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RESUMO

O presente trabalho analisou o perfil metabdlico primario (proteinas,
amido e lipideos ) e secundario (carotendides, antocianinas e compostos
fendlicos) de oito variedades crioulas de milho desenvolvidas por
pequenos agricultores do municipio de Anchieta (SC) e avaliou o efeito
do ambiente sobre o teor daqueles metabdlitos cultivando as mesmas
variedades no campo experimental da UFSC (Floriandpolis), assim como
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais das farinhas e amidos de
variedades crioulas e hibridas de milho. Os resultados mostraram
diferencas na composicdo quimica (proteinas e amido) detectadas por
técnicas histoquimicas assim como pela quantificacdo do teor daqueles
compostos nas amostras de variedades de milho (amido, proteinas e
lipideos). Maior ocorréncia de polissacarideos acidos, amido, celulose e
proteinas foi vista para as variedades desenvolvidas em Anchieta
(Geragdo F0). A quantificacdo do teor de proteinas revelou FO como
sendo a geracgdo de maior ocorréncia daqueles compostos. As variedades
crioulas MG-0, MPA1-1, LP-1, RXE-1 mostraram-se como fontes de
apreciavel teor de lipideos. O tamanho dos granulos dos amidos de
variedades crioulas foi bastante heterogénea, na grande parte sdo
circulares e apresentando fibras na matriz do amido. O poder de
inchamento, indice de solubilidade, capacidade de retencdo de agua
foram em geral baixos para as variedades crioulas de milho. Contetdos
superiores de amilose foram detectados para as variedades R8C-0, RJ-0 e
Fortuna. A espectroscopia de infravermelho (FT-IR) aliada a
guimiometria (PCAs) revelou a presenca de proteinas, lipideos, amido
como sendo 0s compostos majoritarios, no entanto, foi notério a presenca
de aclcares e compostos de metabolismo secundario (terpendides).
Baixas temperaturas de gelatinizacdo foram observadas para as
variedades MPA1 e RXE (F0) e valores elevados para LP e RJ (FO0).
Menores viscosidades das pastas de amidos form detectados para RJ,
RXE, e PR (F0), no entanto, as variedades RJ e R8C apresentaram maior
tendéncia a retrogradacdo. Em geral amidos de variedades da F1
apresentaram maior retrogradacao.

A anélise do contetdo de metabdlitos secundarios em sementes, folhas e
flores femininas das variedades crioulas e hibridas revelou maiores teores
de carotendides para as variedades LP (folhas), RX (flores femininas) e
RXE (sementes). A geracdo F1 apresentou maior teor médio de



carotendides comparativamente a FO e variedades hibridas, revelando o
efeito do ambiente na sintese daqueles compostos. O tratamento
hidrotérmico aplicado na extragdo degradou os carotendides. A CLAE,
revelou serem as xantofilas (luteina e zeaxantina) os compostos
majoritarios em sementes de variedades crioulas, com destaque para as
variedades RX, PR (F0), e PR, MG, RXE (F1). O teor de carotendides foi
superior na geracdo F1 assim como a sintese de o, e f-carotenos, com
destaque destes em PR, MG e RXE (F1). A variedade hibrida BR SC 154
revelou superioridade em  carotendides totais por CLAE
comparativamente a todas outras estudadas. Teores elevados de
antocianinas foram detectados em folhas, flores, e sementes das
variedades PR, MG e LP-0 respectivamente, enquanto que, teores
elevados de fendlicos totais foram observados em flores, folhas e gréos
de RJ, RX e R8C-0 respectivamente.

O estudo permitiu concluir que tanto amidos e farinhas das variedades
FO, F1 e hibridas apresentaram algumas caracteristicas desejaveis (alta
viscosidade, baixa temperatura de empastamento, elevado teor de
lipidios assim como teor médio de amilose) e podem ser usados para a
obtengdo de alguns produtos na industria (Paes, pudins, sobremesas),
fato que pode agregar mais valor, mais aplicabilidade e gerar novas
perspectivas de uso destas variedades crioulas de milho e incentivo ao
pequeno agricultor que vem desenvolvendo essas variedades ao longo
de décadas. Variedades de milho crioulo exibiram quantidades
aprecidveis de carotendides, antocianinas e fenolicos existentes em
diferentes partes da planta que varios outros relatos na literatura, e
constituem 6timo material de exploracdo de compostos do metabolismo
secundario para fins farmacéuticos, salde e na inddstria cosmética, fato
que vai agregar mais valor e preservacao deste germoplasma.

Palavras-chave: Milho crioulo (Zea mays L.); carotendides;
antocianinas; compostos fendlicos, amido.



ABSTRACT

This study examined the primary metabolic profile (protein, starch and
lipid) and secondary (carotenoids, anthocyanins and phenolics) of eight
maize landraces developed by small farmers in the municipality of
Anchieta (SC) and assessed the effect of environment on the metabolite
content of those cultivating the same varieties in the experimental field
of UFSC (Floriandpolis). Physico-chemical and functional properties of
flours and starches of maize landraces and hybrid varieties were also
studied. The results showed differences in chemical composition
(protein and starch) detected by histochemistry techniques as well as the
guantification of the content of those compounds in the samples of
maize varieties (starch, proteins and lipids). Increased occurrence of
acidic polysaccharides, starch, cellulose and protein was seen for the
maize landraces developed in Anchieta (FO generation). The
quantification of protein content revealed higher occurrence of those
compounds for FO generation. The landraces MG-0, MPA1-1, LP-1,
RXE-1 appeared as sources of appreciable levels of lipids. The particle
size of starches from landraces was very heterogeneous, in large part are
circular and presenting fibers in the matrix of starch

The swelling power, solubility index, and water holding capacity were
generally low for maize landraces. Higher amylose content was detected
for the varieties R8C-0, RJ-0 and Fortuna. Infrared spectroscopy (FT-
IR) coupled with chemometrics (PCA) revealed the presence of proteins,
lipids, starch as the major components, however, was evident the
presence of sugars and secondary metabolites compounds (terpenoids).
Low gelatinization temperatures were observed for varieties MPAL and
RXE (FO) and high values for LP and RJ (F0). Lower viscosity of starch
pastes were detected for RJ, RXE, and PR (F0), however, the varieties
RJ, R8C showed higher retrogradation. In general the F1 varieties of
starches showed higher retrogradation.

The analysis of secondary metabolites in seeds, leaves and maize silks
of landraces and hybrid showed higher levels of carotenoids for the
varieties LP (leaves), RX (maize silks) and RXE (seeds). The F1
generation showed a higher average content of carotenoids compared to
FO and hybrid varieties, revealing the effect of environment on the
synthesis of those compounds. The hydrothermal treatment degraded
carotenoids extraction. HPLC revealed to be the xanthophylls (lutein



and zeaxanthin) as the major components in seeds of local varieties,
especially for RX, PR (F0), and PR, MG, RXE (F1). The carotene
content was higher in the F1 generation as well as the synthesis of a, and
B-carotene, especially those in PR, MG and RXE (F1). The hybrid
variety BR 154 SC showed superiority in carotenoids by HPLC
compared to all other studied. High levels of anthocyanins were detected
in leaves, maize silks, and seed varieties of PR, MG and LP-0,
respectively, whereas high levels of phenolics were observed in maize
silks, leaves and grains of RJ, R8C and RX-0 respectively.

The study showed that both varieties of starches and flours of FO, F1 and
hybrid had some desirable features (high viscosity, low temperature
tightness, high fat content as well as medium amylose) and can be used
to obtain certain products in industry (breads, puddings, desserts), which
can add more value, more applicability and generate new prospects for
using these varieties of maize and encouragement to the small farmer
who has been developing along these varieties of maize landraces.
Maize landraces presented appreciable amounts of carotenoids,
anthocyanins and phenolic compounds detected in different plant parts
than several other reports in the literature, and provide great raw
materials of secondary metabolic compounds for pharmaceutical, health
and cosmetics industry, a fact that will add more value and preservation
this germplasm.

Keywords: Maize landraces (Zea mays L.); carotenoids; anthocyanins;
phenolic compounds; starch.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) representa um dos cereais mais cultivados no
mundo, precedido apenas pelas culturas do trigo e do arroz (LOPEZ-
MARTINEZ et al., 2009). A producdo mundial de milho foi de 810,97
milhdes de toneladas na safra 2009/2010, com estimativa de aumento
para 826,07 milhGes de toneladas para a safra 2010/2011 (CONAB,
2010/2011; USDA, 2010), com destaque aos EUA, maior produtor
mundial, contribuindo com 50% da producdo daquele cereal. No Brasil,
4° maior produtor mundial (CONAB, 2010/2011), os estados do PR
(23,3%), MT (15,2%), MG (11,1%) e RS (10,2%) (DESENBAHIA,
2010/2011) s&o os principais produtores. A producdo brasileira de milho
representa 6,1% da producdo mundial e constitui uma importante fonte
de energia, proteinas e outros nutrientes para 0 consumo humano e
animal (FAOSTAT, 2010).

Todas as evidéncias cientificas levam a crer que Z. mays L. seja uma
espécie de origem americana, onde era cultivada desde o periodo pré-
colombiano. Historicamente, na alimentacdo humana o milho tem sido
consumido in natura, como milho verde cozido, ou na forma de produtos
derivados dos grdos secos como a farinha, pdo, massas, canjica e fuba
(FAOSTAT, 2010).

Puro ou como ingrediente de outros produtos, o milho é uma importante
fonte energética para 0 homem. Ao contrario do trigo e do arroz que sao
refinados durante seus processos de industrializagdo, o milho conserva
sua casca, que € rica em fibras e de importancia a eliminagdo de toxinas
do organismo humano. Além das fibras, o grdo de milho é constituido de
carboidratos, proteinas e vitaminas do complexo B. Possui bom potencial
caldrico, sendo constituido de grandes quantidades de agUcares e
lipideos. Além disto, 0 milho contém varios minerais como ferro, fésforo,
potéssio e zinco, porém é rico em &cido fitico que dificulta a absorcédo
destes elementos (FAOSTAT, 2010). Este cereal é considerado um
alimento nutritivo que contém quase todos os aminoacidos essenciais,
sendo excecoes a lisina e o triptofano.
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A partir dos anos 50 a agricultura vem experimentando uma série de
transformacdes e, dentre estas, as derivadas do melhoramento genético
foram, possivelmente, as que mais afetaram o sistema de produgéo e a
vida dos agricultores. Neste contexto, as variedades de milho crioulas
(VMC) foram gradativamente substituidas por gen6tipos melhorados, em
paralelo a adogdo de pacotes tecnoldgicos para subsidiar sua producao.
As VMC mostram-se mais tolerantes as variagdes de fatores climaticos,
mais resistentes ao ataque de patogenos e atendem aos principios da
Agroecologia (MENEGUETTI et al., 2002).

Variedades crioulas sdo aquelas melhoradas e adaptadas por agricultores
a determinadas condi¢des edafoclimaticas, utilizando métodos prdprios e
sistemas de manejo especificos, desde que a agricultura se iniciou ha
cerca de dez mil anos (CORREA; WEID, 2006). Desta forma, as
variedades crioulas atendem a um dos principios basicos da Agroecologia
que é o de desenvolver plantas adaptadas as condicdes locais da
propriedade, capazes de tolerar variacfes ambientais e o ataque de
organismos prejudiciais. Outro aspecto importante consiste na maior
autonomia do agricultor que pode coletar as sementes destas variedades e
replanta-las no ano seguinte, adquirindo maior independéncia do
mercado de insumos e gerando um material que em funcdo de sua
variabilidade genética torna-se cada vez mais vigoroso e adaptado ao solo
e clima local (CORREA; WEID, 2006).

Ao contrério das variedades hibridas comerciais, cujo potencial produtivo
esta diretamente ligado ao emprego de altas doses de insumos quimicos,
as variedades crioulas requerem pouco ou nenhum aporte de insumos
externos, ja que sdo adaptadas aos estresses ambientais locais a que
foram submetidas durante seus processos evolutivos. Nesse sentido,
mesmo em condi¢Bes ambientais adversas, como as que freqlientemente
sdo encontradas na realidade da agricultura familiar, as variedades
crioulas e locais sdo capazes de manter producdes satisfatorias
(CORREA; WEID, 2006). Além disto, a variacdo genética entre as
populagdes crioulas origina um conjunto genético adaptado que pode ser
utilizado em programa de melhoramento regional para otimizar a
interacdo de cultivares com o ambiente (MIRANDA et al., 2007) na



busca por genes tolerantes e/ou resistentes aos fatores bidticos e abicticos
(ARAUJO; NASS, 2007).

Em Santa Catarina, a Associacdo de Pequenos Agricultores do Oeste de
Santa Catarina (Apaco) e o Centro Vianei de Educacéo Popular de Lages
iniciaram um trabalho de resgate das sementes crioulas e contribuiram
para que a discussdo e a mobilizacdo pela autonomia na producdo de
sementes e a Agroecologia se difundissem em todo o Estado (VOGT et
al.,, 2007). Na mesorregido do oeste catarinense, especialmente no
municipio de Anchieta, esse trabalho consolidou-se e alcancou
repercussao nacional. A partir de 1996, o Sindicato dos Trabalhadores na
Agricultura Familiar de Anchieta (Sintraf/Anchieta), com apoio da
Prefeitura Municipal e de algumas ONGs, tem promovido agdes de
fomento ao resgate, uso e conservacdo de variedades locais de diversas
espécies, especialmente o milho (VOGT et al., 2007).

Estudos visando a determinacdo de perfis metabdlicos de células, tecidos
e Orgdos vegetais tém sido realizados em nUmero crescente, com
aplicacdo em diversas areas, na obtencdo de novos farmacos, descoberta
de novos genes, elucidacdo de rotas metabolicas, correlacdo entre perfis
metabolicos e patofisiologias, efeitos da insercdo de (trans) gene(s) sobre
0 metabolismo, identificacdo de marcadores bioldgicos de toxicidade e a
diferenciacdo de variedades selvagens daquelas modificadas
geneticamente (WINK, 1999). No contexto do presente trabalho, o
conhecimento das particularidades metabolicas das variedades de milhos
crioulos (VMC), assim como a caracterizagdo fisico-quimica e funcional
de seus amidos e farinhas, contribuira a determinagéo do potencial de uso
de matérias primas oriundas daqueles genotipos, gerando perspectivas de
utilizacdo diferenciada e acentuando eventualmente seu valor econdmico.
De fato, o conhecimento da variabilidade quimica de VMC reveste-se de
interesse econdmico, especialmente as industrias farmacéutica, cosmética
e alimentar, além de contribuir para o resgate daquele germoplasma, com
possibilidades de aplicacdo direta em programas de melhoramento
genético.
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2 OBJETIVOS
2.1 Gerais

a)

b)

Determinar o perfil metabdlico priméario (proteinas, amido e
lipideos) de gréos de oito VMC (Zea mays L.);

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de
farinhas e amidos de grdos das VMC em estudo.

2.2 Especificos

a)

b)

c)

d)

e)

Analisar histoquimicamente gréos das VMC visando a detecgao
de proteinas, polissacarideos estruturais e de reserva;

Quantificar as proteinas, o amido, os lipideos e a amilose de
graos das variedades de milho em analise;

Determinar o poder de inchamento, o indice de solubilidade, a
capacidade de retencdo de agua e a viscosidade da pasta das
farinhas das VMC;

Analisar as propriedades reolégicas e a morfologia dos granulos
de amidos dos gendtipos em estudo;

Determinar o perfil espectral de infravermelho médio e a
similaridade de composicdo quimica macromolecular das
farinhas das VMC.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Importancia econémica do milho

O milho (Zea mays L.) é uma das gramineas cujo grdo, mercé das suas
gualidades organolépticas e nutritivas, tem assegurado 0 seu consumo em
larga escala, na quase totalidade do globo terrestre. A maioria das
populagdes dos paises que o cultivam tem-no como alimento humano sob
as mais variadas formas, também o destinando ao consumo dos animais e
a industria (LIMA, 1975).

Em escala mundial, o milho tem aumentado sensivelmente sua &rea
cultivada, notadamente para suprir as demandas do mercado de
alimentacdo animal. No Brasil, a cultura deste cereal remonta a periodos
anteriores ao descobrimento e a colonizagdo portuguesa, apresentando
posicdo privilegiada e merecido destaque na economia nacional nos
tempos atuais. Em termos de area plantada e de producdo de graos, é o
segundo cereal de maior importancia no Brasil, sendo que apenas nos
altimos anos perdeu a primeira colocagdo a cultura da soja
(VILARINHO, 2005).

Na inddstria, seus grdos sdo matéria-prima para a obtencdo de diversos
produtos, tais como: alcool etilico e butilico, acetona, uisque, aclcar,
dextrina, glucose, 6leos, cerveja, vinagre, farinha grossa e fina, tintas,
vernizes e sabdo, por exemplo. Além disto, é extensivamente utilizado na
alimentacdo animal, sob a forma de grdo, ragcdo balanceada e forragem
verde (LIMA, 1975).

O milho é cultivado em todos os Estados do Brasil e em quase todas as
propriedades agricolas, tanto em pequena escala (agricultura familiar)
como para a exportacdo, estando presente em toda a cadeia produtiva
animal. E uma cultura de grande e diversificada utilizacdo na sociedade
moderna e um dos produtos agricolas de mais ampla distribuicdo
mundial, tanto na producédo, quanto no consumo.

Embora o Brasil seja o quarto maior produtor mundial de milho
(CONAB 2010/2011), sua produtividade é baixa. Em Franga, Italia e
EUA, a produtividade média de milho é superior a 8.000 kg/ha, enquanto



no Brasil situa-se em torno de 4.316 kg/ha, inferior a produtividade
média mundial de 5.180 kg/ha (RIGON et al., 2010). No entanto, a
produtividade brasileira tem crescido sistematicamente, passando de
1.874 kg/ha, em 1990, para 3.330 kg/ha, em 2004 e 4.065 kg/ha na safra
2008/2009 (DESENBAHIA, 2010). Esse aumento de produtividade se
da, em parte, pelo uso crescente de cultivares geneticamente melhoradas
e pelo aperfeicoamento das condigBes de cultivo, com a adocdo de
tecnologias modernas tais como, correcdo do solo, adubacéo, variedades
modernas, controle eficiente de plantas daninhas, moléstias/pragas e
mecaniza¢do (VILARINHO, 2005). De fato, as regides com as melhores
produtividades caracterizam-se por adequadas condi¢des edafoclimaticas
e uso de tecnologias modernas, enquanto aguelas com menores
produtividades caracterizam-se por praticas de manejo de forma quase
artesanal, com baixo nivel de uso de insumos modernos e, ndo raro, para
consumo proéprio (ARAUJO, 2009).

3.1.1 Milho crioulo

O sistema da producéo agricola da Regido Sul do Pais, especialmente no
Estado de Santa Catarina, esta baseado na unidade de producédo familiar,
onde ainda é possivel encontrar variedades locais de muitas espécies.
Neste contexto, a producédo agricola garante a sobrevivéncia das familias
e sua permanéncia, sendo o milho usualmente seu principal produto, por
servir de base na alimentacdo de animais e dos habitantes (SHIVA,
2001).

Variedades autoctones de milho (crioulas e locais) tém sido cultivadas
por pequenos produtores ao longo de muitos anos e mais recentemente
vem despertando interesse como valiosas fontes de caracteristicas
genéticas desejaveis e adaptabilidade a condicbes ambientais adversas. E
considerado como crioulo 0 milho que teve o seu melhoramento genético
limitado a intervencdo manual humana, sem interferéncia dos meios
tecnoldgicos (SHIVA, 2001).

As sucessivas crises do setor agricola nacional desencadearam a busca
por alternativas de producdo de alimentos com menor custo, de modo a
garantir a sobrevivéncia e a permanéncia das familias no campo, via



construgdo de um sistema independente do modelo vigente do
agronegoécio. Sob este enfoque, o resgate de sementes crioulas de
diversas espécies é reconhecido como de importancia a manutencao e ao
desenvolvimento da agricultura familiar catarinense e do Brasil, por
exemplo, bem como aos programas de melhoramento genético,
permitindo a ampliacdo de bases genéticas estreitadas ao longo das
Gltimas décadas. Assim, aliado ao seu reconhecido potencial produtivo,
composi¢do quimica, valor nutritivo e multiplicidade de aplicacGes, o
milho apresenta relevante papel sdcio-econdmico, além de constituir-se
em indispensavel matéria-prima a diversos complexos agroindustriais
(FRANCELLI; NETO, 2000). Contudo, a despeito deste cenério,
defini¢des acerca dos potenciais de uso de grédos de VMC séo escassas,
justificando a investigagdo fitoquimica detalhada destes genétipos, como
estratégia de aplicacdo dedicada/otimizada das matérias primas deste
cereal.

3.2 Amido de milho

As plantas através da energia solar, do diéxido de carbono e da agua
sintetizam amido, uma importante reserva quimica de energia que a
tecnologia explora na forma de um polimero com inimeras propriedades
funcionais. Devido a diversidade bioldgica e ambiental, os amidos se
apresentam como granulos das mais diversas formas, tamanhos e
propriedades. O dominio e o conhecimento dessas caracteristicas
quimicas sdo uma importante ferramenta & valorizagdo do seu potencial.
Esse polissacarideo natural representa de 70 a 80% das calorias
consumidas pelo homem (MARCON et al., 2007).

O amido é constituido basicamente por dois polimeros de a-D-glucose:
amilose e amilopectina. A maioria dos granulos de amido contém de 20 a
30 % de amilose e de 70 a 80% de amilopectina, com excecéo de amidos
de milho ceroso, obtidos por melhoramento genético e que contém 100%
de amilopectina (MARCON et al., 2007).

Conforme relatam Singh et al. (2009), amilose e amilopectina séo
sintetizadas via processos enzimaticos altamente regulados. As isoformas
de GBSS (granule-bound starch synthase) sdo responsaveis pela
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biossintese de amilose, enquanto a sintese de amilopectina é mais
complicada e decorrente da atividade da SSS (soluble starch synthase) e
outras enzimas. As caracteristicas funcionais do amido séo afetadas pelo
teor de amilose, distribuicdo das ramificacbes das cadeias de
amilopectina, contetdos de fosfato mono-éster, fosfolipideos, lipideos,
tamanho e distribuicdo do granulo, estrutura cristalina e sua arquitetura.
Em alguns cereais como o trigo, por exemplo, a amilopectina tem sido
relatada em contribuir na adsorcdo de agua, inchamento e caracteristicas
da pasta dos granulos de amido, enquanto a amilose e os lipidios tendem
a retardar esses processos (SINGH et al., 2009). Jane et al. (1999)
concluiram que a distribuicdo das ramificacdes de amilopectina e a forma
da amilose produzem um efeito sinérgico na viscosidade da pasta do
amido. Amidos de milho ceroso e aqueles com alto teor de amilose
apresentam caracteristicas especificas. A vantagem do amido ceroso tem
sido atribuida ao aumento da vida til de prateleira do pdo e a formacéo
de texturas leve, viscosa e glutinosa da pasta. Por sua vez, altos teores de
amilose tém funcionalidades que incrementam o valor nutricional do
produto.

3.2.1 Amilose

A amilose é uma molécula essencialmente linear formada por unidades
de D-glucose ligadas em a(l—4) com um pequeno ndmero de
ramificacdes (BULEON et al., 1998). Seu grau de polimerizacdo é
controverso e parece ser dependente do vegetal de origem e do estagio de
crescimento (FRENCH, 1984). A Figura 1 ilustra a estrutura da amilose.
Embora representada por uma estrutura de cadeia linear, a amilose é, de
fato, freqlientemente helicoidal. O interior da hélice contém atomos de
hidrogénio, sendo, portanto hidrofébico, permitindo a amilose formar
complexos com acidos graxos livres, com alguns alcoois e com o iodo. A
complexagdo com o iodo é uma importante ferramenta de diagndstico
para caracterizacdo do amido. Complexos de amilose com gorduras e
emulsificantes como mono e di-glicerideos podem alterar a temperatura
de gelatinizagdo do amido, a textura e o perfil de viscosidade da pasta
resultante, limitando a retrogradacdo (MATSUGUMA, 2006).



Figura 1- Detalhe da estrutura quimica da amilose (WHISTLER et al.,
1984)

A amilose é um dos componentes responsaveis pela estrutura do granulo
de amido e sua quantificagdo é de grande importancia para se entender o
comportamento do amido. Conforme relatado por Hu et al. (2010), a
pequena ramificacdo quimica na estrutura da amilose contribui para o seu
valor nutricional. A amilose é digerida mais lentamente, fornecendo
beneficios a salde humana. Estudos clinicos recentes indicam que a
amilose é importante na reducdo do impacto glicémico e da insulina nos
alimentos (BEHALL; SCHOFIELD, 2005) e em aumentar a capacidade
do corpo em metabolizar gorduras, o que ajuda a manter o peso de forma
saudavel (HIGGINS et al. 2004). Evidéncias cientificas dos beneficios a
salde podem promover a demanda de grdos de alto teor de amilose no
mercado futuro, porém o aumento do teor de amilose nos gréos de milho
requer melhor entendimento dos mecanismos genéticos e ambientais que
controlam o metabolismo deste polissacarideo (HU et al., 2010).

O teor de amilose tem sido historicamente determinado pelo
procedimento de ligagcdo desta macromolécula com o iodo, através dos
métodos amperométrico, potenciométrico, ou por espectrofotometria
(CHEN; BERGMAN, 2007). Estes métodos se baseiam na propriedade
do iodo em formar complexos helicoidais com amilose. No entanto, o
iodo também se liga a amilopectina (grau de polimerizagdo, GP>60), o
que causa a superestimacdo do teor de amilose. Adicionalmente,
fosfolipideos e acidos graxos livres competem pelo iodo na formacéo de
complexos com a amilose, 0 que causa a subestimacdo dos teores de
amilose. Em funcdo disto, o teor de amilose determinado por estes
métodos tem sido designado amilose aparente (CHEN; BERGMAN,
2007).
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3.2.2 Amilopectina

A amilopectina é uma molécula altamente ramificada, formada por
unidades de D-glucose ligadas em a(1—4) e com 5% a 6% de ligaches
a(1—6) nos pontos de ramificacdo (BULEON et al., 1998). Possui um
GP de 10* a 10° e peso molecular na ordem de 50 a 500.10°
(BILIADERIS,1991). As ramificacbes da amilopectina apresentam
conformacdo em dupla hélice e o comprimento das cadeias varia de
acordo com a origem do amido e a espécie, usualmente com 20 a 30
residuos de glucose (MARCON et al., 2007). A Figura 2 ilustra a
estrutura quimica da amilopectina.

“H,OH “HOH —H,OH
O, O
H H H
OH OH oHl
(I)
CH,OH H>OH H> “H>OH
O > b O
OH H H H
—
OH OH OH OH

Figura 2- Detalhe da estrutura quimica da amilopectina (WHISTLER et
al., 1984).

De acordo com Xiao-Peng et al. (2010), a amilopectina como
componente principal do amido desempenha importante funcdo na
formagdo da estrutura e nas propriedades fisico-quimicas do granulo
daquele polissacarideo. A amilopectina também define as distintas
qualidades de sabores no milho com teores de amilose similares, sendo
que a distribuicdo das longas cadeias de amilopectina varia grandemente
entre os gend6tipos de milho. O conhecimento atual sobre a estrutura da
amilopectina e sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas do
amido tem sido alvo de criticas, devido as discrepancias entre 0s métodos
de extracdo e dosagem em diferentes experimentos. Han et al. (2001),
usando amilopectinas de GP acima de 100 em cromatografia de gel
encontraram correlacdo negativa entre a quebra da pasta do amido e a
massa molecular daquele polissacarideo. Por sua vez, Cai et al. (2006)
detectaram a existéncia de correlacdo positiva entre o pico de viscosidade
e a quebra da pasta. O teor de amilopectina foi correlacionado



negativamente com a temperatura de gelatinizacdo (VANDEPUTTE et
al., 2003a; 2003b; 2003c), enquanto amilopectinas com GP entre 6-7 e
12-22 foram relacionadas com o poder de inchamento e retrogradacdo
(VANDEPUTTE et al., 2003a, 2003b, 2003c; JANE et al., 1999). No
entanto, poucos sdo o0s estudos neste contexto utilizando amostras de
amilopectinas de VMC.

Fredriksson et al. (1998) relatam que em geral o granulo de amido
inchado é mais enriquecido de amilopectina, enquanto a amilose difunde-
se ao exterior dos granulos. Amidos cerosos normalmente tendem a
inchar mais do que amidos ricos em amilose (TESTER; MORRISON,
1990a; HERMANSSON; SVEGMARK, 1996). As mudangas que
ocorrem no amido durante o armazenamento tém sido atribuidas ao teor
de amilopectina, enquanto o comportamento de retrogradacdo foi
relacionado com a amilose (ORFORD et al., 1987).

Raphaelidis e Georgiadis (2006) comentam que o grau de inchamento do
granulo e a quantidade de amilose ou amilopectina lixiviados sé&o
governados por inimeros fatores: quantidade de &gua disponivel,
temperatura e tempo de aquecimento e a presenca de lipideos, os quais
retardam o inchamento dos granulos e inibem a lixiviacdo da amilose do
granulo devido a formagdo de complexos de inclusdo entre amilose e
moléculas de lipidios.

O estudo das propriedades reoldgicas do amido na presenca de lipidios
apresenta problemas, pois 0os complexos de inclusdo formados tendem a
precipitar e o amido retrograda facilmente a temperatura ambiente. Além
disto, ha limitada publicacdo sobre os efeitos dos lipidios nas
propriedades reoldgicas do amido e informacBes conflituosas. No
entanto, a elucidacgéo do teor de lipidios em variedades crioulas de milho
e 0 estudo da reologia vém contribuir ao entendimento do efeito desses
componentes sobre as propriedades funcionais do amido, por exemplo.

Singh et al. (2009) relatam que a amilopectina contribui na capacidade de
retencdo da agua, poder de inchamento e caracteristicas da pasta do
amido. A analise de caracteristicas fisico-quimicas do amido das VMC é
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de interesse por subsidiar a definicdo de formas de uso otimizado daquela
biomassa.

3.2.3 Caracteristicas desejaveis do amido

A estrutura macromolecular do amido lhe confere propriedades
particulares, tais como solubilidade, viscosidade, poder de gelatinizacdo e
de adesdo. Amidos naturais podem ndo apresentar propriedades
adequadas ao uso industrial, de modo que as empresas de alimentos,
cosmética e farmacéutica recorrem, em muitos casos, ao uso de amidos
modificados. As razdes que levam & modificacdo, segundo BeMiller
(1997), sdo: modificar as caracteristicas de cozimento (gelatinizagéo),
diminuir a retrogradacdo, reduzir a tendéncia das pastas em formarem
géis, aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento,
aumentar a transparéncia das pastas ou géis, melhorar a formacdo de
filmes, aumentar a adesividade, adicionar grupamentos hidrofdbicos e
introduzir poder emulsificante (CEREDA et al., 2002).

Neste contexto, as indUstrias de alimentos e os produtores agricolas estdo
interessados na identificacdo e no desenvolvimento de espécies que
produzam amidos nativos com caracteristicas fisico-quimicas especiais e
propriedades semelhantes a dos amidos modificados. Esses amidos
poderiam substituir amidos modificados quimicamente, ou ainda abrir
novos mercados (KIM et al., 1995). Ha varias restricdes ao uso de
amidos modificados como, por exemplo, protecdo & salde do consumidor
e ao ambiente, seguranca de trabalho e economia nos custos de producao.
A reducdo do uso de produtos quimicos permitiria também a colocacdo
no mercado de um produto mais natural, um aspecto de crescente
interesse por parte do consumidor (HOCH, 1997). Nos Ultimos anos,
muitos amidos foram introduzidos para uso alimentar, e.g., 0 amido do
milho ceroso (waxy corn) e o com alto teor de amilose (ALEXANDER,
1996). No primeiro caso, o amido apresenta maior estabilidade ao calor,
maior viscosidade, com transparéncia excepcional da pasta e sabor
adocicado. Amidos com altos teores de amilose, 45 a 55% de amilose,
apresentam baixa viscosidade inicial e producdo de gel macio apés o
resfriamento. De forma similar, amidos de milho com 30 a 35% de
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amilose tém sido utilizados especialmente para melhorar a textura da
massa de pdes e pizzas (CEREDA et al., 2002).

3.2.4 Aplicages industriais do amido

Nas indudstrias agroalimentares, os amidos e derivados sdo utilizados
como ingredientes, componentes basicos dos produtos, ou aditivos
adicionados em baixas quantidades para melhorar a elaboracéo,
apresentacdo, ou conservacdo do produto. Os produtos de hidrdlise
(xaropes de glucose ou de maltose, maltodextrinas) e de isomerizacdo
(iso-glucose ou frutose) séo utilizados nas industrias de balas, chocolates,
bolos, pastelarias, geléias e de sobremesas por suas propriedades anti-
cristalizante, adogante e higroscopicidade (CEREDA et al., 2002).

Além do consumo em alimentos, grande quantidade de amido é destinada
as indastrias de papel, de colas, de resinas e plasticos, farmacos,
detergentes, tintas, agroquimica, de enzimas e téxtil (CEREDA et al.,
2002).

3.3 Propriedades do amido

As propriedades do amido envolvem suas caracteristicas fisicas
(estrutura, cristalinidade, aparéncia, condutibilidade térmica e elétrica e
atividade oOtica); quimicas (composicdo quimica, teores de amilose,
amilopectina e outros constituintes) e funcionais (solubilidade,
gelatinizacéo, retrogradacéo e hidrolise) (CEREDA et al., 2002).

Segundo Mestres (1996), as propriedades funcionais e nutricionais do
amido sdo, em grande parte, devidas ao estado fisico do alimento que
muda durante o preparo do mesmo. Com a coccdo, 0 amido nativo passa
a uma pasta e depois com o resfriamento e armazenamento a um gel,
conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3- Estados fisicos do amido durante a coccdo, resfriamento e
armazenamento. Adaptado de Mestres (1996) e Cereda et al. (2002).

3.3.1 Solubilidade

O amido puro tem coloracdo branca, € insipido e, se adicionado & &gua
fria e mantido sob agitacdo, forma uma suspensdo de aspecto leitoso,
separando-se apds repouso. Embora uma pequena fracdo seja
solubilizada quando agitado em agua, este polissacarideo é considerado
praticamente insollvel. Baseado nesta caracteristica pode-se obter, em
escala industrial, o0 amido purificado (CEREDA et al., 2002).



3.3.2 Capacidade de ligacao dos granulos de amido a 4gua

As moléculas de agua intimamente adsorvidas as macromoléculas sao
denominadas "agua ligada" e refletem a habilidade de uma superficie
molecular em formar ligagcBes fracas, ndo-covalentes, com a &gua
(RICKARD et al., 1991). O teor de "agua ligada" aos granulos de amido
influencia as caracteristicas de expansdo destes, sendo que altas taxas de
ligacdo resultam da perda de associacdo dos polimeros no granulo nativo
(SONI et al., 1985). Considera-se que os sitios de ligacdo de agua sdo 0s
grupos hidroxila e seus atomos de oxigénio no ambiente interno da
molécula de glucose (WOOTTON; BAMUNUARACHCHI, 1978). A
formagdo de um grande nimero de ligagcGes de hidrogénio entre as
moléculas determina uma redugdo nas superficies disponiveis para tais
ligagBes com as moléculas de agua.

3.3.3 Poder de inchamento e indice de solubilidade

Os grénulos de amido nativos, nas suas diferentes percentagens de
amilose e amilopectina, tamanho e compactacdo dos granulos,
apresentam poder de inchamento caracteristico. Os granulos de amido,
guando submetidos ao aquecimento com excesso de agua (>60%) sofrem
hidratacdo e expansdo (AMANTE, 1986) causando uma transicdo
irreversivel (gelatinizacdo) pela perda da birrefringéncia (perda da cruz
de malta) e pelo desaparecimento da cristalinidade (ZAVAREZE et al.,
2009). Durante a gelatinizagéo, a estrutura cristalina do amido é rompida
devido ao relaxamento de ligacfes de hidrogénio e as moléculas de agua
interagem com os grupos hidroxilas da amilose e amilopectina, causando
um aumento de tamanho dos granulos e solubilizagdo parcial do amido
(ZAVAREZE et al., 2009). Como conseqliéncia da entrada e retencdo da
agua, ocorre a substituicdo das ligacdes de hidrogénio existentes entre
amilose/amilose, amilose/amilopectina e amilopectina/amilopectina por
ligagbes amilopectina/agua/amilopectina e, em menores proporgoes,
amilose/agua/amilopectina e amilose/agua/amilose. Com a adsor¢do de
agua, grande parte da amilose é liberada dos granulos, contribuindo para
o indice de solubilidade. A solubilizacdo da amilose é funcdo da
conformacdo do granulo e do envolvimento desta com as regibes
amorfas, constituidas principalmente por amilopectina. A determinacéo



do poder de inchamento e do indice de solubilidade contribui para
estimar o tipo de organizagdo dos granulos de amido (MARCON et al.,
2007).

Segundo Ratnayake e Jackson (2006), a absor¢do de &gua pelos granulos
de amido nas regifes amorfas desestabiliza sua estrutura cristalina,
resultando na perda da birrefringéncia, que é uma das definicbes de
gelatinizagdo. Sob aquecimento continuo, os granulos incham mais,
levando a perda da estrutura cristalina, 0 que pode causar a completa
separacdo da amilose e amilopectina. Tester e Morrison (1990)
reportaram que o inchamento do amido é primariamente uma propriedade
da amilopectina, porque amidos cerosos usualmente incham mais,
comparativamente a amidos com baixo teor daquele polissacarideo. Por
sua vez, Gomand et al. (2010) relatam que durante o inchamento a
amilose atua como diluente. De fato, amidos ricos em amilose mostram
inchamento e solubilidade restritos, mesmo apds um periodo prolongado
de aquecimento (LEACH et al., 1959).

3.3.4 Gelatinizacéo

A gelatinizacdo é um processo de absorcdo de energia durante o
aquecimento de suspensdes de amido-agua e pode ser caracterizada por
uma endoterma obtida através de calorimetria diferencial de varredura. A
perda da birrefringéncia é observada com microscépio de luz polarizada
(perda da cruz de malta) e o desaparecimento da cristalinidade
evidenciada pela difracdo de raios X (WHISTLER; BEMILLER, 1997).

Segundo Whistler e BeMiller (1997), a gelatinizagdo e a formacdo da
pasta ocorrem porque, com 0 aumento da temperatura da suspensdo
amido/agua, as moléculas constituintes do granulo daquele polissacarideo
vibram e giram violentamente, fazendo com que as ligacGes de
hidrogénio intermoleculares sejam quebradas e substituidas com
moléculas de agua, o que produz uma hidratacdo extensiva. O efeito de
mobilidade é percebido primeiramente nas regiGes amorfas, as quais
estdo em estado vitreo, ndo cristalino. Quando os granulos aquecidos na
presenca de até 60% de agua, que é plasticizante para o0 amido, alcancam
a sua temperatura de transicdo vitrea, as regides amorfas plasticizadas



sofrem uma transicdo de fase, passando do estado vitreo para o estado
pastoso.

Com o inchamento do granulo durante o aquecimento, observa-se a perda
da birrefringéncia ou da cristalinidade e o aumento da transparéncia da
pasta. De forma contraria, no resfriamento deste a opacidade e a firmeza
da pasta tendem a aumentar em alguma extensao, consoante a origem do
amido (MARCON et al., 2007). Além disto, a transparéncia da pasta é
afetada pelo conteldo de amilose, sendo que teores elevados daquela
macromolécula geram pastas mais opacas. Por fim, o pH, a presenca de
sais e os procedimentos de solubilizacdo do amido também afetam a
transparéncia da pasta.

InformacgGes sobre a temperatura de formacéo da pasta, resisténcia a acao
mecéanica dos granulos hidratados, viscosidade maxima e temperatura na
qual se detecta o efeito do resfriamento sobre a viscosidade sdo extraidas
a partir de curvas de viscosidade, obtidas em viscoamilogafo (AMANTE,
1986). O conhecimento destas caracteristicas ira melhorar a
funcionalidade e aplica¢do dos amidos das VMC.

Por fim, a gelatinizacdo, o poder de inchamento e o indice de
solubilidade revelam o grau de ligacGes associativas dos granulos de
amido (AMANTE, 1986). O amido de cereais é mais consistente, pouco
viscoso e de coloracdo mais opaca, enquanto amidos de tubérculos
formam géis mais fracos, pouco consistentes, porém mais viscosos e
transparentes (MARCON et al., 2007). Varios estudos tém demonstrado
que variacBes genéticas, condicdes climaticas e de solo e época de
colheita afetam as propriedades do amido, e.g., forma e tamanho dos
granulos, propriedades fisicas (viscosidade e retrogradacdo) e quimicas
(teor de amilose e fdésforo) (FRANCO et al., 2001). A caracterizacdo das
VMC no contexto em foco subsidiard as aplicacBes de suas matérias-
primas de forma otimizada, valorizando aquele germoplasma.
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3.3.5 Retrogradacéo

Durante o0 armazenamento das pastas amildceas, as moléculas
gelatinizadas do polimero comecam a se reassociar, fazendo com que
ocorra a formacgdo de cristais, o que favorece uma estrutura mais
ordenada (ATWELL et al., 1998). Com o resfriamento do gel, as cadeias
de amido perdem energia e as ligacdes de hidrogénio entre 0s grupos
hidroxila das moléculas de amilose adjacentes tornam-se mais fortes,
proporcionando firmeza ao gel e aumento da opacidade (AMANTE,
1986). Esse processo de cristalizagdo das cadeias de amido recebe o
nome de retrogradacéo.

A retrogradacdo da amilose ocorre em trés estagios, iniciando com
estiramento da a-hélice por quebra das ligagGes intramoleculares. Em
seguida, ocorre a ruptura das ligagbes com &gua e a reorientagdo das
moléculas com formacdo de ligacdes de hidrogénio entre moléculas
adjacentes. Nesse processo, ocorre 0 fendbmeno chamado de sinérese que
corresponde a expulsdo da agua para fora do gel (AMANTE, 1986).

Ishiguro et al. (2000) afirmam que a retrogradacdo esta relacionada com
o0 teor de amilose e a distribuicdo do tamanho de suas cadeias, ocorrendo
preferencialmente na fracdo amildsica com ca. 100 unidades de glucose
(JANE, 1995) e nas cadeias mais longas de amilopectina. Por sua vez,
Amante (1986) comenta que a retrogradacdo depende da massa
molecular dos polimeros envolvidos, sendo maior em cadeias de tamanho
médio e grande (>100 unidades de glucose), uma vez que polimeros de
menor massa molecular desenvolvem movimento browniano, impedindo
a formacdo de associa¢Oes de maior estabilidade. Adicionalmente, fatores
como o pH, temperatura ¢ o teor de fosfolipideos também afetam a
retrogradacdo (AMANTE, 1986), com a reducdo desta propriedade
funcional do amido quando este apresenta altos teores de fosfolipideos
(LIN; CZUCHAJOWSKA, 1998).



3.3.6 Viscosidade

A transicdo de uma suspensdo de amido em A&gua para pasta, sob
aquecimento, é acompanhada pelo aumento de viscosidade (CEREDA,
2002). A viscosidade esta relacionada com caracteristicas estruturais do
amido e, portanto, a fatores como origem boténica, teor de amilose,
fosfolipideos, lipideos, proteinas, fibras, estrutura cristalina, tamanho dos
granulos, arquitetura granular, presenca de cations metalicos e enzimas
podem afetar a viscosidade da pasta de amido. A viscosidade de pastas de
amido parece ser determinada por dois fatores: o grau de inchamento dos
granulos e a resisténcia desses granulos a dissolucdo pelo calor, ou
fragmentacdo pela agitagdo mecanica. Amidos ricos em amilose
apresentam granulos com inchamento limitado, decorrente da rigidez
interna das moléculas fortemente associadas, ndo expandindo o suficiente
para formar pastas viscosas quando cozidos em &gua sob condigdes
normais (SCHOCH; MAYWALD, 1986).

3.3.7 Sinérese

A liberacdo de agua ou sinérese, que ocorre em conseqléncia da
retrogradacdo é uma propriedade indesejavel, principalmente para
produtos prontos como pudins, por exemplo, 0s quais sdo congelados e
descongelados. A sinérese, retrogradacdo e mudancas de textura da pasta
apos congelamento e descongelamento sdo reportadas como negativas a
qualidade do produto (LEE et al., 2002; MATSUGUMA, 2006).
Portanto, amidos das VMC com baixa sinérese podem ser (Uteis a
producdo de derivados que necessariamente passam por ciclos de
armazenamento com congelamento e descongelamento.

3.3.8 Perfil reoldgico do amido

A reologia tem sido definida como o estudo da deformacdo dos objetos
sob a influéncia de forcas aplicadas a eles (LEWIS, 1993). As
caracteristicas reologicas das pastas ou géis de amido dependem, dentre
outros fatores, da configuracdo e do poder de intumescimento dos
granulos, teor de amilose lixiviado durante o rompimento do granulo e da
interagdo entre os componentes da pasta (NAVARRO et al., 1996).
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Pela variacdo das condigdes de gelatinizagdo do amido, uma ampla faixa
de microestruturas pode ser produzida, a qual determina as propriedades
reoldgicas dos sistemas. O grénulo de amido é o principal elemento
estrutural que contribui para as diferencas nas propriedades reoldgicas
devido aos seus distintos estados de intumescimento, desintegracéo,
acumulo de cadeias de amilose e amilopectina no espaco intergranular
(CONDE-PETIT et al., 1988). Amilose e amilopectina contribuem
diferencialmente no comportamento reoldgico do granulo de amido,
estando a amilose associada as alteracGes de curto prazo, enquanto a
amilopectina é responsavel pelo aumento, em longo prazo, da rigidez das
pastas (NAVARO et al., 1996). De fato, quanto maior o ndmero de
cadeias longas da amilopectina, maior serd a dureza do gel e da pasta
(LIN et al., 2002).

3.4 Teor de proteinas

O milho é largamente empregado na alimentacdo humana e animal como
fonte energética, devido ao seu alto conteddo em amido, disponivel de
forma facilmente digerivel e de baixo custo. No entanto, em termos de
fonte protéica este cereal deixa a desejar, pois além de possuir baixos
teores médios (cerca de 10%), sua proteina é de baixa qualidade
bioldgica, principalmente em relacdo aos aminoacidos essenciais
(OLIVEIRA et al., 2004). Pequenas varia¢fes nos conteddos protéicos
tém sido observadas em amostras de grdos de milho, em fungdo da
fertilidade do solo, condi¢cBes climaticas e sistemas de manejo
(OLIVEIRA et al., 2004). Além disto, a composicdo quimica do grao de
milho é variavel nas diferentes partes do grao (Figura 4), com maiores
concentracBes protéicas no endosperma (74%) e gérmen (26%)
(CAPOBIANGO, 2006).
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Figura 4- Representacdo esquematica do grdo de milho, evidenciando
seus principais componentes estruturais (CAPOBIANGO, 2006).

As proteinas do milho podem ser agrupadas de acordo com suas
solubilidades, a saber: albuminas (sollveis em 4agua); globulinas
(soltveis em solucdo salina); prolaminas (sollveis em solugdo alcodlica
forte) e glutelinas (solGveis em meio alcalino) (KUHNEN, 2007). A
fracdo prolaminica (o-zeina) € a de maior concentracdo em milhos,
representando 50% a 60% do total de proteinas (OLIVEIRA et al., 2004).
De acordo com Capobiango (2006), as fracfes prolamina e glutelina
compdem 85 a 90% das proteinas do milho. A Tabela 1 demonstra o
contetido percentual e a solubilidade das fragcdes protéicas das diferentes
partes constituintes do gréo de milho.
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Tabela 1- Distribuicdo relativa (% de base seca) e solubilidade das
fracGes protéicas em gréos de milho, consoante ao tecido de ocorréncia
(CAPOBIANGO, 2006).

Proteina Solubilidade Gréo inteiro Endosperma Gérmen
Albumina agua 8 4 30
Globulina sal 9 4 30
Glutelinas alcal 40 39 25
Zeina alcool 39 a7 5

E sabido que os contetdos das fracdes proteicas do grdo de milho n&o s&o
constantes e variam de acordo com o tipo de grdo, podendo ser alteradas
por genes mutantes. Sdo conhecidos varios genes que determinam esta
caracteristica, sendo o gene opaco-2 o mais conhecido, induzindo uma
diminuicdo significativa na sintese de a-zeina e 0 aumento das fragdes de
B-zeina (OLIVEIRA et al., 2004). Isto constitui uma vantagem do ponto
de vista nutricional, uma vez que a o-zeina é de menor disponibilidade
em relagdo a B-zeina. Deste modo, disponibiliza mais prontamente os
aminoacidos essenciais lisina e triptofano, normalmente em baixas
concentracbes em grdos daquele cereal, conferindo-lhes maior valor
bioldgico (OLIVEIRA et al., 2004).

No Brasil, programas de melhoramento genético de milho visando o
aumento do teor e qualidades protéicas sdo relativamente recentes. O
conhecimento do teor de proteinas em variedades locais de milho merece
destaque no setor agricola, levando-se em conta a posicdo que ocupa a
cultura na dieta.

3.5 Teor de lipideos

De acordo com Cereda et al. (2002), o amido de milho nativo, com
umidade na faixa de 10-12%, apresenta cerca de 0,7% de lipidios. As
primeiras variedades daquele cereal ricas em 6leos foram desenvolvidas
em 1986 e hibridos contendo lipideos entre 6-8% ja estdo disponiveis no



mercado. O uso destas variedades ricas em lipideos reside
majoritariamente na alimentacdo animal, devido a sua alta energia
metabolizavel na alimentacdo (HOJILLA-EVANGELISTA; JOHNSON,
2003). A Tabela 2 resume a composicao de lipideos no grdo de milho,
evidenciando os teores proeminentes destes metabolitos nos tecidos do
embrido.

Tabela 2- Composicdo centesimal do endosperma, embrido, pericarpo,
ponta e do grdo inteiro de Zea mays L.(CAPOBIANGO, 2006).

Gréo Amido Proteina Lipideos

Fracéo (%) (%) (%) (%)
Gréo inteiro 715 10,3 4,8
Endosperma 82,3 86,4 94 0,8
Embrido 11,5 8,2 18,8 34,5
Pericarpo 5,3 7,3 3,7 1,0
Ponta 0,8 5,3 9,1 3,8

Os lipideos sdo biomoléculas hidrofdbicas essenciais para a manutencao
de varias estruturas dos seres vivos e atuam em diversos processos
metabolicos. Possuem alta solubilidade em solventes orgéanicos e baixa
solubilidade em &gua. Encontram-se distribuidos em todos tecidos
principalmente nas membranas celulares e nas células de gorduras
(QMCWEB, 2011).

Existem diversos tipos de moléculas diferentes que pertencem a classe
dos lipidios. Embora ndo apresentem nenhuma caracteristica estrutural
comum, todas elas possuem muito mais ligagdes carbono-hidrogénio do
que as outras biomoléculas, e a grande maioria possui poucos
heteroatomos. Isto faz com que estas moléculas sejam pobres em dipolos
localizados (carbono e hidrogénio possuem eletronegatividade
semelhante). Uma das leis classicas da quimica diz que "o semelhante
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dissolve o semelhante™: dai a razdo para estas moléculas serem
fracamente sollveis em agua ou etanol (solventes polares) e altamente
sollveis em solventes organicos (geralmente apolares) (QMCWEB,
2011).

Ao contrario das demais biomoléculas, os lipidios ndo sdo polimeros, isto
é, ndo sdo repeticGes de uma unidade basica. Embora possam apresentar
uma estrutura quimica relativamente simples, as funcées dos lipidios séo
complexas e diversas, atuando em muitas etapas cruciais do metabolismo
e na definigdo das estruturas celulares (QMCWERB, 2011).

Os lipideos podem ser classificados em &cidos graxos (grupo mais
abundante de lipideos nos seres vivos) derivados de acidos carboxilicos
ou da hidrolise de triacilglicerideos. Este grupo é geralmente chamado de
lipidios saponificaveis, porque a reacdo destes com uma solucdo quente
de hidréxido de sédio produz o correspondente sal sédico do acido
carboxilico, isto é, o sabdo (Figura 5) (QMCWEB, 2011).

acido graxo: insolivel em dgua

8]

Hﬁ\/\/\/\rj
OH

MalH
({Saponificagao)

a0 M;f

sabdo: soliovel em Agua

Figura 5-Reagdo de saponificacdo dos &cidos graxos e formacdo de
sabdo (QMCWERB, 2011).



Os é&cidos graxos também podem ser classificados como saturados ou
insaturados (Figura 6), dependendo da auséncia ou presenca de ligagdes
duplas carbono-carbono. Os insaturados (que contém tais ligacdes) sdo
facilmente convertidos em saturados através da hidrogenacdo catalitica
(este processo é chamado de reducdo). Os insaturados costumam ser
divididos em monoinsaturados (uma ligacdo dupla), poliinsaturados
(muitas ligacGes duplas) e eicosanoides (incluem as prostaglandinas,
leucotrienos, prostaciclinas e tromboxanos). A presenca de insaturagdo
nas cadeias de acido carboxilico dificulta a interacdo intermolecular,
fazendo com que, em geral, estes se apresentem, a temperatura ambiente,
no estado liquido; j& os saturados, com uma maior facilidade de
empacotamente intermolecular, sdo solidos. A margarina, por exemplo, é
obtida através da hidrogenacdo de um liquido - o 6leo de milho ou de
soja, que é rico em acidos graxos insaturados (QUIMICAL0, 2011).

w)km

%\ acido graxo SATURADO

R

. !
acido graxo INSATURADOD g
/
Mol

Figura 6-Representacdo estrutural de 4&cidos graxos saturados e
insaturados (QUIMICA10, 2011).

Exemplos de &cidos graxos saturados podem ser: acido laurico (C 12:0);
acido palmitico (C16:0); acido estearico (C18:0) e de acidos graxos
insaturados podem ser: acido oléico C18:1 (uma ligacdo dupla); acido
linoléico C18:2 (duas ligacBGes duplas); acido linolénico C18:3 (trés
ligagdes duplas) e &cido araquid6nico C20:4 (quatro ligagBes duplas)
(QUIMICA10, 2011). A Figura 7 mostra alguns exemplos da
predominéancia de acidos graxos em 6leo de milho, céco, sebo bovino e
na manteiga.
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Figura 7- Exemplos ilustrando a predomindncia de &cidos graxos em
Sebo bovino, manteiga, 6leo de céco e de milho (QMCWEB, 2011).

Para além do grupo mencionado anteriormente, os lipideos também
podem ser classificados em triacilglicerideos (gorduras neutras- sao
ésteres do glicerol) podendo ser chamadas de gorduras (caso se
encontrem no estado solido a temperatura ambiente) ou 6leos (liquido);
fosfolipideos (ésteres do glicerofosfato-derivado fosférico do glicerol-séo
anfifilicos); esfingolipideos (derivados de amino alcool); os esterdides
(lipideos derivados do colesterol) e prostaglandinas. Estes lipidios
(prostaglandinas) ndo desempenham funcBes estruturais, mas s&o
importantes componentes em varios processos metabdlicos e de
comunicacao intercelular. Segundo o quimico Michael W. Davidson, da



Florida State University, "prostaglandins act in a manner similar to that
of hormones, by stimulating target cells into action. However, they differ
from hormones they act locally, near their site of synthesis, and they are
metabolized very rapidly. Another unusual feature is that the same
prostaglandins act differently in different tissues”. Um dos processos
mais importantes controlados pelas prostaglandinas é a inflamacéo
(QUIMICAZ10, 2011).

3.6 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio com
transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia do infravermelho é um dos métodos cléassicos para a
determinacdo da estrutura molecular de compostos, sendo bastante
sensivel a composi¢do quimica e a arquitetura das moléculas. O grande
contedo de informacao adquirida pode se aplicar também para sistemas
biolégicos como, por exemplo, na definicdo de perfis metabolicos
(BARTH, 2007). Esta técnica possui muitas vantagens, sendo aplicada a
compostos de alto e baixo peso molecular, requerendo um tempo de
analise reduzido, pouca quantidade de amostra (10-100 ug) e custo
relativo baixo.

Forrest e Cove (1992) afirmaram que a espectroscopia de FT-IR tem sido
sugerida para amidos como uma técnica adequada para estimar o grau de
substituicdo decorrente de diversos métodos de modificacdo daquele
polimero natural. Demiate et al. (2000), Domaltova et al. (1998), Dupuy
et al. (1997) relataram 0 uso da FT-IR como forma de obter a separacdo
entre as classes dos amidos. Essa técnica tem se mostrado til, sobretudo
em indicar alteragBes na rede cristalina, permitindo uma separagéo rapida
dos amidos nativos e modificados.

O perfil de bandas espectrais de FT-IR revela caracteristicas de
componentes quimicos individuais da amostra, gerando informacdes a
respeito dos metabdlitos priméarios e secundarios que a constituem,
possibilitando a discriminacdo de espécies vegetais, assim como tipos
quimicos dentro de uma mesma espécie (SCHULZ; BARANSKA, 2007).
Neste sentido, a combinacdo da FT-IR com técnicas estatisticas
multivariadas constitui-se em uma ferramenta de facil e rapida analise de
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caracterizacdo quimiotaxondmica. Mais recentemente, contudo, esta
abordagem vem ganhando espaco nas inddstrias de processamento de
alimentos e bebidas, permitindo de forma rapida e segura diagnosticar a
qualidade da matéria-prima e/ou de produtos derivados, autenticar
alimentos e seus ingredientes (DOWNEY, 1998) e determinar o teor de
compostos de interesse, i.e., carotendides em genotipos de milho
(BERARDO et al., 2004).

De fato, a espectroscopia de infravermelho médio, aliada a técnicas
quimiométricas (PCAs), constitui uma importante ferramenta a
discriminagdo da composicdo quimica do milho, incluindo a réapida
autenticacdo de gen6tipos crioulos daquele cereal (KUHNEN et al.,
2010). Estes autores comentam que a combinagdo desta abordagem
experimental com a ressonancia magnética nuclear uni e bidimensional
(1D- e 2D-RMN) permite a analise metabolémica de tecidos/6rgdos
vegetais, definindo seus fenotipos bioquimicos e a discriminagdo de
matrizes complexas (extratos vegetais) de acordo com suas
peculiaridades de composicao quimica.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéo de sementes de milho crioulo

Sementes de variedades de milho crioulo foram adquiridas no municipio
de Anchieta, extremo oeste de Santa Catarina, Brasil (2010- Geracdo FO0).
Amostras deste material foram semeadas em éarea da Fazenda da
Ressacada (CCA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
para obtencdo da geragdo F1. Oito variedades de milho crioulo foram
estudadas, a saber: Lingua de Papagaio (LP), Mato Grosso Palha Roxa
(MG), Roxo (RX), Roxo do Emilio (RXE), Palha Roxa (PR), Rajado
(RJ), Rajado 8 Carreiras (R8C) e MPAL. Para efeitos de comparacéo,
duas variedades hibridas de milho (Fortuna e BR SC 154), fornecidas
pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina) e
recomendadas ao plantio em Santa Catarina, foram também estudadas.

4.2 Desenho experimental do ensaio de campo

A conducdo do ensaio no campo experimental seguiu o delineamento
completamente casualizado (DCC). A anélise e correcdo do solo foram
feitas previamente ao plantio (Junho, 2009) de nabo forrageiro, uma
espécie enriquecedora de nitrogénio ao solo. A semeadura do milho
ocorreu em Agosto de 2009, utilizando-se 2 a 3 sementes/cova, em area
de 40 x 30 m“. Cada variedade foi semeada em 2 linhas consecutivas,
constituindo um tratamento. No total, 16 linhas foram semeadas, num
espacamento de 25cm por planta e 1m entre linhas. O controle de ervas
daninhas foi feito manualmente, assim como o combate das lagartas do
cartucho de milho (adicdo de &gua no cartucho foliar). A colheita dos
grdos de milho ocorreu em fevereiro de 2010, sendo o milho seco em
estufa (60°C, peso constante) e armazenado a temperatura ambiente, em
sacos de polietileno.

4.3 Material analisado
O estudo teve como material amostral os grdos de milho. Nas andlises

histoquimicas foram usados gréos integrais de milho, enquanto para os
estudos fisico-quimicos e espectroscopicos os grdos de milho foram
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triturados em moinho laboratorial de facas (MB Braeski C.Q) para
obtencéo de granulometria fina (farinha), seguido de secagem em estufa
(60°C, peso constante) e armazenamento em sacos de polietileno até
posterior analise.

4.4 Anélises histoquimicas

As 18 amostras dos gendtipos em estudo (geracdo FO, F1 e hibridas)
foram processadas para andlises histoquimicas e morfoldgicas em
microscopia de luz seguindo os procedimentos:

4.4.1 Fixagédo

As amostras de grdos de milho foram fixadas em solucdo de
paraformaldeido 2,5 %, em tampéo fosfato (0,2M, pH 7,2), durante 6 a 8
h, a 4° C. Ap6s a fixacdo, o material foi lavado em tampédo fosfato (2x),
por 10 minutos (BOUZON, 1993).

4.4.2 Desidratacdo

A desidratacdo das amostras foi feita em uma série de solucBes aquosas
de etanol em concentracdes crescentes (v/v, 30%, 50%, 70%, 90% e duas
vezes em 100%), com duas trocas de 15 minutos em cada concentracao, a
temperatura ambiente (SCHMIDT, 2009).

4.4.3 Pré-infiltracdo e infiltracdo

A pré-infiltracio das amostras foi realizada com uma mistura de 1: 1 de
etanol absoluto e historesina glicolmetacrilato (GMA), durante 4 h.
Posteriormente, o material foi infiltrado em resina pura por 24 horas
(SCHMIDT, 2009).

4.4.4 Inclusdo

A incluséo foi realizada na mesma resina em histomoldes, com adicéo de
polimerizador, a temperatura ambiente, por 2-3 h (SCHMIDT, 2009).



4.4.5 Preparo das secgdes

As amostras foram seccionadas em micr6tomo manual de parafina
modelo Leica RM 2135, equipado com navalhas de tungsténio. As
seccOes com espessura de 5pum foram distendidas em placa de Petri com
adgua a temperatura ambiente, coletados com laminas de vidro, ou
coletados nas laminas sobre gotas de 4gua destilada e secas a 37°C, em
placa quente, por 30 minutos.

4.5 Microscopia 6tica

Os materiais foram visualizados e fotografados em microscdpio Olympus
(modelo BX41), equipado com sistema de captura de imagem digital
(Olympus QColor-3C, Q-imaging, 3.3 Mpixel). Os materiais foram
submetidos aos seguintes testes histoquimicos:

4.5.1 Azul de Toluidina (AT-O)

Este corante foi utilizado para identificar polissacarideos acidos
(contendo agrupamentos carboxila, fosfato ou ésteres sulfuricos), atravées
da reacdo de metacromasia. As laminas contendo as secgfes foram
tratadas com solugdo aquosa de AT-O 0,5%, acidificada com HCI 1N, pH
3.0, por 30 segundos, lavadas em agua destilada e secas ao ar (Schmidt,
2009). As laminas foram montadas com balsamo de Canada.

4.5.2 Acido perioddico de Schiff (PAS)

Foi utilizado para identificar a presenca de polissacarideos neutros
(amido e celulose). As secgBes foram oxidadas com solucdo aquosa de
acido periodico a 1%, durante 30 minutos, lavadas em &gua corrente e
coradas com o reativo de Schiff por 30 minutos. Subsequentemente,
foram lavadas em agua corrente, secas ao ar e montadas com balsamo de
Canada. Como controle da reacdo de PAS, os polissacarideos das
amostras foram acetilados, via tratamento dos cortes histoldgicos com
piridina pura e solucdo de piridina: anidrido acético (60: 40, v/v), ou
omitindo a oxidacdo pelo &cido periddico e submetendo-as a coloracdo
descrita (SCHMIDT, 2009).
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4.5.3 Azul brilhante de Coomassie (CBB)

Este teste foi utilizado para identificar a presenca de proteinas. As
laminas contendo as sec¢des (4pum) foram coradas por 24 h em CBB
0,02%, diluido em solugcdo etandlica acidificada de Clark.
Posteriormente, foram lavadas na mesma solucdo, seguido de enxagie
em 4gua destilada e secagem ao ar, em temperatura ambiente
(SCHMIDT, 2009). Para controle, as laminas contendo as sec¢fes foram
incubadas a 37°C em solugdo contendo inibidor de proteases
(tiosemicarbazida de prata — 1%) e coradas conforme descrito. As
I&minas foram montadas com bélsamo de Canada.

4.6 Caracterizacao fisico-quimica, espectroscépica e térmica da pasta
das farinhas e de amidos das variedades crioulas de Zea mays L.

4.6.1 Teor de umidade

O teor de umidade das amostras foi determinado segundo método da
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 1994). Cadinhos
de porcelana foram mantidos & 105°C, durante 2 horas, resfriados em
dissecador e pesados. Cerca de 3g de amostra foram transferidos aos
cadinhos e secos em estufa, por 8 horas, & 105°C (peso constante). A
umidade foi determinada por diferenca de massas, conforme a equagéo 1.

U(%)=""2"%" 100

a (Equacdol)

Onde: U -umidade em (%); Ca - massa do cadinho com amostra; Cv -
massa do cadinho vazio; a - massa da amostra.

4.6.2 Preparo das farinhas
Amostras de grdos das variedades em estudo foram selecionadas e

trituradas em moinho laboratorial de facas (MB Braeski C.Q), gerando
uma farinha com cerca de 0,5mm de didametro médio de particulas.



7.6.3 Poder de inchamento e indice de solubilidade das farinhas de milho

A determinacdo do poder de inchamento e solubilidade utilizou o método
de Leach, McCowen e Schoch (1959), com modificagdes descritas por
Marcon et al., (2007); Adebooye e Singh, (2008) e Aryee et al. (2006).
Amostras (ca. 500mg) foram transferidas a tubos de centrifuga graduados
(50 mL) e 40 mL de &gua destilada-deionizada foram adicionados. A
suspensdo foi agitada (Vortex) e aquecida a 95°C, em banho-maria, por
30min, com agitagdo constante. As amostras foram resfriadas e
centrifugadas (2500rpm, 20min). 10 mL do sobrenadante foram
pipetados para placas de Petri de peso conhecido e levado a estufa (60°C,
12 horas) para evaporagdo e posterior uso na determinacdo do indice de
solubilidade. O gel formado (precipitado) foi pesado e o indice de
solubilidade e poder de inchamento foram estimados usando as equacfes
2e3.

S1(%) = W 109
(WS % 10) (Equagdo 2)

Onde: Sl - indice de solubilidade (%); Wr - peso do residuo seco; Ww -
peso da &gua; Ws - peso da amostra.

SP(%) =Mx100

Wm (Equagéo 3)

Onde: SP - poder de inchamento (%); Wg - peso do gel; Wm - peso da
amostra com umidade corrigida.

4.6.4 Capacidade de retencdo de agua

A capacidade de retencdo de agua (WBC) das farinhas de milho em
estudo foi determinada pelo método de Yamazaki (1953), modificado por
Medcalf e Gilles (1965). Uma suspensdo aquosa foi obtida dissolvendo-
se 500mg de farinha em 10 mL de &gua destilada-deionizada. A
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suspensao foi agitada por 30 minutos e centrifugada (3000 rpm, 10 min).
O sobrenadante foi descartado, a farinha imida drenada por 10 minutos e
depois pesada. A capacidade de retengdo de agua foi estimada conforme
descrito previamente (SEABRA et al., 2002), utilizando-se a equacdo 4.

(Dw—Ww)
x100 )
(TW) (Equacdo 4)

Onde: WBC - capacidade de retencdo de &gua (%); Dw - massa seca;
Ww - massa Umida; Tw - total de 4gua adicionada

WBC (%) =1~

4.7 Isolamento da amilose

Para isolamento da amilose a partir das amostras de amido foram testadas
trés metodologias. Posteriormente, considerando o0s valores de
rendimento de isolamento, a facilidade de execucdo e a manipulacdo de
menor impacto ecologico e a salde do operador elegeu-se o método
preferencial para manipulagdo e anélise da totalidade das amostras (item
4.7.3).

4.7.1 Método de Mua e Jackson (1995) - Método de precipitagdo com n-
butanol

A amilose foi isolada da fragdo amidica utilizando-se solucdo de n-
butanol a 10%. Uma suspensdo de amido (4%, p/v) foi preparada e
aquecida a 45°C, durante uma hora e com agitacdo suave. Apds a
disperséo, a suspensao foi centrifugada (3000 rpm), por 20 minutos. Para
precipitar a amilose, n- butanol (num volume igual a um ter¢o do volume
do sobrenadante) foi adicionado a mistura, seguido de agitacdo e
incubacdo (2h) desta & temperatura ambiente. O meio de reagdo foi
centrifugado (3000 rpm, 20 min), coletando-se o precipitado (amilose). O
residuo obtido da primeira centrifugacdo foi ressuspenso em metanol e
centrifugado para a obtencdo de amilopectina. Ambas as fracBes de
amilose e amilopectina foram secas em estufa de ar forcado a 45°C, até
peso constante.



4.7.2 Método de Kim e Willett (2004) - Método de separagdo de fases

Amostra de amido (15g) foi adicionada de 15 mL de agua destilada, 50
mL de NaOH 1N, seguido de agitacdo por 5 minutos e neutralizacdo
(HCI 3N) a pH neutro. Agua destilada-deionizada foi adicionada para
perfazer 100 mL de solugdo, a qual foi agitada (1 min — Vortex) e
incubada a temperatura ambiente por 24 h. O ar dissolvido na suspensao
foi removido com o auxilio de uma bomba de vécuo, resultando em uma
suspensdo biféasica, sendo a superior rica em amilose e a inferior
constituida majoritariamente por amilopectina.

4.7.3 Método de Williams et al. (1970)

Cerca de 25g de amido foram transferidos a um béquer e adicionados de
25 mL de agua destilada-deionizada fria. Posteriormente, sob agitacao
manual e lentamente adicionou-se 4gua destilada-deionizada a 80°C ao
meio de reagdo, até o volume total de 150 mL, seguido de incubag&o por
5 minutos. A pasta de amido homogénea obtida, 1 litro de agua (60°C)
foi adicionado, sob lenta agitagdo em banho-maria (60°C), por 4 horas.
Neste processo, extrai-se a amilose dos granulos de amido, sendo a
suspensdao remanescente resfriada e centrifugada (3000 rpm, 20 min),
recuperando-se o precipitado (amilopectina bruta) e o sobrenadante
(amilose solavel). O precipitado foi adicionado de etanol absoluto (25%
do volume do sedimento), disperso em fina camada fina sobre vidro de
relégio e seco em dessecador com silica gel. O sobrenadante foi
adicionado de metanol p.a. (20% do volume), filtrado sob vacuo em
suporte de celulose, decantado (4 h) e centrifugado (3000 rpm, 20 min).
O precipitado recolhido foi adicionado de etanol 95% (3V) e filtrado
(papel de filtro Whatman), seguido da coleta e secagem do filtrado sobre
vidro de relégio, em dessecador a temperatura ambiente.
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4.8 Teor de amilose

O contelido de amilose no amido extraido no item 4.7.3 foi determinado
usando o método de Williams, Kuzina e Hlynka (1970). Cerca de 20mg
de amostras de amido foram tomados e 10 mL de solucdo de KOH 0,5N
foram adicionados, seguido de agitacdo. A amostra dispersa foi
transferida para frasco volumétrico de 100 mL, completando-se o volume
com agua destilada-deionizada. Uma aliquota (10 mL) desta solucéo teste
foi transferida para um frasco volumétrico de 50 mL, adicionando-se 5
mL de HCI 0,1N e 0,5 mL de reagente iodo. O volume da solucao foi
completado para 50 mL e a absorbancia (625 nmm) lida em
espectrofotdbmetro (Gold Spectrum lab 53). A determinagdo do teor de
amilose foi feita usando curva-padrdo externa, com uma solucdo de
amilose e amilopectina nas proporcdes (0:18; 2:16; 4:14; 6:12 e 8:10 -
Figura 5).
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Figura 8- Curva-padrdo de amilose obtida usando-se solucdes de
amilose: amilopectina (0:18; 2:16; 4:14; 6:12 e 8:10 mg, m/m,
respectivamente.)



4.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos amidos das
VMC

Como previamente descrito por Freitas et al. (2004), o
desengorduramento das amostras de farinhas (5g) foi feito inicialmente
por extracdo em refluxo com éter etilico, durante 6 h, em aparato de
Soxhlet, seguido da secagem das amostras em estufa (100°C, peso
constante).

Cerca de 10mg de amostras de farinhas foram montadas em suportes
(stubs) de aluminio de face dupla, cobertos com adesivo de carbono. As
amostras foram cobertas com ouro com auxilio de um sistema de
Polarina (polaron E5001 SEM coating system), seguido de visualizagdo
do material amostral em microscépio eletrdnico de varredura (modelo
JEOL JSM-6390LV), a 10 Kv. As imagens foram visualizadas e as
micrografias gravadas para posterior analise.

4.9.1 Teor de lipideos

O teor de lipidios foi determinado segundo método da Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC, 1994), com modificacdes.
Amostras (~ 5g) de farinha dos milhos em estudo foram coletadas,
acondicionadas em cartuchos especiais para determinacdo da matéria
graxa e transferidas para um extrator Soxhleth com baldes de tara
conhecida, contendo 90 ml de éter etilico. As amostras foram mantidas
em refluxo por 12 horas, seguido da coleta do conjunto baldes + extrato
organosolvente e secagem em estufa com ar circulante (100°C, 30min)
para evaporacdo do éter etilico remanescente. Por fim, os baldes foram
retirados da estufa, arrefecidos em dissecador e pesados. O teor de
lipideos foi calculado a partir da equacdo 5, conforme descrito por
Cereda et al. (2002).

TL(%) = (B1-BY) 100

a (Equacéo 5)
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Onde: TL - Teor de lipidios (%); BI - peso do baldo com lipidios; Bv -
peso do baldo vazio; a - peso da amostra.

4.9.2 Teor de proteinas brutas (Nitrogénio total)

O teor de proteinas foi determinado baseando-se no método da AOAC
991.20 (2005), a partir de 100g de amostra de farinhas das variedades
crioulas de milho em estudo. A amostra foi colocada em baldes de
Kjeldahl, adicionado 0,5g de mistura digestora e 4 mL de acido sulfirico
concentrado. Foi digerida em bloco digestor dentro de capela até que o
liquido esteja limpido (azul claro) e o produto da digestdo transferido
com ajuda da agua destilada para o tubo destilador. 10 mL da solucédo de
acido hérico a 1% foram pipetados para um erlenmeyer de 125 mL e
transferido para o reservatorio do aparelho de destilacdo micro-Kjeldahl,
através do copo abastecedor, cerca de 30 mL da solucéo de hidrdxido de
sodio a 50%. Destilado um volume aproximado de 75 mL e titulado o
destilado com solucéo de &cido sulfurico 0,01N em microbureta e feita
uma prova em branco, usando mistura digestora e 4cido sulfdrico. O teor
de proteina foi calculado utilizando-se a equagéo 6.

LPI’(g /1009) — %N X 6’ 25J (Equagéo 6)

Onde: Pr - Proteina bruta; N - contetido de nitrogénio e 6,25 — fator de
conversao.

4.9.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

As andlises de espectroscopia vibracional de infravermelho médio foram
realizadas segundo descrito previamente por Kuhnen (2007). Os
espectros de absorbancia das amostras de farinha de milho foram obtidos
em espectrdmetro Bruker IFS 55, equipado com um detector DTGS e
sistema de refletancia total atenuada (ATR golden gate - 45° angulo de
incidéncia). Um espectro na auséncia da amostra (branco) foi obtido
previamente, enquanto para a analise do material amostral, ca. 100mg



foram dispersos sobre a superficie do cristal, seguido da coleta dos
espectros. Os espectros foram obtidos na forma de absorbancia (4000 a
600 cm™), com resolucdo de 4 cm™. Cinco réplicas/amostra foram
coletadas, totalizando 130 espectros. Todos o0s espectros foram
normalizados e corrigidos para a linha de base na regido de interesse
(3000 a 600 cm™). O fator K de 1,7 foi usado na deconvolugéo dos
espectros (Opus v. 5.0, Bruker Biospin) (VAN SOEST et al., 1995;
RUBENS et al., 1999).

4.9.4 Propriedades térmicas dos amidos de milho
4.9.4.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As caracteristicas térmicas dos amidos isolados foram estudadas usando
um calorimetro DSC-50, equipado com uma estacdo de andlise de dados
térmicos. Amostras (13g, peso seco) de amido foram transferidas a um
recipiente (Panela) de aluminio com capacidade de 40uL e &gua
destilada foi adicionada, de modo a se obter uma suspensao agua-amido
(30: 70, m/v). As amostras foram seladas hermeticamente e incubadas a
temperatura ambiente (1 h), previamente a analise calorimétrica. O
analisador de DSC foi calibrado com indio e uma Panela vazia de
aluminio foi usada como referéncia. As amostras foram aquecidas a uma
taxa de 10°C/min, iniciando-se a 20°C até 100°C. As transigdes térmicas
das amostras de amido foram definidas como: To (temperatura do inicio
de aquecimento); Tp (pico da gelatinizag¢do); Tc (temperatura no fim do
aquecimento) e R (variacdo da temperatura de gelatinizagdo), calculada
como sendo 2(Tp-To) (KRUEGER et al., 1987).

4.9.5 Propriedades da pasta do amido de milho
4.9.5.1 Viscosidade

O comportamento reolégico das farinhas de milho foi estudado usando
um visco-analisador rapido (RVA-4, Newport Scientific, Narabeen,
Australia). Amostras de farinhas suspensas em agua destilada-deionizada
(8% de matéria seca, peso total de 28g), foram expostas a combinacgdes
de tratamentos térmicos e intervalos de tempo, aquecendo-se as farinhas
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entre 48°C a 95°C, com velocidade de mistura de 160 rpm e estabilizac&o
4 95°C por 5 minutos. A viscosidade foi expressa em CentiPoise (1 cP =
0,1 Kg.m™'s?). A temperatura inicial de aquecimento (To, onset) na
subida da viscosidade foi definida como temperatura de empastamento;
TPV, a temperatura na qual se atinge o pico de viscosidade; Quebra, ¢é a
diferenca entre o pico da viscosidade maxima e minima durante o
empastamento e Retrogradacéo a diferenca entre a viscosidade final e
minima durante o empastamento.

4.9.6 Analises estatisticas

Os dados foram coletados, sumarizados e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e, quando pertinente, ao teste de comparagdo de
médias (Tukey — P<0,05), com auxilio dos pacotes estatisticos Statistica
(versdo 6.0) e PrismGraph (versdo 5.0). O célculo dos componentes
principais (PCASs) para o conjunto de dados espectrais de infravermelho
médio utilizou o pacote estatistico The Unscrambler (verdo 9.5)
(KUHNEN et al., 2010), seguido da exportacdo dos dados processados
(.dx) ao programa Spekwin32 (versdo 3.0) para a construcdo dos graficos
de distribuicdo fatorial e equacdes feitas em programa MathType versao
6. Todas as analises foram feitas em triplicata exceto o teor de proteinas,
lipideos, viscosidade e a calorimetria diferencial de varredura.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises histoquimicas das sementes de variedades crioulas de milho

As células de todas as VMC (FO e F1) e hibridas reagiram
metacromaticamente de maneira semelhante quando tratadas com AT-O,
especialmente as paredes celulares e o nicleo (Figuras 9a, 9b, 9c e 9d).
Nas variedades hibridas (6d), a reagdo do nucleo ndo foi tdo intensa
quando comparado as amostras de VMC. O citoplasma e o vacutolo
apresentaram metacromasia de menor intensidade em todos os genétipos.

s S \I 'L - y E as
Figura 9- Detalhes da coloracdo celular de gréos de variedades de milho

crioulo com azul de toluidina (AT-O), mostrando a reagcdo metacromatica
do ndcleo e paredes celulares indicativa da presenca de polissacarideos
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4cidos. (a) RX-1; (b) MPA1-0; (c) RJ-1; (d) BR SC 154; Barra = 10pm, ~
n = nlcleo, pc = parede celular.

Quando as secc¢des foram submetidas ao tratamento com PAS, detectou-
se reagao positiva para os polissacarideos neutros (Figuras. 10a, 10b, 10c
e 10d), revelando uma quantidade substancial de granulos de amido no
citoplasma de dimens@es variadas e a presenca de celulose nas paredes
celulares e corticais. Todos os genotipos crioulos reagiram ao PAS,
demonstrando forte prevaléncia do actimulo de amido, i.e., a principal
fonte de reserva glicidica de Z. mays, e celulose; um componente
importante da fragdo fibras insollveis dos grdos. Contudo, a reacédo foi
mais intensa para as variedades MPA1-F1 e Fortuna e de menor
intensidade para a VMC RJ-FO.
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Figura 10- Micrografias de células de gréos de VMC coradas com &cido
periodico de Schiff (PAS), demonstrando a reacdo positiva para a



ocorréncia de polissacarideos neutros: 1) granulos de amido e I1) celulose
de paredes celulares e corticais. (a) Fortuna; (b) R8C-0; (c) MG-1; (d)
MPA1-1,; Barra = 10pm.

A marcacdo das células dos grdos das VMC com azul brilhante de
Coomassie (CBB) mostrou-se mais intensa, comparativamente as
variedades hibridas. As células corticais e subcorticais reagiram
marcando todo o citoplasma, com reacdo mais intensa para o0 nucleo,
revelando a presenca de proteinas nesta organela para todas as variedades
(Figuras. 11a, 11b, 11c e 11d). Além disto, células de grdos da geracédo
FO das VMC apresentaram coloracdo mais intensa ao tratamento com
CBB, sugerindo maior concentracdo de proteinas em relacdo a F1 e aos
genotipos hibridos.

e ., 4_3:' 3 Jys‘ % ,
Figura 11- Detalhe da coloracéo de células de grdos de VMC na
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presenca de azul brilhante de Coomassie (CBB), mostrando a presenca de
proteinas no citoplasma e mais intensamente no ndcleo. (a) LP-1; (b)
Fortuna; (c) PR-0; (d) RJ-0; Barra = 10um. C-citoplasma, N - ntcleo.

5.2 Quantificacdo de proteinas

Os resultados de quantificacdo de proteinas dos grdos das VMC
confirmaram os testes histoquimicos, revelando teores superiores
daqueles metabolitos primarios nas amostras da geracdo FO em relacdo a
geracdo F1 e variedades hibridas (Tabela 3). Na geracdo FO, a variedade
LP destacou-se por seu conteldo superior de proteinas, seguida dos
genotipos RX, PR e RXE, no entanto ndo houve diferencas estatisticas
significativas (p>0,05). Na F1, maiores concentracdes de proteinas foram
detectados para as variedades RX, RXE e PR, enguanto nas variedades
hibridas BR SC 154 mostrou-se superior a Fortuna. Destaca-se que o teor
de proteinas foi bastante distinto entre as amostras das geraces FO — F1,
sugerindo que as discrepancias edafoclimaticas, por exemplo, existentes
entre as regibes litordnea e extremo-oeste de Santa Catarina estdo
fortemente relacionados a sintese destes compostos do metabolismo
primario.



Tabela 3- Conteldos médios de proteinas (%N x 6,25) de grdos de
variedades crioulas de milho e hibridas (n = 2). Letras distintas indicam
diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey entre
0s grupos da FO, hibridas e F1 respectivamente.

Variedade Teor de Proteinas
g /100g (%N x 6,25)
LP-0 11,59,
RX-0 11,02,
RJ-0 9,28,
MPA1-0 9,07
RXE-0 10,55,
MG-0 8,54
R8C-0 7,044
PR-0 10,59,
Fortuna 6,03,
BR SC 154 9,52,
LP-1 6,96,
RX-1 7,18,
RJ-1 6,18y
MPA1-1 6,70,
RXE-1 7,05,
MG-1 6,05y
R8C-1 5,60,
PR-1 6,99,

Diversos trabalhos tém relatado teores de proteinas de grdos de milho
inferiores ao observado neste estudo. Georget et al. (2008), Wu e Norton,
(2001), Prasanna et al. (2001) descreveram conteldos de 6,9 a 8,9
9/100g; enquanto Capobiango, (2006) detectou concentragdes de 5,70 a
7,80 ¢/100g em fuba de milho, sugerindo que algumas das VMC
destacam-se como fontes deste nutriente. Resultados semelhantes foram
obtidos por Oliveira et al. (2004) em variedades de milhos de alta
qualidade protéica, de modo que as VMC LP, RX, RXE e PR poderao
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eventualmente ser utilizadas, por exemplo, em programas de
melhoramento genético visando a melhoria da qualidade nutricional dos
grdos, tais como, incremento de conteldo protéico, e/ou
preferencialmente destinadas a alimentacdo humana. Além disto, 0 maior
valor biolégico da proteina desses milhos implica também em seu melhor
aproveitamento metabdlico por animais monogastricos, como suinos,
aves, peixes e eqliideos (OLIVEIRA et al., 2004). Destaca-se, entretanto,
o efeito diferencial de contelidos protéicos dos grdos entre as geracGes
em estudo (FO—F1), um aspecto que requer estudos mais detalhados,
especialmente considerando a diversidade de condi¢des edafoclimaticas e
de manejo das regides aptas ao cultivo daquele cereal no estado
catarinense. Apesar das VCM neste estudo terem apresentado teores
elevados de proteinas, comparativamente aos estudos prévios com estes e
outros gendtipos de VMC (KUHNEN, 2007), essa variagdo pode ser
devida as condigdes de manejo e edafoclimaticas em alguma extensao,
necessitando um estudo mais minucioso, a fim de determinar suas
qualidades protéicas e agregar valor a este material crioulo.

As proteinas do milho contém, em média, cerca de 2% de lisina, metade
do valor recomendado pela FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo) para o consumo humano. Sob o ponto de
vista nutricional, lisina é o aminoacido mais limitante no endosperma do
milho, seguido de triptofano (PRASANNA et al., 2001). Neste contexto,
a analise de conteldos de proteinas nos gendétipos crioulos em estudo
mostra-se relevante, especialmente quanto aos valores de concentracéo
de lisina e triptofano.

As reservas de proteinas podem ser encontradas no endosperma e
gérmen, no entanto, as proteinas do gérmen sdo superiores em qualidade
e quantidade. Em relag8o a outros cereais, a qualidade protéica do milho
(32,1%) é similar aquela do trigo (38%) e sorgo (32,5%), porém bastante
discrepante do arroz (79,3%) (CAPOBIANGO, 2006). Os teores de
proteinas encontrados nas VMC em estudo sdo importantes para o
agricultor familiar, principalmente em paises em desenvolvimento com
escassos recursos financeiros para aquisicdo de proteina animal.



5.3 Teor de amilose e lipideos e propriedades fisico-quimicas e
funcionais das farinhas e amidos de VMC.

Previamente as analises de composi¢do quimica (amido, amilose e
lipideos) e propriedades fisico-quimicas e funcionais, o teor de umidade
das amostras de farinhas foi determinado. Os valores obtidos situaram-se
entre 8 a 13%, (Figuras 12a, 12b e 12c¢), em acordo as normas para as
andlises fisico-quimicas daquelas biomassas, e.g., poder de inchamento,
indice de solubilidade, capacidade de retengéo de agua, teor de lipidios e

determinacdo do tipo do granulo de amido, conforme demonstrado nas
Tabelas 4 e 5.
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Figura 12- Teor de umidade (%) de amostras de farinhas de VMC. (a)
Geragdo FO, (b) Geragdo F1 e (c) variedades hibridas. Os valores séo
representados como (media + desvio padrdo) de trés repeticdes (n =3).

5.3.1 Teor de amilose

O teor de amilose nas amostras variou de 5,30 (8,28%) a 15,85 mg de
base seca (24,77%) para os genotipos da geragdo FO e de 7,91 (12,37%) a
17,56 mg de base seca (27,43%) para aqueles da geracdo F1. As
variedades hibridas apresentaram conteldos de amilose bastante
discrepantes, 7,64 mg de base seca (11,94% - BR SC 154) e 19,47 mg de
base seca (30,43% - Fortuna). Dentre as VMC, R8C-0 (15,85 mg, base
seca) e RJ-0 (14,32 mg, base seca) destacaram-se por seus teores
superiores daquele polissacarideo, diferindo do observado na geragdo F1,
onde as variedades PR-1 (17,56 mg, base seca), RXE (14,11 mg, base
seca) e MPA1-1 (12,97 mg, base seca) evidenciaram os conte(ldos mais
elevados (Tabelas 4 e 5). A amilose quantificada neste estudo foi obtida
pelo método de Williams et al. (1970). Dos trés métodos de isolamento
de amilose testados, o0 método de Kim e Willet (2004) mostrou-se
inefetivo na separagdo da amilose e amilopectina, devido a dificuldade de
ajuste de pH da suspensdo altamente viscosa formada durante o processo
de isolamento. O método de Mua e Jackson (1995) apresentou
rendimento de 1,70 g de amilopectina e 0,28 g de amilose, enquanto que



0 método descrito por Williams et al. (1970) propiciou rendimentos de
0,4g de amilose e 19 g de amilopectina, além de ser ecologicamente mais
interessante que o método de precipitacdo com n-butanol (MUA;
JACKSON, 1995), ainda que mais laborioso.

Teores de amilose para milhos normais argentinos entre 16,1 e 23,5%
foram descritos por Sandhu et al. (2005). Singh e Singh, (2003), Sandhu
et al. (2004), Brandemarte et al. (2004) e Han et al. (2002) detectaram
uma amplitude de valores de conteldo de amilose de 15 a 25,1% para
variedades de milhos normal, doce e ceroso. Por sua vez, VMC
brasileiras apresentaram concentracGes daquela macromolécula de 11,3 a
25,4% (KUHNEN, 2007), semelhante ao observado neste trabalho.
Apesar dos resultados serem similares aqueles reportados por Kuhnen
(2007), a metodologia usada por aquele autor difere em relacdo ao
presente estudo.

O teor de amilose nos granulos de amido varia de acordo com a fonte
boténica e ¢é afetado pelas condigGes climéaticas e do solo ao longo do
crescimento do fruto, especialmente durante o estagio de enchimento dos
grdos (MORRISON; AZUDIN, 1987). O contetdo de amilose em
matérias-primas derivadas do milho, i.e., farinha, é de importancia por
afetar as propriedades funcionais daquela biomassa, tal como o poder de
inchamento. Esta propriedade é fortemente atribuida a presenca e
contetido de amilopectina, enquanto a amilose tém acédo diluente.

Além do poder de inchamento da farinha (e do amido), o teor de amilose
afeta a solubilidade da fracdo amidica e da farinha de milho. O poder de
inchamento e o indice de solubilidade fornecem evidéncias da magnitude
das interacdes entre as cadeias de amido dentro das estruturas amorfas e
dominios cristalinos dos granulos. A extensdo destas caracteristicas é
afetada pela relagdo amilose/amilopectina e pelas caracteristicas quimicas
daqueles polissacarideos, e.g., peso molecular, distribuicdo das cadeias,
grau de polimerizacdo e comprimento das ramificacdes das cadeias e sua
conformacdo.

Chen e Bergman (2007), reportaram teores de amilose variando de 12,75
a 24,90% usando o método de quantificacdo daquele polissacarideo por
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reacdo com iodo (similar ao usado neste estudo) para cultivares de milho
e arroz. Os autores comentam a dificuldade & obtencdo de amilose pura
decorrente, dentre outros fatores, da complexidade de separagdo dos
polimeros amilose-amilopectina, da presenca de lipideos na amostra e das
discrepancias no grau de polimerizacdo da amilose (GP = 230 a 3100) e
amilopectina (GP = 700 a 22000). Além disto, a existéncia de algum grau
de ramificacdo estrutural de amiloses concorre para dificultar sua
extracdo, gerando baixos valores de rendimento. Neste sentido, a digestéo
prévia das amostras com uma isoamilase & sugerida a otimizacdo do
método de extracdo, por exemplo (CHEN; BERGMAN, 2007). Contudo,
Mukerjea e Robyt, (2010) relatam que a digestdo enzimatica (isoamilase,
i.e. B-amilase) do polissacarideo podera ser incompleta, indicando a
presenga de ramifica¢des (0-1—6, 4-5%) parciais em sua estrutura.

Apesar da amilose apresentar um coeficiente de absorcdo elevado (~ 1),
ndo se deve ignorar a presenca de alguma quantidade de amilopectina nos
extratos, um fato que interfere nos valores de concentragdo obtidos,
porque a absorbancia de amostras de amidos mostra-se como fungédo das
diferencas do grau de polimerizacdo das cadeias moleculares de seus
constituintes, os quais, por sua vez, dependem da origem botanica de
cada variedade.

Em seus experimentos, Sené et al. (1997) reportaram para milhos
normais (milhos cujo teores de amilose e amilopectina ndo foram
modificados por melhoramento moderno), teores de amilose de 11,5 a 22
mg/5mL pelo método de iodo. E para milhos hibridos Sené et al. (2000)
reportaram ainda que a expressao genética modulada pelo meio ambiente
afeta teores de amilose e amilopectina. Em duas geragdes de milho
hibrido (FO- ano 1994, e F1-ano 1995), amilose variou de 8-19% para FO
e de 6,9-19,4% para F1.

Por sua vez, a presenca de lipideos (mono, di, trigliceridios e
fosfolipidios) na biomassa amostral diminui a quantidade de amilose
livre devido a formacdo de complexos mais estaveis com aquele
polissacarideo, comparativamente ao complexo amilose-iodo. Em funcéo
disto, sugere-se uma extragdo prévia de lipideos da amostra, como



estratégia para aumentar a eficiéncia de recuperacdo da amilose
(GARCIA et al., 1995).

A temperatura, assim como o agente de complexagéo e sua concentragdo,
também influenciam nos rendimentos de extragdo de amilose. Contelidos
superiores (6,4% a 8%) de amilose foram obtidos quando do
aquecimento da solucdo de amilose (85°C, 30 min), comparativamente
aos valores detectados a temperatura ambiente, na presenca de agentes de
complexagdo, como iodo, octanol e n-butanol. Este Gltimo composto
mostrou-se mais efetivo na complexacdo com a amilose, em relacdo ao
octanol e iodo (GARCIA et al., 1995).

Sené et al. (1997) e Bello-Pérez et al. (2009) comentam que a
solubilizacdo do amido é um fator limitante na determinacdo de seus
componentes. Ao contrdrio do amido puro que gelatiniza
espontaneamente em solucdes aquosas alcalinas a 100°C, a solubilizagdo
de amidos ndo purificados leva a subestimacdo de valores,
principalmente para genétipos de milho com alto teor de amilose.
Adicionalmente, a solubilizacdo ndo deve modificar a estrutura da
amilose e amilopectina, tampouco suas afinidades ao iodo. Em linhagens
de milho dentado, milho flint e hibrido (doce, amilaceo, e ceroso) valores
de afinidade de 17 a 22g de iodo/100g de amilose e de 1,05 a 1,25¢g de
iodo/100g de amilopectina foram detectados, claramente revelando as
discrepancias de afinidade entre aqueles constituintes amilaceos. Em
fungdo do exposto, recomenda-se a adogdo de pré-tratamentos para uma
rapida e efetiva solubilizacdo da amilose. Por exemplo, para amidos
resistentes a gelatinizacdo ( milhos com alto teor de amilose), o uso de
solventes aproticos como o dimetilsulféxido (DMSO), a adicéo de cloreto
célcio (CaCl,) ao meio de reacdo e a sonicacdo deste a 70°C tém se
mostrado efetivos. A digestdo enzimatica prévia da amostra é bastante
especifica, corroborando a obten¢do de valores subestimados de teores de
amilose em amidos resistentes a gelatinizacio (SENE et al., 1997).
Portanto, uma combinacdo de métodos, e.g., solubilizagdo em DMSO e
digestio enzimética (a-amilase, 100°C —, R-amilase, 50°C) resulta
efetiva, ainda que laboriosa e dispendiosa em consumo de tempo, nao
servindo para uma analise de rotina.
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Apesar do ndo desprezivel nimero de varidveis que influenciam os
valores de concentragdo de amilose de biomassas, os resultados
encontrados neste estudo sdo bastante promissores e estdo de acordo com
estudos prévios (KUHNEN, 2007). Entretanto, a padronizacdo de
métodos de extragdo de amilose e estudos mais detalhados séo
necessarios a caracterizacdo das biomassas de milhos crioulos quanto a
sua fracdo amidica, como forma de definir sua eventual aplicabilidade
nas indudstrias agroalimentar, cosmética e farmacéutica, fato que podera
incrementar o valor econdmico daquele germoplasma. De fato, o
processo de separacao e isolamento da amilose com alto grau de pureza
ainda constitui um desafio & quimica analitica.

5.3.2 Teor de lipideos

O teor de lipideos nas amostras das VMC variou de 3,01% (RXE-0) a
5,53% (MG-0) para a geragdo FO. Diferentemente, na geracdo F1, a
amplitude de valores daquela variavel foi de 4,15% (R8C-1) a 5,43%
(LP-1). Por sua vez, as variedades hibridas apresentaram conteidos de
6,65% (BR SC 154) e 4,97% (Fortuna - Tabelas 4 e 5).

Gendtipos de milho usualmente apresentam teores médios de lipideos de
4%. As primeiras linhagens de milho contendo alto teor de lipideos foram
desenvolvidas em 1986 e hibridos contendo teores de 6-8% de lipideos ja
estdo disponiveis no mercado (HOJILLA-EVANGELISTA; JOHNSON,
2003). O teor de lipideos no milho resulta do crescimento do gérmen na
semente e a principal aplicacdo de milhos com alto teor de lipideos é a
alimentacgdo animal, devido a seu alto valor de energia metabolizavel. Os
resultados deste estudo corroboram com aqueles reportados na literatura
(CAPOBIANGO, 2006; HOJILLA-EVANGELISTA; JOHNSON, 2003),
no entanto ha que destacar de que os valores encontrados neste estudo se
situam perto daqueles milhos considerados de alto teor lipidico.

A presenca de fésforo e carotenoides em farinhas de milho pode afetar os
resultados de quantificacdo lipidica, uma vez que sdo lipossollveis e sdo
extraidos conjuntamente. Os teores de lipideos encontrados neste estudo
influenciam fortemente o teor de amilose, a gelatinizacdo do amido
devido & formagdo de complexos com constituintes do amido



(DERYCKE et al., 2005) e concorrem a diminuicdo da viscosidade
devido ao seu efeito lubrificante na suspensdo amido-agua, ainda que este
efeito seja pequeno, porque complexos amilose-lipideos aumentam a
viscosidade (DAUTANT et al., 2007). O aumento da solubilidade por
lixiviamento da amilose foi relatado como funcdo do conteldo de
lipideos no amido e na habilidade de formacgdo de complexos do amido
com lipideos. Complexos amilose-lipideos sdo insollveis em &gua e
requerem altas temperaturas para dissociarem (MORRISON, 1988;
RAPHAELIDES; KARKALES, 1998).

Para além da aplicacdo como matéria-prima de alimentos animais, outros
usos de milhos ricos em lipideos parecem encontrar obstaculos devido
aos custos elevados de processamento e qualidade do produto associados
aquela caracteristica. Pan et al. (1996) mostraram que fracfes de milho
seco moido contendo quantidades apreciaveis de lipideos apresentam
problemas de oxidacdo durante o processamento. Além disto, o uso de
variedades ricas em lipideos na industria moageira é insatisfatorio, pois
reduz o rendimento do amido e requer equipamento adicional para
acomodar o tamanho aumentado do gérmen (HAUMANN, 1966), sendo
que companhias que comercializam este tipo de milho tém procurado
mecanismos custo-efetivos para a remocdo do gérmen da matéria-prima
(HAUMANN, 1966).

Sob outro ponto de vista, variedades de milho ricas em lipideos sdo
interessantes porque usualmente apresentam maiores teores e qualidade
de proteinas (albuminas e globulinas), devido ao maior crescimento do
gérmen (HOJILLA-EVANGELISTA; JOHNSON, 2003). De fato, o teor
de lipideos encontrado neste estudo (Tabelas 4 e 5) corrobora com os
resultados da analise de proteinas observados as VMC (Tabela 4). Esta
abordagem pode ser interessante a valorizacdo destas biomassas de
milho, uma vez que podem ser usadas a extracdo daquelas proteinas de
importante valor nutricional. Estudos prévios (KUHNEN, 2007)
demonstraram que VMC provenientes da regido extremo-oeste de Santa
Catarina (municipio de Anchieta) contém quantidades apreciaveis destas
proteinas (8,94 a 13,06 mg/g - globulinas e 0,56 a 1,42 mg/g -
albuminas), comparativamente a genétipos hibridos (6, 35 a 11,40 -
globulina e 0,54 a 1,52 — albumina). A relacéo destes resultados com 0s
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encontrados neste estudo mostra de fato que as VMC possuem um
adicional valor nutricional, o qual podera ser melhor explorado em
sistemas agroindustriais, gerando incrementos de rendimento econdémico
ao pequeno agricultor e estimulos a conservacao destes genotipos de Z.
mays.

5.3.3 Poder de inchamento

O poder de inchamento das farinhas das VMC da geracdo FO mostrou-se
proeminente em relacio as variedades R8C (10,52%+1,28),
MPA1(9,88%=1,87), RXE (9,82%+0,59) e MG (9,57%+1,73). A
variedade R8C-0 diferiu de forma significativa (p<0,05) (Tabela 4). Para
0s genotipos da geracdo F1, maior poder de inchamento foi observado
para RJ (13,14%+1,50), LP (12,25%+0,54) e R8C (11,46%+0,81), com
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) (Tabela 5). As variedades
hibridas apresentaram valores similares no poder de inchamento,
10,88%+1,46 e 10,87%+0,72, para BR SC 154 e Fortuna,
respectivamente.

Valores de poder de inchamento de amidos de 20,55 a 24,50% foram
relatados por Sandhu et al. (2005), sendo as diferencas observadas
atribuidas a presenca de fibras nas farinhas de milho, as quais possuem
maior capacidade de retencdo de agua. Os resultados do presente estudo
sdo similares ao observado por Lee e Osman (1991), Hormdok e
Noomhorm (2007), Adebooye e Singh (2008) e Zavareze et al. (2009) e
demonstraram uma relagdo inversa entre o poder de inchamento e o teor
de umidade da biomassa amostral. Tal comportamento é atribuido a
reorganizacdo das moléculas de amido causadas pelas mudancas
hidrotérmicas, gerando uma limitacdo na hidratacdo dos granulos de
amido e, consequentemente, reducdo no inchamento. As Tabelas 4 e 5
sumarizam os resultados dos testes fisico-quimicos estudados.



Tabela 4- Rendimento de amido, teor médio de amilose e lipideos e
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de farinhas de grdos das
VMC, geracdo FO. Valores sdo apresentados como (media + desvio
padrdo) de trés repeticbes (n =3) para o poder de inchamento,
solubilidade, capacidade de retengdo de &gua e teor de amilose. Letras
distintas na coluna indicam diferencas estatisticas significativas, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. "Tamanho dos granulos de
amido determinados por MEV.

Variedades Amilose  Lipidios  Poderde indice de Capacidade de  Granulos de
(mg) (%) inchamento  solubilidade  retenclo de Agua amido’
Geracdo F0 (%) (%) (%) {um)
MPA1 7744018 , 3.29 09.8821.87 4 7512091, 18,1741,86 11.80-18,80
PR 5,3040,05, 374 B8,74+0,42 ; 5,8322,66 ; 18,890.67 , 8,20-11,80
MG 8,6940,18 . 5,53 9,57:1,73, 7,86:0,49, 18,83:0.81, 8,40-12,00
LP 8.52+0,08 3.38 8.0720,16, 38222034 18.3820.46 , 10,00-15,20
RBC 15,85£0,01, 4,48 10.5241,28, 8,2420,80, 17432047 . 7.20-16,40
RJ 1432005, 310 8442047 7,6020,86 » 17,560,78 7,20-10,20
RXE 558:006 3,01 9824059,  7,12:0.22, 18,131,284 9,40-16,60
RX 9,6020,18: 3,02 8,7020,315 8,520,114 18,1920.23 4,80-13,60

O conteldo de fosforo da fracdo amidica é outro fator que afeta
significativamente as caracteristicas funcionais daquele polissacarideo.
Os fosfatos mono-ésteres estdo covalentemente ligados a moléculas de
amilopectina no amido e aumentam a viscosidade e clareza da pasta. No
entanto, a presenca de fosfolipideos resulta em aspecto opaco, conferindo
baixa viscosidade as pastas de amido em decorréncia da formacdo de
complexos com amilose e longas cadeias de amilopectina, resultando
numa limitada solubilidade e inchamento (SCHOCH, 1942; SINGH et
al., 2003).
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Tabela 5- Rendimento de amido, teor médio de amilose e lipideos e
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de farinhas de grdos das
VMC (geragdo F1) e hibridas. Valores sdo apresentados como (media +
desvio padrdo) de trés repeticbes (n =3) para o poder de inchamento,
solubilidade, capacidade de retencdo de &gua e teor de amilose. Letras
diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas significativas entre as
variedades a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Tamanho dos
granulos de amido determinados por MEV.

Variedades Amilose  Lipidios  Poder de indice de Capacidadede  Granulos de
inchamento  solubilidade  retengao de dgua Amido’

Geracdo F1 (mg) (%) (%) (%) (%) {um)
MPA1 12,97£0,10 . 5,03 0,08:047. 6824016, 18,171,864 6,40-15,80
PR 17.56+0,10, 430 889:052, 7054048, 18,89:0,67 10,40-15,40
MG 8,0520,01, 4,74 9,5540,44 . 6142213 4 18,8320.81.4 8,60-12,80
LP 9,58+0,18 543  1225#054, 1273:1,09, 18,362046 , 7,30-13.40
R8C 7,910,085, 415 11,46+081, 846109, 17.4320.47 7,40-18,40
RJ 10,6140,04 458  1314#150, 14,39:311, 17,56#0.78 11,60-16,60
RXE 14,1140,05 503 1087019,  7,50%1,14, 18,13#1.28, 9,80-13,60
RX 10,8420,04 . 4,96 0854030, 12.25:112, 18,190,234 7,40-12,00
BR SC 154 7,640,034 665 1088+146. 7812067, 17442182, 9,00-16,40
FORTUNA 19474001, 497 10874072,  8.04:012, 17.62:1.82, 7.80-12.00

O poder de inchamento determinado neste estudo mede a entrada da agua
nos granulos das farinhas de milho a temperaturas elevadas e auséncia de
forcas de cisalhamento. Portanto, um sistema diferente do que acontece
no estudo das propriedades da pasta em RVA (visco analisador rapido)
onde o aquecimento ocorre com forgas de cisalhamento, rompendo 0s
granulos nas farinhas (BLAZEK; COPELAND, 2008). A analise dos
resultados deste estudo revelou ndo existir uma relagdo direta entre o
poder de inchamento e o teor de amilose das VMC (Tabelas 4 e 5). Além
disto, a ndo remocdo de lipidios e proteinas nestas amostras poder ter
influenciado o poder de inchamento destas.

Para Srichuwong et al. (2005), a estrutura do amido contribui para o seu
poder de inchamento. Em sistemas alimentares, o0 aquecimento de amido



na presenca de agua resulta em sua gelatinizacdo. Portanto, a estrutura
cristalina do amido é rompida pelo aumento das ligagcGes de hidrogénio
entre as moléculas de agua e os grupamentos hidroxila do amido, o que
induz o inchamento do granulo e a difusdo da amilose. O poder de
inchamento contribui nas caracteristicas de muitos produtos derivados de
amido e no comportamento reolégico deste polissacarideo. A diminuicéo
da &gua livre na suspensao e seu fluxo restrito devido ao espago ocupado
pelos granulos inchados contribui para o aumento da viscosidade em
sistemas de aquecimento de amidos (SRICHUWONG et al., 2005). O
poder de inchamento é controlado basicamente pela estrutura da
amilopectina, composicdo e arquitetura dos granulos de amido (razdo
entre estrutura cristalina e amorfa) e componentes quimicos outros do
amido (SRICHUWONG et al., 2005), dai ser fundamental conhecer esta
propriedade para variedades de milho crioulo, a fim de atribuir-lhes as
melhores possibilidades de uso.

Singh et al. (2006), estudando milhos ceroso, doce e normal, reportaram
valores de poder de inchamento de 7,8 a 39,1 (g/g). Amidos de milho
ceroso apresentaram poder de inchamento entre 30,2 a 39,0 (g/g),
enquanto para os gendtipos de grdos doce e normal valores médios de
7,89/g e 15,2 a 15,6 g/g foram detectados, respectivamente. Os autores
justificam os resultandos em funcdo de que o milho ceroso tem maior
capacidade de adsor¢do de agua e, consequentemente, maior poder de
inchamento. Os valores inferiores de poder de inchamento observados
para 0os milhos doces devem-se aos seus maiores teores de amilose e
lipideos.

Freitas et al. (2004) comentam que o poder de inchamento representa a
perda irreversivel da organizacdo dos granulos, sendo um indicativo da
gelatinizacdo do amido (rompimento da ordem molecular dentro do
granulo) quando este é aquecido na presenca da agua e que a
gelatinizacdo é um processo de absorcao de energia pelo amido. Portanto,
0s baixos valores de poder de inchamento das VMC em estudo sugerem a
existéncia de fortes interaces de amilose e amopectina, e formacéo de
complexos de amilose/amilopectina com lipidios e proteinas na matriz,
de modo que maiores temperaturas sdo requeridas para o rompimento
destas ligagdes. As informagdes sobre o poder de inchamento sdo Uteis
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para 0 processamento do amido destas variedades crioulas na inddstria,
dependendo produto final desejado (i.e., produtos que exijam menor
entumescimento) uma vez que determina o comportamento da pasta do
amido.

5.3.4 Indice de solubilidade

O indice de solubilidade nas farinhas de milho variou significativamente
entre as geragdes FO e F1 de milhos crioulos (p<0,05), com amplitudes de
valores de 3,82% (LP-0) a 8,24% (RX-0) e 6,14% (MG-1) e 14,39% (LP-
1). As variedades hibridas mostraram-se semelhantes para esta varivel,
e.g., 8,04% (Fortuna) e 7,81% (BR SC 154). As diferencas detectadas nas
amostras das duas geracdes (FO e F1), assim como nas variedades
hibridas, sugerem que fatores genéticos e do ambiente podem ter afetado
as propriedades fisico-quimicas das farinhas e amidos das VMC.
Resultados similares foram encontrados por Taboada-Gaytan et al.
(2010) em populacdes de milhos hibridos analisadas ao longo de duas
gerac0es de cultivo.

Nunez-Santiago et al. (2004) relataram indices de solubilidades de
amidos de banana variando 14,12% a 17,08%, enquanto valores
inferiores (15,36% a 21,72%) foram descritos por Sandhu et al. (2005)
para amidos de milho derivados do cruzamento de duas linhagens.
Segundo estes autores, interagdes intramoleculares nos amidos afetam
significativamente sua solubilidade, bem como as discrepancias de
estruturas dos granulos daquele polissacarideo, conforme observado no
presente estudo (Figuras 13a e 13b). De fato, a reduzida solubilidade
encontrada para as amostras de amidos das VMC corrobora com os dados
do poder de inchamento observados, uma vez que estas duas variaveis
sdo intimamente correlacionadas.

De outra forma, indices elevados de solubilidade correspondem ao
lixiviamento da amilose. A reduc¢do na solubilidade de amidos com baixa
umidade e tratados com aquecimento indica a forte interacdo entre as
cadeias de amilose e amilopectina, as quais formam estruturas estaveis e
reduzem o lixiviamento das moléculas de amilose nos granulos de amido
(GOMES et al., 2005; ZAVAREZE et al., 2009; NWOKOCHA et al.,



2009). De acordo com Olayinka et al. (2008) e Tester e Morrison (1990),
a formacgdo de complexos amilose-lipidios pode ser responsavel pela
reducdo da solubilidade do amido. De acordo com Batista et al. (2010),
complexos amilose-lipideos sdo responsaveis por altas temperaturas
iniciais da pasta, baixo pico de viscosidade, maior resisténcia ao
cisalhamento e alta tendéncia a retrogradacdo. Portanto, os resultados
encontrados neste estudo indicam que as interaces intramoleculares dos
amidos das VMC sdo bastante fortes, fato que exige temperaturas
elevadas (>95°C) para o seu processamento.

5.3.5 Capacidade de retencdo de dgua

A capacidade de retencdo de agua das farinhas de milho situou-se entre
17,43% (R8C-0 e R8C -1) e 18,89% (PR-0 e PR-1), enquanto para as
variedades hibridas foi de 17,62% (Fortuna) e 17,44% (BR SC 154). No
entanto, ndo houve diferencas estatisticas significativas entre as
variedades estudadas (Tabelas 4 e 5), revelando certas similaridades dos
gendtipos crioulas, como o poder de inchamento e indice de solubilidade,
que se correlacionam com a varidvel em estudo. De fato, a baixa
capacidade de retengdo de agua indica que as moléculas no amido estdo
fortemente associadas, 0 que consequientemente resulta em baixo poder
de inchamento e solubilidade.

Valores da capacidade de retencdo de agua de 93,4% a 99,8% foram
relatados por Kaur et al. (2002) em amidos de batata, sugerindo perda das
interacBes amilose-amilopectina, assim como a formacdo de complexos
destes polissacarideos com fosfolipideos, resultando na alta capacidade
de retencdo de &gua. Na industria alimentar, produtos baseados no amido
como, por exemplo, farinhas de cereais sdo cozidos durante 0s processos
de extrusdo. No entanto, o conhecimento de seus comportamentos em
termos de capacidade de retencdo de agua é necessdrio para seu
processamento, uma vez que a escolha das condigdes 6timas de
processamento e a qualidade do produto final dependem das
caracteristicas reologicas destes materiais (DAUTANT et al., 2007;
BEUCHAT, 1977; IWUOHA; KALU,1995).
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Adebooye e Singh, (2008) e Sandhu et al. (2004) descrevem valores de
capacidade de retengdo de agua de 70-170% e 96-107% para feijdo caupi
e milho, respectivamente. De acordo com estes autores, as diferengas na
capacidade de retencdo de agua sdo atribuidas a estrutura dos granulos de
amidos dos genotipos estudados, similar ao observados para as VMC
(Figuras 13a e 13b). Os autores também referem que amidos de milho de
tamanho grande apresentaram alta capacidade de retencdo de agua,
guando comparados aos amidos de menor tamanho. Tal fato relaciona-se
as diferencas de disponibilidade de sitios de ligagdo da agua com
moléculas do amido. Portanto, os resultados deste estudo sugerem a
existéncia de fortes interacdes intramoleculares nos amidos das VMC, o
que requer temperaturas elevadas para o seu processamento. Ressalta-se,
adicionalmente, que a capacidade de retencdo de é&gua afeta a
gelatinizacdo do amido (requerendo maiores temperaturas para
gelatinizar) e reduz a viscosidade da pasta. Em funcgéo disto, os amidos
dos milhos crioulos em estudo deverdo, preferencialmente, ser utilizados
na elaboracéo de produtos onde essas caracteristicas sejam desejaveis.

5.3.6 Tamanho de granulos de amido

O tamanho dos granulos de amido determinado por microscopia
eletronica de varredura (MEV) variou de 4,80 um a 18,80 um (geracao
FO) e de 6,40 pum a 16,60 um (geracdo F1 e hibridas- tabelas 5 e 6). As
Figuras 13a e 13b mostram detalhes da morfologia dos granulos de
amido de algumas variedades crioulas e hibridas. Apesar do processo de
desengorduramento das amostras, foi possivel detectar na matriz das
micrografias a presenca de fibras, o que podera ter afetado negativamente
0 poder de inchamento e a solubilidade das amostras em estudo.



Figura 13a-Micrografias dos granulos de amido extraidos de grdos de
VMC. (a) variedade MG-0, (b) detalhe do formato esférico do granulo de
amido individualizado da variedade MG-0, (c) RJ-0, (d) detalhe do
formato elipsoide do granulo individualizado da variedade RJ-0. Barras =
(a, b) 10um; (c) 5um e (d) 2 um. As setas indicam a presenca de fibras
no material amostral.

As diferencas na solubilidade e poder de inchamento de amidos de fontes
botanicas diferentes podem ser também explicados pelas diferencas na
estrutura morfoldgica dos granulos de amidos (Figuras 13a, e 13b). Kaur
et al. (2002a, b) reportaram elevado poder de inchamento e baixa
solubilidade para amidos de batata com estruturas irregulares e tamanho
maior de granulo. De acordo com deWilligen (1976a, 1976b), granulos
de milho e trigo podem expandir em 30 vezes seu volume original sem
desintegrar, sendo que a amilose desempenha um papel importante na
restricdio do inchamento inicial, uma vez que este procede mais
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rapidamente apds a lixiviagdo daquela macromolécula. O aumento da
solubilidade e o concomitante aumento da clareza da suspensdo sao
vistos como sendo resultado do inchamento dos granulos de amido.

10kV  X5,000

| R o {5y 10k X1,000 10pm

Figura 13b-Micrografias de granulos de amido de gréos de variedades de
milhos crioulos e hibridos. (a) BR SC 154, (b) detalhe do formato
elipsoide do granulo de amido individualizado da variedade hibrida BR
SC 154, (c) RJ-0, (c) Fortuna, (d) RXE-1. Barras = (a, ¢, d) 10um; (b)
5um. As setas relevam a presenca de fibras no material amostral.

As discrepancias de solubilidade e poder de inchamento de granulos de
amido de fontes botanicas e genétipos sdo determinados, em alguma
extensdo, pela organizacdo e padrdo morfoldgico dos granulos daquele



polimero (Figuras 13a e 13b) e também pelas diferencas nos teores de
amilose e lipidios (Tabelas 4 e 5). De fato, o granulo de amido se torna
mais susceptivel a desintegracdo durante o processo de solubilizacdo e
expansdo, liberando maior quantidade de material soltvel durante sua
desintegracdo, i.e., lixiviagdo da amilose (SINGH et al., 2003).

De acordo com Gray e BeMiller (2004), os métodos microscopicos
fornecem evidéncias visuais dos sitios de reacdo nos granulos de amido,
ainda que o conhecimento detalhado das reagGes que ocorrem nestes
locais requeira métodos dedicados. Os primeiros sitios reativos nos
granulos de amido sdo as regifes amorfas. No entanto, a reologia da
dispersdo do amido depende da concentracdo de granulos, tamanho,
distribuicdo dos granulos, forma, deformagdo e das interagbes entre
granulos.

Genovese e Rao, (2003) demonstraram que o tamanho dos granulos
afetou a gelatinizacdo em milho ceroso e sugerem que especial atencdo
deverd ser dada durante o empastamento, uma vez que este processo
determina o inchamento e a integridade dos granulos de amido. O
aquecimento acima da temperatura de gelatinizacdo resulta na
desintegracdo dos granulos, causando diminuicdo no volume destes e
exsudacdo de seu conteldo interno, especialmente amilose, para a
suspensdo. No entanto, a elasticidade da rede de amilose gelatinizada
aumenta com o volume do granulo e sua dureza. Os resultados aqui
encontrados correlacionam-se com a gelatinizacdo dos amidos, poder de
inchamento, indice de solubilidade e capacidade de retengdo da agua,
sugerindo que o grau de desordem e as diferencas morfoldgicas dos
granulos de amido afetaram significativamente a reologia e as pastas dos
amidos das VMC. Em seu conjunto, estes resultados justificam, uma vez
mais, a importancia do conhecimento das caracteristicas das fracdes
macromoleculares da biomassa das VMC, especialmente no que se refere
a0 seu uso dedicado em &mbito industrial.

5.4 Propriedades térmicas de amidos

As temperaturas de gelatinizagcdo durante o aquecimento da suspensao
aquosa de amidos de milho, a saber: temperatura de inicio de
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gelatinizacdo (To), temperatura no meio (Tm) e final de gelatinizacdo
(Tc) sdo mostradas na tabela 6, enquanto seus termogramas em DSC sdo
apresentados nas Figuras 14a, 14b e 14c. To e Tc variaram de 67,15°C a
75,85°C e 72,64°C a 78,76°C, respectivamente. As variedades LP-0
(71,74°C), R8C-1 (75,85°C) e BR SC 154 (74,09°C) apresentaram
elevadas temperaturas de inicio de gelatinizagdo. Picos de gelatinizacdo
durante todo fluxo de aquecimento (desde 20°C) foram observados
apenas para as variedades LP-0, RJ-0 e MPA1-0 (37,50°C; 41,32°C;
42,78°C) com entalpias de gelatinizacdo de [8,37 mcal/g (0,035 J/g),
114,25 mcal/lg (0,47821 J/ig) e 51,01 mcal/g (0,21352 J/g)],
respectivamente. Esse fato ocorreu porque durante o aquecimento as
moléculas na regido amorfa do amido sofrem uma transicdo de fase
(sélido rigido — sdlido elastico). Acima dessa temperatura, ocorre fusao
completa dessas moléculas, passando a fase aquosa, um fenémeno
chamado transi¢do vitrea. De acordo com Mestres (1966), isto ocorre em
condicBes de baixa umidade (25% p/p), sendo este fendmeno importante
a retrogradagdo do amido. Cereda et al. (2002) comentam que amidos
apresentam areas cristalinas e amorfas, 0 que esta relacionado a presenca
de macromoléculas ramificadas e lineares. Areas cristalinas mantém a
integridade dos granulos, permitindo que ocorra o inchamento destes e a
ndo completa dispersdo das macromoléculas. Durante o aguecimento de
uma suspensdo aquosa de amido, as areas amorfas absorvem &gua
rapidamente e incham, porém a estrutura do granulo ¢ mantida em
alguma extensdo pelas regides cristalinas. Os granulos inchados sé&o
elasticos e responsaveis pela viscosidade das pastas. A transicdo vitrea
ocorre preferencialmente nessas regides por sofrerem mudancas de fases
mesmo a temperaturas baixas a de gelatinizagéo (Tg).

De acordo com Cereda et al. (2002), temperaturas de gelatinizacdo de
amidos nativos de milho variam de 62°C a 70°C, com entalpia media de
14 J/g. No entanto, o presente estudo revelou temperaturas acima destas,
fato que é explicado pela existéncia de fortes interagGes intragranulares
no amido, presenca de lipidios e ramificagBes de amilopectina, o que
requer temperaturas elevadas para a gelatiniza¢do. A ndo observancia dos
picos de gelatinizacdo pode ser devida ao teor de umidade das amostras
em estudo (30% de agua). Baixas temperaturas de gelatinizacdo refletem
fraca cristalinidade no amido, enquanto que altas temperaturas, conforme



observado neste estudo indica alto grau de cristalinidade das moléculas
(SINGH et al., 2009).

Tabela 6- Propriedades térmicas dos amidos de milho determinadas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC). To = Temperatura no inicio
de gelatinizacdo; Tc = temperatura no final da gelatinizacdo; Tm =
Temperatura no meio da gelatinizacéo.

Temperaturas de Gelatinizacdo

Variedade Inicio Meio Fim

To(°C) Tm (°C) Tc (°C)
LP-0 71,74 73,80 75,43
MG-0 69,96 71,74 73,34
MPA1-0 68,70 70,71 72,87
PR-0 69,03 74,01 78,21
R8C-0 69,26 71,25 73,41
RJ-0 70,84 73,92 76,80
RX-0 70,18 72,12 74,03
RXE-0 68,95 70,67 73.03
LP-1 74,51 76,88 78,76
MG-1 75,88 77,06 78,40
MPA1-1 67,23 69,88 72,64
PR-1 67,15 70,36 73,58
R8C-1 75,85 76,86 77,92
RJ-1 67,93 71,42 74,48
RX-1 66,10 69,73 73,62
RXE-1 66,72 68,95 73,49
BRSC154 74,09 76,42 78,73

FORTUN. 67,62 69,99 72,35
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Os resultados das propriedades térmicas dos amidos (Tabela 6) podem
também ser explicados pela estrutura e organizacao interna dos granulos
daquele polimero. Barichello et al. (1990), em estudo similar, observaram
que altas temperaturas de transicdo resultam do elevado grau de
cristalinidade do amido, o qual providencia uma estabilidade estrutural ao
granulo, tornando-o mais resistentes a gelatinizacdo. De acordo com 0s
mesmos autores, amidos com longas cadeias de ramificacdo da
amilopectina caracterizam-se por uma alta temperatura de gelatinizacéo,
conforme observado neste estudo. De fato, valores térmicos elevados sao
indicativos de maior requerimento energético para gelatinizar as longas
cadeias ramificadas de amilopectina. As diferencas entre cultivares
também podem ser atribuidas & presenca de regides cristalinas na
estrutura dos granulos de amido dessas variedades. As Figuras 14a, 14b e
14c mostram os endotérmas dos amidos de milho em estudo obtidas via
DSC revelando que as variedades apresentaram perfis similares durante o
aquecimento da pasta de amido.
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Figura 14-Termogramas de DSC dos amidos de milho obtidos em
suspensdao amido-agua de 30%. (a) amidos de grdos de variedades
crioulas - geracdo FO; (b) amidos de grdos de variedades crioulas -
geracdo F1 e (c) amidos de grdos de variedades hibridas.

Diferencas em temperaturas de gelatinizagdo nas variedades estudadas
podem também ser atribuidas a variedade e condi¢des do campo onde
foram cultivadas (CEREDA et al., 2002). Além disto, o teor de umidade
da biomassa amostral também afeta as temperaturas de gelatinizagéo.
Fredriksson et al. (1998) descreveram temperaturas de gelatinizagdo de
59,6°C a 64,4°C para milho ceroso, com 60% de umidade. De outra
forma, Shi e Seib, (1992) detectaram temperatura de gelatinizacdo de
67°C, para amostras de milho ceroso com teor de umidade de 75%. De
acordo com estes autores, a temperatura de gelatinizacdo é controlada
pelas regibes amorfas. Além disto, a temperatura de gelatinizacdo
mostra-se como funcéo direta dos teores de amilose (KNUTSON, 1990),
sendo também determinada pelo contetido de amido danificado e técnica
de isolamento do amido (FREDRIKSSON et al., 1998). Berski et al.
(2010) e Noda et al. (2005) detectaram amplitudes de valores de
temperatura de gelatinizagdo para aveia e batata de 60°C-65°C e 59,7°C-
67°C, respectivamente. Segundo estes autores a presenca de lipideos
influenciou para elevadas temperaturas de gelatinizacdo, outro fator que
pode ter levado as temperaturas encontradas neste estudo.
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5.5 Propriedades da pasta dos amidos de milho

Os dados das variaveis picos de viscosidade, temperaturas de
empastamento, temperaturas nos picos de viscosidade, quebra,
viscosidades finais e minimas e a retrogradacdo estdo sumarizados na
Tabela 7 assim como seus viscoamilogramas estdo representados nas
Figuras 15a, 15b, 15c. A temperatura de empastamento providencia uma
informacdo sobre a temperatura minima necessaria para cozinhar uma
amostra de farinha de milho. Os valores das temperaturas no pico da
viscosidade méxima das VMC situaram-se entre 68,7°C a 99,95°C.
Temperaturas mais elevadas ao empastamento dos amidos foram
detectadas para as variedades R8C-F1 (99,95°C), R8C-FO (99,05°C),
RXE-F1 (99,05°C) e RJ-F1 (94,5°C). De forma contréaria, as variedades
MPA1-FO (69,85°C) e RX-F1 (68,7°C) apresentaram 0s menores valores
daquela varidvel. Para as variedades hibridas, Fortuna apresentou
temperatura de empastamento de 91,60°C, diferindo em relagdo & BR SC
154 (75,95°C).

A retrogradacdo variou de 22 a 796 cP para as VMC, enquanto as
variedades hibridas apresentaram valores de 143cP (BR SC 154) e 211cP
(Fortuna). Comportamentos distintos de retrogradacdo foram detectados
para os genotipos crioulos em estudo entre as geragcbes FO e F1. Na
geracdo FO, os menores valores de retrogradacdo foram detectados para
as variedades LP (76cP) e RX (99cP), enquanto tal comportamento foi
observado na geragdo F1 para os genotipos RX (22cP) e MPA1(169cP).

A temperatura na subida da viscosidade foi similar para todas as
variedades, com valores em torno de 49°C. Por sua vez, valores
superiores de viscosidade foram detectados para as variedades MG-FO
(343cP), R8C-FO (212cP) e LP-FO (200cP). Na geragdo F1,
comportamento semelhante foi novamente observado para as variedades
R8C (227cP) e LP (217), enquanto RX (247cP) destacou-se pelo maior
valor de viscosidade da pasta de amido. Variedades hibridas
apresentaram baixas viscosidades relativamente ao material crioulo.



Tabela 7. Caracteristicas funcionais da pasta dos amidos de grdos de
milho de variedades crioulas (geracfes FO e F1) e hibridas. Temperatura
de empastamento - Tp (°C), temperatura na subida da viscosidade - Tpy
(°C), pico da viscosidade - Vp, em centiPoise (cP) , Quebra (cP,
calculada como viscosidade pico-viscosidade minima), Vf, Viscosidade
final (cP), Retrogracéo (cP, calculada como viscosidade final-viscosidade
minima), e Vmin, viscosidade minima na manutenco a 95°C, expressa
em (cP).

Propriedades da pasta dos amidos

Te’np_e'atua Temperatura Pico de Viscosidade Viscosidade — Cuebra Betrogra-

no pico de

vizcosidade Ma subida da

maxima viscosidade viscosidade final minima dacdo

Variadade {°C) °C) [cP) (cP) (cP) (cP) (cP)
MPA1-0 69,85 48,85 193 125 12 181 113
PR-0 B7.95 48,05 188 228 ar 151 191
Me-0 91,60 48,75 343 291 12 231 179
LP-0 69,90 48,85 200 125 48 151 76
RBC-0 95,05 48,80 212 772 94 18 578
RdJ-0 75,15 48,20 179 448 103 76 343
RXE-0 74,70 48,05 188 176 36 152 140
RX-0 79,95 43,05 212 145 46 166 99
MPA1-1 B7.60 49,05 191 224 558 136 169
PR-1 69,55 48,80 188 374 77 111 297
MG-1 92,50 49,05 2 687 180 21 517
LP-1 86,85 48,70 217 271 70 147 201
RBC-1 98,85 48,85 227 826 197 30 796
RJ-1 94,50 48,00 175 318 50 125 268
RXE-1 99,05 48,10 180 484 105 85 379
RX-1 68,70 48,70 247 105 83 164 22
FORT 91,60 49,05 170 251 40 130 211
BR SC 154 75,95 48,95 177 159 18 161 143

A viscosidade das pastas de amidos de cereais é determinada
principalmente por fosfolipideos que formam complexos com moléculas
de amilose, retardando ou mesmo impedindo o inchamento dos granulos.
No entanto, outros efeitos estdo relacionados a baixa solubilidade da
amilose, tais como retardamento no empastamento e a limitada formacéo
do gel de amido e o poder de inchamento (BERSKI et al., 2011). Os
resultados aqui encontrados estdo de acordo com relatos prévios em
milho normal e ceroso (SHIRAI et al., 2007). As Figuras 15a, 15b e 15¢
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representam os amilogramas de viscosidade durante o aquecimento da

pasta a diferentes temperaturas em visco analisador rapido.
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Figura 15-Curvas de viscosidade das pastas de amidos de milhos
crioulos das geracBes FO (a) e F1 (b) e de variedades hibridas (c),
determinadas em visco analisador rapido (RVA), utilizando-se uma
suspensdo com amido-agua (30%).



O perfil dos viscoamilogramas (Figuras 15a, 15b, 15c) revelou alguma
similaridade de comportamento viscoelastico para as amostras das duas
geracBes das VMC e também para as variedades hibridas. Blazek e
Copeland (2008) referem que amidos cerosos produzem dispersdes
altamente gelatinosas durante o cozimento e formam géis suaves e leves.
Ao contrario, proporcles elevadas de amilose contribuem para o
endurecimento e firmeza de géis de amido. Em géis constituidos
basicamente de amilose, a interacdo entre moléculas envolve a formacgéo
de cadeias agregadas as duplas hélices. O aumento destas agregagdes na
rede de amilose (gel) influencia a dimensdo da rede do amido. Em
amidos com baixo a médio teor de amilose, a amilopectina desempenha
maior papel na rede de amido. A medida que o teor de amilose cresce na
dispersdo, aumenta a viscosidade desta, (BLAZEK; COPELAND, 2008;
CEREDA et al., 2002), conforme observado para algumas das VMC
neste estudo. Baixas temperaturas de empastamento (i.e., MPA1-0, MG-
0, RX-1, PR-1) representam um potencial favoravel das matérias-primas
das VMC a producdo de alimentos de preparo instantaneo como
macarrdes, sopas e sobremesas (i.e., pudins). As caracteristicas
viscoelasticas das VMC também determinam o potencial de aplicacdo do
amido. Os amidos de cereais em geral sdo mais consistentes, opacos e de
viscosidades mais baixas do que de tuberosas, e sdo usados na elaboracéo
de sobremesas. A quebra representa a fragilidade dos granulos inchados
por acdo do calor e agitacdo mecéanica. No entanto, as variedades de
milho que revelaram alta viscosidade (Tabela 9) podem ser usadas em
substituicdo do amido da batata (mais caro e pouco disponivel) na
indUstria, assim como aqueles com baixa viscosidade poderdo ser usados,
dependendo das caracteristicas do produto desejado.

5.6 Espectroscopia vibracional de infravermelno médio com
transformada de Fourier (FT-IR)

Os resultados da andlise das farinhas de milho por FT-IR estdo
sumarizados nas Figuras 16a, 16b e 16¢ para as variedades da FO, F1 e
hibridas, respectivamente. A anélise destes espectros mostra a presenca
de diversos compostos do metabolismo primério (fingerprinting), e.g.,
proteinas, lipideos, amilose e amilopectina, bem como bandas oriundas
de metabolitos secundérios (i.e., fendlicos, terpendides).
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Figura 16a-Perfil espectral de infravermelho médio (FT-IR, 3000-600
cm’) de farinhas de variedades crioulas de milho — geracéo FO.

As bandas de maior intensidade representadas nas figuras 16a, 16b e 16¢
estdo relacionadas com amilose e amilopectina. A presenca de proteinas
pode ser encontrada nas bandas 1235, 1245, 1655, 1665, 1670, 1675 e
1685 cm™. Lipideos podem ser relacionados as bandas de 800-1100,
1266, 1300, 1444, 1660, 1670, 1750, 2850, 2885, 2940, 2970 cm™
(SCHULZ; BARANSKA, 2007). A andlise dos espectros permitiu
detectar que a maioria das bandas encontra-se na regido de fingerprinting
(700-1500 cm™), havendo grande similaridade de perfis entre as
variedades da FO. A Tabela 8 mostra as bandas de maior intensidade e 0s
compostos relacionados, conforme relatado por Schulz e Baranska (2007)
e Downey, (1998). De acordo com estes autores, terpendides como o -
caroteno e a luteina podem ser identificados em 1140-1150 cm™, fato
observado para todas as variedades em estudo (Tabela 8).
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Tabela 8-Classes de compostos detectados nos espectros de FT-IR
(3000-600 cm’) de farinhas das variedades crioulas de milho, geragéo FO.

Humearo
da

Composio  Variedade ondas (1/am)

LP-0 2433 Lipideas RAC-0 2022 Lipidaos
el Lipidmat ZE52 Lipidacs
1642 Pratairag 1744 Aminsasidot
1128 Tearpanaicass 1846 Pralsinas
176 Lipidmat 1148 Tarpanrgicets
4582 AMNUAP 1078 Lipidacs
430 Arinoasicot g3z ANAE
MG-0 2932 Lipideas [ 2520 Lipidaos
el Lipidmat ZE52 Lipidacs
1722 Arinoasicos e Aminsasidos
1628 Pratainas 1828 Prat@inss
11=8 Terparaidas® 1148 Terpanoicass
{176 Lipideas 1078 Lipidacs

d52 AWVAP 34 AMAP

MPAT-D 2924 Lipideas RAX-C 2e22 Lipidacs
2R%0 Lipideat 2E32 Lipidacs
722 Arinoasicos Taz Aminsasido
1638 Pratainas B2 Pratminss
2R L5
7] ove

PR-O 2924 Lipideas RXE-Q 2e22 Lipigacs
282 Lipideas 2E52 Lipidaos
1722 Arinoasicos e Aminsasidos
165} Pratainas 1828 Pratminss
1258 Eazarcsa 1148 Terpanoizass
11=8 Terpanaidess 1076 Lipidaos
L] Lipideas 32 AMIAP

g5 AWVAP

AM = Amilage, AP = Amilopacting
# [-Carotena & Luteina
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Figura 16b-Espectros de infravermelho médio (FT-IR, 3000-600 c¢cm’)
de amostras de farinhas de variedades crioulas de milho (F1).
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Tabela 9-Bandas caracteristicas e seus compostos representantes em

FT-IR (SCHULZ; BARANSKA, 2007).

Matandiicg Composio Banda caracteristica Srupamenics Lncionais
Mationina L5
ali:}
BaH
0os
14001530 et in]la]
170801 P50 [CaO10H
Proiginas 1655 COMH [Amida)
1278 COMH [&mida)
Esrunra anteoarakea 1570 COMNH [Amida)
Esruiwra soivatada 1555 COMH [Amida)
12458 COMH [&mida)
Esrunra ndo lgada a k-] COMH [Amida)
hidroganic 1235 COMH [Amida)
Lipidacs 0= [Eomtl
{CH3
ICHE
{CH3]
(CHZ]
(% s ]
{CmCh rans

Monxssanaridecs

Paollssacaridecs

FMakose

Calonicsa
Femicalulose
Amiose @

&miopacting

Tarparics

Lunigira

qEz4 11E7, 1003, 1004

Fantlicas

Enmiociannas

S0C, TE0, BOC, 900, 320

1250, 1180
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Tabela 10-Classes de compostos detectados nos espectros de FT-IR
(3000-600 cm’) de farinhas das variedades crioulas de milho, geragdo
F1.

Numero
Numero de de
ondas
ondas (1/cm) Composto  Variedade (1/cm)

LP-1 2920 Lipideos RBC-1 2822 Lipideos
2852 Lipideos 1148 Terpanoidesd
1744 Aminoacidos 1076 Lipideos
1148 Terpanaidas# 594 ANAR
1076 Lipideos
996 AM/AP

WG-1 2920 Lipideos RX-1 2822 Lipideos
2852 Lipideos 2852 Lipidenas
1742 Aminoacides 1744 Aminoacidos
16348 Protainas 1645 Protainas
1148 Terpanaidos 1148 Terpanoides#
1076 Lipideos 1074 Lipideos
994 AM/AP 394 AMIAP

MPAT.1 2922 Lipideos RXE«1 2920 Lipideos

2852 Lipideos 2852 Lipideas
1744 Aminoacidos 1642 Protainas
16456 Protainas 1148 Terpanoides#
1148 Terpenaidas# 1076 Lipideos
1076 Lipideos 394 AN/AP
992 AM/AP

PR-1 2922 Lipidecs
1648 Protainas
1148 Terpanaidos
1076 Lipideos
994 AM/AP

# [-Caroteno e Luteina AM = Amilogse, AP = Amilopectina

A analise dos perfis espectrais de FT-IR (Figuras 16a, 16b, 16c) revelou
similaridade de composi¢do quimica das amostras de farinhas das
variedades crioulas, assim como das variedades hibridas. Porém, néo
raro, a analise visual dos espectros de FT-IR ndo permite a extragdo de
guantidades maximizadas de informagdes, de modo que a adocdo de
técnicas estatisticas multivariadas (analises de cluster, de fator
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discriminante e de componentes principais, por exemplo) possibilita um
entendimento mais detalhado das eventuais discrepancias e/ou
similaridades existentes no conjunto de dados espectrais.

S&0 escassos os trabalhos relatados na literatura sobre andlises de FT-IR
em variedades crioulas de milho. Os resultados encontrados neste estudo
estdo de acordo com aqueles reportados previamente por Kuhnen
(2007). Os gendtipos apresentaram um perfil de bandas semelhantes, o
que sugere similaridades de composicdo quimica. Os picos de maior
intensidade detectados neste estudo, e.g., 900-1300 cm™, se referem &
presenca de amilose, amilopectina, amido, celulose e pectina, lipideos
(2851-2920 cm™) e proteinas (1400-1500 cm™). Estes resultados s&o
confirmados pelas analises histoquimicas e fisico-quimicas das VMC
em estudo.

5.7 Analise de componentes principais (PCAS)

Neste estudo a analise de componentes principais foi usada para
comparar o conjunto de dados espectrais de infravermelho (FT-IR). A
analise de componentes principais € um dos mais versateis métodos
quimiométricos, por reduzir a dimensionalidade dos dados e preservar a
variancia sem a necessidade de muito conhecimento da definicdo dos
dados (ERIKSSON et al., 2001). A aplicacdo de PCAs neste estudo para
fins de andlise do perfil metabdlico primario (fingerprinting) permitiu
uma separagdo clara entre as variedades crioulas e hibridas, a partir do
calculo dos componentes principais 1 (PC1l) e 2 (PC2), conforme
demonstrado na Figura 16d. Grande parte da variabilidade dos dados
pode ser explicada por PC1 (66%), comparativamente ao PC2 (15%), no
entanto, ambos expressaram 81% do total da varidncia dos dados
espectrais de FT-IR. As variedades crioulas da geracdo F1 e hibridas
agruparam-se em PC1 negativo, contrariamente ao observado para
VMC-FO (PC +), exceto para o genétipo MG-0. De fato, a discriminagéao
dos gendtipos ocorreu majoritariamente ao longo de PC1, ainda que
MPAZ1-0 (PC1 +/PC2 +) e LP-0 (PC1 +/PC2 -) tenham apresentado uma
composi¢do quimica singular em relagdo aos demais gendtipos em
estudo. N&o foi possivel determinar as bandas espectroscépicas que
causaram a tal separacdo entre as variedades em estudo, requerendo um
estudo ainda mais minucioso.
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Figura 16d-Distribuicdo fatorial dos componentes principais (PC1 x
PC2), calculados a partir dos dados espectrais (FT-IR, 3000 — 600 cm’)
de farinhas de variedades crioulas (FO e F1) e hibridas de milho.






6 CONCLUSOES

No presente trabalho analisou-se o perfil de metabolitos primarios
(proteinas, lipideos e amido) de grdos de VMC, via técnicas
histoquimicas e espectroscOpicas, assim como se procedeu a
caracterizagdo fisico-quimica, térmica e da pasta dos amidos e farinhas
daqueles gendtipos, permitindo concluir que:

a)

b)

d)

€)

f)

As amostras de grdos das variedades FO reagiram mais
intensamente em relagdo as amostras da geracdo F1 e hibridas,
perante azul de Toluidina, acido periddico de Shiff e azul
brilhante de Coomassie, sugerindo a ocorréncia de maior teor
de polissacarideos acidos, amido, celulose e proteinas naquele
material.

Variedades da FO apresentaram elevados teores de proteinas,
em geral superiores a aqueles relatados na literatura e podem
ser explorados na geracéo de derivados ricos em proteinas.

A anédlise das farinhas de milhos crioulos e de variedades
hibridas, via FT-IR e quimiometria, revelou a presenca de
proteinas, lipideos, amilose e amilopectina, celulose, como
maiores bandas espectrais. No entanto, foi notéria nas bandas a
presenca de varios outros polissacarideos; compostos do
metabolismo secundario (ex: fendlicos, terpendides), fato que
nos leva a concluir que este material crioulo possui uma
diversidade quimica bastante vasta de compostos do
metabolismo primario, que podem ser explorados na industria
agroalimentar.

As biomassas das VMC apresentaram baixos valores de poder
de inchamento, indice de solubilidade e capacidade de retencédo
de agua das farinhas.

Os genotipos crioulos MG-0, MPA1-1, LP-1, RXE-1 mostram-
se como fontes de apreciaveis de lipideos.

O tamanho de granulos de amido foi bastante heterogéneo nas
variedades de milho, com predominio de granulos arredondados
e com presenca de fibras na matriz.
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9)

h)

)

K)

Conteldos superiores de amilose foram encontrados para as
variedades Fortuna, R8C-0 e RJ-0, revelando o potencial
diferenciado daqueles gendtipos com fontes daquele
polissacarideo as inddstrias afins, e.g., geracdo de novos
produtos ou modificacdo estrutural quimica para determinados
fins alimentares, cosméticos e/ou farmacéuticos.

A andlise da calorimetria diferencial de varredura revelou
baixas temperaturas de empastamento para as variedades MPAL
e RXE da FO e valores elevados foram observados para LP-0 e
RJ-0. Amidos com baixa temperatura de empastamento podem
ser usados para processamento de alimentos de rapido
cozimento, um aspecto de interesse industrial, especialmente na
elaboracdo de alimentos de preparo rapido.

Variedades RJ, RXE, PR da FO exibiram menores viscosidades,
sugerindo reduzido peso molecular das macromoléculas.

Variedades RJ e R8C (F0) apresentaram maior tendéncia a
retrogradacdo. No geral, as variedades F1, apresentaram maior
retrogradacdo, caracteristica dos amidos nativos. Dependendo
do caso, amidos com alta retrogradacdo podem constituir um
problema no armazenamento, principalmente quando o produto
passa por ciclos de congelamento e descongelamento.

Tanto amidos e farinhas das variedades FO, F1 e hibridas
apresentaram  algumas  caracteristicas  desejaveis (alta
viscosidade, baixa temperatura de empastamento, elevado teor
de lipideos assim como teor médio de amilose) e podem ser
usados para a obtencdo de alguns produtos na industria (Paes,
pudins, sobremesas), fato que pode agregar mais valor, mais
aplicabilidade e gerar novas perspectivas de uso destas
variedades crioulas de milho e incentivo ao pequeno agricultor
gue vem desenvolvendo essas variedades ao longo de décadas.
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CAPITULO 2

Anélise do perfil metabdlico secundario (carotendides, antocianinas e compostos
fendlicos) de oito variedades crioulas de milho (Zea mays L.).

1 INTRODUCAO

A vida humana depende das plantas. Para além dos nutrientes basicos
como proteinas, gorduras e carboidratos, as plantas sdo fontes de
farmacos, cosméticos, ingredientes de alimentos, agroquimicos,
aromatizantes, inseticidas e pigmentos, por exemplo. Tais compostos
(e.g., acidos fenolicos, antocianinas e carotenoides), usualmente de
baixo peso molecular e supostamente ndo essenciais & sobrevivéncia das
plantas, conferem vantagens ecoldgicas ao vegetal e sdo designados
metabolitos secundarios. De fato, uma forte relacdo entre o metabolismo
secundario e a defesa das plantas é bem estabelecida. Os vegetais
respondem ao ataque de patdgenos, insetos, herbivoros e outros fatores
bidticos e abidticos ativando uma cascata de mecanismos de defesa,
incluindo a biossintese de metabdlitos secundarios como fitoalexinas,
respostas hipersensitivas e barreiras estruturais de defesa (i.e., deposi¢do
de lignina na parede celular), entre outras (VASCONSUELO;
BOLAND, 2007).

Evidencias tém se acumulado de que o0s metabdlitos secundarios
desempenham fungdes vitais nos mecanismos de sinalizacdo e defesa
vegetal, sendo que a exploracdo biotecnoldgica destes compostos é de
importancia as indUstrias agroalimentar, agroquimica, farmacéutica e de
cosmeticos, por exemplo (WINK, 1999).

Diversos trabalhos sobre a determinacdo de perfis metabdlicos
(metabolémica) com aplicacdo em nas areas farmacéutica, alimentar e
agroquimica, e.g., tém sido realizados nos ultimos anos, buscando a
descoberta de novos genes, a elucidacdo de rotas metabdlicas, a
obtencdo de novos farmacos, a correlagdo com patofisiologias, a
identificacdo de marcadores bioldgicos de toxicidade e a diferenciagéo
de variedades selvagens daquelas modificadas geneticamente (WINK,
1999). Neste contexto, a geracdo de informacgdes precisas sobre a
composicdo quimica de variedades crioulas de milho é relevante, tanto
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no que se refere a determinacdo do potencial destes genétipos como
fonte de compostos de interesse a salde humana, quanto em pesquisas
epidemioldgicas que relacionam a dieta humana com a prevengao ou a
ocorréncia de doencas. Cereais sdo matrizes complexas contendo
compostos bioativos (e.g. carotendides, antocianinas e compostos
polifendlicos), alguns dos quais sdo largamente acreditados conferir
propriedades protetoras a satde humana (GRANADO et al., 2001).

De acordo com Oliveira et al. (2009), o efeito protetor daqueles
compostos é atribuido a sua atividade antioxidante decorrente de suas
habilidades na complexagdo com metais, seqiiestro de radicais livres e
decomposicdo de perdxidos. A expansdo do conhecimento sobre o efeito
desses compostos na saude, combinado com a idéia de que produtos
sintéticos podem ser prejudiciais & homeostase fisioldgica, tem
estimulado a investigacdo no campo dos antioxidantes naturais. Uma
das opg¢des mais efetivas é a exploracdo de compostos bioativos de
plantas que podem ser usados nas indUstrias farmacéutica, cosmética e
agricola (OLIVEIRA et al., 2009). Vantagens econdmicas podem advir
da exploracdo desses compostos por inddstrias alimentares locais, assim
como através da suplementacdo da dieta do pequeno agricultor ou de
populacBes carentes com nutrientes de baixo custo e produzidos em
sistemas de reduzido impacto ecoldgico, i.e., variedades crioulas de
milho.

Estudos epidemiolégicos sugerem uma relacdo inversa entre 0 consumo
de alimentos ricos em metabdlitos secundarios e a incidéncia de doencas
crbnicas e degenerativas incluindo as doencgas cardiovasculares,
desordens do trato urinario e varios tipos de cancer (POZO-INSFRAN
et al., 2007). Diversos estudos relatam a ocorréncia e a diversidade de
estruturas quimicas destes compostos em gendtipos de milho. No
entanto, sdo escassos o0s estudos relacionados aos gendtipos de milhos
crioulos. Assume-se que a andlise destes metabdlitos em VMC ¢
relevante, podendo gerar perspectivas de uso e ampliar as possibilidades
de preservacdo destes genotipos ricos em diversidade quimica e
bioldgica.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais
a) Determinar o perfil metabdlico secundario de oito
variedades crioulas de milho (Zea mays L.), com énfase em
compostos carotenoidicos, antocianicos e (poli) fendlicos.
2.2 Objetivos especificos
a) Extrair e quantificar os compostos carotenoidicos, antocianicos
e fenodlicos em amostras de grdos, folhas e flores femininas de

genotipos de milhos crioulos;

b) Determinar o perfil cromatografico de carotendides de gréos
das variedades crioulas em estudo;

c) Analisar o efeito do cozimento sobre o rendimento de extracdo
de carotendides de farinhas de milho crioulo






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Metabolitos secundarios

Em habitats naturais, as plantas estdo rodeadas de uma enorme
guantidade de potenciais inimigos. Por sua natureza séssil, as plantas
ndo tém como evitar a acdo de herbivoros e patégenos simplesmente por
uma fuga, protegendo-se por outros mecanismos, i.e., sintetizando uma
grande quantidade de compostos organicos que parecem ndo
desempenhar uma funcdo direita no crescimento e desenvolvimento.
Tais substancias sdo conhecidas como metabdlitos secundarios,
produtos secundarios ou naturais, ndo apresentando uma funcgdo
reconhecida nos processos de respiracdo, transporte de solutos, sintese
de proteinas, carboidratos e lipidios e na assimilacdo de nutrientes
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Metabdlitos secundarios diferem dos metabolitos priméarios por sua
distribuicdo restrita no reino vegetal. Estes sdo encontrados
particularmente em algumas espécies de plantas, ou em grupos
especificos de espécies, enquanto os metabdlitos primarios ocorrem em
todo reino vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2009). A Tabela 1 ilustra algumas
diferencas entre os metabolismos primério e secundario.
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Tabela 1°- Caracteristicas diferenciais do metabolismo primério e
secundario vegetal

Metabolismo primario

Genes com alta estringéncia, controlando
fungdes essenciais
Importante no crescimento e desenvolvimento
do individuo
Indispensavel
Universal
Uniforme
Conservativo

Metabolismo secundario
Genes com alta plasticidade controlando
funcdes sob pressao de selecdo causada por
mudancas continuas do ambiente
Importante na interagdo do individuo com o
ambiente
Dispenséavel para o
crescimento e
desenvolvimento
Indispensavel para a
sobrevivéncia no ambiente
Unicos
Diversos
Adaptativos

“Adaptado de Hartmann (2007).

Nos anos 50, os metabolitos secundarios eram tidos como originarios de
erros metabdlicos ou produtos de detoxificagio (HARTMANN, 2007).
Além disto, durante décadas (e.g., 1950 a 1980) os aspectos funcionais
dos metabdlitos secundarios foram negligenciados pelos fitoquimicos e
fisiologistas vegetais. Esta visdo mudou com o aumento dos
conhecimentos de bioquimica do metabolismo secundario. Apesar dos
metabdlitos secundarios serem dispensaveis ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, seus componentes podem ser continuamente
modificados e adaptados & demanda das mudangas continuas da pressao
de selecdo ambiental, conforme descrito na Tabela 1 (HARTMANN,
2007).
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De acordo com Verpoorte e Memelink (2002), o metabolismo
secundario vegetal tem multiplas fungdes durante o ciclo de vida da
planta. Tais funcBes podem ser classificadas como mediadores na
interacdo das plantas com o ambiente, tais como planta-inseto, planta-
microorganismo e interacdo planta-planta. A producdo de metabdlitos
secundarios é parte do sistema de defesa da planta como, por exemplo, a
producdo constitutiva de compostos contra herbivoria, i.e.
fitoanticipinas, e a producdo induzida de fitoalexinas. O metabolismo
secundario também desempenha papel na reproducdo de plantas,
atraindo polinizadores e modulando a fertilidade masculina. Além disto,
metabolitos secundarios determinam aspectos importantes na qualidade
da alimentagdo humana (sabor, cor e aroma) e na ornamentagdo, uma
vez que muitos pigmentos de tecidos vegetais (flores, frutos, folhas)
pertencem aquela classe de compostos. Por fim, um ndmero
significativo de metabdlitos secundarios tem sido usado na producdo de
medicamentos, corantes, inseticidas, aromatizantes e fragrancias, sendo
também de interesse aos programas de melhoramento genético vegetal
por métodos classicos e via engenharia genética (VERPOORTE;
MEMELINK, 2002).

Para Kutchan e Dixon (2005), os metabélitos secundarios formam um
grande reservatério de diversidade quimica natural, sendo que o0s
multiplos niveis com os quais a planta se comunica com outros
organismos (e.g., competicdo ou sinergismo), decorrem, em alguma
extensdo, da variedade funcional encontrada nas distintas estruturas
guimicas dos metabolitos secundarios. A demanda da dindmica do
ambiente confere uma plasticidade natural ao metabolismo secundario e
conduz a uma evolucédo da diversidade genética (KUTCHAN; DIXON,
2005).

Durante a evolugdo das plantas, o pool adaptativo de metabdlitos
secundarios aparentemente forneceu um reservatorio de compostos, 0s
quais atingiram funcfes primarias como fitohormonios e compostos de
sinalizacdo metabodlica (Tabela 2). Recentemente, foi demonstrado que
mesmo os flavondides que séo tidos como compostos que desempenham
fungdes ecoquimicas, também apresentam funcBes primarias (i.e.,
reguladores de crescimento) (HARTMANN, 2007).

Do ponto de vista humano, os metabdlitos secundarios tém sido
utilizados ha séculos para maultiplos propositos, e.g., drogas
alucindgenas, estimulantes, antibidticos, anti-inflamatdrios, pigmentos,
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aromatizantes, fragrancias e inseticidas. Nos Ultimos anos, o interesse no
metabolismo secundario vegetal é crescente, sendo que muitas pesquisas
tém sido conduzidas na &rea da nutricdo humana, principalmente
tomando-se em conta que o consumo destes metabolitos podera ter
impactos positivos na prevengdo de doencas como o cancer, disfuncbes
cardiovasculares e outras patofisiologias cronicas. Neste contexto,
estimular 0 aumento dos conteldos de compostos secundarios nos
tecidos vegetais das plantas, extrai-los, identifica-los e processa-los de
forma adequada tem sido um desafio constante da biotecnologia vegetal,
com recursos a engenharia metabélica (AHARONI; GALILI, 2010).

Tabela 2"-Metabélitos secundarios com funcdes priméria e secundaria
no metabolismo vegetal.

Metabolismo primério

Genes com alta estringéncia, controlando fungdes essenciais
Importante no crescimento e desenvolvimento do individuo
Indispensdvel
Universal
Uniforme
Conservativo
Metabolismo secundério
Genes com alta plasticidade controlando fungdes sob pressio de selegio
causada por mudancas continuas do ambiente
Importante na intera¢io do individuo com o ambiente
Dispensdvel para o crescimento e desenvolvimento
Indispensdvel para a sobrevivéncia no ambiente
Unicos
Diversos

Adaptativos

“Adaptado de Hartmann (2007).

A rede metabdlica das plantas é bastante extensa e, para além da
produgdo de metabolitos primérios, os vegetais sintetizam uma vasta
diversidade de metabolitos secundarios, estimando-se em cerca de
200.000 o conjunto total de compostos conhecidos até o0 momento, com
incrementos anuais da ordem de 4.500 novas estruturas quimicas
(AHARONI; GALILI, 2010). As principais classes de metabdlitos
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secundarios podem ser sumarizadas em 3 grupos (Figura 1), a saber:
compostos fendlicos, terpenos ou isoprendides e compostos contendo
nitrogénio (alcaldides) ou enxofre (glicosinolatos). Tais compostos sdo
sintetizados a partir de vias do metabolismo primario, incluindo a
glicolise, o ciclo dos &cidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) e a via das
pentoses-fosfato, tendo como precursores aminoécidos alifaticos e
aromaticos. A Figura 1 mostra de forma simplificada as rotas envolvidas
na sintese de metabolitos secundarios e suas interconexfes com o
metabolismo primario (AHARONI;GALILI, 2010; TAIZ; ZEIGER,
2009).

| o |

Aminodcidos
aromudticos

|

Compostes secundirios
nitregenados

* - L
e Compostos fendlicos Terpenas

Figura 1-Visdo simplificada das principais vias de sintese de
metabdlitos secundarios e suas relagbes com o metabolismo primario.
Adaptado de Taiz e Zeiger, (2009).
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3.1.1 Terpenos

Os terpenos constituem a maior classe de metabolitos secundarios, tendo
como precursores o acetil-CoA ou intermediarios da via glicolitica.
Todos os terpenos sdo derivados da unido de cinco elementos de
carbono, constituintes da estrutura basica do isopreno (Figura 2), sendo
geralmente insollveis em agua.

H.C
TTCH— CH=CH,
H, 0%
Figura 2-Estrutura basica dos terpenos (unidade isoprénica ou
isopentano).

A rigor, o isopreno € um composto quimico cuja ocorréncia no meio
celular, i.e. equivaléncia bioquimica, refere-se ao isopentenil pirofosfato
(IPP). Os terpendides sdo classificados em funcdo do ndmero de
unidades de cinco carbonos (C5) que possuem, embora algumas vezes
extensas modificacGes metabolicas possam dificultar a identificacdo dos
residuos originais isoprénicos. Desta forma, sdo designados como
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (> C40). Sua
biossintese ocorre a partir de duas rotas (Figura 1), a via do &cido
mevalbnico e a via do metil-eritritol fosfato (MEP) (TAIZ; ZEIGER,
2009).

Alguns terpenos tém funcdo bem caracterizada no desenvolvimento
vegetal, podendo ser considerados como metabdlitos primérios (Tabela
2). Por exemplo, as giberelinas, um importante grupo de hormoénios
vegetais, sdo diterpenos, enquanto os brassinosterdides, outra classe de
hormonios vegetais, originam-se dos triterpenos. De forma similar, os
esterdis sdo derivados triterpénicos e componentes essenciais das
membranas celulares. Os carotenoides, de cores vermelha, amarela e
alaranjada, sdo tetraterpenos que atuam como pigmentos acessorios na
fotossintese, protegendo o aparato fotossintético contra a fotoxidacéo.
Por sua vez, o &cido abscisico € um hormonio sesquiterpenoidico
produzido pela degrada¢do de um precursor de carotendide (TAIZ;
ZEIGER, 2009). A Figura 3, mostra de forma resumida a sintese dos
terpenos.
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Figura 3- Biossintese de terpenos. O isopreno, precursor comum dos
compostos terpenoidicos € representado como uma unidade bésica de
isopentenil pirofosfato (IPP), a forma metabolicamente relevante. A
condensacao de duas unidades de IPP forma o geranil pirofosfato (GPP),
0 qual é precursor dos monoterpenos. A adi¢do de mais uma unidade de
IPP forma o farnesil pirofostato (FPP), o qual origina os sesquiterpenos.
O alongamento da cadeia carb6nica com a adi¢do de mais uma unidade
de IPP ao FPP origina o geranilgeranil pirofosfato (GGPP), precursor
dos diterpenos. A ligacdo de duas unidades de FPPs da origem aos
triterpenos. De modo semelhante, sdo necessérias duas unidades de
GGPP para a sintese de um tetraterpeno (PEREZ, 2010; TAIZ, ZEIGER
2009).

Diversos efeitos biolégicos de compostos terpenoidicos sdo conhecidos
como, por exemplo, os piretréides (ésteres de monoterpenos),
encontrados em folhas e flores de Chrysanthemum spp, apresentam
potente atividade inseticida. Os Oleos essenciais (misturas de
monoterpenos e sesquiterpenos volateis) conferem aroma caracteristico
e repelente de insetos as folhas de algumas espécies (e.g., horteld, limao,
orégano). Os limondides (terpenos ndo volateis -triterpenos), pelo seu
sabor amargo sdo inibidores de forrageio de insetos), enquanto as
fitoecdisonas interrompem os processos de desenvolvimento do inseto
(ecdisse) e constituem defesa contra nematédeos parasitas. Os
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cardenolideos e as algumas saponinas (triterpenos) possuem sabor
amargo e apresentam elevada toxicidez aos animais superiores, inibindo
a herbivoria. Em humanos, os cardenolideos apresentam efeitos
drésticos sobre a musculatura cardiaca (diminuem a frequéncia de
batimentos e fortalecem o tdnus muscular), enquanto as saponinas
possuem acdo detergente e emulsificante, interferindo na absorcdo de
compostos pelo sistema digestivo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

No milho, os terpendides tém sido relatados atuar na fotoprotecéo
(carotenoides) tissular por serem potentes antioxidantes (BAI et al.,
2010). Em humanos, este grupo tem sido relacionado ao metabolismo da
vitamia A, pois carotenos sdo compostos precursores de vitamina A
(i.e., B-caroteno) e as suas propriedades anti-angiogénicas (KUHNEN et
al., 2009).

3.1.2 Carotendides

Quimicamente, os carotendides (Figura 4) séo tetraterpenos de 40
atomos de carbono e classificam-se em carotenos (terpenos) ou
xantofilas (terpendides). Sdo compostos hidrofébicos, lipofilicos,
insoluveis em &gua e sollveis em solventes organicos como a acetona, o
alcool e o cloroformio Os carotenos (e.g., p-caroteno e licopeno) sdo
hidrocarbonetos poliénicos com variados graus de insaturacdo e as
xantofilas (luteina e zeaxantina) séo sintetizadas a partir dos carotenos,
via reagdes de hidroxilacdo e epoxidacdo. Em decorréncia da presenca
das duplas ligacbes em sua estrutura quimica, os carotendides sdo
sensiveis a luz, temperatura, acidez e a compostos oxidantes. (NELSON,
COX, 2011; AMBROSIO et al., 2006).



141

C{W Licopeno

a-Caroteno

Luteina

Zeaxantina

L Awéigw ArA A sy
H . ch,  ch,HCT Ny [-Caroteno
Violaxantina 3
W
HO wo? ™~ beocH
p-Caroteno

Figura 4- Detalhes da estrutura quimica de carotenos e carotenoides de
importancia bioldgica. (NELSON, COX, 2011; AMBROSIO et al.,
2006; PALACE et al., 1999)

3.1.3 Biossintese dos carotenoides
As etapas finais da via biossintética dos carotendides, destacando a
formag&o dos principais carotendides, sdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5- Vias biossintéticas de carotendides a partir do precursor
fitoeno. Os carotendides de maior importancia bioldgica em alimentos
encontram-se destacados (RODRIGUES-AMAYA et al., 2008).
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Dos mais de 600 carotendides conhecidos, aproximadamente 50 sdo
precursores da vitamina A, apresentando como caracteristica estrutural
em comum pelo menos um anel de B-ionona ndo substituido, com cadeia
lateral poliénica com um minimo de 11 carbonos. Entre os carotendides,
o B-caroteno é o mais abundante em alimentos e com maior atividade
pro-vitamina A (Figuras 6). Tanto os carotendides precursores de
vitamina A quanto os ndo precursores, como a luteina, a zeaxantina e o
licopeno, apresentam acgdo protetora contra o cancer. Possiveis
mecanismos que explicam tal atividade referem-se ao efeito de
sequestro de radicais livres, modulagdo do metabolismo do carcinoma,
inibicdo da proliferacdo celular, aumento da diferenciacdo celular via
retindides e aumento da resposta imune (AMBROSIO et al., 2006). No
entanto, destaca-se que 0s carotendides ndo sdo sintetizados pelo
organismo humano, de modo que sua ingestdo via dieta constitui um
pré-requisito & manutencdo da homeostase fisiologica de diversos
orgdos e tecidos (AMAN et al., 2005). Os carotendides séo absorvidos
por difusdo simples no intestino delgado e incorporados a lipoproteinas
para o transporte. Sdo armazenados principalmente no figado e tecidos
gordurosos; no entanto, luteina e zeaxantina acumulam-se de forma
especifica na macula vitrea (GARCIA-CASAL, 2006).
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o 8 W
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Figura 6. Detalhe da estrutura quimica do [B-caroteno (A), com
destaques a presenca do anel B-ionona e a clivagem simétrica (B)
daquele metabolito, originando o retinol (vitamina A) e o &cido retinoico
(NELSON, COX, 2011; AMBROSIO et al., 2006).
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3.1.4 Licopeno

Os isdmeros trans e alguns isémeros cis deste carotendide séo
encontrados no plasma sanguineo. Além disto, este composto ocorre na
tirdide, rins, figado, coracdo, testiculos, tecidos adiposos e péancreas,
porém ndo é convertido em retinol. Em experimentos in vitro, o
licopeno mostrou ser mais efetivo no seqiiestro de radicais livres que a-,
B-caroteno, luteina, zeaxantina e Pcriptoxantina. Teores deste
caroten6ide no plasma foram inversamente relacionados ao risco de
cancer da bexiga, pancreas, trato digestivo e cancer cervical (NELSON,
COX, 2011; SU et al., 2002).

3.1.5 a- e B-carotenos

O isémero P ¢ predominantemente encontrado no corpo humano
(tirdide, figado, rins, coragdo, pancreas, glandulas adrenais) em relacéo a
forma o deste caroteno. Varios estudos apontam que o [-caroteno
funciona como antioxidante, protegendo as LDL (low density
lipoproteins) da oxidagdo (NELSON, COX, 2011; SU et al., 2002).

3.1.6 p-criptoxantina

Este metabolito possui atividade pré-vitamina A e capacidade de
sequestro de radicais livres. Em humanos, maiores quantidades sdo
encontradas no figado comparativamente ao plasma (NELSON, COX,
2011; SU et al., 2002).

3.1.7 Luteina e zeaxantina

Estas xantofilas sdo encontradas na retina, plasma, ovarios e tecidos
adiposos humanos. Na retina, protegem as células foto-receptoras da
acdo de espécies reativas de O, geradas pela luz, prevenindo a
degeneracdo macular. Luteina possui atividade quimiopreventiva, inibe
a peroxidacdo lipidica in vitro mais efetivamente que carotenos e
licopeno. Contudo, estas xantofilas ndo possuem atividade provotamina
A e ambas apresentam efeito protetivo contra a peroxidacdo lipidica
(NELSON, COX, 2011; SU et al., 2002).
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3.2 Importancia dos carotendides

O milho constitui um alimento béasico para milhdes de pessoas no
mundo, principalmente em paises subdesenvolvidos, sendo uma
importante fonte de proteinas, vitaminas e lipideos (MENKIR et al.,
2008). Este cereal é reconhecido como uma importante fonte de
compostos que inibem o aparecimento de quadros de deficiéncia de
vitamina A, a qual predispde uma estimativa de 100 milhdes de
africanos ao alto risco de problemas visuais e cegueira (UNIAO
AFRICANA, 2005). Criangas, mulheres gravidas e aquelas que estdo
amamentando séo as mais vulneraveis a deficiéncia de retinol. Estima-se
que 33 milhdes de criancas africanas, em idade pré-escolar, séo
deficientes em vitamina A, aumentando sua predisposicdo a doengas
como anemias, diarréia, sarampo, malaria e infec¢bes respiratorias
(UNIAO AFRICANA, 2005). Cerca de 20% a 24% da mortalidade
infantil proveniente das doencas acima citadas e 3% da mortalidade
causada por infecgfes respiratorias sao descritas como decorrentes da
deficiéncia da vitamina A (MENKIR et al.,, 2008), justificando a
realizacdo de esforgos para minimizar a deficiéncia daquele composto
que podera melhorar a salde e o0 bem estar das pessoas, especialmente
de populagdes menos favorecidas.

Nos udltimos anos, esforcos em diversos paises tém sido feitos para
aumentar os niveis de carotendides em alimentos como forma de superar
a deficiéncia de vitamina A em &reas com limitado acesso a produtos
animais, vegetais e frutas. O milho contém trés carotendides precursores
da vitamina A: a- e B-caroteno e B-criptoxantina, sendo também fonte de
carotendides ndo pré-vitamina A, i.e., luteina e zeaxantina os quais
desempenham papel importante na salde humana. O consumo elevado
destas duas xantofilas esta associado a reducdo dos riscos de ocorréncia
de patofisiologias oculares como a catarata e a degeneracdo macular,
conforme anteriormente mencionado. Assim, como os carotendides tém
diferentes e importantes fungdes na salde humana, assume-se que o
incremento de seus contelddos em alimentos de grande utilizacdo pelos
segmentos menos favorecidos da populagdo mundial (milho, por
exemplo) podera ter impactos positivos, especialmente no controle da
hipovitaminose A.

De outra forma, o interesse dos consumidores de maior poder aquisitivo
em alimentos organicos tem aumentando consideravelmente nos Gltimos
anos. Adicionalmente, o uso de ingredientes alimentares e a geragéo de
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novos alimentos séo de relevante interesse econdémico em muitos paises.
Contudo, tal aspecto baseia-se em alguma extensdo na busca e na
determinacdo do potencial de espécies vegetais fontes de matérias-
primas adequadas aquela demanda, implicando em diversos casos no
acesso a biodiversidade de outrem. A geracdo de tecnologias a partir da
biodiversidade, por sua vez, requer o conhecimento da composicdo e
valor nutricional desta (MERTZ et al., 2009). Neste cenario, para as
variedades crioulas de milho, suas qualidades sensoriais, seus reais
valores nutricionais e potencialidades de uso ainda carecem de muito
estudado.

Por fim, ainda que incrementos de contelido de carotendides sejam
alcangados em biomassas vegetais, € necessario considerar que o
processamento de alimentos interfere na biodisponibilidade destes
compostos. Geralmente o processamento dos alimentos aumenta a
biodisponibilidade destes compostos (i.e., carotendides), porque
contribui & sua liberagdo da matriz alimentar (GARCIA-CASAL, 2006).

3.3 Fatores que influenciam o teor de carotendides

Gobbo-Neto e Lopes (2007) relatam que variacdes temporais e espaciais
no contetido total, bem como nas proporcGes relativas, de metabdlitos
secundarios vegetais ocorrem em funcdo da sazonalidade, ritmos
circadianos, estagio de desenvolvimento vegetal, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, disponibilidade de
nutrientes (macro e micronutrientes), altitude, poluicdo atmosférica e
inducdo por estimulos mecanicos ou quimicos de patdgenos. Apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo fenotipica pode sofrer
modificacdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos,
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Como exemplo, a exposi¢do a
radiacdo solar e a temperaturas elevadas resulta em incrementos da
biossintese de carotendides. Além disso, frutos de uma mesma cultivar,
quando produzidos em regiGes quentes, apresentam teores de
carotendides expressivamente mais elevados em relacdo aqueles
produzidos em regides de clima temperado (RODRIGUEZ-AMAYA et
al.,, 2008). De fato, os metabolitos secundarios representam uma
interface quimica entre as plantas e 0 meio circundante, portanto, sua
sintese é freqlientemente afetada por condigdes ambientais.

Os alimentos variam qualitativa e quantitativamente na sua composicao
em carotendides. Em mesmo alimento, diferengas qualitativas e,
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especialmente, quantitativas resultam de fatores como variedade, estado
de maturacdo, solo, clima/localizacdo geografica da producdo, estagdo
do ano, parte da planta amostrada, condi¢des de plantio, manuseio pds-
colheita, processamento e condi¢des de armazenamento (RODRIGUEZ-
AMAYA et al., 2008). O grau de maturacdo é outro fator que afeta
decididamente a composi¢do em carotendides e, especificamente em Z.
mays, 0 amadurecimento dos grdos é um processo fisioldgico
acompanhado por uma carotenogénese intensa, caracterizada pelo
aumento do numero e quantidade destes metabolitos. No entanto,
estudos demonstrando a variagdo do perfil metabdlico destes compostos
para VMC s80 escassos.

Quanto as formas quimicas dos carotendides, sabe-se que a configuracéo
preferencial destes metabdlitos nas plantas é o isémero all-trans. Como
sdo compostos altamente insaturados, os carotendides sdo suscetiveis a
isomerizacgdo e oxidacdo durante o processamento e armazenamento dos
alimentos. A isomerizagdo dos trans-carotendides a cis-carotendides
causada, e.g., por aquecimento, acidez e exposicao a luz diminui tanto a
coloracdo quanto a eventual atividade pro-vitamina A destes compostos
(NELSON, COX, 2011; AMBROSIO et al., 2006).

A quantidade de cis isdbmeros formada durante o aquecimento esta
relacionada & severidade e extensdo do tratamento térmico. Entretanto,
pesquisas sugerem que a absor¢do de carotendides provenientes de
vegetais crus é inferior & de vegetais cozidos. A absorcéo de licopeno
em individuos humanos adultos é superior (95% de cis isdmeros
marcados) (YOU et al.,, 1996) em suco de tomate processado
(aquecimento, 1 h), comparativamente ao suco nao processado
(temperatura ambiente), sendo que dentre os isdmeros geométricos
daquele composto (all- trans, 9-cis e 15-cis), 0s cis isdmeros foram
preferencialmente absorvidos (AMBROSIO et al., 2006). Assim, ainda
que os tipos e teores de carotenoides da dieta da populagdo possam ser
otimizados por processos agricolas que concorram para O
enriquecimento da matéria-prima nestes metabélitos (Rodriguez-Amaya
et al.,, 2008), esta abordagem deve ser complementada com técnicas
apropriadas de manuseio em pos-colheita e processamento, com a
finalidade de evitar sua degradacdo (RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008).
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3.4 Compostos fendlicos

As plantas produzem uma grande diversidade de produtos secundarios
gue contém um grupo fenol, i.e., um grupo hidroxila funcional ligado a
um anel aromético (Figura 7). Tais substancias séo classificadas como
compostos fendlicos e constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
com aproximadamente 10.000 compostos conhecidos até 0 momento.

CH

Figura 7- Estrutura quimica bésica do fendl.

Os fendlicos vegetais sdo sollveis apenas em solventes organicos e
alguns em solugbes de &cidos carboxilicos, enquanto suas formas
glicosiladas sdo sollveis em agua. Os compostos fendlicos poliméricos
por sua vez sdo usualmente insollveis. Devido a sua significativa
diversidade quimica, os compostos fendlicos apresentam uma variedade
de fungdes nos vegetais. Muitos agem como compostos de defesa contra
herbivoros e patégenos, enquanto outros atuam como atrativo de
polinizadores ou dispersores de frutos, na protecdo a radiacdo
ultravioleta, no suporte mecanico, ou ainda reduzindo o crescimento de
plantas competidoras adjacentes - alelopatia (TAIZ; ZEIGER, 2009).

3.4.1 Biossintese dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados por diferentes rotas, razédo
pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico. Duas rotas metabdlicas basicas estdo envolvidas na
biossintese destes metabdlitos: as rotas do acido chiquimico e do acido
malbnico, conforme descrito na Figura 1. A rota do acido chiquimico
responde pela sintese da maioria dos compostos fenolicos vegetais,
sendo a rota do acido malbnico menos significativa nas plantas
superiores (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A rota do acido chiquimico converte precursores de carboidratos
derivados da glicolise e da rota da pentose-fosfato em aminoécidos
aromaticos (HERRMANN; WEAVER, 1999). Um dos intermedidrios
dessa rota é o acido chiquimico, que dad 0o nome a essa sequiéncia de
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reacOes. O conhecido herbicida de amplo espectro, glifosato (disponivel
comercialmente como Roundup®) mata os vegetais bloqueando uma
etapa dessa rota metabolica. A rota do acido chiquimico esta presente
em plantas, fungos e bactérias, mas ndo € encontrada em animais. Os
compostos fendlicos mais abundantes em vegetais sdo derivados da
fenilalanina, via eliminacdo de uma molécula de amonia catalisada
enzimaticamente pela fenilalanina amoénia liase (PAL), originando o
acido cinamico (Figura 8). A PAL esta situada em um ponto de
ramificacdo entre os metabolismos priméario e secundario, com fungéo
reguladora importante na formagdo de muitos compostos fendlicos.
Fatores como baixos niveis de nutrientes, luz e infeccdo por fungos
podem aumentar a atividade da PAL, estimulando a sintese de
compostos fendlicos.

Eritrose-4-fosfato
+
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Q. OH
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Acido Chiquimico
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Triptofano Alcaloides Fenilpropanocides
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Figura 8. Via do &cido chiquimico para biossintese de compostos
fendlicos e alcaléides. Uma importante enzima regulatéria nesta via € a
fenilalanina aménia liase (PAL), a qual catalisa a desaminacdo da
fenilalanina gerando o &cido cindmico (PEREZ, 2010; TAIZ, ZEIGER,
2009).

3.4.2 Antocianinas
As antocianinas (do grego anthos = flor; kyanos = azul), pigmentos

visiveis ao olho humano, séo glicosideos poli-hidroxi ou poli-metoxi
derivados do 2-fenilbenzopirilio ou sais de flavilium (Figura 9C)
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(KONG et al., 2003). As antocianinas sdo compostos flavonoidicos
(Figuras 9A, e 9B), os quais constituem a maior classe de fendlicos
vegetais. Os flavonodides sdo compostos fenolicos com dois anéis
aromaticos ligados por unidade Cs central (anel pirano) e podem ser
classificados de acordo com o estado de oxidacdo do anel pirano. Séo
eles: flavonas, flavonois, flavononas, flavononas glicosidicos,
antocianinas, catequinas e chalconas (SCHULZ; BARANSKA, 2007).

As antocianinas constituem um grupo bastante comum de flavonoides
pigmentados, responsaveis pela maioria das cores vermelha, rosa, roxa e
azul dos tecidos vegetais. Por colorir flores e frutos, as antocianinas séo
de importancia a atracdo de polinizadores e dispersores de semente. As
antocianinas sdo glicosideos que apresentam agucares na posicdo Cs
(Figura 9B) e, na auséncia destas oses (agliconas), sdo denominadas
antocianidinas (Figura 9B). Os ac¢lcares mais comuns ligados a aglicona
sdo a xilose, arabinose, ramnose (pentoses), galatose e glucose
(hexoses). A cor das antocianinas € influenciada por muitos fatores,
incluindo o numero de grupos hidroxila (Tabela 3) e metoxila no anel B
da antocianidina (Figura 9A), a presenca de A&cidos aromaticos
esterificados ao esqueleto principal e o pH do vaclolo onde tais
compostos sdo armazenados (TAIZ; ZEIGER, 2009). As antocianidinas
de maior frequéncia sdo a pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petuinidina e malvidina (Tabela 3), as quais ttm em comum
0 esqueleto flavilico hidroxilado nas posi¢es Cs, Cs e Cs, diferindo,
entretanto, no ndmero e posi¢do dos grupos hidroxilas no anel B
(ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).

(a) (B)

o- Actlicar

OH

Figura 9. Detalhes da estrutura quimica das antocianidinas (A -
aglicona) e antocianinas e (B — derivado glicosilado). A cor das
antocianinas depende em parte, dos substituintes ligados aos carbonos
do anel B (Tabela 3) (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Figura 9C- Detalhe da estrutura quimica do cation flavilium. R1 e R2 -
H, OH, ou OCHgs; R3 - ose ou H; R4 - OH ou ose (KONG et al., 2003).

Tabela 3-Efeito dos substituintes do anel na cor das antocianidinas

Antocianidina Substituintes Cor
Pelargonidina 4-OH Vermelho alaranjado
Cianidina 3-OH, 4-OH Vermelho violdceo
Delfinidina 3-OH, 4-OH, 5-OH Azul violdceo
Peonidina 3'—OCH_-,_ 4-OH Vermelho rosado
Petunidina 3.OCH; 4-OH, 5-OCH, Violeta

3.4.3 Funcbes das antocianinas em vegetais

Além dos efeitos de atracdo de polinizadores e dispersdo de sementes, as
antocianinas  apresentam  atividades fitoalexinica, antioxidante,
antibacteriana, indutora de resisténcia das plantas ao ataque de insetos
(KONG et al., 2003), protecdo das células epidermais no pericarpo do
grdo de milho a radiagdo UV-B (280-320nm) (ABDEL-AAL; HUCL,
1999), osmoregulacdo, anti-herbivoria e fotoprotecdo (MANETAS,
2006; ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).
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3.4.4 Fatores que afetam a extracdo, o isolamento e a estabilidade
das antocianinas

Para além de se encontrarem em flores, folhas, raizes e drgdos de
reserva, as antocianinas encontram-se na forma (poli) hidroxilada ou
metoxilada. A forma aglicona encontra-se unida a um ou mais agucares,
gue por sua vez podem ser acilados por diversos acidos organicos. A
presenca dos grupos hidroxilas, assim como de um ou mais agucares,
aumenta a solubilidade destes metabolitos em agua, metanol e etanol.
Quanto a estabilidade, as antocianinas sofrem reagGes quando da
alteracdo de sua estrutura devido a deficiéncia eletrolitica do nucleo
flavilico. Sua estabilidade aumenta com o nimero de grupos metoxilas e
diminui com o aumento de grupos hidroxilas (ESCRIBANO-BAILON
et al., 2004). Assim, a antocianidina mais estavel € a malvidina, seguida
de peonidina, petuinidina e cianidina. Em geral as antocianinas sdo mais
estaveis ao pH baixo e a acilacdo e glicosilagdo aumentam sua
estabilidade, sendo que os derivados diglicosideos sdo mais estaveis que
os monoglicosideos (ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).

A taxa de degradacdo de antocianinas é proporcional ao aumento da
temperatura, da radiacdo luminosa e do pH, sendo mais pronunciada a
medida que 0 meio tende a neutralidade, i.e., pH 4—7 (ESCRIBANO-
BAILON et al., 2004).

A extracdo destes metabolitos tem sido comumente feita a frio (banho
de gelo), com metanol ou etanol acidificados (acido cloridrico, férmico,
acético, por exemplo), de modo a estabilizar o cation flavilico, de cor
vermelha, nas condigBes &cidas. No entanto, o meio de extracdo acido
poderd causar hidrélise parcial do grupo acil da antocianina acilada,
especialmente quando estas estdo aciladas com 4acidos dicarboxilicos
(i.e., acido malbdnico). Em funcdo disto, o uso de &cidos fracos é
aconselhavel (e.g., acidos tartarico, acético) (ESCRIBANO-BAILON et
al., 2004).

Para a analise do potencial de biomassas alimentares como fontes destes
metabolitos secundarios, geralmente a extracdo com etanol é preferida,
em funcdo de sua menor toxicidez, a despeito do menor rendimento em
antocianinas observado, especialmente em relacdo ao uso de metanol.
No entanto, Abdel-Aal e Hucl (1999), estudando o efeito de solventes
(4gua, metanol e etanol) e do pH do meio de extragdo sobre o teor de
antocianinas de milho, ndo detectaram diferencas significativas nos
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valores de rendimento para os sistemas de solventes metanol e etanol
acidificados. Por sua vez, Kuhnen (2007) relatou teores medios em
equivalentes de cianidina-3-glicosideo de 1,36 a 2,86 mg/g de flores
femininas de variedades crioulas de milho usando como solvente
metanol acidificado (MeOH-HCI 1%). Quando a extracdo com etanol é
feita com aquecimento, artefatos podem ser produzidos por reagdes de
esterificacdo com grupos carboxilicos livres (ex: grupos malonil
conjugados nas antocianinas do milho). Além disto, caso o extrato
contenha material lipidico, ou substanciais lipossollveis (cera,
clorofilas, e.g.), devera ser tratado com solvente organico apolar (i.e.,
hexano), otimizando o rendimento de extracdo das antocianinas
(ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).

3.4.5 Importéncia econdmica e na saude dos compostos fendlicos e
antocianinas

As antocianinas do milho roxo foram usadas pela civilizagdo Inca na
preparacdo de bebidas e na pigmentacdo de fibras téxteis. Ao longo da
Histéria, contudo, o foco de interesse sobre estes metabolitos foi
direcionado aos seus efeitos sobre a salde humana. Assim, dentre as
diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos Ultimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e a lipo-oxigenase in vitro
(SOUSA et al., 2007). De fato, estudos demonstraram o efeito inibitdrio
do crescimento de tumores de colon uterino de antocianinas extraidas do
milho roxo (GAMARA et al., 2009) e ao baixo risco de doencas
crénicas, e.g., hipercolesterolemia e hiperglicemia (BELLIDO; BETA,
2009). De forma similar, Kim et al. (2007) reportaram que o grdo
integral do milho é uma boa fonte de compostos fendlicos antioxidantes
em relacdo aos graos refinados, principalmente derivados dos acidos
benzdico e cindmico, sendo o &cido fertlico o majoritario.

Em gréos de milho, os maiores teores destes compostos encontram-se no
pericarpo (ABDEL-AAL et al., 2006), um aspecto anatbmico favoravel
a sua extragdo, cuja producdo mundial derivada daquela biomassa €
estimada em 10.000 toneladas/ano, para um consumo médio de 215
mg/individuo, durante o verdo, e de 180 mg/individuo, durante o
inverno, nos EUA (ABDEL-AAL et al., 2006; HIEMORI et al., 2009).
Neste contexto, as variedades de milho crioulo, por apresentarem
diversidade de cores de folhas, flores e frutos, constituem-se em
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promissores alimentos funcionais, justificando a analise da composicdo
antocianica de seus tecidos.

Na industria alimenticia, a oxidac&o lipidica é inibida por seqliestradores
de radicais livres e 0os compostos mais utilizados a esta finalidade séo o
butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-
hidroxiquinona (TBHQ), tri-hidroxibutilfenona (THBP) e o galato de
propila (GP). Entretanto, estudos tém demonstrado a toxicidez destes
antioxidantes. O GP, por exemplo, na presenga de perdxido de
hidrogénio, reage com fions ferrosos, formando espécies reativas de
oxigénio, as quais sdo nocivas a componentes celulares. Em funcédo dos
possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos
naturais que possam substituir com vantagens tecnoldgicas, econdmicas
e ambientais 0s compostos sintéticos em uso (SOUSA et al., 2007).
Gamarra et al. (2009) relatam que a descoberta de antocianinas com
grupamentos acidos acilados, uma caracteristica estrutural que aumenta
a estabilidade destes metabolitos aos efeitos de temperatura e pH,
intensificou sua procura em biomassas para uso alimentar. Neste
contexto, uma vez mais se justifica a necessidade de andlise destes
metabolitos secundarios em gendtipos pouco estudados e explorados
comercialmente como os milhos crioulos.

Por fim, Li et al. (2008) sugerem que a producdo de alimentos ricos em
antocianinas podera afetar significativamente a atracéo e a selegdo dos
consumidores por produtos diferenciados. Estes autores descrevem
ainda o uso industrial de antocianinas extraidas de variedades locais de
milho como sequestradores de radical superoxido e sugerem que a
selecdo massal e 0 uso de técnicas de pedigree podem ser estratégias
importantes ao desenvolvimento de variedades de milho local que
expressem alto teor daqueles metabolitos secundarios.






4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencdo de sementes e desenho experimental do ensaio

A obtencéo de sementes crioulas assim como o desenho experimental do
ensaio encontra-se descritos no capitulo um (1). Para este capitulo foram
usadas para analise sementes de milho, folhas e flores femininas.

4.2 Preparo do material vegetal

Para este capitulo, o estudo teve como base amostras de graos de milho,
folhas secas e flores femininas. Apds a debulha dos gréos de milho,
estes foram peneirados, pesados e secos em estufa (65°C) até peso
constante e armazenados em sacos de polietileno. Aliquotas desta
biomassa foram trituradas em moinho laboratorial de facas (MB Braeski
C.Q), conforme descrito no capitulo um (1) para a obtengdo das
farinhas. As amostras de folhas medianas (fase de enchimento do gréo)
adultas foram colhidas e processadas de forma similar ao descrito para
as amostras de grdos. Por sua vez, as flores femininas foram coletadas
imediatamente ap6s a polinizacdo, secas em estufa (30°C) a peso
constante e armazenados em sacos de polietileno até posterior anélise. A
trituragdo das amostras desta biomassa foi feita em momentos
imediatamente anteriores a sua analise, conforme descrito no item 4.3.2
do capitulo para a obtencdo das farinhas.

4.3 Extracdo e quantificacdo do teor de carotendides totais em
sementes, folhas e flores femininas

Ensaios foram conduzidos preliminarmente, objetivando testar a
hipétese de que o tratamento hidrotérmico (cozimento) melhora o
rendimento de extragdo de carotendides de farinhas de grdos. Amostras
de farinhas ndo submetidas ao tratamento hidrotérmico (item 4.3.2)
foram utilizadas como referéncia de controle.

4.3.1 Extracdo com tratamento hidrotérmico

Amostras de farinha (1g) foram transferidas a um copo Becker (50 mL)
contendo 5 mL de 4gua destilada-deionizada fria. Cerca de 20 mL de
agua destilada-deionizada fervida foram adicionados, a suspensdo foi
agitada e aquecida a 100°C, durante 30 minutos, com agitacdo constante.
Posteriormente, a massa gelatinizada foi arrefecida e a extracdo de
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carotendides foi feita a partir de 1g de massa fresca gelatinizada com
umidade corrigida, com 10 mL de solugdo de haxano: acetona (1: 1 v/v)
contendo 100 mg/l de BHT (hidroxitolueno butilado), incubando-se as
amostras por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. As
amostras foram filtradas em suporte de celulose (0,45um) sob vacuo, o
extrato organosolvente coletado e lavado (3x) com agua destilada (10
mL) para remogdo de compostos hidrofilicos e concentrado sob fluxo
em nitrogénio gasoso (AMAN et al., 2005). O residuo concentrado foi
dissolvido em hexano (3 mL), seguido da leitura da absorbancia
(450nm) em espectrofotdbmetro (Gold Spectrum lab 53). Todas as
andlises foram feitas em triplicata e os resultados foram expressos em
(ng/g) como media + desvio padrdo.

4.3.2 Extragdo sem tratamento hidrotérmico

Amostras (1g) de farinha foram coletadas e processadas de forma
similar ao descrito no item 4.3.1 para extracdo e determinacdo do
contelido total de carotendides, excluindo-se a etapa de tratamento
hidrotérmico. De forma similar, as amostras de folhas e flores assim
foram processadas para a obtencdo dos extratos carotenoidicos de
interesse. Todas as analises foram feitas em triplicata e os resultados
foram expressos em (ug/g de matéria seca) como media £+ desvio
padrdo.

A quantificacdo de carotendides totais nos extratos organosolventes
utilizou a férmula de Lambert-Beer e o coeficiente de extingdo molar da
luteina (2348 M™cm™) (BRITTON, 1992).

|A=¢clc]

Onde: A -absorbancia (450nm); ¢ - coeficiente de extingdo molar; | -
largura da cubeta (1 cm) e C - concentracéo.

(Equacdo 1)

4.3.3 Determinacdo do perfil de carotentides de graos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Aliquotas do extrato organosolvente (1 mL) foram coletadas e
centrifugadas (3000 rpm/5min), recuperando-se 200ul do extrato. O
perfil carotenoidico foi obtido via inje¢do das amostras (10 plL) em
cromatografo liquido (Shimadzu LC-10A), equipado com coluna Cyg de
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fase reversa (Vydac 218TP54, 250 mm x 4,6 mm g interno),
termostatizada a 35°C e detector espectrofotométrico UV-visivel,
operando em 450nm. A eluicdo utilizou metanol: acetonitrila (90: 10
viv) como fase movel, em fluxo de 1mL/min. A identificacdo dos
compostos de interesse (luteina, zeaxantina, o-, p-caroteno e f3-
criptoxantina) foi feita com base nos tempos de retencdo determinados a
partir de analises de padrdes cromatograficos sob as mesmas condicdes
experimentais. A quantificagcdo dos carotenos e xantofilas baseou-se em
curvas-padréo externas de B-caroteno (y = 1019x; r* = 0,99) e lutefna (y
= 7044,96; r* = 0,99), respectivamente, e considerou a intensidade dos
picos de interesse para efeitos de calculo. Os valores apresentados
correspondem a média de 3 inje¢des/amostra (KUHNEN, 2007), sendo
expressos em (ug/g de matéria seca).

4.4 Extracdo e quantificacdo de compostos fenolicos totais em
sementes, folhas e flores femininas

Amostras de gréos, folhas e flores femininas trituradas (1g) foram
adicionadas de 6 mL de metanol acidificado (MeOH-HCI 1%, v/v),
seguida de incubacdo em banho de gelo (30 min). Cerca de 1 mL do
extrato metandlico foi coletado, adicionado de 5 mL de metanol 95%
(v/v) e agitado (Vortex). A 1 mL desta solucdo adicionaram-se 1 mL de
etanol 95% (v/v), 5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteau, seguido de agitacéo (\VVortex) e incubagdo por 5 minutos. Por
fim, a solucdo foi adicionada de 1 mL de carbonato de sodio 5% (m/v) e
incubada (1h, temperatura ambiente) para posterior leitura da
absorbancia (725nm - espectrofotdmetro Gold Spectrum Lab 53,
KUHNEN, 2007). O contetdo total de fendlicos foi expresso em
equivalentes de &cido galico, usando uma curva-padrédo externa de acido
galico (y = 0,001x, r* = 0,99). Todas as analises foram feitas em
triplicata, sendo os valores expressos como media + desvio padréo (ug/g
de matéria seca).

4.5 Extracdo e quantificagdo do teor de antocianinas totais em
sementes, folhas e flores femininas

O conteudo total de antocianinas em sementes, folhas e flores femininas
foi determinado como descrito por Abdel-Aal e Hucl, (1999). Amostras
de biomassa (1g de matéria seca) foram transferidas para um copo
Becker de 50 mL, seguido da adicdo de 24 mL de MeOH acidificado
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(MeOH-HCI 1N, 85: 15 v/v), incubagdo (banho de gelo, 15 min) e
centrifugacdo (3000 rpm/5min). O sobrenadante foi coletado e o volume
ajustado para 50 mL com metanol acidificado. A absorbancia do extrato
(535nm — Gold Spectrum lab 53) foi lida e o conteddo total de
antocianinas foi calculado utilizando-se a equacdo 2 e o coeficiente de
absorgdo molar de 25965 cm™M™.

AY[ v 1 f
CTA(ug/g): E ) m PM. a 10 (Equacdo 2)

Onde: CTA - conteldo total de antocianinas; A - absorbancia (535nm);
¢ - coeficiente de absortividade molar; v - volume final do extrato; PM -
peso molecular da cianidina-3- glicosideo (449 g/mol); PA -peso da
amostra.

Todas as analises foram feitas em triplicata, sendo os valores expressos
como media + desvio padrdo e expressos em pg de equivalentes de
cianidina-3-glicosideo /100g de matéria seca.

4.6 Analises estatisticas

Os dados foram coletados, sumarizados e submetidos & andlise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (p<0.05) ou teste t
quando conveniente. Para tal, 0os pacotes estatisticos Statistica (versdo
6.0) e Prism GraphPad (versdo 5.0), Mathtype (versdo 6), foram
utilizados. Todas as anélises foram feitas em triplicata (n = 3).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificagdo de carotendides, antocianinas e compostos fendlicos
totais em grdos, folhas e flores femininas de milhos crioulos e
variedades hibridas.

5.1.1 Conteudo total de carotendides em gréos de milho crioulo com
e sem tratamento hidrotérmico.

Os resultados de rendimento de extracdo de carotendides dos gréos de
milho crioulo (geragdes FO, F1 e variedades comerciais) encontram-se
sumarizados nas Figuras 10, 11 e 12. A analise da geracdo FO revelou
maiores teores daqueles metabolitos para a variedade RX, seguida das
variedades MPAL1 e PR (Figura 10a) na extracdo sem tratamento
hidrotérmico com diferencas estatisticas significativas (p<0,05, teste de
Tukey). Na possibilidade de responder a hip6tese previamente levantada
de que o tratamento hidrotérmico poderia otimizar o rendimento de
extracdo dos carotenoides, os resultados claramente mostraram uma
diminuicdo no teor destes compostos, sugerindo a ocorréncia de
degradacdo destes com 0 aumento da temperatura (Figuras 10a e b).
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Figura 10-Teor de carotendides totais em grdos de milho da geracdo FO.
(a) Controle - sem tratamento hidrotérmico; (b) Com tratamento
hidrotérmico. (# - indica diferencas estatisticas significativas (p<0,05,
teste de t) entre as variedades nos dois processos de extracdo. Os valores
sdo expressos em pg/g de matéria de seca como media + desvio padrdo
de trés repeticdes.
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Os resultados encontrados corroboram com trabalhos prévios.
Rodrigues-Amaya et al. (2008b) mencionam de que durante a extragdo e
dosagem dos carotendides, para além de outros fatores que podem
concorrer para sua degradacdo, deve-se proteger de temperaturas
elevadas as biomassas fontes. No entanto, sdo poucos 0s estudos sobre 0
efeito do cozimento da farinha do milho sobre o teor de carotendides.

As Figuras 1la e 11b ilustram os resultados dos tratamentos
hidrotérmico e controle sobre o rendimento de extracdo de carotendides
totais para as amostras de farinhas da geracéo F1.
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Figura 11-Teor de carotendides totais em gréos de milho da geragdo F1.
(a) Controle - sem tratamento hidrotérmico; (b) Com tratamento
hidrotérmico. (# - indica diferencas estatisticas significativas (p<0,05,
teste de t) entre as variedades nos dois processos de extragdo. Os valores
s80 expressos em pg/g de matéria de seca como media + desvio padrao
de trés repeticdes.

Os resultados revelaram maior teor de carotendides totais para a
variedade RXE, seguida de MPA1 e PR (Figuras 11) sem tratamento
hidrotérmico, diferindo estatisticamente em relagdo as demais
variedades (p<0,05) em estudo. O padrdo de comportamento observado
nas amostras da geracdo FO foi similar, no que se refere ao efeito do
tratamento hidrotérmico sobre o rendimento de extracdo de carotendides
totais das amostras dos genotipos da geracdo F1. Concentracfes
superiores foram detectadas nas biomassas ndo tratadas (controle), fato
também observado nas amostras das variedades comerciais (Figura 12).
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Figura 12-Teor de carotenoides totais em grdos de milho das variedades
hibridas BR SC 154 e Fortuna. (a) Controle - sem tratamento
hidrotérmico; (b) Com tratamento hidrotérmico. Os valores s&o
expressos em g/g de matéria de seca como media £+ desvio padrio de
trés repeticdes.

Dentre as variedades hibridas comerciais (Figura 12), BR SC 154
destacou-se por seu maior teor de carotendides na extracdo sem
tratamento hidrotérmico, comparativamente a variedade Fortuna. No
entanto, os teores sdo inferiores em relacdo ao observado para as
variedades crioulas RX (F0), RXE e MPAL (F1).

5.1.2 Concentracdo de carotendides totais em folhas e flores
femininas de variedades crioulas de milho

A analise de tecidos de folhas e flores femininas foi feita apenas para as
amostras da geragdo F1. Para o extrato organosolvente foliar (Figura
13a), maiores teores destes metabdlitos foram observados na variedade
LP (837 pg/g), seguida dos gendtipos MPA1, PR e R8C, ainda que nao
tenham sido detectadas diferencas estatisticas significativas (p<0,05).

Para as amostras de flores femininas (Figura 13b), conteildos superiores
de carotendides foram detectados para a variedade RX (734,48ug/g),
seguida dos genétipos PR, MPA1 e RJ, sem diferencas estatisticas
significativas (p<0,05). Os resultados revelaram o potencial superior das
folhas e flores femininas como fontes destes pigmentos em comparagdo
aos graos das variedades crioulas de milhos (Figuras 13a e 13b).
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Considerando-se que muitas vezes os tecidos foliares e florais séo
descartados, estes resultados demonstram que tais biomassas poderiam
ser usadas para outros propdsitos (i.e., industrias farmacéutica e
cosmética), gerando mais perspectivas de uso, valorizacdo destas
variedades crioulas assim como, servir de fonte de renda para os
pequenos agricultores que cultivam essas variedades crioulas ricas em
diversidade quimica.

Poucos sdo os estudos na literatura descrevendo a analise dos teores
destes pigmentos em 6rgdos da mesma planta (e.g., gréos, folhas, e
flores) e especialmente em gendtipos crioulos. Resultados prévios
(KUHNEN, 2007; KUHNEN et al.,, 2010) de conteludos destes
pigmentos em amostras de gréos e flores femininas revelam que tais
partes (flores e sementes) da planta possuem quantidades aprecidveis de
compostos do metabolismo secundario de interesse a salde humana.
Mais recentemente, Lemos (2010) descreveu que as folhas de variedades
MG, PR, R8C, RX, LP e MPA, com destaque para R8C, sdo fontes ricas
de carotendides (i.e., 41 mg/g), assim como outros metabdlitos
secundarios (antocianinas e fendlicos), comparativamente a outras
espécies consideradas fontes classicas daqueles metabdlitos secundarios
(e.g., couve - 0,30 mg/g de R-caroteno; espinafre - 0,041 a 0,094 mg/g
de R-caroteno e cenoura (0,182 mg/g de 3-caroteno) (LEMOS, 2010).
Por sua vez, Kuhnen (2007) detectou concentracGes de carotendides em
flores de milho crioulo de 41,45 pg/g a 201,89ug/g e de 2,01 pg/g a
19,63 pg/g em sementes das variedades em estudo neste trabalho.
Contudo, os dados observados para as VMC LP e RX apresentaram
teores superiores aqueles reportados por Kuhnen (2007) e Lemos
(2010), revelando o efeito da sazonalidade, de manejo dos cultivos e das
condigdes edafoclimaticas associado as safras. As analises estatisticas
dos resultados deste estudo mostraram diferencas significativas entre as
amostras de 6rgdos (p<0,05) para a varidvel teor de carotenoides,
claramente indicando uma distribuicio ndo homogénea destes
pigmentos no organismo vegetal.
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Figura 13-Teor de carotendides totais em variedades crioulas de milho.
(d) Folhas das variedades da geracdo F1; (b) Flores femininas das
variedades da geracdo F1. Valores estdo expressos em pg/g de matéria
de seca como (media + desvio padrdo) de trés repeticoes.

A composi¢do de carotendides em tecidos vegetais e alimentos
derivados é afetada por fatores (a)bidticos e estes metabdlitos nédo
apresentam distribuicdo uniforme entre os diversos 6rgéos e tecidos de
uma planta (frutos, sementes, folhas e flores, por exemplo)
(RODRIGUEZ-AMAYA et al, 2008a, 2008b). Além disto,
discrepancias intervarietais sdo bem descritas na literatura quanto a
varidvel em estudo (SU et al., 2002), sugerindo que a variabilidade
fenotipica do germoplasma em estudo concorre positivamente a selecéo
de materiais para 0 melhoramento de variedades de milho com altos
teores de carotendides em seus tecidos de interesse.

5.1.3 Separacdo, identificacdo e quantificacdo de carotendides em
sementes de milho por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

A andlise dos extratos de sementes de milho via CLAE revelou serem as
xantofilas luteina e zeaxantina os carotendides predominantes (Tabelas 4
e 5), sendo também detectadas pequenas quantidades de B-criptoxantina,
a-caroteno, -cis e B-trans-caroteno em algumas amostras (Tabelas 4 e
5). Os perfis de eluigdo cromatogréfica revelaram ainda a existéncia de
outros sinais, cuja identificacdo dos compostos nao foi possivel devido a
inexisténcia de padrdes comerciais a CLAE. As andlises quantitativas
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dos compostos majoritarios (luteina e zeaxantina) mostraram amplitudes
de concentragdo de 2,11 pg/g a 31,44 pg/g - luteina e de 0,82 a 21,18
ug/g - zeaxantina nas VMC da geracdo FO. Maiores teores de luteina
foram detectados nos genétipos RXE (31,44 pg/g) e PR (26,02 pg/g),
com diferencas estatisticas significativas (p<0,05), enquanto para
zeaxantina as concentragcGes foram observadas para a variedade PR
(Tabela 4).

Tabela 4-Contetudo de carotendides (ug/g de matéria seca) em grdos de
variedades crioulas de milho (F0), determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os valores correspondem a média +
desvio padrdo de 3 injecGes por amostra. nd = ndo detectado. Letras
diferentes entre linhas indicam diferencas estatisticas significativas a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

Carotenos

Varledade Lutsina Zpxantina B-criptoxantina a B-cig B-trans Total
R¥0 13,3021,48;, 4,152525; nd Nd nd nd 17,45
AXE-0 31444132, B22+13 82, nd Nd nd nd 37 BB
LP-} 5770 36 3054184, nd Nd nd nd E82
MGE-0 10624038, 2362462 nd 4,0740,00 nd nd 17,05
AJ-0 3862038, 0822167 0,260,08. Nd nd nd 454
REC-0 2112113, 1,471,07, nd Nd nd nd 3,58
[P AT 15,66+13,58, B 532835, 34714 30, nd nd 16,33+0,00, 43,55
PR-0 26,02+16,81, 21,18+14 46, 1,440 35, nd 4124000 3 88+0 98, 56,64

Os valores de concentracdo de carotendides de graos da geragdo F1 das
VMC e das variedades hibridas sdo mostrados na Tabela 5. De forma
similar ao observado nas amostras da geracao FO, luteina (4,70 a 34,97
pg/g) e zeaxantina (2,31 a 21,12 pg/g) foram os carotendides
majoritarios na geracdo F1, com destaque para a variedade PR que se
mostrou superior em contetdo para ambos 0s compostos (34,97 - luteina
e 21,12 pg/g - zeaxantina). Em sua maioria, 0s genotipos da geracéo F1
apresentaram teores médios de luteina e zeaxantina mais elevados,
comparativamente a gera¢do FO e a detec¢do dos carotenos (a-, [3-
caroteno) foi mais evidente na F1. Além disto, as variedades hibridas
evidenciaram discrepancias proeminentes em seus contetdos de luteina
e zeaxantina, a saber: BR SC 154 (44,06 ¢ 19,05 ug/g) e Fortuna (3,98 ¢
3,83 ng/g), respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5- Teor de carotendides (ug/g de matéria seca) em graos de
variedades crioulas e hibridas de milho, determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os valores correspondem a média +
desvio padrdo de 3 injecBes por amostra. nd = ndo detectado. Letras
diferentes entre linhas indicam diferencas estatisticas significativas a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

rotenos

Variadade Luteina Zpxantina  B-criptoxantina a B-cls B4rans Total
Rt 11,8420,0% 5121454 nd 7018038 1,1120,00; nd 25,08
AXE-1 12,38£10,58; 145041438, 4543703, T42:436 20722000, 11,164757, 791
LP-1 20554064  9.8628 41, 28128 20, 10,00£0,204 nd 3882017, 4720
MG-1 470:0,1% 2314218, 0311 88, 24 890,32, 237320,00. nd 56,94
R 1214088 527508 nd 88320 56, nd nd 25 41
R&C-1 30431285, 131541174, 242412 74, 16,39£3 18, nd 5 0823 25, 67,47
MPAT- 325242 16, 1237211 82, 2611383, 14,1422 57, nd 11,37+1,28, 7301
PE-1 349741 86; 211241988, 2 BTH14 68 3782084, 11,0820, 76, 10564132,  B4.38
BRSC 154 44061321, 190541873, 545216456 227088 45042511, 2B12£276, 14788
FORTUNA 3886008, 38343 56 nd nd 50082, 1082000, 1415

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com relatados
prévios que descrevem teores de luteina e zeaxantina de 0,5 a 23 ug/g
em grdos de milho (MANGELS et al., 1993). Contudo, as VMC RXE-0,
PR-0, MPA1-1, R8C-1 e PR-1 mostraram teores daquelas xantofilas
ainda mais elevados, revelando seu potencial como fonte de xantofilas
de importancia a salde e nutricdo humana.

Kuhnen (2007) descreveu para farinhas de milhos crioulos catarinenses
teores de luteina, zeaxantina e carotendides totais de 0,06 a 3,69, 0,08 a
10,70 pg/g e 2,01 a 19,63 ng/g, respectivamente. Portanto, os valores
encontrados neste estudo sdo superiores aos observados anteriormente
por Kuhnen (2007), fato que revela que para além deste material ser rico
em diversidade quimica, fatores sazonais e de safra influenciam
sobremaneira a sintese destes metabolitos secundarios, uma vez que
algumas variedades sdo coincidentes entre os estudos. Além disto,
considerando-se apenas as diferencas edafoclimaticas entre as regides de
cultivo para a mesma geracao, i.e. F1, as biomassas amostrais oriundas
da regido litoranea  (Floriandpolis, SC - Fazenda da
Ressacada/CCA/UFSC) apresentaram maiores conteldos destes
compostos em relacdo as amostras de Anchieta, regido extremo oeste de
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SC. Tal fato é de importancia quando se busca a otimizacdo de sistemas
de cultivo, visando atender a demandas crescentes de escala, como
requerido por complexos agroindustriais.

Por outro lado, contetdos inferiores de R-criptoxantina, a, e 3-carotenos
foram observados nos grdos das VMC comparativamente a luteina e
zeaxantina. Dentre as variedades da geracdo F1 com maiores
concentragOes daqueles compostos RXE, MG e PR merecem destaque,
enquanto para as variedades hibridas, BR SC 154 apresentou 0s maiores
conteidos de carotenoides totais (~ 148 pg/g de matéria seca) dentre
todas as amostras analisadas (Tabela 5).

5.1.4 Conteldo de antocianinas totais em grdos de milho de
variedades crioulas (geracdes FO e F1) e comerciais

Os resultados da analise dos extratos de grdos das geragdes FO e F1 e
das variedades hibridas encontram-se na Figura 14 (a, b, ). Na geragdo
FO (Figura 14a) maiores concentragdes de antocianinas foram detectadas
para a variedade LP (51,49ug/g), seguida de RXE, MG e RX. Ndo
foram observadas diferengas estatisticas significativas (p<0,05) entre
RXE, MG e RX. Nas amostras da geracdo F1 (Figura 14b), a variedade
PR (44,29 pg/g) apresentou teores superiores de antocianinas, seguida
dos gendtipos MPAL, RXE e RX, ainda que estes sejam estatisticamente
semelhantes.
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Figura 14-Antocianinas totais (ug/g) de grdos de variedades crioulas e
hibridas de milho. (a) gera¢do FO, (b) geracdo F1 e (c) variedades
hibridas comerciais. Os valores sdo expressos em pg de equivalentes de
cianidina-3-glicosideo/g de matéria de seca e referem-se a media +
desvio padrdo de trés repeticOes.

As variedades comerciais (Figura 14c) ndo diferiram entre si
estatisticamente (p<0,05) quanto ao conteldo total de antocianinas,
porém apresentaram teores inferiores daqueles metabdlitos quando
comparadas as variedades crioulas LP, RX, RXE, MG-(F0) e RX, RXE,
MPAL e PR-(F1).

Os gendtipos crioulos evidenciaram uma grande amplitude de valores
(14,22 pg/g - R8C a 51,49 pg/g — LP, FO e 11,62 pg/g - MG a 44,49
ug/g — PR, F1) na concentragdo de compostos antocianicos nos tecidos
de grédos, sugerindo que as variedades, independentemente de serem
cultivadas na mesma regido e sob o mesmo sistema de manejo, tém
dindmicas distintas de regulacdo da sintese destes compostos. Os
resultados observados sdo similares aos descritos por Li et al. (2008),
analisando o teor de antocianinas em amostras de casca, sabugo, folhas
de Z. mays encontraram valores de 1,25% a 13,18% (casca), 0,49% a
4,60% (sabugo) e de 0,12% a 0,93% (folhas) em equivalentes a
cianidina-3-glicosideo. De forma semelhante, Kuhnen (2007) descreveu
em folhas de milho crioulo teores de 1,36 (PR) a 2,86 (RXE) mg de
equivalentes de cianidina-3-glicosideo/g e de 16,43 a 27,07 mg de
equivalentes de cianidina-3-glicosideo/g de flores femininas (KUHNEN
et al., 2010). Em seu conjunto, os resultados revelam que os compostos
antocianicos encontram-se distribuidos no organismo vegetal de forma



168

heterogénea em seus conteddos e que em funcédo dos valores detectados,
as biomassas foliar e floral feminina de Z. mays sdo fontes potencial
destes compostos bioativos de crescente interesse mercadoldgico.

As antocianinas tém alcancado reconhecimento como pigmentos
naturais devido & seguranca de uso na dieta humana como corantes de
alimentos, bem como de suas propriedades bioldgicas. No entanto, a
maior parte da literatura descreve estudos com gendtipos de milho roxo
como fonte destes pigmentos, enquanto os dados do presente estudo
revelam que ndo apenas os fendtipos roxos das VMC sdo fontes
potenciais destes compostos, uma vez que outras variedades (i.e.,
MPA1, MG, LP - grdos amarelos) também evidenciaram
comportamento semelhante.

5.1.5 Teor de antocianinas totais em folhas e flores femininas de
milhos crioulos

De forma similar ao observado para os teores de carotenoides, as
amostras de tecidos foliar e de flores femininas apresentaram contetidos
superiores de antocianinas (Figura 15a e 15b) comparativamente aos
grdos de milho. As variedades PR, seguida de RX, RXE, MPAL (Figura
15a) revelaram os maiores valores de acimulo destes metabdlitos nos
tecidos foliares, diferindo estatisticamente (p<0,05). Por sua vez, a
andlise dos extratos florais (Figura 15b) demonstrou que as variedades
MG e R8C apresentaram 0s maiores teores de antocianinas, diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos demais gendétipos. Teores apreciaveis
também foram detectados em amostras da variedade RXE.
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Figura 15-Antocianinas totais (ug/g) de 6rgdos de variedades crioulas
de milho. (a) Folhas da geracdo F1; (b) Flores da geracdo F1 (a
variedade LP ndo foi analisada). Os valores sdo expressos em ug de
equivalentes de cianidina-3-glicosideo/g de matéria de seca e referem-se
a media = desvio padrdo de trés repeticBes. (#-indica diferencas
significativas pelo teste t (5%) nas variedades em folhas e flores)

A grande variacdo de conteldos de antocianinas totais detectada nos
tecidos em analise i.e., 146,75 pg/g - RJ a 405,841 pg/g - PR (tecido
foliar) e de 56,11 pg/g - R8C a 279,99 ug/g — MG (flores femininas)
assemelha-se ao observado nas amostras de grdos, ampliando o
potencial de uso de biomassas de VMC para além do convencional, i.e.,
grdos. De fato, esta abordagem enquadra-se na defini¢do da exploracdo
otimizada de biomassas de VMC como fonte de compostos bioativos de
interesse, por exemplo, no desenvolvimento de produtos dedicados, i.e.,
nutracéuticos. Neste contexto, a identificacdo da disponibilidade destes
pigmentos em alimentos como o milho, i.e., variedades crioulas, é de
importancia para o entendimento do mecanismo de acao destes na dieta,
em estudos de biodisponibilidade e na prevencdo de doencgas, por
exemplo.
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5.1.6 Conteldo de compostos fendlicos totais em grdos de milho
crioulo (geragdes FO e F1) e de variedades hibridas

As analises dos extratos de sementes mostraram uma grande
variabilidade de conteddo de compostos fenolicos e diferencas
significativas (p<0,05) entre as duas geracGes de milho; fato este
também constatado para carotendides e antocianinas. Nas amostras da
geracdo FO uma amplitude de valores de contetdo de fendlicos totais de
91 ng/g (PR) a 205 pg/g (R8C) foi detectada, enquanto a geragéo F1
apresentou uma maior amplitude de valores, i.e., 19,33 pg/g (LP) a
161,67 pg/g (RXE). Conteudos superiores daqueles metabdlitos
secundarios foram observados para as variedades R8C, LP e RX na
geracdo FO, conforme demonstrado na Figura 16a.
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Figura 16-Compostos fendlicos totais em graos de variedades crioulas e
hibridas de milho. (a) geracdo FO, (b) geracdo F1, (c) variedades
hibridas comerciais. Os valores sdo expressos em pg/g de matéria de
seca e referem-se a media + desvio padrdo de trés repeticdes.
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Em relagdo as amostras da geracdo F1 (Figura 16b), maiores teores de
compostos fendlicos totais foram detectados nos genétipos RXE, RJ e
PR, com diferencas estatisticas significativas (p<0,05, teste de Tukey).
As variedades hibridas comerciais (Figura 16c), por sua vez,
apresentaram valores semelhantes (115 pg/g - Fortuna e 120 pg/g - BR
SC 154) de concentragdo dos metabolitos em estudo, um
comportamento também observado nas andlises dos contelddos de
carotendides e antocianinas.

Os resultados demonstram que os grdos de algumas variedades crioulas
de milho (e.g., LP, R8C, RXE, RJ, PR) acumulam compostos fendlicos
em seus tecidos de forma superior aos gendétipos hibridos. De fato, a
ativacdo da sintese destes compostos nessas variedades constitui um dos
mecanismos de defesa da planta e, ndo raro, as variedades crioulas
expressam fendtipos de resisténcia a estresses (a)bidticos ndo
observados nos gendtipos hibridos. Tal fato poder ser explicado, em
alguma extensdo, pela maior amplitude da base genética das variedades
crioulas em relacéo as hibridas. Assim, o uso de variedades crioulas em
programas de melhoramento genético podera contribuir a obtencdo de
novas variedades com fenotipos de resisténcia a determinado estresse
ambiental e com maior valor nutricional, em fungdo do reconhecido
efeito antioxidante dos compostos fendlicos, por exemplo. Resultados
similares em gréos de variedades crioulas de milho, 516,29 ng/g a
1132,04 pg/g, foram reportados por Kuhnen (2007), fato que mais uma
vez revela o grande potencial deste material crioulo como fonte de
compostos antioxidantes.

5.1.7 Concentragdo de compostos fendlicos totais em folhas e flores
femininas de milhos crioulos

Os resultados das analises quantitativas de compostos fendlicos totais
dos extratos foliares e de flores femininas encontram-se sumarizados nas
Figuras 17a e 17b. Em amostras de tecidos foliares (Figura 17a), o
acumulo de compostos fenolicos foi observado de maneira proeminente
para o gendtipo RX (655 pg/g), seguido de LP, MG, PR e RJ, ainda que
diferencas estatisticas significativas ndo tenham sido detectadas para
estas Ultimas quatro variedades de milho. De outra forma, a analise dos
extratos das flores femininas revelou maiores concentracdes de
compostos fenolicos as variedades RJ, PR e RXE (846, 645 e 484 ng/g,
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respectivamente) com diferencas estatisticas significativas ao nivel de
significancia de 5% (teste de Tukey).
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Figura 17-Compostos fendlicos totais (ug/g) de folhas (a) e flores
femininas (b) de variedades crioulas de milho, geragdo F1. Os valores
s80 expressos em pg/g de matéria de seca e descrevem a media = desvio
padrao de trés repeticdes.

Os resultados obtidos revelam que as flores femininas das variedades
crioulas de milho apresentaram, em média, maiores conteldos de
compostos fendlicos, comparativamente as amostras de gréos e folhas
das mesmas variedades. Tal fato permite afirmar que as flores femininas
dos gendtipos em estudo, uma biomassa com nenhuma aplicacdo
corrente, constituem fontes riquissimas e preferenciais de compostos
fenolicos e podem ser usadas, por exemplo, em estudos de atividades
farmacoldgicas. Neste contexto, diversos relatos descrevem o efeito
positivo de infusbes de flores femininas de Z. mays no tratamento de
disfuncBes genito-urinarias. A analise detalhada da composicdo quimica
destas biomassas encontra relato recente na literatura (KUHNEN et al.,
2010) para algumas variedades crioulas de milho, e.g., 227,06 mg/100g
(Rosado) a 679,86 mg/100g (LP) em flores femininas e 61,846 mg/100g
(MPA1) a 88,155 mg/g (PR) em folhas (LEMOS, 2010). Contudo,
assume-se que um maior detalhamento do efeito de fatores (a)bidticos,
da sazonalidade e das geragdes de cultivo, por exemplo, faz-se
necessario, como forma de subsidiar as informacdes etnofarmacolégicas
e eventualmente estimular a expansdo das &reas de cultivo de
determinados genotipos crioulos.
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Biomassas vegetais descartadas (i.e., subprodutos) em sistemas
produtivos de alimentos, sucos, caldos, extratos (e.g.,) tém usualmente
gerado problemas ambientais (OLIVEIRA et al., 2009; WANG et al.,
2009). De forma similar, em pequenas propriedades rurais, as biomassas
de folhas e flores do milho ndo constituem produto de interesse no
sistema de producdo de grdos e ndo sdo utilizadas em larga escala,
excetuando-se a producdo de silagem. Os resultados deste estudo
claramente mostram que estas partes da planta sdo fontes ricas de
metabdlitos secundarios e que poderao ter aplicacdo no desenvolvimento
de novos produtos de interesse aos setores farmacéutico, de alimentos e
de cosméticos, e.g. Assumindo-se como verdadeira a assertiva anterior,
pode-se vislumbrar a ampliacdo das &reas de cultivo de genétipos
crioulos de milho, incentivando a preservacdo deste germoplasma e
ampliando as possibilidades de retornos econémicos aos pequenos
produtores rurais.






6 CONCLUSOES

A andlise dos conteldos totais de carotendides, antocianinas e
compostos fenolicos em gréos, folhas e flores femininas das variedades
crioulas e hibridas de milho permitiu concluir que:

Teores superiores de carotentides foram encontrados em amostras de
tecido foliar da variedade crioula LP, de flores femininas da variedade
RX e de sementes do gendtipo RXE;

Variedades crioulas de milho sdo fontes ricas de carotendides em
relagdo as variedades hibridas;

O teor de carotendides apresentou variagches expressivas entre 0sS
genotipos e regides de cultivo (Anchieta e Florianépolis, SC), revelando
os efeitos ambientais e de manejo sobre o conteldo daqueles
metabdlitos secundarios nas biomassas estudadas

O teor médio de carotendides foi superior na geracdo F1
comparativamente a FO e variedades hibridas, revelando a necessidade
de andlises continuas das biomassas ao longo das geracdes de cultivo.

O tratamento hidrotérmico aplicado na extracdo de carotendides de
farinhas de grdos de milhos de variedades crioulas degradou estes
compostos em alguma extensao

A andlise dos extratos de sementes por CLAE revelou serem as
xantofilas luteina e zeaxantina os compostos majoritarios, com destaque
para as VMC RXE-0, PR-0, PR-1, MG-1 e RXE-1.

O teor de carotendides foi superior nas biomassas de gréos da geracdo
F1, comparativamente ao observado para a geragdo FO, com destaque
para as maiores concentragdes de carotenos (a- € R-caroteno) nas
amostras da geracdo F1, e.g., gendtipos PR-1, MG-1 e RXE-1

A variedade hibridas BR SC 154 destacou-se por seu contelido total de
carotendides comparativamente a todas as amostras estudadas.

O teor de antocianinas totais foi maior em gréos de variedades crioulas,
comparativamente aos genétipos hibridos analisados;
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Maiores concentracBes de antocianinas totais foram detectadas em
amostras de tecido foliar, de flores femininas e de grdos das variedades
crioulas PR, MG e R8C, respectivamente;

Conteudos superiores de compostos fendlicos foram observados em
amostras de flores femininas, folhas e grdos dos gendtipos crioulos RJ,
RX e R8C, respectivamente.

Variedades de milho crioulo exibiram quantidades aprecidveis de
carotenodides, antocianinas e compostos fenolicos em 6rgdos de pouca
ou nenhuma importancia comercial, i.e., folhas e flores femininas, as
quais constituem &timo material de exploracdo de compostos do
metabolismo secundario para fins farmacéuticos e na industria
cosmeética, por exemplo.
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