compostos no
6leo extraido com SC-CO,. Em 6leos vegetais os compostos fendlicos podem ser polifendis,
fendis simples ou acidos (Dimitrios, 2006). Para o 6leo de colza, Tuberoso et al. (2007)
reportaram que ndo h& evidéncias da presenca de flavondides, sendo encontrados os
acidos siringico, ferulico e sinapico. Os compostos fendlicos no geral apresentam certa
polaridade (Angelo e Jorge, 2007) devido a presenca de hidroxilas na molécula e, como o
HEX extrai tanto compostos polares como nédo polares (Sahena et al., 2009), este pode ter
extraido maior concentracdo destes compostos, mas devido a alta temperatura utilizada na
extracdo (70-80 °C) em relagdo a extragdo supercritica (40 °C), estes podem ter sido
degradados por serem termossensiveis (Boutin e Badens, 2009; Corso et al., 2010;
Moslavac et al., 2014).

Andlise de cor

De acordo com Aladic et al. (2015), a cor do 6leo est4 associada aos pigmentos
como clorofilas e carotendides. Observa-se na Tabela 1 que os parametros C* e b*
apresentaram diferenga (p<0,05) e os parametros a* e L* ndo foram significativos (p>0,05)
entre as extragdes.

O parametro C* (Croma) indica a intensidade de cor da amostra, sendo mais
percebida por seres humanos quanto maior o valor de C* (Granatto e Masson, 2010). O d6leo
extraido com HEX apresenta maior intensidade de cor, provavelmente devido a presenca de
maior quantidade de pigmentos (Aladic et al., 2015).

O b* assume valores positivos para cores amareladas (+60) e negativos para tons
azuis (-60) (Granatto e Masson, 2010). Observa-se na Tabela 1 que os 6leos extraidos com
HEX e SC-CO, apresentam valores de 56,97 e 40,96, respectivamente, indicando a
coloracado amarela nos dois 6leos com intensidade maior no 6leo extraido com HEX. Estes

resultados podem ser atribuidos a presenca de carotendides que apresentam coloragcédo que



47

vai do amarelo ao vermelho (Uenojo et al., 2007), corroborando com o estudo de Tuberoso
et al. (2007), no qual o parametro b* estava correlacionado significativamente aos

carotendides em diversos 0Oleos vegetais.

Atividade antioxidante total

Na Tabela 1 verifica-se que a atividade antioxidante do 6leo de crambe é maior no
Oleo extraido com SC-CO, (p<0,05). Ndo foram encontrados estudos com atividade
antioxidante neste 0Oleo. Pode-se atribuir estes resultados as maiores concentracdes de
tocoferais, fitosterois e fendlicos no dleo.

Lalas et al. (2012) afirmam que os tocoferois presentes no 6leo de crambe podem
atuar na protecao a oxidacado durante o armazenamento e o processamento, devido as suas
propriedades antioxidantes durante a formac&o de hidroperéxidos (Yang et al., 2013). Séo
encontradas na literatura afirmacdes sobre o poder antioxidante dos fitosterdis e sua
atuacdo na protecdo do 6leo contra a oxidacdo (Ryan et al., 2007; Kmiecik et al., 2009;
Uquiche et al.,, 2012). Os compostos fendlicos também sdo capazes de agir como
antioxidantes (Dimitrios, 2006; Yang et al., 2013). Portanto, a atuagdo destes compostos
pode estar relacionada & maior atividade antioxidante no éleo de crambe extraido com SC-
CO..

Estabilidade oxidativa

A Fig. 2 apresenta as curvas de oxidacéo das amostras do 6leo de crambe extraidas
por Soxhlet e SC-CO, no modo n&o-isotérmico. Observou-se trés pontos distintos:
temperatura de inicio (To,), primeiro pico (T,1) e segundo pico (Ty). A T, foi obtida
considerando-se a interseccao da linha de base com a linha tangente na borda da isoterma.

Com a Tabela 1 e Fig. 2 observa-se que as temperaturas para 0s pontos observados
durante a oxidacédo do 6leo de crambe (Ton, Tp: € Tp2) S80 estatisticamente maiores para a
extracdo Soxhlet em relagdo a supercritica, indicando que o 6leo extraido com SC-CO, é
menos estavel & oxidagdo, como reportado por Uquiche et al. (2012), que comparam a
estabilidade do 6leo de colza extraido com HEX (extracdo exaustiva) e SC-CO, (40 MPa;
60 °C; 60 min).

Micic et al. (2015) reportam que 0s dois primeiros picos sdo 0s principais indicadores
do processo de oxidacéo, sendo o primeiro (T,;) considerado na avaliagdo oxidativa do 6leo
no método ndo-isotérmico. Os antioxidantes sdo consumidos durante o periodo de inducéo
(até Ton); apds, sdo produzidos hidroperoxidos pelo ataque do oxigénio as duplas ligacdes
dos éacidos graxos (até T,;), e 0 segundo pico é o resultado da decomposicdo destes
hidroperéxidos em outros produtos (Litwinienko et al., 1997; Litwinienko e Kasprzycka-
Guttman, 1998; Micic et al., 2015).



48

14

12

10 — SOHXLET
rrrrrrr co2

Exotérmico
Taxa de aquecimento (MW mg™)

—h

-2

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)
Fig. 2. Curvas de oxidacdo do Oleo de crambe no método néo-isotérmico (DSC) a taxa de
10 °C min®, fluxo 50 mL O, min™ T, - temperatura de inicio, Ty, - primeiro pico, Tp, —
segundo pico.

No presente estudo os valores de Ton, Tp1 € Ty, foram 206,89; 273,82 e 324,02 °C,
respectivamente, para o 6leo extraido com HEX e 193,14; 263,09 e 318,15 °C para o 6leo
extraido com SC-CO,. Thurgood et al. (2007) avaliando a estabilidade do 6leo de soja pelo
método DSC nao-isotérmico, obtiveram temperaturas de aproximadamente 190 °C (T,,), 220
°C (Tp) € 350 °C (Tpy) a taxa de 10 °C min™. Litwinienko e Kasprzycka-Guttman (1998)
avaliando a estabilidade do 6leo de mostarda também com o mesmo método obtiveram
valores proximos de 180 °C (T,p), 200 °C (T,,) € 250 °C (T,,) a taxa de 10 °C min™.

A estabilidade dos Oleos pode ser influenciada pela presenca e composicdo de
tocoferdis, carotenoides e esterois, variedade do gréo e pelas condigBes de processamento
(Merrill et al., 2008; Jachmanian et al.,2006). Jachmanian et al. (2006) verificaram que a
estabilidade do 6leo de canola extraido com SC-CO, foi menor do que a estabilidade para o
Oleo extraido com HEX, atribuindo este fato ao teor de carotendides mais elevado,
corroborando com o presente estudo. Uquiche et al. (2012) também observaram o mesmo
comportamento no 6leo de colza, atribuindo este fato & maior concentragéo de antioxidantes
no Oleo extraido com HEX (tocoferdis, fendlicos e fosfolipidios).

Ramadan e Mdrsel (2004) concluiram que compostos polares, como os fosfolipidios,
presentes nos Oleos brutos de cominho preto, coentro e niger foram os principais
responsaveis pela estabilidade a oxidacao destes Oleos. Desta forma, observa-se que outros
compostos como os fosfolipidios, ndo determinados neste estudo, podem contribuir com a
maior estabilidade oxidativa do Oleo extraido com HEX, visto que este pode extrair também

compostos polares. Przybylski et al. (1998) observaram que a estabilidade a oxidacdo do
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6leo de canola extraido com SC-CO, aumentou quando fosfolipidios estavam presentes e a
concentracdo de AGL era reduzida, concluindo que estes compostos foram os principais
fatores que afetaram a estabilidade do 6leo de canola. Este fator deve ser considerado, pois
0 Oleo extraido com SC-CO, apresentou maior concentracdo de AGL e a liberagcdo destes
contribui com o processo oxidativo dos 6leos vegetais (Osawa et al., 2006). Além disso, a
clorofila tem um efeito pré-oxidante na presenca de luz, mas tem sido demonstrado que
funciona como antioxidante na sua auséncia (Yang et al., 2013).

A maior concentracdo de AGL e a menor concentracdo de carotendides podem ter
contribuido com a reducéo da estabilidade a oxidacao do éleo extraido com SC-CO,. Apesar
disso, deve-se destacar que esta extragdo foi mais seletiva em relacdo aos tocoferdis,
fitosterdis e fendlicos, que apresentaram concentracdes significativamente maiores quando

comparadas a extracao por Soxhlet.

CONCLUSAO

Verificou-se que o HEX proporcionou maior rendimento (33,86%) em relacdo a
extracdo supercritica (5,67%) e maior estabilidade a oxidagéo. Por outro lado, a qualidade
do 6leo de crambe extraido com HEX foi inferior em termos de antioxidantes (fitosterdis,
tocoferéis e fendlicos) e atividade antioxidante. A menor estabilidade oxidativa do 6leo
extraido com SC-CO, provavelmente esta relacionada com a maior concentracdo de AGL e
a menor concentracdo de carotendides. Além disso, a clorofila, que foi extraida em maior
concentracdo pelo HEX, pode estar atuando como antioxidante. A cor do éleo de crambe
extraido com HEX é mais intensa e apresenta tom mais amarelado do que o 6leo extraido
com SC-CO,, atribuidos & maior quantidade de pigmentos.

Destaca-se que o método supercritico € mais seletivo na extracao de compostos de
alto valor agregado como antioxidantes, ja que solventes organicos extraem, além de
compostos lipidicos, por¢des néo lipidicas, pigmentos e agua presentes na matriz. Assim, a
extracdo com SC-CO, é um processo ambientalmente vantajoso para extracéo de 6leo com

caracteristicas de qualidade superiores, sem residuos de solventes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Seguem abaixo algumas sugestdes para trabalhos futuros:

1. Testes com outros nutrientes/doses na adubacdo e sua influéncia sobre as
caracteristicas agronémicas e qualidade do 6leo de crambe;

2. Testar métodos e condi¢Bes de extracdo do acido erucico do 6leo, visto que apresenta

alto valor agregado;

3. Realizar planejamento experimental visando a otimizacdo da extracdo com SC-CO,, com

variacdo de pressdao, temperatura e tempo de extracao;

4. Utilizar outros métodos de extracdo do 6leo como, por exemplo, prensagem mecanica
e/ou ultrassom com posterior comparacao entre as extragcdes em termos de componentes e

caracteristicas do 6leo.



