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RESUMO GERAL

O milho tem ampla diversidade genética, dando origeggrande nimero
de variedades e hibridos. Esta cultura apresemtasvéaoloracdes de graos,
entretanto, os milhos coloridos, como vermelho,ororzul e preto, séo
produzidos comercialmente apenas em pequenas dmdedi apesar de
apresentarem substancias com potencial para owidgerento de alimentos
funcionais. Nesta tese, as propostas foram caizatercessos pertencentes ao
banco germoplasma de milho Tropical colorido da Epé& Milho e Sorgo
guanto a composicdo de substancias de importantigional e industrial nos
graos, selecionar acesso de maior concentracadtadgiifnicos e atividade
antioxidante, além de obter extrato fendlico coavatla atividade antioxidante
para a incorporacdo em biopolimero com acdo antiigna e aplicacdo na
extensdo da vida 0til de morangos armazenadosedoberacédo, cobertos por
esse biopolimero. Para tanto, a tese esta divididacinco capitulos. Foi
possivel concluir que acessos do Banco Ativo dem@plasma de Milho
Tropical colorido apresentam diferencas quanto @posicdo de fendlicos,
antocianinas e a capacidade antioxidante dos gedesfas estdo em maiores
concentracbes em grdos com coloracdo mais interagdtylo 2); dentre os
acessos avaliados, 0 que mais se destaca quanopasgicio de fitoquimicos e
capacidade antioxidante é o TO 002 (capitulo 3);desssolvente etanol 80% a
20 °C é a condicao ideal para a extracdo de fasdtie milho com a finalidade
de aplicacdo alimenticia e biopolimeros comestiaeimse de amido, e zeina
com adicdo de 100% de extrato fendlico do milhoGQ apresenta atividade
antimicrobiana para a bactéisaaphylococcus aureysapitulo 4) e morangos
armazenados sob refrigeracdo, revestidos com cohede amido ou zeina
adicionados a 100% de extrato fendlico, podem iga wtil maior que a dos
morangos néo revestidos (Capitulo 5).

Palavras-chave: Milho colorido. Extrato fendlicoiofolimeros. Atividade
antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

Corn has wide genetic diversity, originating a éarmimbers of varieties
and hybrids. This crop shows several colorationgrains, however, colored
corns, such as red, purple, blue and black, arer@uially produced only in
small quantities, despite presenting substancesh wgbtential for the
development of functional foods. In this thesig groposal was to characterize
some tropical maize belonging to the Embrapa M#hgeorgo Germplasm Bank
in relation to the composition of substances ofritiahal and industrial
importance in the grains, to select access of higbencentration of
phytochemicals and antioxidant activity, besidetiming phenolic extract with
high antioxidant activity for the incorporation lmopolymer with antimicrobial
action and application in the extension of the wiskfie of strawberries stored
under refrigeration, covered by this biopolymerefgiore, the thesis is divided
into five chapters. It was concluded that maizesnfthe active colored tropical
corn germplasm bank shows difference in the contiposiof phenolic,
anthocyanin and antioxidant capacity of the grand these are in higher
concentrations in grains with more intense coldngi@er 2); among genotypes
what stands out most about the composition of mingmicals and antioxidant
capacity is the TO 002 (Chapter 3); to obtain anplie extract is ideal to work
with a temperature of 20 ° C and 80% ethanol sdleex edible biopolymers
based on starch and zein with addition of 100% c¢b@n statement 002 has
antimicrobial activity againsStaphylococcus aureusacteria (Chapter 4) and
strawberries stored in coated cooling starch caye@ zein added to 100% of
phenolic extract they may have longer life than-noated strawberries (Chapter
5).

Keywords: Colored corn. Phenolic extract. Biopolysd\ntioxidant activity.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO GERAL

A inestimavel riqgueza genética do milho vem sendaoservada nos
bancos ativos de germoplasma (BAG). Muito embordamco ativo de
germoplasma de milho (BAG Milho) e o programa ddhm@amento genético
da Embrapa Milho e Sorgo conservem grande divetsidi@ milho em termos
de origem, morfologia e estrutura de gréos, a 8elde materiais para a geracao
de novas cultivares esta focada, principalmentg caeacteristicas agrondmicas.
Poucas informacdes tém sido consideradas, no gge s componentes de
importancia bioldgica para a nutricdo e as projpdes fisico-quimicas e fisicas
de gréos, atributos essenciais para a agregagZmatee a adequacao de uso de
matérias-primas.

Compostos fitoquimicos sao definidos como compodiasativos
presentes, principalmente, em frutas, legumes sgeamitros alimentos vegetais
(LIU et al., 2009). Sao produtos do metabolismausdério dos vegetais que,
além de sua funcdo primaria de protecdo, contribugnda, para conferir
qualidades sensoriais, como a cor e a adstring&R@RGUINI, 2006;
OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Sao classificados comodkrps carotenoides,
alcaloides, compostos nitrogenados e compostoshasgalfurados, dos quais
participam outros compostos (LIU, 2003). Cada unssds apresenta uma
particularidade em relacdo a fonte, a estruturaagd@ no organismo (LIU,
2003, 2004).

No milho, os principais fitoquimicos encontradoso stendlicos,
tocoferéis e carotenoides. A distribuicdo no graodistinta, estando os
carotenoides presentes em maiores quantidades itaplasto do endosperma

do gréo de milho (BERALDO et al., 2004); os tocofersao encontrados em
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gquantidades significativas no germe e, em menarastiglades, no endosperma
(EL-MALLAH; MUMI; EL-SHAMI, 1999) e os compostos falicos estédo
fortemente ligados aos constituintes da pareddace{fdDOM; SORRELLS;
LIU, 2003).

O interesse pelo estudo dos compostos bioativofetas naturais tem
crescido consideravelmente devido a habilidadesdante dessas substancias
em sequestrar radicais livres e prevenir, em rtigkllar, os danos relacionados
ao desenvolvimento de doencas (DORMAN et al., 200Bpstudos
epidemiol6gicos tém mostrado correlacdo entre oeatomdo consumo de
compostos bioativos com agéo antioxidante (JAVANNDAFRt al., 2003) e a
reducdo do risco de doencas cardiovasculares eedesctipos de céancer
(ARRANZ et al., 2008; COOK; SAMMAN, 1996; RICE-EVA® MILLER;
PAGANGA, 1996; SALGADO, 2009; WORLD CANCER RESEARGHIND,
2007).

No setor alimenticio, muitos pesquisadores tém siigado a acao
desses compostos em biopolimeros e em cobertuiasendkias por
apresentarem, dentre outras funcgdes, atividadexidnte e antimicrobiana
(ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013; CHENSON; STEWARD;
WALLACE, 1982; ESPINA et al, 2011; MENEZES, 2005;
MOHAMMADZADEH et al., 2007; STEAD, 1993). Os comtos ativos alvos
destes estudos sao, principalmente, os compostédicies, especialmente os
acidos fendlicos p-cumarico, cafeico e galico (DE RPARRA; SERNA; HAI,
2007; LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009; MONTILLA et al2011). Em meio a
tantos beneficios, a utilizacdo desses compostderipotambém substituir os
aditivos sintéticos utilizados em grande escalaator alimenticio e que causam
danos a satde (GOMEZ-ESTACA et al., 2009).

Nesta tese, os objetivos foram caracterizar o gelasma de milho da

Embrapa Milho e Sorgo quanto & composicao de sutiatide importancia
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nutricional (capitulo 2), selecionar acesso de n@iacentragéo de fitoquimicos
e atividade antioxidante (capitulo 3), obter extrdénolico com elevada
atividade antioxidante para incorporacdo em biopaido e avaliar sua acao
antimicrobiana (capitulo 4) e aplicacdo na exterddivida Gtil de morangos

armaizenados sob refrigeracdo, cobertos com eggeliohero (capitulo 5).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho

O milho é uma planta pertencente a familia das Gweae/Poaceae
(MAGALHAES; OLIVEIRA, 2002). Consumido pelos povasnericanos desde
0 ano 5.000 a.C., este cereal constituiu alimenthé8ica de vérias civilizacdes
importantes ao longo dos séculos. Hoje, € cultivmdmnsumido em todos os
continentes e sua producdo s6 é menor que a do &iga do arroz
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE MILHO -
ABIMILHO, 2016).

O grao de milho é classificado, botanicamente, camma cariopse,
apresentando, basicamente, trés partes anatbroipasicarpo, o endosperma e

0 gérmen, conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Anatomia do gréo de milho.
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Regiio vizinha ao embriio Células eruzadas J. Pericaipo

J - : Escutele Gérmen
Ponta Radicula

Fonte: Adaptado de Encyclopaedia Britannica (2006)
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O pericarpo, a camada fina e resistente que coinatfarede externa da
semente, é formado por vérias camadas de fibrgpresenta 5% do peso do
grdo. O endosperma, a parte mais volumosa, repeesenis de 80%, é
envolvido pelo pericarpo e constituido de substidei reserva, basicamente o
amido. A porcdo mais externa do endosperma e ertatooonom o pericarpo
denomina-se camada de aleurona, rica em proteinagnaimas que
desempenham papel importante no processo de gednin® geérmen esti
posicionado em uma depressdo da superficie sugkriendosperma, perto da
base do grdo. E rico em lipideos e proteinas eepator amido (FORNASIERI
FILHO, 1992; JOHNSTON; TAYLOR; HAMPL, 2000).

Graos de milho de diferentes coloracdes estdo mesaia natureza,
todavia, graos de coloracao vermelha, roxo, azre® sdo produzidos apenas
em pequenas quantidades, apesar de apresentaremie gvalor para a
preparagdo de alimentos funcionais ou para usamamentagdo, devido a sua
aparéncia colorida (ABDEL-AAL; YOUNG; RABALSKI, 2@). A
pigmentacdo do milho destaca-se, principalmente, ppdcarpo do grao
(ABDEL-AAL; YOUNG; RABALSKI, 2006), podendo ser eantrada também
na camada de aleurona, germe e endosperma (PEREIRS),

O milho de coloracédo roxa tem sido cultivado hauk¥c na Regido
Andina. No Peru, as pessoas consomem uma bebida tipamada "chicha
morada”, feita de milho roxo, que é considerada, fplziore, um auxiliar na
salde (BRACK-EGG, 1999). No Chile, existem mai®de acessos de milho e
a maior parte deles é totalmente pigmentada ouicolgtida (SALAZAR-
SUAZO et al.,, 2006). No Japdo, o milho roxo é zailo como fonte de
pigmentos adicionados a bebidas e geleias, entrgosoualimentos
(GABRIELSKA et al., 1999; TSUDA et al., 199&J0 Brasil, 0 mais conhecido

€ 0 milho amarelo (AGROLINK, 2016), sendo consunidmo milho verde, na
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forma de espiga cozida, na preparacdo de pratosgjcomo pamonha, curau

ou, ainda, na forma de canjica, fuba e creme daomil

2.2 Fitoquimicos ou compostos bioativos

As substancias ativas presentes nos alimentgsorrséveis por acdes
bioldgicas benéficas a saude humana, sdo chameslafitoquimicos ou
compostos bioativos. Exemplos desses compostasss@molicos, os tocoferoéis
e os carotenoides (LAJOLO, 2005).

Esses compostos sdo constituintes extras nutrisiogae ocorrem,
tipicamente, em alimentos de origem vegetal, camidades bioldgicas ditas
promotoras da saude (KRIS-ETHERTON et al., 200XT®), 2008; YOU et
al., 2011).

Muita atencdo tem sido dada aos compostos bioatesEecialmente
para aqueles com alto teor de antioxidantes caplz@sevenir e/ou aliviar as
dores de muitas doencgas crbnicas ndo transmisgiesigtantes da ag¢édo de
radicais livres, como as cardiovasculares, além cadncer, doencas
neurodegenerativas, inflamacgdes e o envelhecinf¥@u et al., 2011).

Na Figura 2 apresenta-se uma relacdo das principlaisses de
compostos bioativos presentes nos grdos de milNDREASEN et al., 2001;
CLASSEN et al., 1990; HU; XU, 2011; PLATE; GALLAHERO0O5; WHITE;
WEBER, 2003).
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Figura 2 - Principais compostos bioativos idergifiocs em grdos de milho.
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a) Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo considerados metabébmsdarios e uma
das principais classes de antioxidantes encontradisalmente em todas as
plantas (YOU et al.,, 2011). Dentre os alimentosunss que apresentam
compostos fendlicos em sua composicdo quimica &mrdos de cereais e
leguminosas, além das frutas e hortalicas (SGARBIE$99).

O termo compostos fendlicos abrange grande vamedadcompostos
guimicos cujo aspecto estrutural é a presengaguasmoléculas, de pelo menos
um grupo hidroxila ligado diretamente a um anelnaico (CROTEAU,
KUTCHAN; LEWIS, 2000; SHAHIDI; NACZK, 1995).

Esses fitoquimicos agem como antioxidantes, nacestampela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas éamkem virtude de seus
radicais intermediérios estaveis, que impedem dag#io de varios ingredientes
dos alimentos, particularmente de lipidios (BRANDEWAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

Nas plantas, os compostos fenélicos sdo essemciaisescimento e na
reproducdo dos vegetais, além de atuarem como eagamtipatogénicos e
contribuirem na pigmentagcdo. Em alimentos, tém siédacionados a cor, ao
aroma e a estabilidade oxidativa (ANGELO; JORGEQ720BOBBIO;
BOBBIO, 1989; DEGASPARI; WASZCZYNSKYL, 2004; SOARES002).
Além disso, exibem grande quantidade de proprieddidologicas, como
antialergénica, antiarteriogénica, antiinflamatéria antimicrobiana,
antitrombotica, cardioprotetiva e vasodilatadoraasMo principal efeito dos
compostos fendlicos tem sido atribuido a sua agéioxédante e antimicrobiana
em alimentos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; MJO et al.,
2005; WORARATPHOKA; INTARAPICHET; INDRAPICHET, 2007

Sédo classificados em dois grandes grupos, os ftédes e os nao
flavonoides. Os flavonoides representam o maiop@de polifendis encontrado
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em alimentos (SCALBERT; WILLIANSON, 2000), além slerem considerados
0s mais potentes antioxidantes entre os compostaslidos (SHAHID;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992; SOOBRATTEE et al., 20p5 Os
principais flavonoides incluem antocianinas, flaamnisoflavonas, flavonoéis
(catequinas), flavanonas e as proantocianidinas réio flavonoides estilbenos,
acidos fendlicos e alcoois fenélicos (CHITARRA; GARRA, 2005).

Os flavonoides sé@o responséaveis pela coloracadrdias e legumes,
sendo as antocianinas, em particular, responsgweliss coloragbes rosa,
escarlate, vermelho, lilas, azul e violeta de legmine frutas (MAZZA;
MINIATI, 1994). Outros flavonoides podem também tiuir para a coloragéo
de produtos alimenticios. Plantas que contém flaid®s, como flavondis,
flavonas, chalconas, auronas, flavanonas, isoflmvore biflavonoides,
apresentam coloracdo amarela ou marfim (MACHEIXEBRIET; BILLOT,
1990)

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoitimsdo a sua
caracteristica de esqueleto carbbnia®:Cs. A estrutura quimica basica do
grupo dos flavonoides e sua relacdo com as antoemrsdo mostradas na
Figura 3. Dentro de cada grupo, ha muitos compodifesentes e sua cor
depende da presenca e do numero de substituinjago a molécula
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).
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Figura 3 - Esqueleto basico de flavonoides.
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De acordo com Mazza e Brouillard (1987), a cora#scianinas varia
de acordo com as estruturas quimicas e as condigfesquimicas do meio. A
um determinado pH, as antocianinas-3-glucésido s&is coradas que as
antocianinas-3-5-diglucésido ou as antocianinakibégido. Da mesma forma,
as antocianinas podem ser coradas ou ndo consoapk¢ do meio, a sua
concentragdo e a presenga ou nao de copigmentos.

Os compostos fendlicos estao presentes nos vegetdrma livre ou
ligados a acucares (glicosidios) e proteinas (CRBB8; SOARES, 2002).
Podem ser divididos, ainda, em sollveis e insofiv@s sollveis encontram-se
compartimentalizados dentro dos vacuolos celuBEEKMAN, 2000) e estao
na forma livre ou conjugada, enquanto os fendlice®lliveis encontram-se
ligados a estruturas da parede celular (para éoeala parede celular dos graos),
esterificados com arabinose ou residuos de gatadims componentes pécticos
ou hemicelulésicos (FAULDS; WILLIAMSON, 1999). O<idos fendlicos

livres apresentam a menor parte dos componentéicien e sdo sollveis em
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solucBes aquosas-organicas, tais como metanolpletan acetona (TIAN;
NAKAMURA; KAYAHARA, 2004).

Quanto aos compostos fendlicos presentes no neltes incluem os
acidos galico, vanilico, p-hidroxibenzoico, cafeicferilico e p-cumarico
(WHITE; WEBER, 2003). Entretanto, no milho amareadoprincipal composto
fendélico encontrado é o &cido ferulico, totalizar&®1% do total de acidos
fendlicos, sendo o acido transferdlico o mais abotel (CLASSEN et al.,
1990), com concentracdes de 259 mg a farinha de milho, correspondendo a
73,2% total e 3,1% do peso seco do farelo de miiHATE; GALLAHER,
2005).

Nos graos de milho, os quais apresentam uma meatnifo-proteica
complexa, os compostos fendlicos se apresentam tanfiorma livre quanto na
forma complexada, ligados a essa matriz ou compesedas camadas
exteriores do grao, representando estes fendisleratps, em média, até 85%
do total de compostos fendlicos nos graos (ADONY,L2002). Neste cereal, 0s
compostos fendlicos encontram-se, geralmente, maafesterificada a estanois
e esterois (SEITZ, 1989). Entretanto, encontrartas®ém nas formas livres e
insoluveis, sendo a forma complexada predominaigeins fenolicos do milho
sédo ligados covalentemente a aminas e outros esgleos (SAULNIER et al.,
2001).

As antocianinas também se destacam quanto a su&ntacdo em
grdos de milho coloridos. Milhos azuis tém conagiies elevadas dos
flavonoides antocianinas, principalmente cianidenanalvidina, enquanto os
milhos de grdos vermelhos apresentam pelargonidiaajdina, malvidina e
outras antocianinas ainda nao identificadas (SALSN&t al., 2013). Além do
milho azul, milhos com pigmentacéo roxa e vermdlrabém sdo ricos em
antocianinas (ADOM; LIU, 2002; FIMOGNARI et al., @¢; MATSUMOTO et
al., 2004; TSUDA et al., 2003; YANG; WEIWEI, 201@sses pigmentos estdo
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associados com a camada de aleurona do endospeanacarevisivel do grao.
Geralmente, gréos de pequeno a médio porte prodepésracdo azul mais
intensa, uma vez que tém proporcdo mais elevadardada de aleurona, menos
diluida pelo endosperma amilaceo (BETRAN; BOCKHORDQONEY, 2000).

b) Tocoferois e tocotriendis

Os tocoferéis pertencem a classe dos antioxiddigessollveis que,
juntamente com os tocotriendis, sdo genericamemienados vitamina E ou
tocois (EL-MALLAH; MUMI; EL-SHAMI, 1999). No entard, o0 termo
genérico ‘“vitamina E” é utilizado para designaroodiferentes compostos,
nomeadosu-, B-, y- € 8- (alfa, beta, gama e delta) tocoferdis e tocafign
(AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION - AIN, 1979; CHUNet al., 2006).

Estas substancias apresentam, como estrutura basitagrupo 6-
hidroxicromano e uma cadeia lateral fitol saturadastituida de unidades
isoprenoides (LI et al., 2007). O grupo cromanoepser metilado em diferentes
posicBes, gerando produtos de diferentes ativideitisinicas, consistindo de
guatro isdmeros de tocoferol e quatro isdmerosodetriendis (SIQUEIRA,
1997).

Na Figura 4 é apresentada a estrutura quimica dofeiml e do

tocotrienol.
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Figura 4 - Estrutura guimica do tocoferol e do taenol.

CHy Tocotrienol

Fonte: GUINAZ et al., 2009.

Existem quatro tipos de tocoferdis e tocotrien@gundo a localizacao
dos grupos metila no anel; B, y e 3 (RAMALHO; JORGE, 2006), conforme
Tabela 1.

Tabela 1 - Estruturas quimicas indicando os grupetdas no anel, 3, y €9.
Tocofero Tocotrieno
o —tocoferol: F, =R, = R; = CH; o —tocotrierol: R; = R, = R; = CHs
B —tocoferol: F; = Rs= CHs:R,=H B —tocotrienol: F; = R3= CHz R, = H
vy —tocoferol: F;=H; R, =R;=CH;  y—tocotrienol: F;=H; R, =R3 = CH;
§ —tocoferol: F;=R,=H; Rs=CH; § —tocotrienol: F; =R, =H; R;= CH;

Todas as quatro isoformas dos tocoferdis e toodtisen-, p-, y- €6, S&o
encontradas no milho, sendo 95% do totalad®coferol ey-tocoferol e a
totalidade desd-tocoferol concentrada no germe. Entretantgpcoferol é
considerado o tocoferol de maior relevancia no en{lBL-MALLAH; MUMI,;
EL-SHAMI, 1999), com concentracdo média de 45 mg {EEso seco)
(PANFILI; FRATIANNI; IRANO, 2003). Variagdes no coeido, na razao
dessas isoformas e na distribuicdo nas partes maica® ja foram reportadas
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para linhagens de milho (WEBER, 1987), indicandsspeel selecado de acessos
com perfil diferenciado para estes compostos.

Dentre os tocoferois, 8-tocoferol é o composto que apresenta maior
atividade de vitamina FHEMEDA; KLEIN, 1990. A atividade antioxidante
dos tocoferdéis decresce do compdsfmara ou-tocoferol e, assim, 8tocoferol
€ 0 mais efetivo antioxidante;poe oy-tocoferol tém atividade intermediaria e o
a-tocoferol apresenta a mais baixa atividade artante (HEMEDA; KLEIN,
1990; MERKEN; BEECHER, 2000).

A importancia dos tocoferdis para a salude humamealationada a
capacidade dos mesmos em sequestrar radicais lnaremembrana celular,
protegendo os acidos graxos poli-insaturados ddag#io e da producdo de
radicais livres, assim, evitando alteracfes cedslaincluindo a integridade da
membrana celular. Estas substancias também exduwmdies na imunidade e
na reparacdo de danos causados por radicais laoeBDNA (ELMADFA,
PARK, 1999; TRABER; PACKER, 1995).

Pode-se ressaltar a utilizacdodtocoferol na area de alimentos, com a
funcdo de conservante (CARVALHO, 2007); como farosacdevido a sua
funcéo de captadores e liberadores de energia (RBJ>STAMFORD, 2004);
cosméticos, por meio de tratamento contra o enwelfemto cuténeo
(ALMEIDA, 2008) e na inibicdo de doencas do corafffREITAS, 2007).

Estdo presentes de forma natural na maioria dass dlegetais e sao
amplamente aplicados como meio para inibir a o%idagos 6leos e gorduras
comestiveis, prevenindo a oxidacdo dos acidos graxeaturados (JORGE;
GONCALVES, 1998).

Pesquisas revelam que dietas & base de alimeotssenin tocoferdis e
tocotriendis podem ajudar a combater o mal de Adaée (TAIPINA, 2009) e
prevenir danos foto-oxidativos (ROPKE et al., 200Bpdem, ainda, ser

utilizados em veiculos cosméticos associados ctinosfisolares (SASSON,
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2006) e em condimentos com funcdo antioxidante eodupos carneos
(MAURIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007), atuando, ainda, nanfdo cognitiva
(GUIMARAES; VIANNA, 2009) e como avaliador de nigeséricos de animais
(REIS; COSTA; PEIXOTO, 2007).

c) Carotenoides

O termo carotenoide caracteriza um grupo de pigmsematurais de cor
variavel entre o amarelo e vermelho-escuro (AZEVEBELEIRO, 2003). Nas
plantas, os carotenoides participam do processosdittético absorvendo
energia luminosa e transferindo-a para os cengagagao da clorofila além de
protegerem o aparato celular fotossintético cordemos foto-oxidativos
(BARTLEY; SCOINIK, 1995).

Ja foram identificadas mais de 600 estruturas galmilos carotenoides,
das quais aproximadamente 50 tém atividade biddgjicleste total, cerca de 40
podem ser encontradas em alimentos (FRASER; BRAMLZ004).

Esses compostos sao classificados, de acordo @essutura quimica,
em carotenos (p.exf-caroteno e licopeno) e xantofilas (p.ex., lutelma
zeaxantina), sendo [Bcaroteno o mais estudado, dada a sua funcdo posaur
da vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004).

A estrutura bésica dos carotenoides é um tetraterpem 40 atomos de
carbono, formado por oito unidades isoprenoidesimgo carbonos, ligados de
tal forma que a molécula é linear com simetria iitida no centro (DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES LOPEZ, 2000; RODRIGUEZ-AMA,
1999) (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica ¢ecaroteno.
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A propriedade dos carotenoides de absorver luzegéo visivel e,
portanto, apresentar cor, deve-se ao sistema diasdlipacdes conjugadas
presente em suas estruturas, que também se relaafomutras importantes
fungBes/acdes biologicas atribuidas aos carotesjoidemo atividade pro-
vitaminica A e antioxidante, importantes para adeadumana. No entanto, a
estrutura altamente insaturada torna-os bastastestiveis a degradacéo.

A principal e mais antiga funcdo conhecida dos teamdes é a
atividade pré-vitaminica A, mas esta propriedadeééaracteristica de todos os
carotenoides, pois, para que 0 pigmento apresatdefuncdo, a sua estrutura
molecular deve ser composta, no minimo, por umaiaadoliénica de 11
carbonos contendo um arfielonona. Assim, dentre os mais de 600 carotenoides
conhecidos, somente 50 deles sdo precursoresathaivit, comd-caroteno;y-
caroteno,o-caroteno, g-criptxantina eo-criptoxantina. Op-caroteno € o mais
importante precursor da vitamina A, pois tem, na estrutura molecular, dois
anéisp-ionona que originardo duas moléculas desta viantarante a etapa de
conversao no organismo (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Os carotenoides estdo presentes, principalmentanihm amarelo e
laranja (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006), com destagpara as xantofilas
(luteina, B-criptoxantina e zeaxantina), que perfazem cerc®@% do total,
além dos carotenosp-Caroteno eo-caroteno), encontrados em pequena
concentragdo (JANICK-BUCKNER et al., 1999; KURILICHUVIK, 1999).
Nos milhos normais, existem diferencas signifiagivna concentracdo de
carotenoides totais (BERALDO et al., 2004; BLESSBRECHER; DIMLER,
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1963; QUACKENBUSH et al.,, 1963). Avaliando o temro perfil de 134
acessos do BAG Milho Tropical da Embrapa Milho egBp Cardoso et al.
(2009) encontraram variacéo de 15 a 3@@ 4" de carotenoides totais.
Diferencas consideraveis em conteldo de compostoatiims e
capacidade antioxidante entre um conjunto dos atifes acessos de milho
foram reportadas por Hu e Xu (2011) e Zilic et(2012). Para os materiais
avaliados nesses estudos, a distribuicdo de cafdésnou antocianinas diferiu
significativamente entre as classes de cores. Einsvautros estudos tem sido
relatada a atividade antioxidante e anticancerigengolifenéis, como acido
ferdlico e p-cumarico, em grédos de milho branco AEASEN et al., 2001,
ANSELMI et al., 2004; KROON; WILLIAMSON, 1999; RONDI et al., 2002;

TROMBINO et al., 2004).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE GERMOPLASMA DE MILHO TROPICAL
QUANTO A COMPOSTOS BIOATIVOS

RESUMO

O milho apresenta diversidade genética, dando raregrande nimero
de variedades, hibridos e acessos. Dentre eles msitriais pigmentados, os
quais passaram, recentemente, a ser de grandesseealevido ao contetdo de
compostos fendlicos e carotenoides, substanciastilms reconhecidas,
especialmente de funcdo antioxidante com efeitogflms para a salde. O
objetivo, nesta primeira parte do trabalho, foiactgrizar acessos tropicais de
milho quanto ao perfil de compostos fendlicos ®tantocianinas totais e
atividade antioxidante. Foram avaliados 211 acedsasilho tropical de gréaos
coloridos do Banco Ativo Germoplasma (BAG) da Emlarilho e Sorgo. O
experimento foi planejado em delineamento esteigtiteiramente casualizado.
As andlises quimicas foram realizadas em trési¢dgst sendo os resultados
submetidos a andlise de variancia e, em seguidapadps para comparagdo das
médias, usando o teste de agrupamento Scott knd¥%, de probabilidade. Para
a determinacdo da relacdo dos compostos fenodlicestecianinas com a
atividade antioxidante das amostras estudadasefizada a correlacdo de
Pearson. Foi possivel concluir que os acessosaskischpresentam diferencas
na composicdo de fendlicos totais, antocianinasst@ capacidade antioxidante
dos graos. Os acessos de gréos mais pigmentades) &l considerados boas
fontes de compostos fendlicos e antocianinas, apdaa diferencas na
concentracdo dessas substancias entre eles. Gosaoatoridos TO 002, ES
006, RO 013 e BAG 0661 devem ser considerados eatfiagbes visando
aplicacdes de componentes de importancia biologe@ a nutricdo e as
propriedades fisico-quimicas e fisicas, atribussesrciais para a agregacao de
valor de matérias-primas alimentares.

Palavras-chave: Acessos de milho. Fendlicos. Aatitas. Atividade
antioxidante.
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ABSTRACT

Corn has wide genetic diversity, originating a éarmimbers of varieties
and hybrids genotypes. Among them are pigmentecenai, which have
recently become of great interest due to the comtephenolic and carotenoids
compounds, recognized bioactive substances, eflgeaigioxidant function
with beneficial effects on health. In the firstipaf the study, the objective was
to characterize tropical maize genotypes as to phefile of phenolic
compounds, anthocyanin and antioxidant activitywds evaluated 211 tropical
maize genotypes of colored grains from the Embrafilno and Sorgo
Germplasm Bank (BAG). The experiment was designed completely
randomized design. Chemical analyzes were performetiplicate, and the
results were submitted to analysis of variancethed grouped for comparison
of means using the Scott Knott grouping test at peadbability. For the
determination of the relation between anthocyarind phenolic compounds
with antioxidant activity in the studied sampleBe tPearson correlation was
performed. It was concluded that the accessiorferdifi the composition of
total phenolics, anthocyanin and antioxidant capaaf the grains. The most
pigmented grains accesses can be considered goaatesoof phenolic
compounds and anthocyanins, despite the differeimcesncentration of these
substances between them. The colorful genotype®DES 006, RO 013 and
BAG 0661 should be considered in evaluations aimaigapplications of
biological importance of components for nutritiondaphysical-chemical and
physical properties, essential attributes for adagdde of food raw materials.

Keywords: Corn genotypes. Phenolics. Anthocyarkmsioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

O milho tem ampla diversidade genética, dando origeggrande nimero
de variedades e hibridos (AOKI; KUZE; KATO, 200IA$CUAL-TERESA;
SANTOS-BUELGA; RIVAS-GONZALO, 2002). Esta culturprasenta varias
coloracdes de graos, entretanto, os milhos de grélosidos, como vermelho,
roxo, azul e preto, sdo produzidos comercialmergenas em pequenas
guantidades no Brasil, apesar de apresentarenmasalzst com potencial para o
desenvolvimento de alimentos funcionais (ABDEL-AALYOUNG;
RABALSKI, 2006).

Varios autores tém relatado a presenca de compdetddicos e as
diferencas da acio antioxidante em materiais d&etifes coloracées. Acido
ferulico presente em milho de coloragdo brancarelma laranja tem agéo anti-
inflamatéria (OU et al., 2003), anticarcinogénidd_LMAIDA et al., 1990) e
antidiabética (efeito similar ao da insulina) (NORW et al., 2003). Milhos
com pigmentacdo vermelha, azul, roxa e preta, casepca de antocianinas,
apresentam acao antimicrobiana, anticarcinogérg&G(WARA et al., 2001);
antimutagénica e antioxidante (PEDRESCHI; ZEVALLOX)05), além de
comprovada atividade na prevencdo da obesidade -ehiparglicemia
(CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS, 2003; TSUDA at., 2003).

A caracterizagdo do perfil fitoquimico do milho éportante se a
associarmos também as caracteristicas de res&sstéatiral (BAKO et al.,
2005), podendo ser utilizada como forma de minim@zaso de defensivos e
otimizar a producédo de alimentos (PRATES et alg420Resultado de estudo
anterior permitiu identificar que linhagens e vdades de milho tém
apresentado propriedades fitoquimicas que limitandanos provocados por
insetos (WARNOCK et al.,, 1991). Embora muitos estudenham sido
conduzidos sobre as causas da resisténcia no naklistem, ainda, muitos
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aspectos a serem investigados, especialmente n#ficdgdo de substancias
envolvidas nos mecanismos fitoquimicos (BERGVINSGH al., 2007;
WARNOCK et al., 1991) e sobre quais materiais apresn maior
concentracdo dessas substancias, oferecendo ssbgidra entomdlogos,
melhoristas e biotecnologistas na busca de noustedode resisténcia, bem
como aos cientistas de alimentos e profissionaéyea de salde.

Apesar da grande variabilidade de substanciassativagraos de milho,
existem materiais ainda ndo fenotipados para esteteristica, o que restringe
seu uso para a geracdo de novas cultivares comegci@odutos com melhor
perfil nutricional em relacdo a compostos antioxtda e antimicrobianos que
poderiam ser utilizados como matérias-primas nayg@o de alimentos com
carateristica funcional ou, ainda, como consergaméeoutros alimentos. Sendo
assim, o trabalho foi realizado com o objetivo deacterizar acessos de gréos
com distintas coloracdes, do banco germoplasmandardpa Milho e Sorgo
guanto ao perfil de fendlicos totais, antocianitmais e atividade antioxidante,
identificando as fontes com melhor perfil de fitbgicos.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram estudados 211 acessos de milho gréos caatim®anco Ativo
do Germoplasma (BAG) da Embrapa Milho e Sorgo, padeterminacédo de
fendlicos totais, antocianinas e atividade antiamntd.

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi planejado em delineamento efitati$nteiramente
casualizado. As amostras foram analisadas encttplie as andlises quimicas,
em trés repeticoes.

Devido ao grande numero de amostras avaliadas.cess@ foram
classificados de acordo com a semelhanca de cali@dos em trés grupos: 1)
acessos com grdos mais pigmentados (vermelhos eraxzal), 2) acessos com
gréos amarelos e 3) acessos com graos brancosl&sdicacao foi realizada
visualmente.

A identificacdo segundo a classificacdo de corgsdescrita na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacdo do acesso de milho cordocoloragdo do pericarpo
dos graos.

Mais pigmentados

PR 031, MT 024, MT 059, MG 174, RR 028, BA 125, BB, BAG 0661, ES 006,
TO 002, SC 016, RR 037, RJ 006 PALHA ROXA, SC (BA,083, CUBA 28, MG
040, GO 001, GUATEMALA 786, RR 022, RR 028, NODZGBRE TOPRE

Amarelos
RO 015, RR 035, AC 045, RO 012, BA 226, RO 002, 6P, MT 033, BA 007,
PIPOCA RS 20, PR 015, RR 036, MG 152 PIPOCA MAGIRO, 007, MS 046, RN
005, PR 037, MS 033, BA 077, BA 050, PR 045, MS,®8 027, SE 031, CE 030,
MS 052, OAXACA 250, STIFF STAZCK SYNTETIC, SAN LUIBOTOSI 97, PR
013, AZTECA, MAYA XVIII, PA 067, PA 041, SE 013, M&41, BA 080, PUERTO
RICO, BA 178, WP 1 FLINT COMPOSTO, PIPOCA AMERICAN@R 126
DENTADO COMPOSTO, BA 003, SINTETICO JPE ACS, RS 18ULGARE 2,
WP AMARELO DENT, RR 006, RR016, FRANCE 2, CMS 12 @G22,
PIRAPOCA AMARELO, WP 21 COMPOSTO CUBA, BA 224, AL09, BA 020,
BR 400 SUPER DOCE, RS 102, BA 101, PA 089, PA 83,16, COLORADO
PERGAMINO, RR 03, RR 201, RR 012, RR 090, CMS 03 ARELO
CRISTALINO, RR 052, VERA CRUZ 2015, SE 014, CATETRETE LAGOAS,
CENTRAL MEX J — VIII, BA 201, CAMELIA, CMS 05 SUWANDMR, PR 034,
MS 019, MG 010, BA 132, CMS 26 VIl - D COMPOSTO, GM28 TUXPENO
AMARELO, BA 117, PA 047, CMS 27 Il DOCE DO HAWAICMS 04
AMARILLO DENTADO, CMS 39 COMPOSTO NACIONAL, PE 00AC 014, AC
005, AC 036, PA 022, PA 003, MAYA OPACO 2, BR 1A 116, CE 039, RR
200, PE 001, PR 057, 31136 G MLYS COMP, BA 061, %2, RN 012, PB 020,
REPUBLICA DOMINICANA 300, CMS 25 XI CATETO COLOMBIACENTRAL
MEX, REPUBLICA DOMINICANA 274, CMS 15 POOLS 26, CMB® C POOL 25
CERRADO, WPV12 TUXP FLINT, CMS 11POOL 21, CMS 22 ARILO DEL
BAJIO, PE 029, BA 066, BA 064, RR 088, AM 006, BA4) RR 088, AM 006, AM
003, AM 001, RR 001, RR 013, RS 165, SP 050, RS ©#2S 36 SINTETICO
CERRADO, RO 009, RS 094, SP 015, SP 145

Brancos
PR 056, MT 035, PR 005, RS 229, AC 031, RS 230,008, RR 047, RO 021, AL
020, RO 017, RR (DOCE FLOR DA SERRA), PA 090, RR.ORR 043, RR 188,
BA 100, RR 048, SC 008, RR 045, PR 030, MS 002,80 MT 032), 60002, RR
044, AC 006, PR 026, BR 402 DOCE CRISTAL, RO 004,620, PA 020, PR 020,
MG 149 PIPOCA TIMOTEO, BA 197, AC 041, BA 017, ZAPATE CHICO, CMS
08 TUXPENO CREMA 1, AC 022, MT 038, WP 25 LA POSTBENTY FLI WTS
N°393, VER CRUZ 149, NAYARIT 165, CMS 43 PONTUDQUXPENO
CARIBE, EL SALVADOR GRUPO A 1, SP 087, COMPUESTO XPENO
VERACRUZANO, TUXPENO 1, MG 084, MG 089, PIRAPOCA BRCO, MG
104, SAN LUIS POTOSI 127, BA 090, SC 005, KALAHABLITZ
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2.2 Amostragens e analises

Na Figura 1 sdo apresentadas as imagens de gr&o2ldoacessos
avaliados.
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Antes da moagem, os grdos foram mantidos, no LulGrade
Qualidade de Graos da Embrapa Milho e Sorgo, enpdeatura ambiente de
21+1 °C. No dia das analises, os graos de millranfamoidos em moinho tipo
ciclone MA 020 MARCONI (Piracicaba, SP), utilizandeneira de 0,5 mm de
abertura, sendo o material moido acondicionadorastds de vidro, tampados,
lacrados com parafilme e envoltos em papel aluminio

Todas as andlises foram realizadas imediatamg@di® @ moagem das

amostras em auséncia de luz e em temperatura @mtbe1+1 °C.

2.2.1 Umidade

A umidade dos graos foi determinada pelo métodal®a) descrito
pela Association of Official Analytical ChemistéAOAC, 2012), utilizando
estufa de secagem da marca American Lab, modelb0Ar150.

A analise de umidade foi realizada para a correigoresultados para
base seca.

2.2.2 Determinacao de fendlicos totais

O conteldo total de polifenéis foi avaliado utitida-se o reagente de
Folin-Ciocalteau, seguindo método adaptado de &mglet al. (1999). Cada
amostra (2 mg) foi macerada em 4 mL de metanol pdiltrada em papel filtro
Whatman fil, este extrato foi pipetado para um tubo a&mbar ¢ampa
rosqueavel 250 uL do extrato e 415 pyL do reageali@-Eiocalteau (Sigma-
Aldrich), seguindo-se agitacdo do conteldo em wprdeirante 20 segundos.
Ap6s 10 minutos foram acrescentados 830 pL de &0ld% (p/v) de NEO;
(J.T Baker). As solucdes foram mantidas a temperambiente, envoltas em

papel aluminio, durante 2 horas. Utilizaram-se cdmamco da reacdo somente
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0s solventes utilizados em cada etapa da extré@gé@ontetdo total de polifendis
foi determinado a 760 nm, utilizando-se um UV-Vépectrofotbmetro modelo
T80 (PG Instruments). O contetado fendlico total ckeda amostra foi
determinado por meio de uma curva de calibracgpapaela com acido galico.
Os resultados obtidos foram expressos como mgide gélico por 100 g de

amostra.

2.2.3 Determinacgéo da capacidade antioxidante

A analise da atividade antioxidante dos graos dleonfidi realizada pelo
método fotocolorimétrico do radical livre estavelPBH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila). Cada amostra (2 mg) foi maceradenc4 mL de metanol puro e
filtrada em papel filtro Whatman’nl. Foram coletados 500 pL do extrato em
tubo limpo e acrescido de 500 pL de DPPH. As amgdicaram sob agitagéo,
por uma hora, em agitador tridimensional (3D méadanet, modelo GyroMini,
20 rpm inclinacéo 3D fixa em 20%evestidas com papel aluminio. A leitura de
absorbancia foi feita apos o periodo a 515 nm grectofotdmetro UV-VIS.

Para o controle da reacdo foram utilizados DPPH etamol. O
espectrofotdbmetro modelo T80 (PG Instruments) doado com metanol.

A capacidade de sequestrar radical livre foi exggre&®mo percentual de

inibicdo de oxidagdo do radical e calculado confoeseguinte férmula:

% de inibicdo = ((BppH— Aexr) / Apoppy*100

em que Appy€ a absorbancia da solucdo de DPPH:g A a absorbancia da

amostra em solucdo determinada a 515 nm (ROESLER 2007).
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2.2.4 Antocianinas

A concentracdo de antocianinas foi determinada d®da com a
metodologia descrita por Francis (1992) e adaptaalLopes et al. (2012).
Cada amostra (1 g) foi extraida com 30 mL de solwtanol-HCI (1,5N), na
propor¢do 85:15, em homogeneizador de tecidosa(Stirrer 380-D), por dois
minutos, na velocidade 5. Logo depois, o conteddtrdnsferido para um baldo
volumétrico de 50 mL (sem filtrar) e o volume aggki com etanol-HCL (1,5N).
Esse conteldo foi homogeneizado e transferido frasoo de vidro, envolto em
papel aluminio, sendo mantido, por 16 horas, erdgéla (5 °C). Em seguida, o
material foi filtrado em funil de vidro contendogeh Whatman 71, sendo o
filtrado recolhido em béquer de volume 50 mL ervalbm papel aluminio. Em
seguida, a absorbancia foi determinada em espeiétinoétro modelo T80 (PG
Instruments) em comprimento de onda de 535 nm. @cbr foi composto
apenas de solucdo etanol-HCL (1,5N). A concentragddioantocianinas foi
expressa em mg 100 g

Todas as analises foram conduzidas no Laborat@i®@dalidade de
Graos da Embrapa Milho e Sorgo, localizado em Sageas, MG.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos, estatisticameraaabise de variancia
e, em seguida, agrupados para comparacdo das médasdo o teste de
agrupamento Scott Knott, a 5% probabilidade. Aiaeale variancia foi feita
por grupo de acessos de milho, como classificadi@siarmente. Para tanto, foi

utilizado o programa Assistat, verséo 7.5 beta§200
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Para a determinacdo da relacdo dos compostosdesid@iantocianinas
com a atividade antioxidante das amostras estudadssdados foram

submetidos a analise de correlacdo de Pearson.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fenotipagem de acessos do BAG Milho quanto anoentracdo de

fendlicos totais, antocianinas e atividade antiox&hte

Diferenca significativa (p<0,05) foi observada ga concentracdo de
fendlicos totais nos grupos dos acessos avaliautisando variacdo em relagdo
a concentragdo desses compostos.

As médias da concentracdo de fendlicos totais (@9g‘lamostra seca)
para os acessos de grdos mais pigmentados vargrimen 264,1 (grupo A) e
910,2 (grupo C). Ja para as médias da concentdec@@nolicos totais para os
acessos amarelos a concentracdo de fendlicos vamioe 105,3 (grupo A) e
202,4 (grupo D). Nos acessos de grdos brancasgédms dessas substancias
variaram entre 80,2 (grupo A) e 203,9 (grupo C).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as médias do teendleds totais dos

acessos estudados.



Tabela 2 - Identificacdo dos agrupamentos formaedss acessos de milho, apresentando médias dantmagdo de

fendlicos totais distintas (base seca). (Continua)

Concentracgéo de

Grupos Acessos de milho fendlicos totais
(mg 100 &)
Mais pigmentados
A PR 031, MT 024, MT 059, MG 174, RR 028, BA 12:R R37, RJ 006, SC 010, BA 083, CUBA 264,T
28, MG 040, GO 001, GUATEMALA 786, RR 022, RR 028
B NODZOB RARE TOPRE, BAG 0661, SC 016, RO 013 7432
C ES 006, TO 002 910,72
Amarelos
A PIPOCA RS 20, PR 013, RR 034, CMS 26, RO 002, BAZE 030 1053
B RR016, COLORADO PERGAMINO, SAN LUIS POTOSI 97, RO12, REPUBLICA 133,9
DOMININCANA 247, PA 003, PA 022, CMS 21, RS 16, RHFLICA DOMININCANA 300,
WP AMARELO DENT, RO 009, CMS 03, CENTRAL MEX J, CERAL MEX, CMS POOL22,
RR 013, CMS 04, PIRAPOCA AMARELO, PR 037, PE 028, 389, PE 002, MS 041, MAYA
XVIII, CMS 36, PUERTO RICO, MS 028, PR 057, VERA OR, BA 066, AL 009, BA 116, RS
102, BA 080, BA 020, SE 031, SP 050, SP 145, SE BM027, RS 101, BA 132, BR 126, RR
200, CAMELITA, WPV 12, BA 224, WP 1 FLINT, RR 20RS 094
C SP 015, PE 001, PIPOCA AMERICANO, STIFF STAZCKPW¥1, RR 03, RR 006, RR 001, RR 158,3
052, RR 088, RR 090, RS 165, PR 045, SINTETICO FNEQ12, RN 005, RS 162, PB 020, AC
005, CMS 05, AC 014, AC 036, BA 003, CMS 15, 31188/S 14 POLL, CMS 11 POOL,
AZTECA, BULGARE 2, BA 077, BA 101, BA 064, BA 058A 061, BR 106, BR 400, BA 007,
BA 042, BA 178, MT 012, MT 033, AM 003, MS 046, M¥%2, PA 047, PA 067, AM 001,
OAXACA 250, PA 032, MS 033, CMS 28, CMS 39, AM 0@BMS 22, CMS 25, MG 152, MS
019, MG 010, FRANCE 2, MAYA OPACO
D SE 013, RO 007, PR 015, PA 041, RR 012, BA 112,045, CE 039, RR 035, RO 015, CATETO 2024

SETE LAGOAS, BA 201, RR 036

99



Tabela 2 - ldentificacdo dos agrupamentos formageles acessos de milho, apresentando médias da
concentracao de fendlicos totais distintas (bas&) s€Conclusao)
Branco
A RO 021 RR 021, RR (DOCE FLOR DA SERRA), RR 04B ®7, RR 056, RS 230, RS 229 80,2
B MT 008, PA 090, RO 017, AC 031, AL 020, MT 03RR B30, PR 005, SP 620, AC 006, BA 197 125,68
60002, RR 044, RO 004, BA 017, ZAPALOTE CHICO, S@BOCMS 08 TUXPENO, CMS 43,
AC 041, KALAHARI BLITZ, BA 090, MG 084, AC 022, TURENO 1, COMPUESTO
TUXPENO, EL SALVADOR, DENTY FLI, NAYARIT 165, PA 0@, MT 038, VERA CRUZ, WP
25, SC 005, TUXPENO CARIBE, SP 087, PR 026, MG 188N LUIS, MG 104, MG 089,
PIRAPOCA BRANCO, RR 020, BA 100, MS 002
C BR DOCE CRISTAL, RR 048, RR 188, MT 032 203,9
*Os acessos pertencentes a um mesmo grupo dentemdesubtitulo acesso de milho ndo diferem entreas médias pertencentes a
grupos distintos diferem entre si.**Foi aplicadteste de agrupamento de média de Scott-Knott, despsobabilidade.

99
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Montilla et al. (2011), estudando a composi¢do elelficos totais em
diferentes cultivares de milho roxo, encontraramagdo de 311,0 a 817,6 mg
100 ¢'. De La Parra, Serna Saldivar e Liu (2007), DeloPlosfran et al. (2006)
e Mora-Rochin et al. (2010) relataram médias dé® 40266,0 mg 100gyde
fendlicos totais em milho de diferentes colorac&#dretanto, Urias-Lugo et al.
(2015) encontraram de 1.039,0 a 1.331,3 mg 100epresentando cinco vezes
mais, comparados aos valores ja relatados e stgerimo encontrado no
presente trabalho.

As diferencas entre os resultados encontrados mestes trabalhos
citados podem ser atribuidas a fatores como origem grdos, método de
extracdo, composi¢cdo quimica e genética dos glis, como as condicdes
ambientais e agronémicos nas quais os materia@nfaultivados (URIAS-
LUGO et al., 2015).

Dentre todos 0s grupos previamente classificadpglas que compdem
0 grupo de acessos mais pigmentados apresentararesneédias quanto a
concentracao de fendlicos totais, com destaquegsagaupos B e C. Isso indica
que os acessos destes grupos devem ser consideradasaliacbes para a
obtencdo de grupo de trabalho, visando aplicactegis estudos quanto aos
componentes de importancia bioldgica para a natrigas propriedades fisico-
guimicas e fisicas, atributos essenciais para agéegde valor e adequacédo de
uso de matérias-primas.

Para o estudo da caracterizagdo quanto a conc@mtdecantocianinas,
diferenca significativa (p<0,05) foi observada raaessos classificados como
mais pigmentados e amarelos. Nos acessos cladsdicamo brancos néo foi
detectada presenca de antocianinas, 0 que japeads, visto que antocianinas
estdo presentes em alimentos com coloracao rosaelea, amarela e verde.

As médias da concentracdo de antocianinas (mg'1Q@ua os grdos
mais pigmentados foram 19,13 (grupo A), 54,52 (grigjpe 64,94 (grupo C). Ja
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as médias da concentragdo de antocianinas pareessoa de grdos amarelos
variaram de 4,08 (grupo A) a 7,62 (grupo B).

Na Tabela 3 sé@o apresentadas as médias da cogéenti@antocianinas
dos acessos classificados como pigmentados e asarel



Tabela 3 - Identificacdo dos agrupamentos formgedss acessos de milho apresentando médias dant@pé@® de
antocianinas (base seca).

Concentracgédo de

Grupos Acessos de milho antocianinas (mg 100y
Mais pigmentados

A MT 024, MT 059, PR 031, BA 125, MG 174, GO 00R B22, GUATEMALA 786, BA 083, 19,13
CUBA 28, MG 040, RJ 006, SC 010, RR 037, RR 0280%€

B NODZOB RARE TOPRE, , BAG 0661 54,52

C ES 006, RO 013, TO 002 64,94

Amarelos

A RS 102, PA 032, BA 003, BA 077, SE 031, WP 1 FLJNBA 064, BA 101, RO 002, 4,08
COLORADO PERGAMINO, RR 001, RR 013, RR 012

B PIPOCA RS 20, PIRAPOCA AMARELO, PR 015, PB 02 B01, PE 002, PUERTO 7,62

RICO, REPUBLICA DOMINICANA 300, RN 005, PR 037, RR5, PR 057, OAXACA 250,
PA 003, PA 022, MS 046, MS 052, MT 012, PA 047, &7, PA 089, WPV12 TUXP
FLINT, PA 041, WP 21 COMPOSTO CUBA, VERA CRUZ 20RBR 200, SE 013, RRO016,
RR 088, RR 090, SINTETICO JPE ACS RS 165, RS16,62S$AN LUIS POTOSI 97, RS
094, RS 101, RO 015, SP 145, RR 006, RO 007, RORO012, RR 035, RR 036, RR 052,
SP, 015, RR 03, BULGARE 2, CAMELIA, AM 006, BR 10BR 126, BR 400, CE 030,
CMS 03, AM 003, AM 001, CE 039, CENTRAL MEX, CENTRAMEX J, BA 061, BA
066, BA 020, BA 027, BA 042, BA 050, BA 007, BA 208ZTECA, BA 226, BA 116, BA
117, BA 178, CMS 39, FRANCE 2, MAYA OPACO 2, AC QGBMS 28, CMS 36, MAYA
XVIII, MS 019, MS 028, BA 132, MG 010, MG 152, 314,3AC 045, CMS 14 C POOL 25,
AC 036, CMS 05, AL 009, CMS 12, AC 014, CMS 25, CM6, CMS 15, CMS 22, WP
AMARELO DENT, SE 014, STIFF STAZCK SYNTETIC, PIPOCAMERICANO, PE 029,
PR 034, PR 013, MS 033, MS 041, CMS 27, MT 033, 24, CATETO SETE LAGOAS,
RR 201, BA 080, CMS 04, CMS 11 POOL 21, RN 012, RBRICANA 274

*Os acessos pertencentes a um mesmo grupo naerdifartre si e as médias pertencentes a grupostalsstliferem entre si.**Foi
aplicado o teste de agrupamento de média de Scott;ka 5% de probabilidade.
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Para o estudo da caraterizagdo dos acessos csl@@@®@AG Milho
guanto a atividade antioxidante, diferenca sigaifi@ (p<0,05) foi observada
para os acessos de grdos classificados como ngaempiados e amarelos. Os
materiais contendo grdos brancos ndo apresentaifamenga significativa
guanto a atividade antioxidante, sendo essa de(%0de inibicdo do radical
livre).

As médias da atividade antioxidante (% de inibigaaadical livre) dos
graos pigmentados foram 33,67 (grupo A), 52,02p@m) e 69,75 (grupo C).
Ja para os grdos amarelos, foram 22,59 (grupo &292(grupo B) e 35,10
(grupo C).

Na Tabela 4 sdo apresentadas as médias da ativaddidzidante dos

acessos estudados.



Tabela 4 - Identificacdo dos agrupamentos formaatss acessos de milho apresentando médias distiatatividade
antioxidante.

Grupos

Acessos de milho

% de inibigédo do
radical livre

Mais pigmentados

PR 031, MT 024, MT 059, MG 174, RR 028, BA 1288 B37, RJ 006, SC 010, BA 083, CUBA
28, MG 040, GO 001, GUATEMALA 786, RR 022, NODZOR\RE TOPRE, SC 016

33,67

RO 013, BAG 0661

52,02

ES 006, TO 002

69,75

Amarelos

RO 015, BA 226, RO 002, RO 007, PR 037, BA 02E,830, STIFF STAZCK SYNTETIC, PA
067, MS 041, PIRAPOCA AMARELO, RR 090, RR 052, VERZ2RUZ 2015, SE 014,
CATETO SETE LAGOAS, CENTRAL MEX J, BA 201, CAMELIACMS 05, PR 034, MG
010, CMS 26, CMS 27, CMS 04, MAYA OPACO 2, BR 18&; 036, PE 002 RR 088

CMS 36, RR 013, SP 050, AM 003, AM 001

22,59

RR 035, AC 045, RO 012, MT 012, MT 033, BA 00TP®CA RS 20, PR 015, RR 036, MG
152, MS 046, RN 005, MS 033, BA 077, BA 050, PR,M5 028, SE 031, MS 052, OAXACA
250, PR 013, AZTECA, MAYA XVIIl, PA 041, SE 013,080, PUERTO RICO, BA 178,
WP 1 FLINT, PIPOCA AMERICANO, BR 126, BA 003, SINTECO JPE ACS, RS 101,
BULGARE 2, WP AMARELO DENT, RR 006, RR016, FRANCE@MS 12 POOL22, WP 21
COMPOSTO CUBA, BA 224, AL 009, BA 020, BR 400, R821 BA 101, PA 032, RS 16,
COLORADO PERGAMINO, RR 03, RR 201, RR 012, MS 0B®, 132, CMS 28, BA 117, PA
047, CMS 39, AC 014, AC 005, PA 022, PA 003, BA 1ITBXP, CMS 11, CMS 22, PE 029,
BA 066, BA 064, AM 006, RR 001, RS 165, RS 1620 B9, RS 094, SP 015, SP 145

28,29+

42382, CE 039, RR 200, PE 001, PR 057, 31136,0BA, BA 042, RN 012, PB 020,
REPUBLICA DOMINICANA 300, CM 25, CENTRAL MEX, REPUBICA DOMININCANA
274, CMS 15 POOLS, CMS 14 POOL, WPV12

35,10

*Os acessos pertencentes a um mesmo grupo dentemdesubtitulo acesso de milho ndo diferem entreas médias pertencentes a

grupos distintos diferem entre si.**Foi aplicadteste de agrupamento de média de Scott-Knott, despsobabilidade.

\‘
[EnY



72

3.2 Correlacdo entre atividade antioxidante e as vid@veis fendlicos totais e
antocianinas

Os acessos mais pigmentados apresentaram fortelagdio positiva
entre atividade antioxidante e fendlicos totaisn@derada correlacdo positiva
entre atividade antioxidante e antocianinas (TabglalJa os acessos brancos
apresentaram baixa correlagdo entre atividade xédaiote e fendlicos. Os
acessos amarelos apresentaram forte correlacadiv@ogiara atividade
antioxidante e fendlicos totais e correlacdo pasitnoderada para atividade

antioxidante e antocianinas.

Tabela 5 - Correlacdo de Pearson para a atividatiexalante e as variaveis
fendlicos totais e antocianinas dos acessos de@milh

Grupo de acessos Atividade Atividade

milho antioxidante:fenélicos antioxidante:antocianinas
Mais pigmentadc 0,9(52 0,686¢

Branco: 0,138t

Amarelo: 0,829¢ 0,513¢

*Correlagdes significativas, a 5% de probabilidade.

Yang e Zhai (2010), ao avaliaram a atividade aidante e antocianinas
de grdos de milho roxo, encontraram alta correlagdive essas variaveis
(0,828).

A correlagdo entre atividade antioxidante e femdlitotais nos gréos de
milho foi maior do que a correlagéo entre atividaddoxidante e antocianinas,
para todos os grupos de acessos, indicando quergmstos fendlicos presentes
no milho induzem capacidade antioxidante maior @seantocianinas. Os
compostos fendlicos dos alimentos estdo entre iosipais responsaveis pela
atividade antioxidante (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).
Considerando o aspecto bioldgico, em estudos epitlegicos tem sido
demonstrada correlagédo entre 0 aumento do consenurdpostos fendlicos
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com acdo antioxidante (JAVANMARDI et al.,, 2003) ereducdo do risco
associado a doencas cardiovasculares e de cepms die cancer (COOK;
SAMMAN, 1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). éttanto, os
graos de milho estudados, principalmente os mgiegitados, seriam boa fonte
alimenticia de compostos bioativos, se introduzitoslieta.
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4 CONCLUSAO

Acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Milhomiaapa Milho e
Sorgo diferem na composicdo de fendlicos, antacé#Emie capacidade
antioxidante dos grdos. Os materiais de graos pigimentados podem ser
considerados boas fontes de compostos fendlicostaxianinas, apesar da
existéncia de diferengas na concentracdo dessstiisoias entre eles.

Os acessos TO 002, ES 006, RO 013 e BAG 0661 apa@samaior
concentracdo de substancias bioativas e, por @s8a, [devem ser considerados
em avaliacbes de aplicagbes dos seus componentespdeéncia biologica
para a nutricdo e propriedades fisico-quimicasieali, atributos essenciais para

a agregacao de valor de matérias-primas alimentares
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CAPITULO 3

COMPOSICAO CENTESIMAL E CONCENTRACAO DE
SUBSTANCIAS BIOATIVAS DE ACESSOS DE MILHO DE GRAOS
PIGMENTADOS

RESUMO

Graos de milho podem apresentar varias coloragiggtanto, milhos
com pigmentacado intensa tém recebido maior atede@imlo a relacdo dessa
caracteristica com a presenga de substanciasvaisakiste estudo foi realizado
com o objetivo de caracterizar quatro acessos terde coloracdo intensa de
grdos quanto a composicdo de nutrientes e subastabobativas, a fim de
selecionar um acesso com destaque na composicts diésquimicos. Foram
avaliados os acessos de milho de gréos colorido902) ES 006, RO 013 e
BAG 0661 do germoplasma de milho quanto a composieétesimal, fendlicos
totais, antocianinas, atividade antioxidante, tex@$, carotenoides e cor dos
gréos. O experimento foi planejado em delineamestatistico inteiramente
casualizado. As andlises foram realizadas emeEsicdes, sendo os resultados
submetidos a analise de variancia. Quando sigtiifaafoi realizado teste de
média Fischer (LSD), estabelecendo-se o nivel del&%ignificancia. Os graos
do acesso TO 002 apresentaram maior concentracéandicos totais (959,6
mg 100mg) e antocianinas (72,26 mg 100fg quando comparados aos
demais acessos. O acesso ES 006 se destacou duasdacentracdo de
carotenoides totais (3,24 pd)gseguidos dos acessos RO 013 (1,63 ey
BAG 0661 (1,97 pg 9. Ja o acesso TO 002 obteve a menor concentragio d
carotenoides totais (0,32 pg)gnos seus grios. As maiores concentracdes de
tocoferol (563,49 ug 1007, &-tocoferol (98,35 pg 1007, o-tocotrienol
(2.582,73 pg 100, p-tocotrienol (7.529,90 pg 100 y-tocotrienol (238,51
Hg 100 ¢) e é-tocotrienol (175,39 pug 100"y puderam ser notadas no acesso
TO 002. Foi possivel concluir que, dentre os acessmliados, o TO002
apresenta maior concentracdo de fitoquimicos e rnadigidade antioxidante.
Esse acesso deve ser considerado para futuro®gspuchcipalmente quanto ao
extrato fendlico.

Palavras-chave: Carotenoides. Tocoferoéis. Fendéliso®cianinas.
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ABSTRACT

Maize grains may present several coloring, howawdtet with intense
pigmentation has received more attention due todlation of this characteristic
with the presence of bioactive substances. Thectibgeof this study was to
characterize four intensive coloring maize accession the composition of
nutrients and bioactive substances in order tccsale access with prominence
in the composition of these phytochemicals. Thezmaiccessions from coloring
grains TO 002, ES 006, RO 003, RO 013 and BAG 06éde evaluated for
centesimal composition, total phenolics, anthoaysniantioxidant activity,
tocopherols, carotenoids and grain color. The émpmart was planned in a
completely randomized design. The analyzes werfopeed in triplicate, and
the results were submitted to analysis of varial¢ken significant, a Fischer
mean test (LSD) was performed, establishing thel@fél of significance. The
TO 002 access grains had a higher concentratidotalf phenolics (959.6 mg
100mg -1) and anthocyanins (72,26 mg 100mg -1) wdwenpared to the other
accessions. The ES 006 access was highlighted hier tétal carotenoid
concentration (3.24g g%), followed by the RO 013 (1.68 g*) and BAG 0661
(1.97 ug g") approaches. The TO 002 access obtained the lmwasentration
of total carotenoids (0.32g ¢*). In their grains. The highest concentrations of
o-tocopherol (563.49g 100g"), 5-tocopherol (98.3ug 100g"), a-tocotrienol
(2582.73ug 100g-1),p-tocotrienol (7529,90 pg 100y y-tocotrienol (238.51
ng 100g") andd-tocotrienol (175.3%ig 100¢") could be noted in the TO 002
access. It was possible to conclude that amongvhkiated accessions, TO002
presents higher concentration of phytochemicalstagiger antioxidant activity.
This access should be considered for future studiesinly regarding the
phenolic extract.

Keywords: Carotenoids. Tocopherols. Phenolics. Acyanin.
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1 INTRODUCAO

Graos de milho podem apresentar varias coloragiggtanto, milhos
com pigmentacado intensa tém recebido maior atede@imlo a relacdo dessa
caracteristica com a presenca de substancias Vlaisattcomo carotenoides
(AGUAYO-ROJAS et al., 2012; HU; XU, 2011) e compmstfendlicos (HU;
XU, 2011; LICY et al., 2008; SANTIAGO et al.,, 200YANG; ZHAI, 2010;
ZILIC et al., 2012).

Varios autores tém relatado que a maior concertrdedcompostos de
pigmentacdo no milho esta associada a uma maiecickgule antioxidante (HU;
XU, 2011; LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009; ZILIC et aR012).

Diferencas consideraveis em contetdo de fitoquisnieocapacidade
antioxidante foram reportadas por Hu e Xu (2011ile et al. (2012), em
diferentes acessos de milho. Para os materiaiSadoal nesses estudos, a
distribuic@o de carotenoides ou antocianinas difsignificativamente entre as
classes de cores. Entretanto, materiais com ditseroloracbes de grdos com
diferentes origens, produzidos em distintas regidesglobo, necessitam ser
avaliados, a fim de identificar acessos com magstatjue quanto & composi¢ao
bioativa para uso local.

Assim, 0 presente estudo foi realizado com o lojede caracterizar
guatro acessos de milho de coloracdo intensa des grdanto a composicao
centesimal e composicdo de substancias bioativa®ténoides, tocoferéis,
fendlicos totais, antocianinas, atividade antiomtd® a fim de selecionar um

acesso com destaque para a composicdo destedrfitoggst
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2 MATERIAL E METODOS

Para as avaliacdes, os grdos de milho (Figura rBmfomoidos em
moinho tipo ciclone MA 020 Marconi (Piracicaba, Spplado de peneira de
abertura 0,5mm, sendo o material acondicionadorastds de vidro tampados,
lacrados com parafilme e envoltos em papel aluminio

Figura 1 - Acessos de milho colorido do BAG.

TO 002 ES 006 RO 013 BAG 0661

Todas as andlises foram realizadas em ausénbia éeem temperatura
de 211 °C.

As analises quimicas foram conduzidas no Labomtfgi Qualidade de
Graos da Embrapa Milho e Sorgo, localizado em Sageas, MG, exceto perfil
de tocoferdis, obtido no Laboratério de VitaminasOkpartamento de Nutricdo
e Saude da Universidade Federal de Vicosa, Vijw&a,

2.1 Delineamento experimental
O experimento foi planejado em delineamento efitaiisnteiramente

casualizado. As amostras foram analisadas encttplie as analises quimicas,

em trés repeticoes.
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2.2 Composicgéo centesimal
2.2.1 Umidade
A umidade dos graos foi determinada por métodol®40.descrito pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC2012), utilizando

temperatura de secagem de 105 °C, utilizando esteifsecagem da marca
American Lab, modelo AL 100/150.

2.2.2 Extrato etéreo

O extrato etéreo foi determinando de acordo conétwdo Am 5-04 da
Official Methods and Recommended Practit®MERICAN OIL CHEMISTS'
SOCIETY - AOCS, 2005), utilizando o extrator da o@rAnkom, modelo
XT10, Estados Unidos (USA).

2.2.3 Fibra bruta

Para fibra bruta, seguiu-se o0 método de acordoa@iKON (2008),
utilizando o analisador de fibra da marca Ankomgeto A-2000, USA.

2.2.4 Cinzas

Os teores de cinzas foram determinados de acordmanétodo 923.03
AOAC (2012), utilizando mufla da marca Quimis, miod®@31M21.
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2.2.5 Proteina

O método utilizado para a determinacdo do teoritdegénio total foi o
método de Dumas e o teor de proteina foi calcutadkiplicando-se o teor de
nitrogénio encontrado pelo fator 6,25 (AOAC, 1983)equipamento utilizado
para a realizacdo das andlises de proteina foalisador de nitrogénio, modelo
FP-528, marca LECO (Leco Corporation St. Joseph, Ml

2.2.6 Fracdo glicidica

O método utilizado para a determinacéo da frac@ddgla (extrato nédo
nitrogenado) foi por diferenca, como determina aAS0(2000), segundo a
Equacéo 1.

Fracdo glicidica = 100 - (umidade + extrato etéreproteina + fibra bruta +
cinza) (Equacéo 1).

Todos os resultados da composicdo centesimal enovise na matéria
seca.

2.3 Cor

Graos inteiros das amostras de milho foram avaiag@anto ao aspecto
de cor pelo sistema Hunter. As variaveis L*, a*ddsam avaliadas utilizando-
se o colorimetro Konica Minolta modelo CR 400 (&gp&oram feitas cinco

leituras das triplicatas de cada amostra.
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2.4 Determinagédo dos compostos bioativos

2.4.1 Fendlicos totais

A determinacdo de fendlicos totais foi determinddaacordo com a
metodologia de Singleton et al. (1999), descritaapitulo 1 desta tese.

2.4.2 Antocianinas

A composicdo de antocianinas foi determinada derdac@om a
metodologia de Francis (1992) e adaptada por Leped. (2012), conforme
descrito no capitulo 1 desta tese.

2.4.3 Perfil de tocoferol

Utilizou-se método de extracdo direta de acordo ¢ammazi et al.
(2009). Para tanto, pesaram-se em torno de 10 gdsstra e, em seguida,
adicionaram-se 4 mL de agua deionizada aquecida %C& cerca de 5 g de
sulfato de so6dio anidro. Acrescentaram-se 10 mlisdpropanol e 1 mL de
hexano contendo 0,05% de BHT. Apds a adicdo de I28lenmistura solvente
(hexano:acetato de etila, 85:15, v/v), as amodtnasn trituradas e filtradas a
vacuo. Lavou-se o residuo retido pela filtracdo d&@vmL de mistura solvente
e, em seguida, transferiu-se para o tubo de t¢lior® a etapa de extracdo foi
repetida, adicionando-se 5 mL de isopropanol e B@enmistura solvente, com
posterior homogeneizacéo e filtragem a vacuo. @uesfoi novamente lavado
com 5 mL de mistura solvente e evaporado em rotayafilizando temperatura
de 70 °C. As amostras foram ressuspendidas emranidtl solvente, sendo

volume aferido para 25 mL, utilizando-se balbesnwtricos. Apés a completa
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homogeneizacdo, tomou-se uma aliquota de 5 mL oesago-a em nitrogénio
gasoso, armaizenando o0s extratos secos em vidrémr ahermeticamente
vedados em temperatura de -5 °C a 0 °C, até o niomda andlise
cromatogréfica.

Apés extracdo, as aliquotas das amostras secastmgénio foram
redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filtsadtravés de unidades
filtrantes com porosidade de 0,45 pm.

As analises dos tocoferdis e tocotriendis foram doaidas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),liando-se as seguintes
condi¢Bes cromatogréficas: cromatégrafo Shimadzodéio SCL 10AT VP)
composto de bomba de alta pressdo (modelo LC-10R)f &bluna LiChrosorb
Si60, 5 mm, 250 x 4 mm; detec¢éo por fluorescéRbenomenex (modelo RF-
10A XL) (290 nm de excitacdo e 330 nm de emisssafjvare "Multi System"
(modelo Class VP 6.1) e fase mdvel composta de nodisapropanol/acido
acético (99,33:0,6:0,07), com vaz&o de 1 mL'min

2.4.4 Perfil de carotenoides

Os carotenoides foram extraidos das amostras amrasgsequencial de
solventes orgéanicos, conforme protocolo descritoKaarilich e Juvik (1999),
com modificacBes (BARBOSA et al., 2015).

Os carotenoides foram quantificados em técnicaateatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) em cromatégrafo liquidiaghce Waters, modelo e
2695, equipado com coluna polimérica YMC C 30 (3, #h6 x 250 mm,
Waters, Milford, MA, USA) e acoplado a detector deanjo de di-iodo
(modelo 2998 Waters). O gradiente de eluicdo fadoaido a 0,8 mL mihem
condi¢cdes de gradiente 80:20 a 20:80 de metanoinétil tert-butil em 16

minutos, seguido por constante de 80:20 em 4 nspnutoalizando com 6
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minutos de equilibrio. A temperatura de forno mdila foi de 30 °C,
comprimento de onda 450 nm e volume de injecad0del4 A temperatura do
laboratério foi mantida a 20+XC, durante todo o processo. Para identificacéo
dos compostos foram utilizados padrbes purificagggartir de cenourao{
caroteno) e mamao formosgcriptoxantina), seguindo protocolo descrito por
Rodriguez-Amaya e Kimura (2004). Foram utilizadasnlbém os seguintes
padrdes: luteina (Lutein 40 mg, Vision Health),xasdina (Swanson, ZeaGold
zeaxanthin 4 mg (from paprika) @caroteno (Beta Carotene (vitamina A)
25,000 IU Supplement, Swanson SWO007). Os resultadimsandlise de
carotenoides foram expressos em base seca.

A concentracdo de carotenoides totais (CT) foidabtela soma dos
valores totais de todas as fracdes quantificadas.

Os limites de quantificacdo dos carotenoides fohareina, 0,09 ng;
zeaxantina, 0,16 ngi-caroteno, 0,15 ndj-caroteno, 0,14 ng g-criptoxantina,
0,12 ng.

2.5 Determinacéo da capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi deterda de acordo

com a metodologia de Roesler et al. (2007), desndtcapitulo 1 desta tese.

2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de vaiaiNOVA).
Quando significativos, foi realizado teste de médiD, estabelecendo-se o
nivel de 5% de significancia.

Para analise dos dados, utilizou-se o programaSigrsao 5.3 (Build
77) (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferenca significativa (p<0,05) foi observada garcomposicido
centesimal (Tabela 1) entre os acessos de milho.

Tabela 1 - Composi¢éo centesimal dos gréos de mdb@cessos pigmentados.
"Médias g 10( g+ “DF

TO 00z ES 00f RO 01: BAG 066
Umidade¢ 8,9&+0,52° 9,1540,38 947+0,34  9,47+0,27
Cinza* 1,42+0,4¢€° 1,4140,4¢  1,56¢0,27  1,47+0,2€
Extratoetére 3,67+0,37 3,17#0,5C  3,16x0,2¢  3,270,3¢€
Fibre brute* 9,24+0,3¢° 9,26+0,37  9,27+0,48  9,030,41°
Protein* 8,77+0,42° 8,62+0,4€ 8,85+0,3¢  8,66%0,3¢
ENN 76,0+0,4°  7752+0,3F 77,16+0,2¢° 77,57+0,2¢

*Médias seguidas de mesma letra na mesma linha iféiend, estatisticamente, pelo
teste de LSD, a 5% de probabilidade (p>0,t3): Desvio padrao.
*Base Seca

Os percentuais deinzas, extrato etéreo, fibra, proteina e Epda
graos de milho encontrados na literatura (GONCAL\ESI., 2003; NAVES et
al., 2004, 2011), bem como os percentuais encargrad tabela nutricional da
Nutrition Data NUTRITION DATA, 2016) corroboram todos os obtidos nos
materiais estudados no presente trabalho.

Apesar de haver diferenca significativa, os valodes composicao
centesimal estdo proximos para os diferentes awedds acessos que
apresentaram maior porcentagem de umidade foramOERe BAG 0661,
guanto a cinza, o RO 013; extrato etéreo, o TO fib&y bruta, os acessos ES
006 e RO 013; proteina, o acesso RO 013 e ENN¢essas ES 006 e BAG
0661.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados dos pacange cor avaliados.
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Tabela 2 - Valores médibsde variaveis de cor dos grdos de acessos
pigmentados.

Acesss Parametros de c' + DF*

L* a* b*
TO 00z 33,12+0,9¢ 0,39J_r1,71d 0,08+1,1°
ES 00t 35,05J_r1,31bc 0,82+1,0F 0,04+1,3€¢
RO 01 38,05+0,9° 12,08+1,2° 2,07+0,9¢
BAG 066! 47,82+0,9° 2,26+1,1¢ 12,01+1,1F

*Médias seguidas de mesma letra na mesma colundifefem, estatisticamente, pelo
teste de LSD, a 5% de probabilidade (p>0,05).
’DP: Desvio padréo.

Os acessos TO 002 e ES 006 apresentaram menoress rdadsariavel
L*, ndo tendo ES 006 diferido do RO 013, lembrande estes sdo 0s acessos
mais escuros. O acesso BAG 0661 apresentou malor ga L*, quando
comparado aos demais, sendo este o acesso commm@&oslaros (Figura 1).

Quanto a variavel a*, a maior média foi apresenfzata o0 acesso RO
013, sendo que este apresenta alguns graos veandéhquanto a variavel b*, o
acesso com maior média foi 0 BAG 0661, o qual amtesalguns graos de
coloracéo amarela.

Diferenca significativa (p<0,05) foi observada ga concentracdo de
fendlicos totais e antocianinas nos graos dos asgagmentados (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médibsda concentracdo de fitoquimicos (base seca)
presentes nos graos de milho de acessos pigmentados

Acessts Concentracéo dfitoquimicos (mg 10C mg”) nos gréc + DF
Fendlicos tota Antocianina

TO C02 959,6+0,6 T 72,26+0,4C°

ES 00¢ 860,8+0,4¢° 64,17+0,52°

RO 01: 756,3+0,31° 58,4C+0,3¢™

BAG 066 690,040, 3¢ 50,840,4%°

*Médias seguidas de mesma letra na mesma colundifefem, estatisticamente, pelo
teste de LSD, a 5% de probabilidade (p>0,05).
’DP: Desvio padréo.
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Os grdos do acesso TO 002 apresentaram maior dagdEm de
fendlicos totais e antocianinas, quando comparadssiemais acessos.

A concentracdo de fendlicos totais e antocianimagios de milho de
coloracao vermelha, roxa e preta esta correlacimadch a diferenca total de
cor, sendo grdos mais escuros aqueles com maieemivacdo de fendlicos
(AGUAYO-ROJAS et al., 2012; HU; XU, 2011). Este dacbncorda com os
encontrados no presente trabalho, uma vez que &ms gte coloracdo mais
intensa apresentaram maiores médias quanto a caag@nde fendlicos totais e
antocianinas.

Quanto aos carotenoides, diferenca significativa0@5) entre os

acessos pigmentados foi observada (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médibsla concentracdo de carotenoides (base seca) em
graos de milho de acessos pigmentados.

Carotenoides Concentracéo de carotenoides i Rf
Acessos pigmentados
TO 002 ES 006 RO 013 BAG 0661

Luteina * 0,96+1,05 0,31+1,08  1,16+1,10
Zeaxantina * 0,87+1,68 0,94+1,08  0,62+1,08
B-criptoxantina 0,13+1,04 0,62+1,10 0,19+0,96  0,31+1,08
B-caroteno 0,19+0,f2  0,31%1,08 0,19+1,08  0,19+0,88
o-caroteno * * * *

Carotenoides totais 0,32+107 3,24+1,1% 1,63+0,9%  1,97+1,16
"Médias seguidas de mesma letra na mesma linha iféiend, estatisticamente, pelo
teste de LSD, a 5% de probabilidade (p>0,05).

’DP: Desvio padréo.
* Abaixo do limite de quantificagédo

Y

O acesso ES 006 se destacou quanto a concentracéaratenoides
totais, seguidos dos acessos RO 013 e BAG 0661 adésso TO 002 obteve a
menor concentracdo de carotenoides totais NOYsR0S.

A concentragdo de carotenoides estd também rekdo com a

pigmentacéo da cor do gréo de milho, uma vez dfigsgrom coloracao amarela
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intensa ou laranja apresentam maior concentragc@ardéenoides totais, quando
comparados a graos amarelo-claros e brancos (CARD&&AI., 2009). Porém,
quanto aos carotenoides totais, 0 acesso ES 086s(gpxos) apresentou maior
concentracdo de carotenoides total, inclusive maiegr o acesso BAG 0661
(alguns grdos amarelos). No entanto, com base eeeme trabalho, os
resultados de concentracdo de carotenoides paaaessos avaliados indicam
que a resposta quanto ao perfil de carotenoidegndas deste cereal com base
na coloracdo dos graos é variavel conforme o geméti

Cardoso et al. (2009), avaliando acessos do bgecmoplasma de
milho com graos de colorac@o amarelo-alaranjadayrgraram variacdo de 9,46
Hg g" a 42,84 ug § de carotenoides totais. J& Kimura, Rodriguez-Amaya
Nestel (2007) encontraram concentracdes de 11,5'ug 9,17 pg 4, em
cultivares de milho comercial Assum Preto e BR 4@3pectivamente. Essas
médias sdo superiores as encontradas no presrdatht.

Para a composicdo de tocois (tocoferGis e tocdtisen diferenca
significativa (p<0,05) também foi observada entse atessos de grdos de

diferentes cores (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médibsla concentracdo de tocéis em grdos de milho de
acessos pigmentados.

Tocbis Concentracéo de tocéis g 10&[P?
Acessos pigmentados
TO 00: ES 00t RO 01! BAG 0661
a-tocoferol 563,49+1,55  499,74+1,68 304,22+9,76 423,49+2,87
B-tocofero 30,24+0,37 35,976,842 28,26+0,2(° 38,64+0,2¢°
y-tocoferol 444,48+1, 78  396,57+9,74  1057,47+4,43 532,83+9,08
3-tocoferol 98,35+1,50 * 25,21+1,56 25,40+0,78

a-tocotrienol ~ 2582,73+8,F3  343,82+3,93  454,56+10,36 696,43+2,31
B -tocotrieno  7529,90:10,97 7386,19:8,72° * *
y-tocotrienol 238,51+3,77 143,13+0,83 174,50+1,53 223,71+1,79
3-tocotrienol  175,39+8,70 * 108,590,960 131,07+0,22
*Médias seguidas de mesma letra na mesma linhaifediend, estatisticamente, pelo
teste de LSD, a 5% de probabilidade (p>0,05).
’DP: Desvio padréo.
* Abaixo do limite de quantificagéo
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Os tocois em destaque para os acessos avaliadosfetocotrienol,o-
tocotrienolg-tocoferol ey-tocoferol.

As maiores concentracdes deocoferol, 6-tocoferol, a-tocotrienol, 8-
tocotrienol,y-tocotrienol ed-tocotrienol puderam ser notadas no acesso TO 002.

O é-tocoferol € o composto que apresenta maior atiédie vitamina E.
A atividade antioxidante dos tocofer6is decrescecdmpostod para oa-
tocoferol. Assim, a@-tocoferol € o mais efetivo antioxidantepce y-tocoferol
tem atividade intermediaria e wtocoferol apresenta a mais baixa atividade
antioxidante (HEMEDA; KLEIN, 1990).

Para a variavel atividade antioxidante, difererigaificativa (p<0,05)

pode ser notada para os grédos dos acessos pigoe(ifaiela 6).

Tabela 6 - Valores médibsla atividade antioxidante (base seca) dos gréos de
milho de acessos pigmentados.

Acessis % deinibicAodo radical livr¢+ DF?
TO 00z 74,31+0,1€°
ES 00t 65,1¢+0,0¢"
RO 01: 51,1€+0,17
BAG 066 52,86+0,14

*Médias seguidas de mesma letra na ndo diferentiséisemente, pelo teste de LSD, a
5% de probabilidade (p>0,05).
’DP: Desvio padréo.

Em ordem crescente, 0s acessos que mais se dastacaanto a
atividade antioxidante foram TO 002, ES 006, RO @ BAG 0661.

Os valores de atividade antioxidante s&o clasdifisacomo alto
(inibicdo>70%), intermediario (40%-70% de inibicde) baixo (<40% de
inibicdo) (HASSIMOTO; GENOVESE; LAJOLO, 2005). Asside acordo com
essa classificagcdo, o0 acesso TO 002 tem alta adigientioxidante e os acessos
ES 006, RO 013 e BAG 0661, intermediéria atividagoxidante.
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4 CONCLUSAO

Acessos com grdos de milho de diferentes colosaghferem em
composigcao centesimal.
O acesso de milho TO002 com grdos pretos € 0 ac@EsROMaior

concentracéo de fitoquimicos e maior atividadeoaitante.
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CAPITULO 4

OBTENCAO DE EXTRATO FENOLICO DE ACESSO DE MILHO DE
GRAOS PRETOS E SUA FUNCIONALIDADE ANTIMICROBIANA EM
BIOPOLIMEROS

RESUMO

Os obijetivos, neste capitulo, foram selecionar dhonemétodo de
extracdo para compostos fendlicos do acesso de ehdigraos pretos TO 002,
variando temperatura de extracao e solvente, beno ¢estar a funcionalidade
deste extrato como agente antimicrobiano em bigsbs a base de amido de
milho e zeina. O experimento foi planejado em delmento estatistico
inteiramente casualizado, em esquema fatorial itoiis de dois fatores:
temperatura (20 °C, 40 °C, 60 °C) e solvente (¢ta8@%, etanol puro, metanol
puro). Para o estudo das solucdes de preparo dpslimmeros e cobertura, o
experimento foi planejado em delineamento estesistiteiramente casualizado
em esquema fatorial constituido de dois fatorgs tie biopolimero (amido e
zeina) e concentracBes de extrato fendlico (0%, 8QBB0%), totalizando seis
tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos &isande variancia
(ANOVA). Quando significativo, foi realizada an&ide regressdo para 0s
fatores quantitativos e teste de média LSD parafabgres qualitativos,
estabelecendo-se o nivel de 5% de significanciau@ento da temperatura
resultou em perda na concentracdo de fenodlicoss toéan como na diminui¢do
da atividade antioxidante, comprovando que o aumndat temperatura pode
degradar os fendlicos e que estes estdo asso@aaldddade antioxidante. A
concentragdo de fendlicos totais e a atividadesdtinte nos biopolimeros de
amido de milho e zeina aumentaram linearmente conaumento da
concentracao de extrato fendlico, o que ja eraradpevisto que a concentracdo
no extrato também foi aumentada. Tanto os biopotismde amido quanto os
biopolimeros de zeina com adicdo de 100% de extesdlico apresentaram
halo de inibicdo, em média, de 25 mm de didmetoo.pBssivel concluir que
menor temperatura (20 °C) e uso de etanol 80% séondicdo ideal para
otimizar a extracdo de compostos fendlicos do nahtavaliado. Biopolimeros
de amido e zeina com adicdo de 100% de extrat¢iderrésultam em atividade
antimicrobiana para a bactéB#aphylococcus aureus

Palavras-chave: Concentracdo de fendlicos totaitraggo de fendlicos.
Biopolimero de amido. Biopolimero de zeina.
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ABSTRACT

The objective of this chapter was to select thé eesaction method for
phenolic compounds from the access of TO 002 bkx@hn corn, varying
extraction temperature and solvent, as well ass$b the functionality of this
extract as an antimicrobial agent in food biopolygnerhe experiment was
designed in a completely randomized design, irctbfeal scheme consisting of
two factors: temperature (20 ° C, 40 ° C, 60 ° @ aolvent (ethanol 80%, pure
ethanol, pure methanol). The experiment was dedigime a completely
randomized design in a factorial scheme consistintyvo factors: biopolymer
type (starch and zein) and phenolic extract comatahs (0%, 50% and 100% ),
Totaling six treatments. The data were submittedatalysis of variance
(ANOVA). When significant, regression analysis wasrformed for the
quantitative factors and LSD mean test for the itatéle factors, establishing a
level of 5% significance. The increase in tempemtesulted in loss of total
phenolic concentration as well as decrease inxdaat activity, indicating that
temperature increase may degrade phenolics, ahdhttse are associated with
antioxidant activity. The concentration of totalgpiolics and antioxidant activity
in maize and zein starch biopolymers increasedatlgewith the increase in
phenolic extract concentration, which was alreadypeeted, since the
concentration in the extract was also increaseth Bee starch biopolymers and
zein biopolymers with 100% phenolic extract addedl tan inhibition halo
averaging 25 mm in diameter. It was possible tachate that lower temperature
(20 ° C) and ethanol use 80% is the ideal conditiooptimize the extraction of
phenolic compounds from the evaluated material p8igmers of starch and
zein with the addition of 100% phenolic extractulesin antimicrobial activity
for the bacteriunstaphylococcus aureus

Keywords: Concentration of total phenolics. Extiatt Starch. Zein.
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1 INTRODUCAO

Para a extracdo de um pigmento, muitas vezes iadbtl como
solvente, 0 metanol, por ser considerado o solvemis eficiente para a
extracdo de fendlicos (PEDRESCHI; CISNEROS-ZEVALLQ@806). Porém,
para aplicacdo em alimento néo é viavel, uma vezégubxico para consumo e
tem sido declarado, inclusive, prejudicial, por ondé sua exposicdo em longo
prazo, podendo causar doencas como o mal de RamkiiB8NKELSTEIN;
VARDI, 2002).

Segundo Cowan (1999), a eficiéncia da extracdo ndiepe
principalmente, da escolha do solvente. A polaedadal composto alvo é o fator
mais importante nessa decisdo. Afinidade moleceitdre solvente e soluto,
transferéncia de massa, segurangca ambiental, daegiei para humanos e
viabilidade financeira também devem ser considerado sele¢cdo do solvente
para extracdo de pigmentos (OLIVEIRA, 2014). BExdex; com diferentes
solventes para atingir o maximo de rendimento d@ifetém sido objeto de
estudo de varios pesquisadores (FINKELSTEIN; VARRD02; GARZON,
2008; PEDRESCHI; CISNEROS-ZEVALLOS, 2006). Além deetanol, a
acetona, o etanol e a 4gua séo os solventes m@igefrtemente utilizados para a
extracdo, devido aos seus carateres polares, guétara em afinidade com
compostos fendlicos em geral (GARZON, 2008; PEDRHESCISNEROS-
ZEVALLOS, 2006).

O aumento da temperatura pode ser favoravel paextracédo de
fendlicos. O calor pode tornar as paredes celulpeeseaveis, aumentando a
solubilidade e a difusdo dos compostos a serenaidgg e diminuindo a
viscosidade dos solventes, facilitando, dessa fornextracdo. No entanto,
temperaturas extremas podem degradar os compasioicos (OLIVEIRA,
2014). Para Khan et al. (2010), a temperatura enotde 40 °C é ideal para a
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extracdo de fendlicos em laranja. J& AybastierinSalDemir (2013) relatam
gue a temperatura em torno de 60 °C é ideal pamgtracdo de fendlicos em
folha de amora. Luzia e Jorge (2010) empregararpdeatura de 40 °C para a
obtencéo de extrato fendlico de limao. Entretaatdros autores ndo utilizam
aguecimento para a obtencdo de extratos fendlico$ritas tropicais, como
acerola, caju e goiaba, bem como trigo, aveia ad®\{IRAKLI et al., 2012;
VIEIRA et al., 2011).

Um dos maiores desafios da indUstria de alimentmadgmento da vida
atil limitada de produtos alimentares, consequédeis reacdes de oxidagéo e
acdo microbioldgica (SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOS(003).

Um dos métodos estudados para reduzir a determdagdalimentos € a
utilizacdo de embalagens ativas, as quais exereg@ pdo s6 de revestir, mas
também de preservar os mesmos. Dentre os matgmegiguisados para a
confecgdo de biopolimeros, tém-se 0s polissacaridems proteinas, sendo 0s
primeiros os mais promissores, devido ao fato dens@bundantes, renovaveis,
e capazes de formar uma matriz continua (GONTARDJLBERT; CUQ,
1993). Biopolimeros obtidos a partir de polissaloé e proteinas séo
econdmicos, devido ao baixo custo das mesmas e atw de serem
biodegradaveis. Ainda apresentam outras vantageos)o poderem ser
consumidos em conjunto com o produto, reterem cstpRoaromaticos,
carrearem aditivos alimenticios ou componentes atwidades antimicrobiana
e/ou antioxidante (PRANOTO; RAKSHIT; SALOKHE, 2005)

Em embalagens ativas podem ser incorporados alittemn funcao
ativa, como, por exemplo, antioxidantes e agentegimirobianos
(SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; VERMEIREN et al., 1999)

Os compostos ativos podem ser de origem sintéticzatural. Todavia,
diversas pesquisas tém sido conduzidas com congpatt®ms naturais, como
alternativa a aditivos sintéticos (GOMEZ-ESTACAakt 2010; OUSSALAH et
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al., 2004), uma vez que este (ltimo pode causen para a salde (GOMEZ-
ESTACA et al., 2009). Dentre os compostos ativogodeée natural, podemos
citar os compostos fendlicos, os quais sdo repustgubr apresentar dentre
outras fungdes, atividade antioxidante e antimiertd (ESPINA et al., 2011,
MENEZES, 2005; MOHAMMADZADEH et al., 2007).

Alguns fatores podem afetar a efetividade da ergbeata
antimicrobiana, como as caracteristicas do compenemntimicrobiano
(solubilidade e tamanho da molécula), o método mparo do biopolimero
(extrusdo oucasting e a interacdo entre o componente antimicrobiarm e
polimero (SOARES et al., 2009).

O presente trabalho foi realizado com os objetides selecionar o
melhor método de extracdo de fendlicos do acess60R)variando solvente e
temperatura, e avaliar o efeito da adicdo do extiad em compostos bioativos,

na atividade antimicrobiana em biopolimeros a dasamido e de zeina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

2.1.1 Estudo da concentracdo de fendlicos totais @xtratos obtidos por

meio de diferentes temperaturas e solventes

O experimento foi planejado em delineamento imednate casualizado,
em esquema fatorial constituido de dois fatorespégatura de extracao (20 °C,
40 °C, 60 °C) e solvente (etanol 80%:agua 20%,oétaaro, metanol puro),
constituindo nove tratamentos (Tabela 1).

O experimento foi preparado em triplicata e asiseslquimicas, em trés

repeticdes.

Tabela 1 - Tratamentos do estudo da concentracaterddicos totais em
diferentes solventes e temperaturas.

Tratament Temperatur Solvent

1 20°C Etanol 80%:4agua 20
2 20°C Etanolpurc

3 20°C Metanolpurc

4 40°C Etanol 80%:4agua 20
5 40°C Etanolpurc

6 40°C Metanolpurc

7 6C °C Etanol 80%:4agua 20
8 60 °C Etanolpurc

9 6C °C Metanolpurc
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2.1.2 Estudo das solugcdes para a obtencdo dos bibperos e
funcionalidade quanto a acdo antimicrobiana dos bjmlimeros adicionados

de extrato fendlico

O experimento foi planejado em delineamento expeattal inteiramente
casualizado, em esquema fatorial constituido des datores: tipo de
biopolimero (amido e zeina), concentracfes de texfendlico (0%, 50% e

100%)), totalizando seis tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2 - Tratamentos do estudo da funcionaliddds biopolimeros
adicionados de extrato fendlico, quanto a acaonérbbiana.

Tratamento Tipo de biopolimero Cgr;c:)ztr;atgao fe n%(l)igggrg,%g?god.g)
1 Amido 0% 0
2 Amido 50% 1783,2
3 Amido 100% 3767,1
4 Zeina 0% 0
5 Zeina 50% 1681,9
6 Zeina 100% 3756,0

2.2 Preparo da amostra e estudo dos diferentes métis de extracdo de

fendlicos totais

Os graos de milho do acesso TO 002 foram moidosnemho tipo
ciclone MA 020 MARCONI (Piracicaba, SP), sendo aterial acondicionado
em frasco de vidro, tampado, lacrado com parafienenvolto em papel
aluminio.

As amostras moidas foram maceradas em grau delgrmace pistilo
com o solvente em teste e o homogenato foi filtemdfiltro Whatman fi1. O
residuo do filtro foi macerado por mais trés vezes.

Para o experimento nas temperaturas de 40 °C € Gfs°extratos foram

incubados em banho-maria, marca Precision Sciefitifodelo 66722, EUA). A
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temperatura do extrato foi monitorada com termomei® extrato foi
concentrado em evaporador rotativo marca Buchi élao-144) aclopado com
banho-maria (Waterbath B-480, Switzerland), em tmempira entre 25 °C e 30
°C até, aproximadamente, 10 mL. O extrato foi ntEntem temperatura
ambiente, durante 10 minutos, em frasco de vidrdoaime, em seguida,
armaizenado em geladeira, na temperatura de 7+ &téCa conducgdo das
analises quimicas.

O extrato obtido contendo melhor extragéo de fenélitotais e maior
atividade antioxidante foi utilizado para a pregam dos extratos a serem

adicionados nas solu¢des de biopolimeros.
2.2.1 Determinacao de fendlicos totais

A determinacéo de fendlicos totais nos extratogdoiduzida de acordo
com a metodologia de Singleton et al. (1999), conéodescrito no capitulo 2
desta tese.

2.2.2 Atividade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi détexda de acordo

com a metodologia de Roesler et al. (2007) deswoiteapitulo 2 desta tese.

2.3 Preparo dos biopolimeros

2.3.1 Biopolimero a base de amido de milho

Os biopolimeros de amido de milho foram preparagms meio da

técnica de asting utilizando-se 4 g de amido de milho comercialo3@/p) de
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glicerol (Sigma-Aldrich) em relacdo a massa dorpetb e 100 mL de agua
deionizada. Estes valores foram determinados piar deepré-testes.

Durante todo o processo a solugcdo foi homogeneieadaconstante
agitacdo utilizando-se um agitador magnético modRhb B1 (IKA, Staufen,
Alemanha). A solucdo foi aquecida a temperaturs88l€’C até a completa
gelatinizacdo do amido. Em seguida, a opcdo de eemxya da chapa
aquecedora foi desligada. Aguardou-se até a soktg@gir 30 °C, adicionou-se
0 extrato fendlico e a solugéo ficou sob constagteacao, durante 5 minutos.

Com o auxilio de pipeta automatica modelo P5000r¢adasilson),
verteram-se 10 mL da solucdo em placas de Pesiérdéco descartavel com 8,7
cm de diametro. Para secagem da solucado e forndacBimpolimero, as placas
foram mantidas em estufa marca Shel Lab (model®MA85 com circulacdo
forcada de ar a 35+1 °C, por 24 horas.

Foram preparados biopolimeros com 0%, 50% e 100%exteato
fendlico em relagdo a massa do polimero, com baseatodologia de Borges
(2013) e Botre et al. (2010).

2.3.2 Biopolimero a base de zeina

Assim como a solu¢do do biopolimero a base de amiidoeparo da
solucéo para o biopolimero a base de zeina foapaep por meio da técnica de
casting Durante todo o processo, a solucdo foi homogadaizm constante
agitacdo, utilizando-se um agitador magnético nmd@iH B1 (IKA, Staufen,
Alemanha).

Para a elaboracdo da solugéo foram utilizados @@%eina comercial
(m/v) (Sigma-Aldrich), em solugdo de etanol 70%v)v/Esta solucdo foi
aguecida até que atingisse a temperatura de 62 4@0e isso, marcaram-se 4

minutos e foram acrescidos 15% de plastificanteeghl (Sigma-Aldrich) e 25%
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de emusificante emustab (Selecta). Contaram-seanmente, 4 minutos e
desligou-se a chapa aquecedora. Logo depois, at@xéndlico foi adicionado.
A solucdo permaneceu sob agitacdo durante 5 minktia metodologia foi
determinada por meio de pré-teste e baseada nadolmi@m de Sant'Ana
(2012).

Logo em seguida, verteram-se, com auxilio de pigetamética modelo
P 5000 (marca Gilson), 3 mL da solucdo em placaPeatde descartaveis de
poliestireno com 8,7 cm de didmetro, as quais faralmcadas em estufa marca
Shel Lab (modelo 1350FX) com circulacdo forcadaad€35+1 °C), por 24
horas.

Assim como os biopolimeros de amido, foram preparddopolimeros
com 0%, 50% e 100% de extrato fenolico em relag@asgsa do polimero, com
base na metodologia de Borges (2013) e Botre €Gi0).

2.3.3 Caracterizacdo dos biopolimeros

Foram realizadas analises de umidade, espessuydemdlicos totais e
atividade antioxidante. Todas as andlises foralizagias em trés repeticdes.

2.3.3.1 Determinacéao do teor de umidade

A umidade dos biopolimeros foi determinada confomeodologia n°
925.09 da Association of Official Agricultural Chiexsts (AOAC, 2000).
Amostras dos biopolimeros foram pesadas em capssildmetidas a secagem
(105 °C) por 24 horas.
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2.3.3.2 Espessura

A espessura dos biopolimeros foi medida utilizaselatm micrémetro
digital modelo MDC-25M (Mitutoyo, MFG, Japédo) poreim da média de 10
medicdes em posicOes aleatérias de cada amostkaodolimero, conforme
metodologia de Fakhoury et al. (2012). Os resuftddmam obtidos em pum.

2.3.3.3 Cor

Os biopolimeros foram avaliados quanto ao aspecto cdr,
determinando-se as variaveis L*, a* e b* utilizars colorimetro Konica
Minolta modelo CR 400 (Japéo). Foram conduzidasngdicdes em posicoes
aleatorias de cada amostra de biopolimero. O pdmlegeo foi utilizado.

Ainda foi calculada\E, de acordo com a equacéo 1.
AE* = [ (AL)? + (A@) + (Ab)* ] 2 (equacao 1)
Para a avaliacdo da cor dos biopolimeros foi raddideitura direta de

refletancia das coordenadas L* a* b*A&, sendo L* relativo ao branco e ao

negro (claridade); a*, ao vermelho e ao verde,, @b*amarelo e ao azul.
2.3.3.4 Determinacdéo de fendlicos totais
A determinacao de fendlicos totais nos extratogdoiduzida de acordo

com a metodologia de Singleton et al. (1999), canéodescrito no capitulo 2

desta tese. As andlises foram realizadas emejpésigoes.
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2.3.3.5 Atividade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi deterda de acordo

com a metodologia de Roesler et al. (2007), desoatcapitulo 2 desta tese.

2.4 Atividade antimicrobiana

Avaliou-se a atividade antimicrobiana dos biopoliose contra
Staphylococcus aureustilizando-se 0 método de disco de difusdo desoa
Norma M7-A6 (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS - NCCLS, 2003), com algumas modificacbemnforme
metodologia descrita por Borges (2013). A bactfmiaativada em calddrain
hearth infusion(BHI), por 24 horas, a 37 °C. Apés a incubacaeplacéo foi
padronizada em espectrofotémetro utilizando-seldo de 0,5 de McFarland
a 625nm, para a obtencdo de uma solucdo com coag@nt de,
aproximadamente, f@élulas / mL e, posteriormente, esta solucaoeoizo,
diluida para 10células / mL. Aliquotas de 0,1 mL desta Ultimaugéb foram
espalhadas com alca de Drigalski em uma placa mdotégar nutriente.
Amostras dos biopolimeros (2 cm de didmetro) foremlocadas sobre a
superficie da placa inoculada. Placas com biopotirsem adicdo de extrato
fendlico foram utilizadas como controle negativoatividade antimicrobiana foi
avaliada por meio da medicao do halo de inibicidmé&alo (cm) apos 24 horas
de incubacao a 37 °C, considerando o diametroambmero.

A bactériaStaphylococcus aureudsi escolhida para teste, por ser esta
uma das mais encontradas em alimentos (HENNEKINNIE ,2012).
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2.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise déngai (ANOVA).
Quando significativo, foi realizada analise de esgéio para os fatores
guantitativos e teste de média LSD para os famuefitativos, estabelecendo-se
0 nivel de 5% de significancia.

Para analise dos dados, utilizou-se o programaSigrsao 5.3 (Build
77) (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo dos extratos

Para o estudo da concentracdo de fendlicos totaigtiedade
antioxidante nos extratos, houve significAncia paraefeito dos fatores

separadamente (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo grafica, equacdo de s2gree coeficiente de
determinacdo das médias de fenolicos totais (mgglpPQA) e da
atividade antioxidante (% de Inibicdo) (B) nos atds em
diferentes temperaturas.

-~ 961 ¥ = '2»21_5%5;‘5*?251*9 75 y=-0,0727%+ 76,057
2e 960 T = 4 R*=0,8924
= —g = 74
B 959 2 +
T 958 \¢ BE 73
2 4
5 957 -
E ose E=72
;‘E = *
g 955 71
] 20 40 &0 a0 o 20 40 &0 80
A Temperatura {(°C) B Tetmpetatura (*C)

O aumento da temperatura resultou em perda naeetacdo de
fendlicos totais, bem como diminui¢éo da atividaddoxidante, indicando que
0 aumento da temperatura pode degradar os fendleogue estes estao
associados a atividade antioxidante.

Quanto ao solvente utilizado, a maior concentratgifendlicos totais e
atividade antioxidante foram notadas para a extragalizada com metanol
puro e etanol 80%, ndo havendo diferenca entre (#ste0 e o etanol puro
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Médias da concentragéo de fendlicosstdts extratos em diferentes

solventes.
Fendlicostotais Atividade anioxidante
Solventes (mg 100 md) (% de inibicio)
Etanol 809 958,6+1,1% 73,17+1,0*
Etano 957,1+1,1° 72,99+1,1°P
Metanol 959,8+0,6° 74,31+0,1¢

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem, ésatiente, pelo teste de LSD, a 5%
de probabilidade (p>0,05).
’DP: Desvio padréo

Apesar de se tratar de solventes com diferentesrigaties, ndo foi
observada diferenca na concentracdo de fendlictsiste da atividade
antioxidante entre os solventes etanol 80% e mkpamo. Possivelmente, isso
ocorreu devido a presenca de fenodlicos sollUveis ne@io aos solventes
utilizados. O importante agora seria avaliar oipdef cada fendlico para melhor
explicacdo dessa solubilidade em diferentes sagent

Diversos autores concluiram que ndao é uma tarefh dacontrar um
método Unico que seja adequado para a analise deupn diverso de fendlicos
devido a diversidade das estruturas quimicas eg&mwide sensibilidade dos

compostos as condicfes de extracdo (ANTOLOVICH. e2@00).

3.2 Caracterizacao dos biopolimeros

Na Figura 2 sdo apresentadas imagens dos biopoBrderamido com

diferentes concentracdes de extrato fendlico.
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Figura 2 - A) Biopolimero de amido de milho com @ adicdo de extrato
Fendlico; B) biopolimero de amido de milho com 56&oadicéo de
extrato fendlico; C) biopolimero de amido de milkmm 100% de
adicdo de extrato fendlico.

A B C

Na Figura 3 encontram-se biopolimeros de zeina difierentes
concentrag@es de extrato fendlico do milho TO 0002.

Figura 3 - A)Biopolimeros de zeina com 0% de adi@axtrato fenodlico; B)
biopolimeros de zeina com 50% de adicdo de exfeatodlico; C)
biopolimeros de zeina com 100% de adi¢éo de exgatdico.

A B C

Para a variavel umidade ndo foi observada sigmfied porém, houve
significAncia para o fator individual tipo de bidijpeero.
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Biopolimeros de amido independente da concentragdioextrato
fendlico apresentaram maior média de umidade (9,92} que o biopolimero
de zeina (8,63%0,14).

A espessura dos biopolimeros é um parametro de sopmtancia na
avaliacdo das propriedades de aplicacdo dos medfto® definida como a
distancia perpendicular entre duas superficies cipais do material
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008). O controle dapessura dos
biopolimeros é dificil, principalmente no procesisoproducéo do tipoasting
Essa dificuldade deve-se ao fato de o controle slpessura depender
diretamente da viscosidade da solucdo do biopadi(®DBRAL, 2000).

Quanto a variavel espessura dos biopolimeros,oesanificativo foi
verificado para o fator tipo de biopolimero. Bidpwdro de zeina independente
da concentracdo de extrato fendlico apresentourragpessura (76,0+7,29 pum)
que o biopolimero de amido (58,0+3,41 um). Istoeptaa acontecido pelo fato
de a viscosidade da solucao do biopolimero de zeinaais viscosa em relagéo
a solucédo do biopolimero de amido.

Para cor, significancia (p<0,05) foi observada eent&r interacéo
concentracao de extrato fendlico x tipo de biopetm para as variaveis de cor
L*, a*, b*e calculoAE. Apds o desdobramento, foi aplicada andlise giesséo
do fator concentracdo de extrato fendlico dentrbptede biopolimero.

Na Figura 4 sdo apresentados os modelos linearesridael de cor L*,
a*, b* e AE, para os biopolimeros de amido de milho e zeinasaittos de
extrato fendlico, em diferentes concentraces.
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Figura 4 - Representacdo grafica, equacdo de sfgres coeficiente do
parametro de cor: variavel L* (A), variavel a* (Bpriavel b* (C) e
AE (D), para os bhiopolimeros de amido de milho enzekem
diferentes concentracdes de extrato.
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Para a variavel de cor L*, em ambos os biopolimesosedida que a

concentracdo de extrato aumenta, a claridade dinviisto que os biopolimeros

mais escuros contém as maiores concentracdes rdeoebendlico, tornando-se
mais opacos quando secos.

Com relacdo a variavel a*, em ambos os biopolimgyescebe-se que

esta aumenta, ou seja, passa de valores negatialsras positivos & medida

que a concentragdo de extrato aumenta. Vale rasgak a coloragédo do extrato

aplicado estd associada a presenca de fendlicogoeiaminas, 0s quais sdo
responsaveis pela aparéncia colorida dos biopaden@ortanto, quanto maior a
concentracdo dos extratos, maior a tendéncia patareg positivos do

parametro a*, o que equivale a cor vermelha.
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No biopolimero de amido, o aumento da concentrdgdextrato resulta
em aumento de valor da variavel b*, porém, o valbem baixo, com a amostra
ainda na regido do cinza. Ja para o biopolimerazelaa, o aumento da
concentracdo de extrato induz a diminuicdo dest@wa, ficando na mesma
regido de cor b* que o biopolimero de amido. Valesaltar que a zeina
apresenta coloracdo amarela, repassando esta ¢émoros biopolimeros.
Portanto, os biopolimeros de zeina sem adicao tat@xapresentam coloragéo
tendendo ao amarelo, apresentando maior médialagdioeaos biopolimeros de
zeina com adicéo de extrato.

A diferenca total de cor dos biopolimeros de angideina, dada paE,
permitiu observar que o aumento da concentracdexttato altera a cor do
material de forma semelhante. Percebe-se, ainda,aquariacdo na cor do
biopolimero de amido é bem mais intensa, quandgamma a do biopolimero
de zeina. Talvez isto tenha acontecido pelo fato Ompolimero de amido ser
mais claro e, ao adicionar o extrato roxo, a aawdoi mais notoria.

Quanto aos atributos fendlicos totais e atividadatiosidante,
significAncia (p<0,05) foi verificada para a inigiia dos fatores. Apds o
desdobramento, foi aplicada analise de regress@oéator concentracdo de
extrato dentro de tipo de biopolimeros.

Na Figura 5 é apresentado o modelo linear da ctraeggo de fendlicos
totais dos biopolimeros de amido e zeina acresaidogxtrato fenolico em
diferentes concentragdes.
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Figura 5 - Representacdo grafica, equacdo de e2gree coeficiente de
determinacdo das médias de fendlicos totais (mgdlf)OA) e
atividade antioxidante (% de inibicdo) (B) nos Hilthmeros de
amido e zeina, em diferentes concentracdes dd@xtra
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A concentragdo de fendlicos totais e atividade oaittante nos
biopolimeros de amido de milho e zeina aument@alimente com o aumento
da concentracdo de extrato fendlico, o que ja e@erado, visto que a
concentracao no extrato também foi aumentadaélsso fato bastante positivo,
uma vez que 0s biopolimeros com maior concentratfiextrato fendlico
poderdo ser utilizados para futura aplicacdo emeglio que tem alta taxa de
oxidagao.

Borges (2013) e Juliano, Pala e Cossu (2007)iasnd a incorporacéo
de extrato etandlico de prépolis em biopolimerosbase de diferentes
macromoléculas (alginato, agar e quitosana) eigajatncontraram compostos
fendlicos nos biopolimeros aditivados, indicande quprocesso de producéo do

biopolimero néo degradou estes compostos.

3.3 Funcionalidade dos biopolimeros quanto acdo anticrobiana

Os biopolimeros controle de amido e zeina, e osnoescom adicdo de
50% de extrato fendlico, ndo apresentaram atividadémicrobiana para

bactériasS. aureusDiferentemente, a adicdo de 100% de extrato @c&oldo
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biopolimero resultou em eficiéncia antimicrobianaenfe a bactéria
Staphylococcuaureus

Na Figura 6 sdo apresentadas imagens das placavatiacdo da
atividade antimicrobiana dos biopolimeros de angidieina incorporados com
diferentes concentracfes de extrato fendlico, adastcom a bactéria

Staphylococcuaureus

Figura 6 - A) Biopolimero de zeina com 0% de adigécextrato fendlico; B)
biopolimero de zeina com 50% de adicdo de extramdlito; C)
biopolimero de zeina com 100% de adicdo de exfeatdlico; D)
biopolimero de amido de milho com 0% de adicaoxtia® fendlico;
E) biopolimero de amido de milho com 50% de adigé&oextrato
fendlico; F) biopolimero de amido de milho com 106&badicao de
extrato fendlico

0% de extrato fendlic 50% de extrato fendlic 100% de extrato fendlico

Biopolimero
de zeina

Biopolimero
de amido de
milho
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Tanto os biopolimeros de amido quanto os biopobsele zeina com
adicdo de 100% de extrato fendlico apresentaramdalnibicdo, em média, de
25 mm de diametro.

Arbos, Stevani e Castanha (2013), estudando arag&obiolégica de
compostos fendlicos (3.123,0 a 6.644,0 mg 1IP0de frutos de manga,
encontraram halo de inibicdo de 19,0 mm de didmétwote a bactéria
Staphylococcusiureus Sabe-se que os compostos fendlicos podem apmesent
atividade antimicrobiana quando estaveis e em cwragdes suficientes
(MENEZES, 2005; MOHAMMADZADEH et al., 2007). Des$arma, nota-se
que os compostos fendlicos presentes no extrataniltio preto TO 002
permaneceram em concentracBes suficientes apds ooesgamento do
biopolimero com 100% de extrato, uma vez que eptesantou atividade
antimicrobiana. Entretanto, nos biopolimeros coritém de 50% do extrato
fendlico, a concentragdo de compostos fendlicos fo@icsuficiente para a
inibicdo do crescimento da bactéBphylococcuaureus

Stead (1993) avaliou o efeito de solu¢Bes etartics acidos fendlicos,
cafeico, p-cumarico e ferdlico no crescimento deéees delactobacilluse
observou que esses compostos, quando em baixasnt@pdes, estimulam o
crescimento e, em altas concentracdes, inibem.

Vérios sdo os trabalhos que relatam a atividadenenbbiana dos
compostos fendlicos. Chenson, Steward e Wallacg2jl@emonstraram que os
acidos p-cumarico e ferdlico inibiam totalmenterescimento de bactérias do
ramem. Baranowski e Nagel (1982) encontraram pexjuatividade
antimicrobiana dos acidos caféico, p-cumarico élif@y contraPseudomonas
fluorescens Herald e Davidson (1983) também observaram aiiéd
antimicrobiana dos mesmos acidos ferllico e p-ciomarontraEscherichia
coli, Bacillus cereuse Staphylococcus aureufor outro lado, outros autores

apresentaram resultados divergentes, mostrandon@aséu uma discreta
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atividade antibacteriana dos acidos fenélicos (BARAVSKI; NAGEL, 1982;
LEIFERTOVA et al., 1975).

Vaquero, Alberto e Nadra (2007) avaliaram a atid@antimicrobiana
de compostos fendlicos presentes em vinhos solrtérlzes patogénicas e
investigaram, entre outros, 0s acidos cafeico dopateico, com maiores
atividades para o acido cafeico corischerichia coli.

A divergéncia entre os resultados dos trabalhosde#t pode estar
relacionada, dentre outros, a diferencas na maigidol experimental, a
composicdo do meio, aos microrganismos empregadssconcentracfes
investigadas e a baixa solubilidade de muitos caetogo fendlicos
(DAVIDSON, 1993; WEN et al., 2003).
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4 CONCLUSAO

a) Temperatura de 20 °C e etanol 80%:agua 20% sadcéesdideais
para a obtencdo de extrato de milho de grdos prins maior
concentracao de compostos fendlicos e maior atieidatioxidante.

b) Aumento de temperatura de extra¢éo causa reducéoncantracao
de fendlicos totais e atividade antioxidante ddsaos.

c) Maior concentragdo de extrato fendlico nas solucdiss
biopolimeros de amido e zeina resulta em maior esdracdo de
fendlicos totais e maior atividade antioxidante.

d) Adicdo de extrato etandlico do milho de grédos prek®@ 002, na
concentracdo de 100%, a solucdes de biopolimdrasexde amido e
zeina resulta em atividade antimicrobiana nos mespara a

bactériaStaphylococcuaureus
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CAPITULO 5

EFEITO DE COBERTURA COMESTIVEL ADICIONADA DE
EXTRATO DE MILHO PRETO RICO EM COMPOSTOS FENOLICOS
NA VIDA UTIL DE MORANGOS

RESUMO

A incorporagdo de antioxidantes nos biopolimerose@brimentos
(coberturas) comestiveis auxilia na extensdo da \Jidil dos alimentos
retardando o processo de deteriorizagdo dessestpso®abe-se que 0 morango
€ um fruto atrativo, porém, muito perecivel, comrdas sensoriais e
econbmicas. Assim, o objetivo, neste capitulo, d&ealiar a influéncia da
cobertura a base de biopolimeros com adicédo datexendlico de milho de
grdos pretos nas caracteristicas fisicas e quimigasmorangos durante
armaizenamento refrigerado. Foram utilizados marakgagaria anannasav.
Oso Grande. O experimento foi planejado em delimedon experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial itoiisi de dois fatores:
tratamento (sem cobertura, CAEF - cobertura de @ehédmilho com adi¢édo de
extrato fendlico e CZEF - cobertura de zeina coipdadde extrato fendlico) e
periodo de armaizenamento (1, 2, 3, 4, 5 e 6 dRewa andlise do efeito da
cobertura com extrato fendélico no morango, os dafitislos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA). O revestimento d@angos com coberturas
de amido e zeina com adicao de extrato fendliqoitte preto TO 002 aumenta
a concentracdo de compostos bhioativos nos mesnpesafAde ocorrerem perda
de massa, diminuicdo do teor de fendlicos totapcianinas e atividade
antioxidante ao longo do periodo de armaizenamef&s, ocorrem em menor
escala nos morangos revestidos, quando comparag®smarangos sem
revestimento, o que aumenta a vida Util dos momangfoigerados.

Palavras-chave: Antioxidantes. Compostos bioativAsmaizenamento de
morangos. Embalagem ativa.
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ABSTRACT

The incorporation of antioxidants in biopolymersiaoatings (covers)
edible assists in extension of the shelf life afde by slowing the process of
deterioration of these products. We are known tthetstrawberry is an attractive
fruit, but very perishable with sensory and ecorlmsses. The objective of this
chapter was to evaluate the influence of coverdgpobymers base with the
addition of phenolic extract of black grains of wam the physical and chemical
characteristics of strawberries during refrigeras¢éatage.Fragaria anannasa
cv. Oso Grande strawberries were used. The experimast designed in
completely randomized design in a factorial schemasisting of two factors:
treatment (without cover, CAEF - corn starch cogeraith addition of phenolic
extract) and CZEF (zein coverage with addition loénolic extract) and storage
time (1, 2, 3, 4, 5 and 6 days). For analysis &f éffect of the cover with
phenolic extract in the strawberry, the data wenbnstted to analysis of
variance (ANOVA). When significant, regression as& was performed for
quantitative factors and average LSD test for tatale factors, establishing the
5% level of significance. The strawberries coativith starch and zein covers
with addition of phenolic extract of black corn TQ02 increases the
concentration of bioactive compounds the same. iBescur weight loss,
decreased total phenolic content, anthocyaninsaamidxidant activity during
the storage period, these occur on a smaller soalke coated strawberries
compared to strawberries without coating, whichl¢ancrease the shelf life of
chilled strawberries.

Keywords: Antioxidants. Bioactive compounds. Sterag
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1 INTRODUCAO

O morango é um fruto atrativo devido as suas canigtitas peculiares
de coloracdo vermelho-brilhante, odor, textura maei sabor levemente
acidificado (FLORES-CANTILLANO, 2003). E uma boanfe de vitamina C e
outros antioxidantes, como, por exemplo, flavonsidentre outros fendlicos
(ROBARDS et al., 1999), porém, apresenta elevadecjiglidade pdos-colheita
devido, principalmente, a sua intensa atividadeahbiica (MALGARIM;
CANTILLANO; COUTINHO, 2006), a elevada quantidadee dagua
(GEBHARDT; THOMAS, 2002) e a grande suscetibilidadeataque de agentes
patogénicos causadores de podriddes (MALGARIM; CAMANO;
COUTINHO, 2006). A alta perecibilidade resulta emrdas qualitativas e
econdmicas consideraveis (FLORES-CANTILLANO, 2003).

A tecnologia do processamento minimo surgiu como fator
determinante para prolongar a vida util ao submatdruta a processos de
selecdo de matéria-prima, lavagem, sanitizacdo,alagem e refrigeracéo
(SILVA et al., 2006). A utilizacdo de baixas termgteras (0 °C a 4 °C) pode
estender a vida Gtil do morango, usualmente, gobatias (HAN et al., 2004).
Entretanto, para o armaizenamento prolongado, demen reducdo da
temperatura ndo é suficiente para manter as cesditas fisicas, quimicas e
microbiologicas dos frutos, sendo necessaria dzagdo de outras técnicas
(MALGARIM; CANTILLANO; COUTINHO, 2006).

Uma das alternativas empregadas é a utilizacdo edestimentos
comestiveis (coberturas e biopolimeros) (AZERED@OX KROCHTA;
MULDER-JOHNSTON, 1997). A diferenca entre cobertariopolimero é que
a primeira é uma fina camada de material aplicaflarraado diretamente na
superficie do produto, enquanto o segundo é préddo separadamente e
aplicado posteriormente sobre o produto (GONTARDJIBERT, 1995;
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KROCHTA; MULDER-JOHNSTON, 1997). Eles podem transportar
ingredientes alimenticios, como antioxidantes,maigtiobianos e flavorizantes, a
fim de melhorar a preservacdo de frutas e hortgligsantendo a aparéncia
fresca, a firmeza e o brilho, aumentando o seu wamercial (PALMU, 2003;
SOTERO, 2000). A base desses biopolimeros commstigeralmente, é
formada por polissacarideos e proteinas, poiscadeias sdo longas e capazes
de produzir matrizes continuas que dao estrutunewestimento (MARTINS,
2003; PEROVAL et al., 2002).

Em inimeras pesquisas em todo o0 mundo tem sidaadosb potencial
do uso dos revestimentos, como biopolimeros e tughsr incorporados com
agentes ativos na manutencdo e no prolongamentaddaltil de alimentos,
sendo eles de origem vegetal ou animal (GOMEZ-ESAA& al., 2009;
GRANDA-RESTREPO et al., 2009; SOARES et al., 200®xém, as melhores
fontes para a obtencdo desses compostos ativas glantas (ARUTSELVI et
al., 2012), devido a elevada concentracao de campdsnolicos presentes em
seus extratos e/ou 6leos que favorecem as progeedantioxidantes e/ou
antimicrobianas (KANATT et al., 2012).

Apesar de 0 morango ser rico em compostos bioati@oadicdo da
cobertura com adicdo de extrato fendlico em biopedds e /ou coberturas
poderia impedir ou retardar algumas acdes negatimas longo do
armaizenamento refrigerado de morangos. Dessa faynpaesente estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar a influénciacdberturas de amido de milho
e zeina adicionadas de extrato fendlico de milho gd&os pretos nas
caracteristicas fisicas e quimicas de morangos nurarmaizenamento

refrigerado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

O experimento foi planejado em delineamento efitatisnteiramente
casualizado, em esquema fatorial constituido de fddores: tratamento (sem
cobertura, CAEF - cobertura de amido com extratdlieo e CZEF - cobertura
de zeina com extrato fendlico) e periodo de armainento (1, 2, 3, 4 5e 6

dias), sendo 18 combinacdes (Tabela 1).

Tabela 1 - Tratamentos do estudo do efeito de tolbecomestivel adicionada
de extrato de milho preto rico em compostos fenélita vida Util de

morangos.
. ~ Periodo de imaizenament:
Combinagéao Morangos (dia)
1 Sem cobertul 1
2 Sem cobertul 2
3 Sem cobertul 3
4 Sem cbertur: 4
5 Sem cobertul 5
6 Sem cobertul 6
7 CAEF 1
8 CAEF 2
9 CAEF 3
10 CAEF 4
11 CAEF 5
12 CAEF 6
13 CZEF 1
14 CZEF 2
15 CZEF 3
16 CZEF 4
17 CZEF 5
18 CZEF 6

No dia 0 foram realizadas andlises fisico-quimidas morangos “in

natura”, para a caracterizacdo dos mesmos.
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2.2 Matéria-prima

Foram utilizados morangosFragaria anannasacv. Oso Grande),
adquiridos do Supermercado Castanheira & Cia (fugreado Santo Anténio),
em Sete Lagoas, MG. As frutas foram adquiridas resmo dia em que
chegaram do Centro de Abastecimento de Minas GE&BRASA-MG).

O fluxograma do preparo dos morangos encontra-§éguaa 1.

Figura 1 - Fluxograma do preparo dos morangos.
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Frutas de tamanho uniforme de coloracdo vermelirag$ e livres de
danos mecéanicos e infeccdo por fungos foram seledas para o experimento.
Elas foram imersas em solucao sanificante de toptzide sodio 150 ppm, por
3 minutos, enxaguadas com agua deionizada corrdrédeadas e secas com
papel toalha.

As amostras controle, ou seja, sem aplicacdo deertwh, apés
passarem por todas as etapas de higienizacéo, tordraladas em bandeja de
poliestireno recoberta com filme comercial (PVCOni®) e armaizenadas, a 4+1
°C e umidade relativa (UR) de 60% em geladeirat(@llex Frost Free Duplex
DF42). As condi¢cbes de temperatura e umidade foraomitoradas com
termémetro e termo-higrdmetro, além de um termémietiravermelho a laser
modelo GM300 da mardzenetech.

Para cada tratamento e para o controle foram @dasirtrés bandejas
(triplicata) com, aproximadamente, 110 g de morar{§a 6 morangos).

Para os tratamentos com cobertura, apds a secageamostras foram
imersas nas suas respectivas coberturas, sendangilds de milho com adigéo
de extrato fendlico (CAEF) e zeina com adicdo deatex fendlico (CZEF) na
concentracdo de 100% de extrato, correspondend®38,3 (mg 1009 de
fendlicos totais.

Os detalhes da aplicagédo da cobertura nos moraegés descritos nos

itens a seguir.

2.3 Preparo do extrato fendlico

O extrato fendlico foi preparado como descrito @apitulo 4, sendo

obtido de grdos moidos de milho preto TO 002.
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2.4 Preparo das solucdes de cobertura

A solucgédo de cobertura a base de amido de milhprégarada por meio

da técnica deasting conforme descrito no capitulo 4.
Na Figura 2 mostram-se as solu¢fes para prepatobdatura de amido

de milho com e sem adi¢céo de extrato.

Figura 2 - Solucédo de cobertura de amido de mi#mo adicdo de extrato (A) e
solucéo de cobertura de amido de milho com adiedexttato (B).
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A solucdo de cobertura de zeina também foi prepapmt meio da

técnica decasting conforme descrito no capitulo 4 desta tese.
Na Figura 3 mostram-se as solucfes da coberturitda com e sem

adicao de extrato.
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Figura 3 - Solucdo da cobertura de zeina sem adig&xtrato (A) e solucédo da
cobertura de zeina com adi¢éo de extrato (B).

2.5 Aplicacdo da cobertura

A solucao foi deixada sob a bancada do laboragié@ue a temperatura
da cobertura se igualasse a 21+1 °C (CHIUMARELIO02 FONTES, 2005;
HENRIQUE; CEREDA, 1999).

Os morangos foram imersos, por 3 minutos, nagctisps coberturas e,
em seguida, recolhidos com o auxilio de espumadeira

Na Figura 4 observam-se imagens dos morangos icaesom CAEF e
CZEF.
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Figura 4 - Morangos revestidos com CAEF (A), mommngevestidos com
CZEF (B).

Foto do 2°dia de armaizenamento

As bandejas foram dispostas aleatoriamente naegjedadt, para melhor
simulacdo de condi¢cbes de comercializacdo a vamgomorangos ficaram
expostos em presenca de luz até o final do pededarmaizenamento, para o
gue foi utilizada uma luminaria fluorescente modetdrepor 100W E27.

2.6 Preparo das amostras para analises quimicas

Os morangos foram triturados em moinho de bancaddelm 1119
(Toastmaster grinder), por 15 segundos.

Foram realizadas analises de umidade, perda deap@sdsacidez total
titulavel, sélidos sollaveis (SS) °Brix, fenodlicastdis, atividade antioxidante e
antocianinas. As trés ultimas analises foram radéiz na auséncia de luz.

As analises foram realizadas em trés repeticoesca 24 horas, durante
6 dias de armaizenamento.
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2.7 Determinacdo da umidade

A umidade dos morangos foi determinada de acordn cométodo
920.151 da Association of Official Analytical Chests (AOAC, 2012). Foi
utilizada uma estufa a vacuo, da marca Shel LabA8FUSA), a temperatura
de 70 °C, para secagem de, aproximadamente, 2aistra até peso constante
(aproximadamente 72 horas). Os resultados foramessps em g 100"gde

umidade.

2.8 Perda de massa

As perdas de massa nos morangos foram determireardagamas, com
auxilio de balanca Precision, PR 5000 (Alemanhai)ufilizada a média de trés
bandejas por tratamento. Os frutos foram pesadasicio do experimento (Oh
— massa inicial) e durante o armaizenamento, a 2adwras até 144 horas. Os
dados foram expressos em porcentagem, considesadifierenca entre a massa
inicial e a massa obtida a cada intervalo de terApmorcentagem da perda de

massa foi calculada de acordo com a equacao 1.

Perda de massa (g.100g massa inicial - massa final 100 equacao 1.
massa inicial

2.9 Determinacao da acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada pelo método iaficn® 942.15 da
AOAC (2005), determinada por titulac@o volumétigoan solucéo de NaOH 0,1
M. Aproximadamente 1 g da amostra foi pesado eseergados 50 mL de agua
destilada. Fenolftaleina 1% foi utilizada como @adior (3 gotas). A titulacdo
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ocorreu até a mudanca de cor para levemente r@goesultados foram

expressos em miligramas de &cido citrico por 186 golpa de morango.

2.10 Sdlidos soluveis totais

Os solidos solaveis totais foram determinados fprelize de refracdo em
refratdmetro digital de bancada Pocket Refractonfetd -1 ATAGO (China)

calibrado com agua deionizada. Os resultados fesgressos em graus Brix.

2.11 pH

Mediu-se o pH com potencidmetro digital de bancddanver
Instrument, UltraBASIC (USA), padronizado com sdkeg padrdo de pH 4 e pH
7, diretamente em 10 mL de polpa de morango.

2.12 Preparo da amostra para as analises de fendlf totais e atividade

antioxidante

A amostra foi macerada com metanol (grau PA Vetechproporcao
1:10 (m/v). O extrato obtido foi filtrado utilizaoese papel filtro Whatman n° 6.
O residuo foi extraido por mais duas vezes. Pamaetdracdo dos extratos foi
utilizado Rotaevaporador RE 120 — Buchi (Alemant&)) temperatura de
banho de 40 °C. O extrato ficou armaizenado nadgeta até a realizacao da

analise.

2.12.1 Determinacao de fendlicos totais

O conteudo total de polifendis foi avaliado usand®agente de Folin-

Ciocalteau, seguindo método adaptado de Singlétah €1999). Pipetaram-se
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330 pL do extrato e adicionaram-se 550 pL do reagéolin-Ciocalteau
(Sigma-Aldrich). Aguardou-se por 10 minutos e ameesaram-se 1.000 pL de
solugdo 7,5% (p/v) de NAO; (J.T Baker). As solugbes ficaram mantidas a
temperatura ambiente (22 °C), envoltas em papehiaio, durante 2 horas.
Utilizou-se como branco da reacdo uma extracdo solvente em vez de
amostra. O conteudo total de polifenéis foi detaadd a 760 nm, usando um
UV-Vis espectrofotbmetro modelo T80 (PG Instrumpen® contetdo fendlico
total de cada amostra foi determinado por meio ma gurva de calibragéo
preparada com acido galico. Os resultados obtiolasf expressos como mg de

acido galico por 100 g de amostra.

2.12.2 Determinacgéo da capacidade antioxidante

A andlise da atividade antioxidante dos morangasrdalizada pelo
método fotocolorimétrico do radical livre estavelPBH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila). Foram coletados 500 pL do extratadicionaram-se 500 uL de
DPPH. As amostras ficaram sob agitacdo, por 1 leonaagitador tridimensional
(3D marca Labnet, modelo GyroMini, 20 rpm inclinacdD fixa em 20P e
revestidas em papel aluminio. Logo depois, realsma leitura, em 515 nm, em
espectrofotbmetro.

Fez-se um controle somente com DPPH e metanol @u-zer com
metanol o espectrofotdbmetro modelo T80 (PG Instnig)e

A capacidade de sequestrar radical livre foi exgge®mo percentual de
inibicdo de oxidacdo do radical e calculado contbbarequacao 2.

% Inibicéo = ((ArpH— Aexr) / AoppH*100 equa
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em que Appy€ a absorbancia da solucdo de DPPH:g A a absorbancia da
amostra em solucdo determinada a 515 nm (ROESLER 2007).

2.13 Antocianinas

O teor de antocianinas foi determinado de acordn aometodologia
descrita por Francis (1992) e adaptada por Loped. ¢2012). Um grama de
polpa foi extraido com 30 mL de solucdo etanol-HCBN), na proporcao
(85:15). A amostra foi homogeneizada em homogedeizde tecidos (Ultra
Stirrer 380-D), por 2 minutos, na velocidade “5'do depois, transferiu-se o
contetdo para um baldo volumétrico de 50 mL (sémarfj e aferiu-se o volume
com etanol-HCL (1,5N). Em seguida, transferiu-seapam frasco de vidro,
envolto em papel aluminio, e deixou-se descansaquitd,6 horas, na geladeira.
Filtrou-se o material com auxilio de papel Whatmn para um béquer de 50
mL, sempre envolto em papel aluminio. Em seguidalizou-se a leitura em
espectrofotdbmetro modelo T80 (PG Instruments) empecinento de onda de
535 nm. O branco foi composto apenas de solucawlatiCL (1,5N). A
concentracéo de antocianinas foi expressa em mg“100

Todas as analises foram conduzidas no Laborat@i®@dalidade de

Graos da Embrapa Milho e Sorgo, localizado em ISageas, MG.

2.14 Anélise estatistica

Para analise do efeito da cobertura com extratifenno morango, os
dados obtidos foram submetidos a andlise de vaagAdNOVA). Quando
significativo, foi realizada uma andlise de regliessara os fatores quantitativos
e teste de média LSD para os fatores qualitatestsbelecendo-se o nivel de

5% de significancia.
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Para analise dos dados, utilizou-se o programaSigrsao 5.3 (Build
77) (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteriza¢do da matéria-prima

A composicao fisico-quimica dos morangbBgagaria anannasav. Oso

Grande) encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicéo fisico-quimica dos moramgostura utilizados para o
experimento

Determinac0e Médias
Umidade mg 100¢) 90,27+0,6:
Ph 3,26+0,1!
Acidez tituavel (% de acido citrico/1( g) 0,85+0,7
Soélidossolaveis(°Brix) 7,900, 1¢
Fendlicos totaismg 10(g* amostra 208,83+0,6
Atividade antioxidante (% de inibicé 36,81+0,3.
Antocianinasmg 10(g™) 16,040, 2¢

Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo de AtimsefTABELA...,
2011), a umidade de morangesgaria anannasav. Oso Grande é de 91,5%.
J& na Tabela de Composicao Quimica (UNITED STATERPARTMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2006), o teor de umidade em amgos € de 90,94%.
Pequenas variacdes sdo observadas entre o vatmtiexto no presente trabalho
e as tabelas citadas, o que, provavelmente, étapwildas diferencas de
cultivares, do estadio de maturagédo, do climaleck de plantio do morango.

O pH obtido para as amostras de morango da cul®gr Grande se
assemelha ao reportado por Garcia (2006) 3,70 €antillano et al. (2008),
3,45, que trabalharam com morangos das cultivasesirio Real, Ventana e
Aromas. Segundo a tabela SAFE, os valores de p®odangos em geral estédo
entre 3,0 e 3,90 (US FDA/CFSSAN, 2008).



141

O valor 0,80 de acidez titulavel encontrado porc{aaf2006) concorda
com a acidez encontrada para 0s morangos estudesiastrabalho; j& o teor de
sélidos sollveis apresentou-se um pouco menor grecontrado pelo mesmo
autor, 9,33 °Brix.

Os valores de fendlicos totais, atividade antioxidae antocianinas
estdo dentro dos valores encontrados em outroaltib (PINTO; LAJOLO;
GENOVESE, 2008; ZHENGA et al.,, 2007) realizados comrangos das
variedades Fragaria e Ananassa Duch. Na literabgaalores de fendlicos
totais para morango, em geral, variam de 200 an3@00 ¢ e antocianinas,
12 a 32 mg 1004 (PANTELIDS et al., 2007; PINTO; LAJOLO; GENOVESE,
2008; ROBERT; GORDON, 2003; SOUZA, 2013; WANG; LI2000).

3.2 Estudo da vida (til dos morangos com e sem restenento

3.2.1 Perda de massa

Para a variavel perda de massa, significanciadtzida entre a interacéo
tratamento x periodo de armaizenamento. Apos oobleanhento foi aplicada
analise de regressao do periodo de armaizenamemim dlo fator tratamento.

Na Figura 5 é apresentada a variacdo da perda dsanthrante o
periodo de armaizenamento de morangos sem cobertaxeestidos com CAEF
e CZEF.
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Figura 5 - Representacdo grafica da equacdo dessfyr e coeficiente de
determinacdo das médias de perda de massa dosgo®raam
cobertura e revestidos com CAEF e CZEF, durantéogerde

armaizenamento (dias) refrigerado.
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Periodo de armazenamento (dias)

A perda de massa aumentou significativamente n@anmgos com e sem

cobertura, durante os seis dias de armaizenantenticetanto, em todos os dias

de armaizenamento, a perda de massa pela amaostralegsem cobertura) foi

significativamente superior as demais.

Os indices percentuais de perda de massa, obtiddsnedo do periodo

de armaizenamento, ndo foram significativamentereliftes para os morangos

com CAEF e CZEF, mas estes foram significativamatiterentes para os

morangos sem cobertura (p<0,05), em regressapaltirtear.

A utilizacdo de coberturas na superficie de fruimsntuito de aumentar

a espessura da pelicula natural pode contribuirocoanreira a perda de agua

(OLIVEIRA; CEREDA, 2003).

A percentagem maxima de perda de A&gua aceitaveh ar

comercializacdo do morango é de 6% de seu peswmlhaita. Acima deste
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patamar, 0 morango torna-se inaceitavel para a roiatizacdo (GARCIA;
MEDINA; OLIAS, 1998; RONQUE, 1998). Sendo assimyifieou-se, neste
experimento, que os frutos com e sem coberturanéracam-se comercialmente
aceitaveis até seis dias de armaizenamento refdger

Todavia, 0s morangos com cobertura apresentararmarmenda de agua
que os sem cobertura, indicando que a coberturafidente em reduzir, ao
longo do tempo, a perda de massa dos morangospdsgoser explicado pelo
favorecimento da dificuldade de migracdo da agua paambiente, causado
pela pelicula formada ao redor do fruto (GARCIAQED

A perda de agua é um acelerador da senescénciautdes acarretando
maior rapidez na taxa de desintegracdo da membraperda do conteddo
celular e, consequentemente, o murchamento e a gerduculéncia (GARCIA,;
MEDINA; OLIAS, 1998). Vale ressaltar que, apds dhedia, 0s morangos
apresentam alta atividade fisiolégica, acarretandpida desidratacdo
(GARCIA; MEDINA; OLIAS, 1998; TALBOT; CHAU, 1991).

Ribeiro et al. (2007) observaram perda de, aprokameente, 3% em
morangos com o revestimento de quitosana ou caraagemaizenados entre O e
5 °C, durante 6 dias. J& Hernandez-Mufioz et al§R0bservaram entre 14,2%
e 19,6% de perda de massa em morangos com revestirde quitosana
armaizenados a 10 °C, por 7 dias, enquanto os masasem cobertura tiveram
28,7% de perda de massa. Vale ressaltar que, fléste caso, a temperatura
pode ter influenciado, uma vez que, segundo ogesjta perda de massa esta
diretamente relacionada com a temperatura de ansizento.

3.2.2 pH e acidez titulavel

Tanto as medidas de pH como as de acidez tituésiab relacionadas a

determinacdes de &cidos presentes no alimentofefedca entre elas é que a
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medida de pH expressa o0 acido dissociado, que teapacidade tamponante,
enquanto a acidez titulavel expressa a quantidadede acidos presentes como
acidos organicos livres, na forma de sais e coropofndlicos (GARCIA,
2006).

N&o houve significancia para a interacdo periodardeizenamento x
tratamento, para o pH dos morangos. Logo, ndo halteeacdo de pH entre o
inicio e o final de armaizenamento, para todosratamentos. Porém, o fator
tratamento foi significativo, portanto, a cobertimfuenciou o pH dos frutos.

Na Tabela 3 séo apresentadas as médias gerais despidorangos em

diferentes tratamentos.

Tabela 3 - Média de pH dos morangos submetidofeeedies tratamentos.

Tratamento Média de

pH = DP

Sem cobertul 3,24+0,2¢
Cobertura de amidde milhocom extrato fendlico (CAEI 3,51+0,4°
Cobertura de zeina com extrato fendlico (Cz 3,62+0,5°

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem, éfstatiente, pelo teste de LSD, a 5%
de probabilidade (p<0,05)
DP: Desvio padréao

Os morangos que receberam coberturas apresentiramaipr que o do
controle (sem cobertura), o que pode ser explipattd interferéncia do pH das
coberturas, as quais apresentaram-se superiords fota. O pH da CAEF no
momento da aplicacao foi de 5,2 e o pH da CZEF, 6,3

Percebe-se, ainda, que o pH dos morangos com iregash de CZEF
apresentou maior média, quando comparado ao plhdmngos com CAEF, o
gue ja era esperado, uma vez que o pH da CAEFespoesse maior que o da
CZEF. Vale ressaltar que todos os pH apresentaimides, abaixo de 4.

Nota-se que, apesar de 0s morangos com reveshinagnésentarem

médias de pH superiores aos do morango sem cahegtuliferenca nao foi téo
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grande e isso pode ser um atributo interessanta, u@n que a presenca de
cobertura ndo influenciaria tanto o sabor levemeatélo do morango.

Lembrando que esta é uma caracteristica sensoesgjatla do morango
(FLORES-CANTILLANO, 2003; SILVA et al., 2006).

Para a acidez titulavel houve significancia pasdatores tratamento x
periodo de armaizenamento. Apds o desdobrament@pfitada analise de
regressao para o fator periodo de armaizenamentmdios tratamentos.

Na Figura 6 é apresentado o modelo linear da a¢iddavel durante o
periodo de armaizenamento de morangos cobertos@®dEF, CZEF e sem

cobertura.

Figura 6 - Representacdo grafica da equacdo dessfgr e coeficiente de
determinacdo das médias de acidez titulavel (mg go0 dos
morangos sem cobertura e revestidos com CAEF e CatBFuncéo
do periodo de armaizenamento (dias) refrigerado.

1,4
|
@ 1,2 M"
o Morangos com CAEF
= 1 y = 0,0294x + 1,1087
£ ’\0*4*’ R?=0,9916
< 0,8
= Morangos com CZEF
= 0,6 y = 0,0254x + 1,1393
N 04 4 Morangos sem R?=0,9522
g ’ cobertura Morangos sem cobertura
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As amostras de morango sem cobertura apresentaimor nacidez

tituldvel que as cobertas. Isso pode ser expligzelo fato de as coberturas
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apresentarem acidos organicos (acidos fendlicos)que, possivelmente,
influenciou aumentando a acidez titulavel dos mgoarcom cobertura.

Percebe-se, ainda, que os morangos sem coberwrsdrdpresentaram
acidez titulavel menor, bem como ela foi diminuindm longo do
armaizenamento, enquanto a acidez titulavel nasstaso cobertas foi
aumentando linearmente. Compreende-se, portangéoa quesenca da cobertura
com extrato fenolico mostrou-se eficiente quantcoaservacdo dos acidos
presentes na fruta, bem como os acidos fendlicozotertura podem ter
migrado para a fruta lentamente, de tal forma ggeaoidos organicos
aumentaram ao longo do periodo de armaizenamemiosequentemente
causando aumento na acidez titulavel.

Segundo Coma (2008), a migracdo do composto atresepte no
biopolimero ou cobertura acontece lentamente.

Os acidos orgéanicos sao importantes componentsalttyr e do aroma
das frutas, tendo influéncia direta sobre elesuag Cordenunsi, Nascimento e
Lajolo (2003), depois dos aclcares solUveis, odoacorganicos nao volateis
sdo 0s componentes mais importantes responsaleisgi®r dos morangos.

3.2.3 Solidos soluveis

Os sdélidos soluveis estao relacionados com o sdboe” do morango,
pois 0s aglcares sdo 0s componentes mais abundantegrados nessa fragéo.
Em morangos, esse teor pode variar entre 5% e 1RADER, 1991;
PERKINS-VEAZIE, 1995), conforme a cultivar e osoi&s pré-colheita a que
ela foi sujeita. Mas, para que um fruto seja sealsoente aceitavel, ele deve
apresentar teor minimo de 7% (MITCHAM; CRISOSTO;B&R, 2013) para a
obtencéo de sabor aceitavel pelo mercado consuntjderrequer frutos doces
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Para os sdlidos sollveis, foi detectada signifisan@p<0,05) da
interagcdo dos fatores tratamento e periodo de aemainento. Apds o
desdobramento, foi aplicada andlise de regressém @afator periodo de
armaizenamento dentro dos tratamentos.

Na Figura 7 sdo apresentados os modelos linearegmiacdo dos
sélidos soluveis ao longo do periodo de armaizentmdns morangos cobertos
com CAEF, CZEF e sem cobertura.

Figura 7 - Representacdo grafica da equacdo dessfgyr e coeficiente de
determinacdo das médias de solidos solUveis (°Blios) morangos
sem cobertura, com CAEF e CZEF, em funcdo do peridel
armaizenamento (dias) refrigerado.
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0 y =-0,1174x + 8,1193
E R? = 0,9358
o 7 ¢ Morangos sem cobertura Morangos sem cobertura
) y =-0,1134x + 8,0187
S g5 B Morangos com CAEF R2 = 0,9898
6 ’
n Morangos com CZEF

6
0 2 4 6

Periodo de armazenamento (dias)

Os morangos com e sem cobertura apresentaranéiceda¢SS ao longo
do armaizenamento.

A reducdo nos teores de SS, ao longo do armaizeriamé uma
caracteristica de frutos ndo climatéricos, comoaramgo. Isso acontece por

que, ao serem colhidos, estes frutos apresentamapouw nenhuma reserva
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energética (amido), sendo necessaria a utilizagd@glicares presentes na fruta
como fonte energética para a respiracdo, reduziadsim, o teor de SS
(GARCIA, 2006).

Frutos ndo climatéricos (CORDENUNSI; NASCIMENTO; 1@LO,
2003), apesar de desenvolverem a cor vermelhaabtdh em alguns casos,
podem melhorar a textura e o aroma, mas nao ddsemjoapds a colheita, o
sabor adocicado (GARCIA, 2006).

Hernandez-Mufioz et al. (2008) e Tanada-Palmu e $8rq2005)
observaram aumento no teor de SS de morangos geberam coberturas a
base de gliten e quitosana, respectivamente. Se@mdutores, este aumento
pode ser explicado pela significativa perda de atpsamorangos, acarretando
concentracdo dos SS. Todavia, apesar de ter sidenwuna, no presente
trabalho, perda de agua durante o periodo de aenaizento, nao foi verificado
aumento no teor de SS. A perda de agua verificadegtes autores foi, em

média, de 16%, enquanto, no presente trabalhdef@bso.

3.2.4 Fendlicos totais

Significancia (p<0,05) foi observada no teor dedfiemos totais para a
interacdo periodo de armaizenamento x tratamento.

Os resultados obtidos na analise de fendlicosstetstdo apresentados
na Figura 8. A concentracdo de fendlicos totaisahdos frutos com cobertura
foi superior a dos com cobertura.
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Figura 8 - Representacdo grafica, equacdo de s2gres coeficiente de
determinagdo das médias de fendlicos totais (mg g¥Odos
morangos sem cobertura, com CAEF e CZEF, em furd@io
periodo de armaizenamento (dias) refrigerado.

250 Morangos com CAEF

— y=-1,0771x + 240,13
I

B 240 S— . R? = 0,8445
o
— 230 Morangos com CZEF
g y =-0,9171x + 240,85
= 220 R?=0,8768
2 510 Morangos sem cobertura
§ y = -3,0069x + 212,06
= 200 R =0,9924
c
£ 190

180 ¢ Morangos sem

0 5 4 6 cobertura

Periodo de armazenamento (dias) B Morangos com CAEF

Para os morangos sem cobertura houve brusca per@mdlicos totais
ao longo do periodo de armaizenamento. Entretango,morangos com
revestimento também apresentaram reducdo do tecordpostos fendlicos ao
longo do periodo de armaizenamento, porém, estgdedoi menos acentuada
guando comparada a dos morangos com revestimento.

A pelicula pode controlar os fatores como umidamegénio e luz,
servindo como barreira aos micro-organismos presenta atmosfera,
impedindo o seu desenvolvimento no produto, gardatiassim, a qualidade e a
seguranca do produto, além de prolongar a suadtida minimizar as perdas
por deterioracdo (CABRAL et al., 2004). Neste caspelicula protegeu contra
degradacdo por esta ser barreira ao oxigénio, @&glaz, sendo estes os
principais fatores da degradacéo dos compostosvmea
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As concentracdes de compostos fendlicos presergescobertura,
possivelmente, foram degradando-se ao longo dodmeide armaizenamento,

mas estes ainda apresentaram concentracdo suigiand fazer efeito nos
morangos revestidos.

3.2.5 Atividade antioxidante

Para a atividade antioxidante foi observada sicfniitia entre a
interacdo periodo de armaizenamento e tratamemds A desdobramento, foi
aplicada andlise de regressdo do fator periodorrdaizenamento dentro dos
tratamentos.

Os resultados obtidos na analise de regressédcapaagavel atividade
antioxidante estédo apresentados na Figura 9.

Figura 9 - Representacdo grafica, equacdo de e2gres coeficiente de
determinacdo das médias da atividade antioxiderfgessa em %
de inibicAo dos morangos sem cobertura, com CAERZEF, em
funcdo do periodo de armaizenamento (dias) refrdyer

70
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B—a__ =
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o 50 R*=0,9421
2
._g Morangos com CZEF
= 40 y =-0,8271x + 61,78
S 30 ‘\‘\’\0\0\‘ R?=0,9388
X Morangos sem cobertura
20 | ¢ Morangos sem cobertura y =-2,198x + 38,905
2 =
10 | M Morangos com CAEF R?=0,958
0 Morangos com CZEF
0 2 4 6

Periodo de armazenamento (dias)
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De acordo com Hassimoto, Genovese e Lajolo (208%)valores de
atividade antioxidante s&o classificados como afteibicdo > 70%),
intermediario (40-70% de inibicdo) e baixo (<40%imibicdo). De acordo com
esta classificagdo, 0os morangos que receberam tadsercontendo extrato
fendlico de milho preto TO 002, além de apresemangaior inibicdo, ainda
conservaram-se como boas fontes de antioxidanées dihal do periodo de
armaizenamento estudado. Assim, a semelhanca iddeemmpostos fendlicos,
a percentagem de inibicdo da capacidade antioxddapesar da diminui¢do ao
longo do periodo de armaizenamento, ndo foi tAataada para os morangos
revestidos. Nos morangos nao revestidos, percehewisscamente, a perda da
atividade antioxidante. Porém, ressalvamos o quelitado anteriormente, que
a pelicula protegeu a degradacdo dos compostosvb®gor esta ser barreira
ao oxigénio, agua e luz (CABRAL et al, 2004). Gansntemente, 0s
morangos revestidos apresentaram menor perda dialadé antioxidante,
quando comparados aos nao revestidos.

A caracteristica antioxidante dos compostos feaslicos torna
susceptiveis a degradacao por oxidacdo, que podlaenciada pela presenca
de oxigénio, luz, calor e ions metalicos (BRITTQN92; DAVEY, 2000).

3.2.6 Antocianinas

Quanto a variavel antocianina, foi observada digfinitia para a
interacdo periodo de armaizenamento x tratamento.

Os resultados obtidos na analise de antocianiride epresentados na
Figura 10.
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Figura 10 - Representacdo grafica, equacdo de ssfgee coeficiente de
determinacdo das médias de antocianinas (mg 180 dgs
morangos sem cobertura, com CAEF e CZEF, em furd@o
periodo de armaizenamento (dias) refrigerado.

30 Morangos sem cobertura
y =-0,9169x + 25,697
:g-; 28 R? = 0,9042
‘;)! 2 Morangos CAEF
é y =-0,6349x + 28,015
@ 24 R?=0,9688
g Morangos CZEF
g 22 y =-0,546x + 27,796
g R?=0,8397
< 20
¢ Morangos sem
18 cobertura
0 2 4 6 mMorangos com CAEF

Periodo de armazenamento (dias)

Diminuicdo na concentracdo de antocianinas foisteggla ao longo do
periodo de armaizenamento para 0s morangos com presenca de cobertura.
Para todos os tratamentos foi verificada perdaonaentracdo de antocianinas.
Para os morangos revestidos com CAEF e CZEF hoariacdo de 27,56 a
24,49 e 27,58 a 25,02 mg 106, gespectivamente.

Os morangos revestidos com CAEF e CZEF apresentanaior
concentracdo de antocianinas. Seguramente, issceoceelo fato de que, na
extracdo de fenodlicos do milho preto TO 002, wiilia para a preparacdo do
extrato para aplicacdo na cobertura, antocianarabém foram extraidas.

As antocianinas sdo substancias pertencentes po daos flavonoides.
Além de estarem relacionadas com os atributos saissdas frutas, apresentam
potencial atividade antioxidante. As antocianin&s e grande importancia na

avaliacdo da maturidade dos morangos, ja que ssmongaveis pela cor
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vermelha do morango. A cor superficial do morangonérmalmente, o
parametro utilizado como indice de maturidade rheita (CORDENUNSI et

al., 2002) e também aceitabilidade pelo consumidor.
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4 CONCLUSAO

O revestimento de morangos com coberturas de amideina com
adicédo de extrato fendlico de milho preto TO OOthewta a concentracdo de
compostos bioativos nos mesmos.

A diminuicdo na concentracdo de fendlicos totaisto@aninas e
atividade antioxidante ao longo do periodo de azemgmento ocorre em menor
escala nos morangos revestidos com presenca deostmspfendlicos dos
extratos, quando comparados aos morangos seminemetst, 0 que aumenta a

vida util dos morangos armaizenados sob refrigeraca
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