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RESUMO

MENDANHA, Lorena Provalero; M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Setembro de 2022. AVALIACAO DO PERFIL
QUIMICO DE EXTRATO VEGETAL E VALIACAO DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE AMOTRAS DE MILHO SUPER DOCE UENF SD08 E UENF
SDO09. Orientadora: Prof(a). D.Sc. Daniela Barros de Oliveira.

O milho é um alimento de grande importancia econdmica e é bastante utilizado
em diversas preparacdes. O milho super doce, uma das cultivares de milho, tem
sua producdo voltada para a alimentacdo humana. Neste trabalho, foram
realizados estudos sobre o perfil quimico do extrato vegetal e atividade
antioxidante. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos — LTA/UENF. O material solido foi submetido a extracdo por
maceracao estatica em metanol, filtrado, evaporado e seco. Apds a obtencédo do
extrato bruto vegetal foram realizadas as demais analises. O extrato foi separado
em uma particdo liquido-liquido em trés principais fracdes de acordo com
polaridade dos solventes. As fracdes obtidas foram analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e foram levadas para as colunas
cromatograficas de purificacdo. A cada resultado obtido de uma fracdo foi

realizado uma andlise de CCD para avaliar o material obtido. As fragbes que



apresentavam aspectos caracteristicos de acidos fendlicos foram avaliadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foram obtidos os
cromatogramas das fracOes e do extrato bruto e os respectivos espectros. A
partir de dados na literatura, e comparando com os dados obtidos, pode-se
caracterizar a possivel presencga de acidos fendélicos no extrato. Com a leitura
dos espectros, observou-se a possivel presenca de acido galico e acido p-
hidroxibenzoico. No ensaio antioxidante realizado, observou-se que as amostras
tiveram resultados positivos de capacidade antioxidante frente ao radical DPPH.
O que corrobora com a presenca de compostos com atividade antioxidante na
amostra. Os resultados obtidos aumentam o conhecimento acerca da cultivar
produzida na UENF e demonstram a presenca de compostos fitoquimicos nas

amostras.

Palavras chaves: cromatografia; compostos bioativos; alimentos funcionais.
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ABSTRACT

MENDANHA, Lorena Provalero; M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Setembro de 2022. EVALUATION OF THE
CHEMICAL PROFILE OF PLANT EXTRACT AND EVALUATION OF
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SUPER SWEET CORN SAMPLES UENF SD08
AND UENF SDO09. Advisor: Daniela Barros de Oliveira.

Corn is a food of great economic importance and is widely used in various
preparations. Super sweet corn, one of the varieties of corn, is produced for
human consumption. In this work, studies were carried out on the chemical profile
of the plant extract and antioxidant activity. The work was developed at the Food
Technology Laboratory — LTA/UENF. The solid material was subjected to
extraction by static maceration in methanol, filtered, evaporated and dried. After
obtaining the crude plant extract, the other analyzes were performed. The extract
was separated in a liquid-liquid partition into three main fractions according to
solvent polarity. The fractions obtained were analyzed by Thin Layer
Chromatography (TCD) and were taken to the chromatographic columns for
purification. For each result obtained from a fraction, a TCD analysis was
performed to evaluate the material obtained. The fractions that presented
characteristic aspects of phenolic acids were evaluated by High Performance

Liquid Chromatography (HPLC). The chromatograms of the fractions and the

Xii



crude extract and the respective spectra were obtained. From data in the
literature, and comparing with the obtained data, it was possible to characterize
the possible presence of phenolic acids in the extract. With the reading of the
spectra, the possible presence of gallic acid and p-hydroxybenzoic acid was
observed. In the antioxidant assay performed, it was observed that the samples
had positive results of antioxidant capacity against the DPPH radical. This
corroborates the presence of compounds with antioxidant activity in the sample.
The results obtained increase the knowledge about the cultivar produced at
UENF and demonstrate the presence of phytochemical compounds in the

samples.

Keywords: chromatography; bioactive compounds; functional foods.
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1. INTRODUCAO

Os compostos bioativos que possuem atividade antioxidante tém
despertado interesse, principalmente devido a acdo desses compostos no
estresse oxidativo, mas as formas de interacbes moleculares e mecanismos de
bioatividade desses compostos ainda proporcionam um desafio para o0s
cientistas (Costa e Rosa, 2016).

Os estudos acerca de compostos nhaturais que apresentem atividade
antioxidante vém se intensificando nos ultimos anos, pois eles podem atuar como
uma alternativa para prevenir o estresse oxidativo produzido no organismo e
atuarem como substitutos de antioxidantes sintéticos, que a longo prazo pode
causar reacoes toxicas ao organismo. A busca por substéncias com potencial
antioxidante, principalmente de origem natural, tem sido objeto de diversos
estudos, pois contribui para o interesse cientifico como uma possibilidade no
desenvolvimento de novos medicamentos destinados ao tratamento de
patologias relacionadas aos radicais livres, como doencas neurodegenerativas
e degenerativas (Nariya, et al., 2012; Colegate e Molyneux, 2007).

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados em uma variedade de

produtos naturais. Em fontes vegetais, 0os compostos antioxidantes sao



encontrados em frutas, hortalicas, ervas (utilizadas no preparo de chas),
sementes e em alguns cereais (Oliveira, et al., 2009).

As substéancias presentes nessas fontes que sédo capazes de agir como
antioxidantes, sdo os minerais, as vitaminas, flavonoides e compostos fendlicos
(Andreo e Jorge, 2006).

O milho comum (Zea mays L.) possui grande importancia econdémica,
além da importancia nutricional. E fonte de importantes nutrientes na
alimentacdo humana e animal, em alguns estados do Brasil compéem as
principais refeicdes (Oliveira Junior et al., 2011). De acordo com dados da
Embrapa Milho e Sorgo, na safra 2019/2020 o levantamento foi de 196 espécies
de cultivares disponiveis no mercado de sementes do Brasil. Tal diversidade,
garante a producao de diversos tipos de milho em condi¢cbes adversas (Pereira
Filho e Borghi, 2020).

Dentro da pluralidade em espécies de milho, encontram-se o milho doce
e super doce. Sao espécies de milho que possuem gene mutante que confere
um aumento na conversdo de aclUcares no endosperma do grédo, garantindo
maiores teores de acucares e maior palatabilidade. Comumente, o milho doce
possui maior interesse para o consumo “in natura”, no entanto pode ser
encontrado também em conserva, e no geral sua utilizacdo € voltada para a
alimentacdo humana (Kwiatkowski e Clemente, 2007).

A Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, nos
altimos anos, tem atuado no melhoramento genético de espécies de milho para
a regiao do Norte e Noroeste do Rio de Janeiro. O milho super doce UENF SD08
e UENF SDO09 séo cultivares desenvolvidas na UENF apés anos de estudos que
foram registradas junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento, com base nas caracteristicas de maior interesse selecionadas
de estudos realizados anteriormente (Gongalves, 2019).

Apesar da importancia econémica e nutricional do milho super doce, os
estudos sdo escassos. Neste sentido, o presente trabalho analisou o perfil
fitoquimico do extrato metanolico bruto e fracbes de graos de milho super doce
UENF SD08 e UENF SDO09 e avaliou o potencial antioxidante dos extratos da

espécie, por meio do método do sequestro do radical livre DPPH.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho é analisar o perfil quimico do extrato de gréos de
milho super doce (Zea mays L.) cultivares UENF SD 08 e UENF SD 09 a fim de

identificar compostos bioativos no extrato vegetal.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter o extrato vegetal a partir de graos de milho super doce por
maceracao estatica;

e Obter as fracdes a partir da particdo liquido-liquido por ordem de
polaridade de solventes;

e Purificar as fragcdes obtidas em coluna;

e Determinar o perfil quimico do extrato vegetal bruto de milho e suas
fracOes;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto de milho e de suas

fracOes.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O milho (Zea mays L.)

O milho é um cereal, pertence a familia Poaceae, cultivado em todo o
mundo, sendo uma das culturas mais cultivadas mundialmente (Guia do Milho,
2006). Em termos econbmicos, o milho é uma das vertentes extremamente
importantes do agronegdécio brasileiro. Sua producéo primaria corresponde a
cerca de 37% dos graos produzidos no pais e em numeros, passou de 35.715,6
mil toneladas, no ano de 1997, para 102 milhdes de toneladas nos anos de
2019/2020, em que aproximadamente 66% atende ao consumo do pais
(CONAB, 2021).

No panorama mundial, os trés principais produtores sao: Estados
Unidos, China e Brasil, que juntos somam 66,39% da producéo total no mundo.
Sendo que no Brasil sua producéo se concentra principalmente no Centro-oeste
e Sul (Artuzo et al., 2018).

A utilizac&o do milho é variada, cerca de 70% da producéo € voltada para
a alimentagéao animal, no entanto, também é utilizado na alimentagdo humana e
nas industrias de alimentos e de alta tecnologia (Paes, 2006). Tal multiplicidade
de uso é o que confere ao milho sua grande importancia. Nos ultimos anos houve

um maior incentivo de utilizacdo do milho na producéo de etanol, uma alternativa



de producédo de biocombustivel em paises da Europa e nos Estados Unidos. Na
alimentacdo humana, o milho representa fonte de importantes nutrientes,
garantindo energia, sendo em alguns estados do Brasil o principal alimento da
dieta, aparecendo em diversos pratos e preparagdes (Menegaldo, 2011).

Quando se fala de subprodutos ou derivados de milhos, fala-se de trés
vertentes principais: 0 uso para consumo humano, o consumo animal e a
utilizacdo na industria. Em relacdo ao processamento desses produtos, no Brasil,
as principais formas sdo a moagem via seca e a moagem por via Umida. A
moagem por via seca iré resultar em alimentos como o fuba, o milho debulhado,
a quirera e os farelos de milho; ja a moagem por via Umida produz principalmente
o amido, o gérmen e a farinha de milho (Ponciano et al., 2011).

Segundo Strazzi (2015), o aumento da demanda dos produtos e
derivados do milho para o consumo humano cresce de acordo com a procura
por alimentos funcionais, como probidticos, alimentos prontos, congelados e de
rapido preparo. Dessa forma, o estudo de hibridos se torna extremamente
importante, tanto para garantir que a demanda crescente seja suprida na
alimentacao e na industria, quanto para melhorar o rendimento e a qualidade do

cereal.

3.1.1 Estrutura, composicao e caracteristicas nutricionais do milho

Segundo Paes (2006), a estrutura fisica do milho se apresenta, no geral,
com aspecto amarelo ou branco, podendo variar entre a coloracdo preta a
vermelha. E composto em média por 72% por amido, 9,5% por proteinas, 9% de
fibra e 4% de 6leo, em sua base seca.

Seu gréo € dividido em quatro estruturas principais: endosperma,
gérmen, pericarpo (ou casca) e ponta, sendo que cada um desses apresenta
diferentes composi¢des quimicas. De acordo com Lima, Paes e Queiroz (2011),
o endosperma corresponde, em média, a 83% do peso seco do grdo, com
constituicdo predominante de amidos e proteinas de reserva, que irdo fornecer
a energia necessaria ao processo de germinacao. Também € no endosperma

gue se encontram os carotenoides, responséaveis pela coloragdo do grédo. Castro



et al. (2009) afirmam que a dureza do endosperma € o que ira definir seu
rendimento e valor agregado aos seus derivados.

No gérmen encontra-se quase a totalidade de Oleo, vitamina e minerais
presentes no grdo. Também é constituido por concentracdes expressivas de
proteina e acucares (Lima et al., 2011). E dessa parte que se extrai o 6leo de
milho.

J& o pericarpo representa, em média, 5% do gréo e possui a importante
funcdo de proteger as demais estruturas da umidade, dos insetos e demais
organismos que possam afetar a qualidade do grdo. Possui sua composicéo
majoritariamente de fibras, tendo polissacarideos como hemicelulose e celulose,
e lignina (Lima et al., 2011).

E por ultimo, a ponta, menor parte da estrutura com 2% do gréo, é a
responsavel por realizar a conexdo do grao ao sabugo e nao é protegida pela
estrutura do pericarpo (Lima et al., 2011).

Os carboidratos constituem a maior concentracao de nutrientes do milho,
0 que o torna um alimento energético e fonte de energia para as dietas humanas
e animais. Além da presenca de carboidratos o milho possui em sua composi¢ao
lipideos, proteinas e fibras alimentares (Paes, 2006).

No 6leo do milho ha a importante presenca dos tocoferdis (vitamina E) e
dos carotenoides. Os tocoferdis fazem parte das estruturas dos horménios e
possuem também funcdo antioxidante, enquanto os carotenoides irdo atuar
como antioxidantes e séo citados na literatura com acao anticancerigena (Tintori,
2018). O milho se destaca, entdo, pela presenca de compostos bioativos e sua

capacidade antioxidante que proporcionam beneficios a saude.

3.1.2 O Milho Doce e o Milho Super Doce

O milho doce (Zea mays L. saccharata) apresenta caracteristicas
diferentes dos milhos comuns, sendo o sabor, o seu principal diferencial. A
presenca de genes mutantes originou variantes do milho que sao capazes de
alterar a sintese de carboidratos no endosperma dos graos, o que diferencia as
caracteristicas de sabor (Tracy, 2001).

O milho doce, entdo, € um tipo especial quando comparado ao milho

comum devido ao seu elevado teor de aglcares no gréo, o que o confere uma



maior palatabilidade, com sabor adocicado (Tracy, 2001; Camilo et al., 2015;
Nihei et al.,2020). Dodson e Tracy (2015) explicam em seu artigo que iSso ocorre,
pois, esse tipo de milho possui um ou mais genes de alelo recessivo (Tabela 1)
que trabalham inibindo a conversédo de agucar em amido dentro do endosperma,
elevando a concentrac@o de acucar no cereal.

Séao divididos em dois grupos fenotipicos: “doce”, que possui 0 gene
acucarado; e o “super doce”, que tera os genes brittle (bt), shrunken (sh) e
sugaryenhancer (se) (Nihei et al.,2020). Segundo Nihei et al. (2020), os gréos
gue carregam os alelos sh terdo o paladar mais doce e maior teor de sacarose.
Entretanto, qualguer um deles acarreta mudancas na composicdo do
endosperma em relacdo a concentracdo de carboidrato, bem como a
concentracdo de amido e acUcares, tais mudancas além do paladar alteraram a
textura do gréo, viabilidade da semente e aparéncia da planta (Batista e Teixeira,
2013).

Tabela 1 - Alelos utilizados em hibridos de milho doce

Alelo Simbolo Enzima Fendtipo
amilose-extender 1 aei Ramificagcédo do Doce
amido Lib
brittlel bt1 Oligossacarideo Super Doce
sintase
brittle 2 bt2 ADP-glucose Super Doce
fosforilase
dull 1 duz Amido soluvel Doce
sintase
shrunken 2 sh2 ADP-glucose Super Doce
pirofosforilase
sugary 1 sul Desramificacdode Doce
amido isoamilase
sugaryenhancer 1 se1 Desconhecido Super Doce

Fonte: Adaptado de Tracy (2001).



Segundo Pereira Filho e Teixeira (2016), no Brasil sdo cultivados em
torno de 36 mil hectares de milho-doce, sendo 100% da producao destinada ao
consumo humano com processamento industrial, com renda anual em média de
R$ 550 milhdes. Uma das dificuldades enfrentadas pela cultura no Brasil é a
auséncia de cultivares que se adequam as condic¢des brasileiras. Devido a isso,
apenas uma cultivar é considerada como a principal linha de produgéao do milho
doce no Brasil, a cultivar Tropical Plus (sh2).

Os principais alelos utilizados para o desenvolvimento dos gréos
comerciais do milho super doce sdo os shrunken 2, o brittle 1 e o brittle 2
(conforme ja visto na Tabela 2 acima) (Goncalves, 2019). O grupo super doce
tem a vantagem de possuir um periodo de colheita maior quando comparado ao
milho comum, contudo, em desvantagem, possui uma menor concentracao de
polissacarideos que séo soluveis em agua (Tracy, 2001).

Segundo Goncalves (2019), a presenca dos genes mutantes afeta nédo
s6 a concentracdo de acucar, mas todo o metabolismo da planta, como por
exemplo, a germinagdo, sendo essa em torno de 65% no milho doce enquanto
no milho comum esse percentual € de 80%. No caso do super doce essas
conseqguéncias se acentuam, com sementes mais frageis e indice elevado de
danos mecanicos.

Apesar de um aumento na demanda, o cultivo do milho doce e do milho
super doce sdo pouco explorados no territério brasileiro. Silva et al. (2020)
afirmam que € necessario que se aumente o desenvolvimento de novas
tecnologias para esse cultivo no Brasil, bem como as pesquisas deste tipo de

cultura visando incrementar os futuros programas de melhoramento deste gréo.

3.2 Alimentos funcionais e compostos bioativos

O conceito de alimentos funcionais foi inicialmente proposto no Japao
em meados dos anos 80, onde recebeu a designacdo em inglés de FOSHU
(Food For Specified Health Use). Em geral, em varios paises esses alimentos
recebem designacdes que os definem como alimentos que possuem compostos

gue oferecem beneficios a saude, além do objetivo basico do alimento que é a



nutricdo. Dentre os alimentos funcionais pode-se citar como exemplo os:
hortalicas, frutos, gréos e alimentos fortificados (Costa e Rosa, 2016).

A presenca de substancias bioativas também chamada de compostos
bioativos pode ser encontrada em diversos alimentos. Tais compostos, podem
ser responsaveis pelos beneficios a salde e até a prevencdo de algumas
doencas (Vidal et al., 2012).

A denominacao de alimento funcional em suma se refere a presenca de
substancias bioativas que podem exercer fungdes além da nutricdo. Os grupos
de substancias bioativas esta esquematizado na Tabela 2:
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Tabela 2 - Grupos de substancias bioativas e respectivos compostos bioativos.

Grupo de substancias Composto ativo
Fitoquimicos Compostos fendlicos
Alcaloides

Compostos organosulfaricos

Carotenoides

Fitoesterois

Probioticos Bifidobactérias e Lactobacilos
Prebioticos Fibras e oligossacarideos
Acidos graxos Poli-insaturados Omega 3
Omega 6
Vitaminas antioxidantes A
C
E
Proteina de soja Peptideos bioativos

Fonte: Adaptado de Henrique et al., (2018).

Na busca de um estilo de vida saudavel que possa contribuir com a
prevencdo de doencas, a alimentacdo possui papel muito importante. O
consumo de alimentos mais saudaveis e naturais tém sido alvo de consumidores
gue procuram melhorar o estilo de vida. Logo, o consumo principalmente de
alimentos com propriedades funcionais (frutas, vegetais, graos e outros) podem
suprir a necessidade béasica nutritiva e ainda ser fonte de outros beneficios para

a saude do consumidor (Pozzo, 2014).
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3.2.1 Principais compostos bioativos no gréo de milho

Segundo Siyuan, Tong e Liu (2018), dentre os compostos bioativos mais
encontrados nos graos de milho os principais sédo: os compostos fenélicos (como
os flavonoides e os éacidos fendlicos), os carotenoides, as antocianinas e o
tocoferol (vitamina E), e suas concentra¢des irdo se diferenciar de acordo com o
tipo de grao do milho. Por exemplo, segundo os autores, os carotenoides se
concentram em graos amarelo e vermelhos, enquanto as antocianinas se
encontram em maior proporgéo nos graos vermelhos, azuis e pretos.

E importante ressaltar que os vegetais possuem dois tipos de
metabolismo, o primario e o secundario. O primario é aquele responsavel pela
sobrevivéncia da planta, tem papel ativo no funcionamento e desenvolvimento
do vegetal; ja os secundarios sao aqueles que se relacionam mais com as
estratégias de defesa das plantas, ndo possuem relacdo direta com o
metabolismo essencial e podem ser estimulados por diversos fatores bidticos e
abidticos, dentre os compostos do metabolismo secundéario destacam-se 0s
grupos: compostos fendlicos, terpénicos e esteroides e os alcaloides (Fumagali
et al., 2008; Rockenbach et al., 2018).

Dentre os compostos bioativos presentes nos alimentos, e no milho,
Barbosa (2016) esquematizou (Figura 1) os compostos ja identificados em

amostras milho.



12

p-cumarico

Ferulico
Cafeico

Flavonoides

Nao
Flavonoides

Antocianinas

Acidos

Fendlicos

Polifendis

B-caroteno

o-caroteno .
Galico

B-criptoxantina

Zeaxantina
Luteina

Carotenoides

B-tocoferol

y-tocoferol

d-tocoferol

Tocois Tocoferodis

Tocotriendis

Figura 1- Compostos bioativos identificados em milho adaptado de Barbosa

(2016).
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Conforme esquematizado na Figura 1, diversos compostos ja foram
identificados em amostras de milho. O enfoque principal do trabalho sera no

grupo de compostos fendlicos.

3.2.1.1 Compostos fenolicos — Acidos Fenolicos

Os compostos fendlicos se caracterizam por possuirem um anel
aromatico, com um ou mais grupos de hidroxila e com potencial funcional e sédo
responsaveis pelo crescimento da planta, reproducéo, dentre outros, além da
potencialidade de exercerem funcdes de conservantes naturais e antioxidantes
(Oliveira e Badiale-Furlog, 2008; Zitka et al.,2011).

No grupo de fendlicos sdo encontradas desde moléculas mais simples a
moléculas com alto grau de polimerizacao, sendo encontrados nos vegetais de
forma livre ou ligados a moléculas de acucares (glicosideos) ou proteinas. Sao
divididos em diversas classes, principalmente de acordo com o seu namero de
anéis aromaticos. Neste trabalho foram destacados os acidos fendlicos, grupo
de moléculas polares que desempenham diversas funcdes bioativas
importantes, com destaque para a funcao antioxidante (Bravo, 1998).

Os acidos fendlicos podem ser divididos em &cido hidroxibenzéico (acido
siringico, galico, protocatecuico e vanilico) (Figura 2) e derivados de &cido
hidroxicinamico (acido caféico, cumarico e ferdlico) (Figura 3) e geralmente irdo
atuar sobre o milho no seu sabor e adstringéncia. Sua funcdo antioxidante é
determinada pela posicdo em que se encontram seus grupos de hidroxila, bem
como a proximidade do grupo -CO2H com o grupo fenil, pois quanto mais perto

do grupo fenil maior sua capacidade de antioxidante (Silva et al., 2010).
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Figura 2 — Estruturas quimicas de acidos fendlicos derivados do acido

hidroxibenzobico
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Figura 3 — Estruturas quimicas de &acidos fendlicos derivados do acido

hidroxicinamico
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A biossintese dos acidos fenolicos derivados do acido hidroxibenzoico
ocorre através da via do chiquimato a qual possui 0 acido chiquimico como
intermediario (Figura 4). Alguns produtos naturais podem ser sintetizados a partir
de amino&cidos arométicos como a fenilalanina, tirosina e triptofano. A sintese
dos acidos fendlicos derivados do &cido hidroxicindmico possui a L-fenilalanina

como precursora (Figura 5) (Dewick, 2009).
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Os 4cidos fendlicos, além de sua fungéo antioxidante, contribuem para
uma melhora geral da saude pois possuem atividade anti-inflamatoria, atuam na
prevencdo de doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Também
apresentam atividades antimicrobianas, antimutagénicas, hipoglicémicas e

antiagregantes plaquetarias (Rashmi e Negi,2020).
3.3 Radicais livres e substancias antioxidantes

Os radicais livres (RL) sdo substancias que possuem ao menos um
elétron desemparelhado em sua Orbita mais externa. Sdo formados pela reducdo
incompleta do oxigénio, o que ocasiona na formacdo de espécies altamente
reativas quimicamente e de baixa instabilidade. Os RL sdo denominados como
espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de enxofre (ERES) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (Martelli e Nunes, 2014; Pereira e
Pereira, 2012).

Os radicais livres e ERs sao altamente reativos, instaveis e possuem
meia-vida curta. A formac&o ocorre de forma natural no organismo de todos
seres vivos devido a exposicdo ao oxigénio molecular. Os RL sao propulsores
das reacOes de oxidacdes que promovem envelhecimento celular, podendo
também ocasionar danos ao DNA o que propiciar processos de mutagénese e
carcinogénese. As espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e de oxigénio (EROSs)
possuem alta reatividade com moléculas de proteinas, lipideos, DNA,
carboidratos, vitaminas e outras biomoléculas essenciais para o funcionamento
dos organismos. A producdo ampla das espécies reativas de oxigénio ou o
desequilibrio com a disponibilidade de substancias antioxidantes para neutralizar
estas espécies podem resultar no processo chamado de estresse oxidativo
(Vasconcelos et al., 2015; Shami e Moreira, 2004).

Os danos causados pelo estresse oxidativo nas células e tecidos tém
sido relacionados com diversas doencas, tais como cancer, aterosclerose e
cardiopatias (Vasconcelos et al., 2015; Pereira e Pereira, 2012). Em alimentos,
a presenca de RL e ERs podem ocasionar a oxidacao lipidica. Por ser uma
alteracdo que promove alteracdes sensoriais nos produtos, logo, faz se
necessario o uso de técnicas de conservagdo como 0 uso de substancias com

funcdo antioxidante (Soares et al., 2012).
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As substancias antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagdo em
diversos substratos, tanto em moléculas simples quanto em polimeros e
biossistemas complexos. Conforme seu modo de acdo podem ser classificados
em dois grupos: primarios e secundarios. Os antioxidantes priméarios (Figura 6)
atuam interrompendo a cadeia da reacdo através da doacgdo de elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres, o que os converte em produtos mais estaveis, e
ou reagindo com os RL, formando o complexo lipidio-antioxidante que pode
reagir com outro radical livre. Os secundéarios irdo atuar em variados
mecanismos que englobam a complexacdo de metais, absorcdo da radiacdo
ultravioleta, sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos para formar

espécie nao radical ou desativacdo de EROs (Silva et al., 2010; Soares, 2002).

ROOH © + AH > ROOH + A°
RO+ AH > RH + A°

Onde: ROO ° e RO sao radicais livres
AH: substancia antioxidantes com atomo de hidrogénio ativo
A°: radical inerte

Figura 6 - Mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios

No organismo humano, inser¢dao de alimentos com potencial
antioxidante pode trazer beneficios. Pois 0s mesmos auxiliam na prevencao a
oxidacao proveniente dos fatores intrinsecos ao organismo como a radiagao UV,
tabagismo, &lcool, poluicdo ambiental, estresse, dentre outros. Os fatores
extrinsecos a geracao de radicais livres no organismo humano como a presenca
de doencas degenerativas, cancer e envelhecimento celular podem ser
minimizados com o consumo de alimentos com potencial antioxidante
(Degaspari et al., 2005).
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3.4 Cromatografia

A cromatografia € um dos métodos instrumentais responsaveis pela
andlise de compostos quimicos. Além disso, é uma técnica de separacao fisico-
quimica na qual é possivel quantificar e identificar substancias que estejam
presentes em uma mistura a partir da interacdo dos constituintes com a fase
movel e estacionaria do sistema cromatografico (Juszczak et al., 2019). Os
compostos contidos na mistura sdo separados a propor¢do que a fase mével
passa pela fase estacionéria (Collins et al., 1993).

As técnicas cromatogréficas sdo subdivididas em duas: Cromatografia
planar e Cromatografia em coluna. Na Cromatografia planar a fase estacionaria
é distribuida em uma superficie planar, e a Cromatografia em coluna a fase
estacionaria € disposta em um tubo cilindrico. As fases moéveis podem ser
diferentes, sendo elas, gasosas (fase mével em gas), liquida (cromatografia
liquida) e vapor pressurizado (cromatografia supercritica) (Collins et al., 1993).

Neste trabalho foram utilizadas algumas técnicas com subdivisdes
cromatograficas de coluna e planar, e as fases méveis utilizadas exclusivamente
liquidas. Sendo elas:

e Cromatografia em Camada Delgada (CCD): técnica planar, fase
estacionaria sélida e fase movel liquida;

e Cromatografia em Coluna (CC): técnica em coluna, fase
estacionaria sélida e fase moével liquida;

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): técnica em
coluna, fase estacionéria sélida e fase movel liquida.

A utilizacdo da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) se baseia no
uso de uma superficie plana, comumente chamada de placas cromatogréficas.
Sobre as placas contém uma camada delgada de material adsorvente, podendo
ser composto de silica, alumina, celulose, poliamida e outros materiais onde
serdo depositados a fracdo de amostra a ser analisada. Quando a fase movel
inicia a corrida pela placa ocorre a separagdo dos componentes da mistura
(Collins et al., 1993).

Para que se obtenha uma separacao eficiente € importante que a fase
movel seja selecionada cuidadosamente uma vez que ela possui papel

importante na separacao de misturas. Além disso, para a selecédo da fase movel
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é fundamental que se considere a natureza quimica das substancias que serdo
separadas e sua polaridade, tendo em vista que pode ocorrer uma competicdo
entre as moléculas da fase mével e da amostra na superficie do adsorvente
contido na placa (Collins et al., 1993).

Seguida a eluicdo da fase movel na placa, € necessario que seja
realizada a revelacdo das substancias pois algumas podem ndo possuir
coloracdo. A revelacdo pode ser realizada através de métodos fisicos, como o
uso de lampadas ultravioletas (UV) que revelam substancias fluorescentes
guando sao excitadas por radiacées em determinado comprimento de onda, e
por métodos quimicos, onde sdo utilizados solventes (Collins et al., 1993). A
CCD é uma técnica de facil execucao, versatil, utiliza-se pouco tempo para a
execucgao, possui boa reprodutibilidade e baixo custo (Collins et al., 1993).

A Cromatografia em Coluna constitui-se na utilizagdo de um tubo de
vidro com abertura na parte superior e com uma torneira na parte inferior, o que
permite o controle na vazao da fase mével. A coluna é disposta verticalmente e
€ preenchida pelo material (fase estacionaria) o qual pode-se utilizar a silica. A
separacdo da mistura ocorre através da eluicdo das substancias na coluna. O
material utilizado para preencher a coluna pode variar e deve possuir
caracteristicas adequadas para a separacao da mistura (Collins et al., 1993).

Dentre outras técnicas cromatograficas anteriormente citadas esta a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Com a CLAE é possivel realizar
a separacao de compostos diversificados presentes em uma mesma amostra em
um periodo de tempo (Collins et al., 1993).

A CLAE utiliza um liquido como fase movel, comumente uma mistura de
2 a 4 solventes. E a fase estacionaria é formada de particulas muito pequenas
gue sao especialmente preparadas e empacotadas em colunas que resistem a
alta pressdo o0 que necessita de uma bomba de alta pressao para eluir a fase
movel através da fase estacionaria. As colunas séo preenchidas com particulas
porosas cujo diametro pode variar entre 1,8 a 5 ym, tais particulas porosas com
fase ligada quimicamente que permite a separacdo dos componentes da
amostra. Em suma, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica
capaz de realizar separacdes de misturas complexas e quantificar uma
consideravel proporcéo de seus componentes com alta resolucéo, sensibilidade

e eficiéncia (Embrapa, 2021).
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laborat6rio de Tecnologia de Alimentos (LTA)
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes,
RJ.

4.1 Material

O material vegetal utilizado neste trabalho foi milho super doce (shz)
(Zea mays L) codificado por UENF SD 08 e UENF SD 09 e as amostras cedidas
pelo Laboratério de Melhoramento Genético do CCTA/UENF.

As cultivares de milho super doce UENF SD 08 (n° 38733) e UENF SD
09 (n° 38734) foram registradas junto ao MAPA (Ministério da Agricultura,
Agropecuaria e Abastecimento) ap6s anos de pesquisa desenvolvida na

universidade (Pereira et al., 2019).
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4.2 Obtencéao do extrato vegetal

As amostras UENF SD 08 e UENF SD 09 de milho super doce foram
reunidas objetivando maior massa para as avaliagdes. As amostras utilizadas se
encontravam congeladas ja separadas das espigas e identificadas em
embalagens. Os graos de milho foram triturados em liquidificador e em seguida
0 extrato vegetal foi obtido por maceracéo estéatica ao abrigo da luz, submetendo
as amostras extracdo exaustiva em alcool metilico PA. Em dias alternados, o
material liquido foi filtrado em filtro de papel e armazenado sob refrigeracéo para
as etapas seguintes e o material solido remanescente adicionado do mesmo
solvente (BARBOSA, et al. 2016).

Os extratos obtidos foram evaporados em rota evaporador a 45°C marca
Fisatom modelo 802 e armazenados sob refrigeracdo. Posteriormente, o
restante do solvente contido no extrato foi evaporado em chapa aquecedora a
50°C aproximadamente com auxilio de banho-maria em capela de exaustao.
Apéds evaporacdo do solvente, as amostras foram liofilizadas em liofilizador da
marca Liotop modelo L101 até secagem completa do material e obtencao de

peso constante (28,4746Q).

4.3 Fracionamento do extrato vegetal

Foram pesados (25,0142 g) de material vegetal e diluidos em 300mL de
agua destilada. A fragdo nao solubilizada foi retida em filtro de papel.

O fracionamento do extrato foi obtido através de uma separacéo liquido-
liquido em funil de separacdo com solventes organicos seguindo a ordem
crescente de polaridade dos solventes: Hexano (C¢Hi,), Acetato de Etila
(C4Hs0O2) e Butanol (C4H100).

Apbs obtencgédo das 3 fragcbes prévias, nomeadas de fracdo hexano (FH),
fracéo acetato de etila (FAEt) e fracdo butandlica (FB), o material foi evaporado
em chapa aquecedora a 50°C aproximadamente com auxilio de banho-maria em
capela de exaustdo até o peso constante. A fracdo remanescente da separagao
liquido-liquido foi nomeada de fracdo restante.

O fluxograma correspondente a Figura 7 descreve de forma

esquematizada a obtencao dos extratos e fracoes.
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Figura 7 — Fluxograma de obtencé&o de extratos e fracdes
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Todas as amostras e fracdes obtidas foram analisadas através de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) a fim de observar as amostras que
continham substancias bioativas, como os compostos fendlicos.

Ap0s a avaliacéo do perfil quimico pela CLAE das amostras selecionadas
com caracteristicas de compostos fenodlicos (destacadas em amarelo no
fluxograma), foram selecionadas cinco amostras para a determinacao de atividade

antioxidante.

4.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato obtido e respectivas fracfes foram avaliadas por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), a qual consiste em uma técnica rapida e com custo
baixo para a realizacdo de andlise qualitativa e semiquantitativa (Mogollon et al.,
2014; Reis, 2011).

Foram usadas placas cromatograficas de silica gel 60 F254 em aluminio,
com espessura 0,2 mm da MERCK (20X20 cm). As placas utilizadas foram cortadas
com 4 cm de comprimento e as amostras aplicadas aproximadamente 0,7 cm acima
da borda inferior da placa e com distancia de 0,5 cm das bordas laterais. A fase
movel utilizada foi butanol: &cido acético: agua (3:1:1) (Gléria, 2013).

Seguida a realiza¢do da cromatografia, € necessario o uso de reveladores
quimicos ou fisicos. Como as placas cromatograficas possuiam material
fluorescente pré impregnado, foram reveladas com lampada UV nos comprimentos
de onda de 254 e 350 nm (método fisico). As placas também foram reveladas

utilizando a solucéo acida de sulfato cérico como método quimico.

4.5 Cromatografia em Coluna

Apos a analise preliminar por CCD, as fragdes prévias foram submetidas a
cromatografia em Coluna para purificacdo. Conforme a obtencdo das fracOes
realizou-se o0 acompanhamento por CCD seguindo o protocolo descrito
anteriormente.

As silicas empregadas para a montagem das colunas cromatograficas

foram:
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Silica para cromatografia de fase Inversa RP-2 e RP-18: Consiste em uma
fase estacionaria ndo-polar constituida de 2 atomos de carbono e 18 atomos de
carbono, respectivamente, e a fase mével relativamente polar, o0 oposto do que
ocorre no sistema cromatografico de fase normal, no qual a fase estacionéaria é
altamente polar, suportada em particulas de silica, e a fase movel é relativamente
nao-polar. O sistema de solventes utilizado como fase movel foi de solucdes de
alcool metilico/metanol (MeOH) e agua, nas concentracdes de 10 a 100% MeOH
(Skoog et al., 2002);

Silica para a Cromatografia de exclusdo por tamanho. Foi utilizada silica
Sephadex LH-20, a qual consiste de particulas pequenas de silica (~10um) ou de
polimero contendo uma rede de poros uniformes nos quais 27 moléculas do soluto
e do solvente podem se difundir. Dessa forma, moléculas maiores do que o
tamanho médio dos poros da fase estacionaria séo excluidas e essencialmente nédo
sofrem retencdo, sendo as primeiras a serem eluidas. JA as moléculas com
diametro menores que dos poros podem penetrar pelo emaranhado de poros e ficar
retidas por tempos maiores, sendo as ultimas a serem eluidas. O solvente utilizado

como fase mével foi o alcool etilico (etanol) (Skoog et al., 2002).

4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

Para avaliar e conhecer o perfil quimico com a identificacdo das
substéancias foram realizadas analises em CLAE no extrato e fraces, previamente
selecionados através de CCD. Esta € uma técnica valiosa, pois apresenta alta
sensibilidade, resposta rapida aos solutos dependendo do detector utilizado,
informacgé&o qualitativa do pico desejado entre outros fatores (Baggio e Bragagnolo,
2004).

A selecdo das amostras foi guiada pelo uso de CCD em amostras que
apresentavam o0s aspectos caracteristicos da presenga de compostos fendlicos,
como a presenc¢a de manchas amareladas. As amostras submetidas & CLAE foram
o Extrato metandlico, fase acetato de etila, fase butandlica e as fracdes A0, A3, A4,
B1, C1, D3, E2, E3, F2, J1, J2, L2 e N1 (destacadas em amarelo no fluxograma).

As analises foram realizadas no Cromatdgrafo Liquido Shimadzu Class,
modelo LC-I0, com duas bombas LC10AT, sendo a detecgdo feita nos

comprimentos de onda fixos de 254 nm e 350 nm (detector por varredura de
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espectro ao ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M10A) e injetor Rheodyne
7725i com volume de injecdo de 20 pL. A coluna empregada foi a RP-18 da
Macherey-Nagel (5m, 4,0 x 250mm), na temperatura de 35°C. O sistema de
solvente utilizado foi 4gua acidificada com acido fosférico (pH 3,2) (bomba A) e
acetonitrila (bomba B) usando fluxo de 1 mL/min e com sistema gradiente de
eluicdo conforme descrito na Tabela 3. A amostra do extrato foi preparada na
concentracdo de 5 mg/mL e as demais fragcdes foram preparadas variando a
concentracdo de 2 a 5 mg/mL. Os padrdes de acidos fendlicos foram utilizados na

avaliacao do perfil quimico e preparados na concentracao de 100 pg/mL.

Tabela 3 — Sistema de gradiente utilizado para a realizagédo de CLAE

Concentracdo de 4gua acidificada  Concentracao de Acetonitrila (Bomba

(pH 3,2) (Bomba A) B)

0,01 0
5 30
10 50
15 70
20 80
25 90
30 100
32 0
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4.7 Atividade antioxidante de extrato vegetal e das fracGes obtidas

4.7.1 Método DPPH fotocolorimétrico

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH’) é utilizado comumente
a partir do método fotocolorimétrico para avaliar a capacidade antioxidante natural
em sequestrar radicais livres. A analise baseou-se na adi¢cdo de 1 mL de extrato
metandlico e das fragbes em concentracdes variando entre 10 e 1000 pL.

Foi adicionado 1 mL de solucdo metandlica de DPPH (0,1mM), ao extrato,
e a reacao se processou em temperatura ambiente ao abrigo da luz por cerca de 1
hora. Apos, foi realizada a leitura da absorbancia do DPPH a 515 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Rocha et al., 2013; Bernardes, et al., 2011).

A capacidade de sequestrar radicais livres foi expressa
como percentual de inibicdo da oxidacdo do radical e foi calculada mediante a
seguinte férmula:

Equacéao 1:

(Abs1-Abs2

% Inibigao DPPH=222 X 100

Onde AprrH € a absorbancia da solucdo de DPPH e Aexr € a absorbancia

da amostra em solucéo (Oliveira, 2015).
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Figura 8 — Representacdo da reagao do radical DPPH com um antioxidante
adaptado de Oliveira, 2015.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises cromatogréficas

Tanto o extrato bruto de milho super doce UENF SD08 e UENF SDO09,
guanto todas as fracbes oriundas do fracionamento desse extrato através de
Cromatografias em Coluna (RP-2, RP-18 e Sephadex-LH20) foram analisados
também de acordo com mais dois tipos de cromatografias: Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Vale ressaltar que este estudo foi guiado e, portanto, o fracionamento foi
realizado de acordo com os resultados obtidos nas analises em CCD.

5.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato metandlico obtido foi avaliado por CCD com finalidade de avaliar
previamente a presenca de alguma mancha caracteristica e a separacdo dos
componentes da mistura no sistema de solventes empregados. O sistema de
solventes empregado foi o baw 3:1:1 (baw - butanol: acido acético: agua,
respectivamente). ApO0s a avaliacdo prévia foi realizada posteriormente uma

particdo liquido-liquido do extrato descrita no item 4.3.
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Os resultados obtidos a partir de CCD nas fracdes iniciais pode guiar as
amostras através da observacdo do comportamento de cada fracdo. Na Figura 9
esta mostrada a CCD das principais fracdes oriundas do fracionamento do Extrato
bruto: Ex bruto, fracdo butandlica (FBut), C1, fracdo acetato de etila (FAEt), A3 e
A4. A fracdo Ex bruto é referente ao extrato metandlico do milho super doce, FBut
€ a fracdo butandlica oriunda do fracionamento do extrato em particdo liquido-
liquido, a fracéo C1 é oriunda do fracionamento da FBut em coluna cromatogréfica
aberta de fase reversa RP-2, FAEt é a fracdo em acetato de etila oriunda da particao
liquido-liquido, e as fracbes A3 e A4 oriundas do fracionamento em coluna aberta
Sephadex-LH20 da amostra FAEt.
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ExtAro  Fet OL FAet Pe) Aq

Figura 9 — Cromatograma em Camada Delgada (CCD) do extrato bruto e das
fracOes obtidas a partir do extrato metandlico de milho super doce UENF SDO08 e
UENF SD09 mostrando as manchas caracteristicas. Fase moével: butanol: acido
acético: agua (3:1:1), revelacao fisica em luz UV 254/365nm e quimica com sulfato
cérico, respectivamente Legenda: Ex bruto: fragdo extrato bruto; FBut: fracdo
butanolica; C1: fracdo C1 obtida a partir da RP-2 da fracédo butandlica; FAEt: fracdo
acetato de etila; A3: fragdo A3 obtida a partir da fracdo acetato de etila em
Sephadex-LH20; A4:fracdo A4 obtida a partir da fracdo acetato de etila em
Sephadex-LH20.
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A amostra do extrato bruto em CCD inicialmente néo foi possivel ocorrer a
separacdo dos compostos na eluicdo da placa. Ponto importante para guiar as
etapas de particdo e purificagcdo do extrato com a finalidade de que se obtivesse
uma separagao mais eficiente entre os compostos presentes.

Apoés a purificacdo e obtencdo de diversas fracfes, algumas amostras
selecionadas apresentaram algumas manchas com tonalidade mais amarelada
quando reveladas com solucao 4cida de sulfato cérico, e manchas azul-arroxeadas
sob a revelacdo em luz UV no comprimento de onda de 365nm. Tais caracteristicas
obtidas apos a revelacdo quimica e fisica indica a presenca de compostos

fendlicos, tendo em vista também o sistema de solventes utilizados (Chaves, 1997).

5.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com o propésito de conhecer o perfil quimico do extrato e as fracdes de
milho super doce, estes foram submetidos a CLAE. Essa técnica desempenha um
papel importante na separacdo de misturas complexas, como substancias
provenientes do metabolismo primério ou secundario a partir de fontes vegetais.

A partir dos cromatogramas das amostras obtidas, com analise dos picos e
principalmente nos espectros UV obtidos foram avaliadas as possiveis substancias
presentes.

Na Tabela 4 estdo descritos os valores ja elucidados na literatura de
comprimentos onda maximos de absorbancia UV dos principais acidos fendlicos ja
identificados em amostras de milho. Tais resultados irdo guiar a compreenséao dos

resultados dos espectros UV obtidos a partir da analise em CLAE.
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Tabela 4 — Absorbancia maxima UV Amax de acidos fenélicos

Acido fendlico UV Amax (nm) Referéncia
Acido galico 217,272 (Robbins, 2003)
Acido cafeico 220, 240(br), 295 (ps), 326 (Robbins, 2003)
Acido ferulico 218, 236 (sh), 295 (Robbins, 2003)

Acido p-cumaérico 226,312 > 328 (Robbins, 2003)
Acido p-hidroxibenzoico 255 (Campos e Markham,
2007)

Legenda: - = extends out to; (br)= broad; (sh) = shoulder; (ps)= pre-shoulder.

5.1.2.1 Cromatograma do extrato bruto metandlico

A analise em CLAE produzida a partir do extrato bruto, demonstrou trés
picos majoritarios, os quais podem ser observados na Figura 10 com respectivos
tempos de retencdo de 4,014, 4,800 e 5,398 minutos, respectivamente no
comprimento de onda de 254nm. O espectro de ultravioleta (UV) referente ao pico
1 revelou bandas de absorcéo de 236 e 262 (Figura 11), o espectro UV do pico 2
revelou bandas de 236 e 257 nm e o espectro do pico 3 revelou bandas de absorcao
de 232 e 258.
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Figura 10 — Cromatograma do extrato bruto de milho super doce
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Figura 11 — Espectro UV do pico 1 (sinalizado em azul na Figura 10) da amostra de

extrato bruto de milho super doce
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Figura 12 — Espectro UV do pico 2 (sinalizado em vermelho na Figura 10) da
amostra de extrato bruto de milho super doce
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Figura 13 — Espectro UV do pico 3 (sinalizado em verde na Figura 10) da amostra
de extrato bruto de milho super doce

A partir da observacdo do cromatograma obtido da amostra de extrato
bruto, nota-se a presenca de picos mais largos. Tal caracteristica € devido a nao
purificacdo e concentracao das substancias presentes no extrato.

Os picos identificados apresentaram bandas de absorcao nos espectros de
ultravioleta com valores bem proximos, havendo pouca diferenca entre as
absorbancias obtidas. Tendo observado a Tabela 4 e de acordo com dados

elucidados na literatura e do conhecimento pode-se observar que tais espectros UV
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sao correspondentes a substancias com caracteristicas fendlicas, o que sugere a
possivel presenca do acido p-hidroxibenzoico (Pavia, et al., 2010).

Os compostos fendlicos possuem anel aromatico, e em alguns casos se
encontram conjugados, com isso, apresentam espectros de absorcdo UV
caracteristicos. Podem apresentar um ou mais picos de absorcdo que estao entre
230 a 340 nm. No entanto, caso sofram ionizacdo por algum composto basico
podem apresentar desvio batocromico variando entre 15 e 50 nm, aumentando

também a absorbancia (Harbone, 1986).

5.1.2.2 Cromatograma da fracéo butandlica

A fracdo butandlica foi obtida a partir da particdo liquido-liquido do extrato
bruto, e em CCD apresentou manchas amareladas quando a amostra foi revelada
com sulfato cérico. A Figura 14 mostra o cromatograma da fracdo onde foram
observados quatro picos predominantes com 0s respectivos tempos de retencao:
3,647, 3,979, 4,245 e 5,047 minutos.

PDA Multi 1

min

Figura 14 — Cromatograma da fracdo butandlica
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Figura 15 — Espectro UV do pico 1 (sinalizado em roxo na Figura 14) da amostra
de fracdo butandlica
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Figura 16 — Espectro UV do pico 2 (sinalizado em amarelo na Figura 14) da amostra
de fracdo butandlica
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Figura 17 — Espectro UV do pico 3 (sinalizado em azul na Figura 14) da amostra de
fracdo butandlica
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Figura 18 — Espectro UV do pico 4 (sinalizado em amarelo na Figura 14) da amostra
de fracdo butandlica

Os espectros UV observados da fracdo butanodlica apresentaram picos de
absorbancia entre 200, 230sh e 260 nm, com perfil semelhante. Os picos

apresentaram como caracteristica duas bandas e duas maximas de absorbancia.
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Assim como na amostra do extrato bruto, os espectros UV ndo apresentaram
grandes variag0es entre os valores de absorbancia.

A absorcao de radiacdo ultravioleta resulta na excitacdo dos elétrons no
seu estado fundamental, no entanto, os ndcleos que unem os elétrons possuem um
papel importante na determinacdo dos comprimentos de onda de absorcdo. Os
ndcleos vao determinar a forca com a qual os elétrons séo ligados e, desta forma
vao influenciar no espacamento de energia entre os estados fundamental e
excitado. Com isso, a energia caracteristica de uma transicdo e o comprimento de
onda da radiacdo absorvida sdo atributos de um grupo de atomos e ndo dos
elétrons de forma individual. O grupo de atomos responsavel pela absorcédo é
denominado de croméforo. Na ocorréncia de mudancgas estruturais no croméforo,
€ esperado que ocorra alteracao de acordo na energia exata e na intensidade de
absorcéo (Pavia, et al., 2010).

Em uma estrutura basica de cromoforo, a ligacdo de grupos substituintes
no lugar do hidrogénio altera a posicéo e a intensidade de uma banda de absor¢éao
do cromoforo. Os grupos substituintes ndo vao gerar necessariamente sozinhos a
absorcao da radiacéo ultravioleta, mas a presenca deles pode modificar a absorcao
do cromoforo central. Em exemplos de estruturas de acidos fendlicos que possuem
um perfil semelhante, com apenas alguns radicais diferentes, pode ocorrer uma
variagdo na absorcdo da radiacdo ultravioleta. Além disso, outros substituintes
podem apresentar outros efeitos na absorcdo dos cromoforos: deslocamento
batocrémico (deslocamento para a energia mais baixa ou para um comprimento de
onda maior) e deslocamento hipsocrémico (um deslocamento para energia mais
alta ou para comprimento de onda menor) (Pavia, et al., 2010).

Outro ponto observado é em relacéo a similaridade dos espectros, o que
pode ser identificado pela presenca de compostos semelhantes. A variagdo nos
pontos de absorbancia pode ser entendida pelo efeito batocrémico e hipsocréomico,
pois em ambos pode ocorrer um deslocamento para um comprimento de onda

maior, ou menor (Pavia, et al., 2010; Campos e Markham, 2007).
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5.1.2.3 Cromatograma da fragéo C1

A fracdo C1 foi obtida através do fracionamento da fragdo butandlica em
coluna cromatografica aberta fase inversa RP-2. Foi observado um pico majoritério
com tempo de retencéo de 3,647 minutos (Figura 19). O espectro de absor¢cdo UV
apresentou bandas de absor¢cdo nos comprimentos de onda em 196, 233sh e 261

nm.

mAU
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250+
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3.647

min

Figura 19 — Cromatograma da fragdo C1
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Figura 20 — Espectro UV do pico da fracdo C1

Através do cromatograma, observou-se que o pico majoritario da fracao
butandlica (3,647 minutos) manteve-se na fracdo C1, no entanto, o fracionamento
mostrou a purificagdo da substancia correspondente a esse pico, uma vez que a
area observada foi aumentada e € de 14358792 nmz.

A absorbancia maxima identificada no espectro UV foi de 261 nm, de
acordo com o espectro obtido e dados consultados na literatura, o espectro pode
corresponder a presenca de dois possiveis compostos: acido galico e acido p-
hidroxibenzoico (Robbins, 2003; Campos e Markham, 2007). A presenca destes
acidos fenolicos foi identificada por alguns autores em diferentes amostras de
milho, o que corrobora com o resultado observado (Ndolo e Beta, 2014; Massarolo,
et al., 2018).

5.1.2.4 Cromatograma da fracao acetato de etila

A fracdo em acetato de etila foi obtida a partir da particao liquido-liquido do
extrato bruto. Foram observados quatro picos majoritarios (Figura 21) com o0s
respectivos tempos de retencéo: 2,412, 3,420, 3,670 e 3,997 minutos.
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Figura 21 — Cromatograma da fracdo acetato de etila
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Figura 22 — Espectro UV do pico 1 (sinalizado em vermelho na Figura 21) da

amostra de fracao acetato de etila
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Spectrum
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Figura 23 — Espectro UV do pico 2 (sinalizado em verde na Figura 21) da amostra
de fracéo acetato de etila

Nos picos 1 e 2 (Figura 22 e 23) foram observados as mesmas

caracteristicas e bandas de absorcao de 196, 236sh e 263 nm., 0 que representa

a presenca de um perfil semelhante.
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Figura 24 — Espectro UV do pico 3 (sinalizado em laranja na Figura 21) da amostra
de fracdo acetato de etila
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Spectrum

PICO4
mAU

1000

259
:M
G | T T || T T T T T T [ T T T T T T T
200 300
nm

Figura 25 — Espectro UV do pico 4 (sinalizado em azul na Figura 21) da amostra de
fracdo acetato de etila

Os picos 3 e 4 foram observados os valores de absorbéancia de 201, 233sh

e 261. Ambos com valores semelhantes de absorbancia.

Os resultados obtidos no cromatograma da fracdo em acetato de etila
(Figura 21) apresentou picos com tempos de retencdo variados, no entanto com
espectros UV semelhantes entre si. A absorbancia maxima UV obtida foi de 260, o
que, assim como na fragdo C1 corrobora a possivel presenca de acido gélico e
acido p-hidroxibenzoico (Figura 26) (Guenzi e McCalla, 1966; Robbins, 2003).
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Figura 26 — Estrutura quimica do acido galico e acido p-hidroxibenzoico

5.1.2.5 Cromatograma da fracdo A3

A fracdo A3 oriunda da fracdo em acetato de etila e obtida a partir da
particdo em coluna de Sephadex-LH20, em que foram obtidas 6 fracées: AO, Al,
A2, A3, A4 e Ab. As fragBes obtidas que apresentaram manchas caracteristicas em
CCD foram selecionadas para analise em CLAE. No cromatograma da fracdo A3
(Figura 26) foram observados trés picos majoritarios com os tempos de retencao:

3,573, 3,870 e 4,222 minutos, respectivamente.
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Figura 27 — Cromatograma da fracdo A3
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Figura 28 — Espectro UV do pico 1 (sinalizado em vermelho na Figura 26) da
amostra de fracdo A3
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Figura 29 — Espectro UV do pico 2 (sinalizado em laranja na Figura 26) da amostra
de fracédo A3
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Figura 30 — Espectro UV do pico 3 (sinalizado em azul na Figura 26) da amostra de
fracdo A3

Os espectros de UV dos picos identificados no cromatograma estédo
demonstrados nas Figuras 27, 28 e 29. Em ambos os espectros foram observadas
duas maximas de comprimento de onda e caracteristicas semelhantes de bandas
de absorbancia.

Os picos observados na fracdo A3, proveniente da fracao acetato de etila,
demonstraram semelhanca entre si. O resultado em ambos 0s espectros 0s
comprimentos de onda correspondem aos acidos fendlicos (acido galico e acido p-
hidroxibenzoico — Figura 26) os quais foram detectados a presenca a partir do

espectro UV nas demais amostras.

5.1.2.6 Cromatograma da fragéo A4

A fracdo A4, a ultima analisada foi obtida a partir da particdo em coluna
Sephadex-LH20, em que foram obtidas 6 fracdes (dados ndo apresentados). Assim
como na fracdo A3, a fracdo A4 foi selecionada por possuir as caracteristicas
compativeis a presenca dos compostos fendlicos. Na Figura 30 é demonstrado o

cromatograma da fragcdo A4 em que sdo observados quatro picos majoritarios, 0s
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tempos de retencdo dos picos sao: 3,869, 4,187, 5,423 e 5,862 minutos,

respectivamente.
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Figura 31 — Cromatograma da fracdo A4

Spectrum
picol
mAU
1000
100
500+ 260
] 233
0 | T L
200 300
nm

Figura 32 — Espectro UV do pico 1 (sinalizado em verde na Figura 30) da amostra

de fracdo A4
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Figura 33 — Espectro UV do pico 2 (sinalizado em vermelho na Figura 30) da
amostra de fragdo A4
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Figura 34 — Espectro UV do pico 3 (sinalizado em laranja na Figura 30) da amostra
de fracdo A4
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Spectrum

nm

Figura 35 — Espectro UV do pico 4 (sinalizado em azul na Figura 30) da amostra de
fracdo A4

A partir dos espectros UV foram observadas as mesmas caracteristicas no
pico 1 (Figura 31), no pico 2 (Figura 32) e no pico 3 (Figura 33), assim como has
fracGes anteriores discutidas. O pico 4 apresentou-se com trés maximas de
absorbéancia, o que nédo havia sido identificado anteriormente para as outras
amostras, no entanto nao foi possivel realizar a identificacdo do composto a partir
do espectro UV obtido.

Em todos cromatogramas, 0 pico com tempo de retencdo de
aproximadamente 3,8 minutos (de 3,647 a 3,997 minutos) e seu espectro de UV
apresenta maxima de comprimento de onda que varia entre 200 e 260 nm. Tal
variagdo no comprimento de onda e tempo de retencdo pode ocorrer devido a
interacdo entre os componentes da amostra e o0 solvente, o que pode gerar o
deslocamento batocrémico e hipsocrémico, onde ha um deslocamento do
comprimento de onda para um comprimento de onda menor ou maior (Falcao, et
al., 2003; Pavia, et al., 2010).

De acordo com as observagdes ja descritas anteriormente, o pico de
interesse possivelmente é correspondente a dois acidos fendlicos, o acido galico e
0 acido p-hidroxibenzoico. Os quais ja foram identificados em farinhas de milho
(Massarolo, et al., 2018), e no milho e em suas fracées (Ndolo e Beta, 2014).
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Os dados encontrados na literatura de espectros de UV com comprimento
de onda entre 200 e 270 nm podem estar relacionados a compostos fendlicos,
acidos aromaticos ou ainda hidrocarbonetos (Yang et al., 2011; Silverstein e
Webster, 2001; WaksmundzkaHajnos, 1998). No entanto, de acordo com as
condicbes cromatograficas empregadas imagina-se que esta trata-se de uma
substancia fenélica ou um acido aromatico (Silverstein e Webster, 2001).

No entanto, para que fosse realizada a completa explicacao estrutural dos
acidos fendlicos referente a esse pico e aos demais picos que apresentaram
caracteristicas semelhantes, seriam necessarias técnicas para auxiliar na sua
identificacdo como os métodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), ou ainda Espectrometria de Massas (EM) ou Infravermelho (1V)
contudo o quantitativo de massa das amostras em questdo era insuficiente, essas
técnicas ndo puderam ser concluidas, e assim nao se p6de efetivar a elucidacéo
estrutural completa da substancia mais purificada nesse trabalho de Dissertacao

de Mestrado.

5.3 Atividade antioxidante

E crescente inclusio de produtos naturais na dieta humana, e
principalmente a utilizacdo de produtos com funcéo antioxidante em formulactes
alimentares e que exer¢cam funcdo antioxidante. Tal tendéncia pode ser entendida
pelas mudancas de habitos da populacdo, a qual tém mudado os habitos
alimentares ao longo dos anos (Martinelli e Cavalli, 2019). Alguns estudos
certificam que diversas fontes vegetais biossintetizam fitoquimicos que apresentam
atividade antioxidante e sao utilizados como fonte natural de compostos que tem
capacidade de sequestrar radicais livres (Lachman, et al., 2010).

A presenca de fitoquimicos na dieta pode auxiliar na prevencéo de doencas
cardiacas, alguns tipos de cancer, obesidade e diabetes tipo 2. Tal acéo é explicada
pela capacidade de controlar o estresse oxidativo produzido no organismo, a
presenca de radicais livres em desequilibrio pode causar danos a membrana celular
e ao DNA, consequentemente causando as doencas e possiveis mutagdes (Zhang,
et al., 2015).

A atividade antioxidante foi realizada através do método DPPH

fotocolorimétrico, um método onde o radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil
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(DPPH’) é utilizado para avaliar a capacidade antioxidante natural em sequestrar
radicais livres. As substancias antioxidantes presentes nas amostras reagem com
o DPPH e o convertem em 2,2-difenil-1-picril hidrazina e o grau de descoloragao da
reacdo é o indicativo do potencial antioxidante da amostra. As amostras avaliadas
gue foram pré-selecionadas anteriormente de acordo com os resultados obtidos na
CLAE e os padrdes de referéncia foram avaliadas nas concentracdes de 1000 a 10
pg/mL. Os resultados foram expressos em percentual de inibicdo da oxidacéo do
radical.

Os padrdées utilizados neste trabalho foram os acidos fendlicos acido galico
e acido clorogénico, o flavonoide quercetina, o acido ascoérbico e o padrdo
comercial antioxidante, o BHT (Butil-hidroxi-tolueno).

Os compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavonoide) foram usados como
padrées devido sua capacidade de transferéncia de elétrons dos radicais livres
além de serem encontrados em espécies vegetais (Soares, 2002). O acido
ascorbico, outro padrao utilizado, possui capacidade antioxidante e € amplamente
utilizado pela industria de alimentos (Melo, et al.,2008). O Butil-hidroxi-tolueno
(BHT) é uma substancia de estrutura fenolica com funcao antioxidante utilizada ha
anos em alimentos como aditivo alimentar e em outros formulacbes de
medicamentos e cosméticos (Kahl e Kappus, 1993).

Através do método DPPH foi observado que as amostras apresentaram
atividade sequestrador de radicais livres nas trés concentracdes avaliadas (1000,
100 e 10 pg/mL) como mostra a Tabela 5.

Os percentuais de agao antioxidante demonstraram-se mais expressivos
nas amostras de concentracdo 1000ug/mL e na concentracdo 100ug/mL a fracdo
A3 (72,7%) apresentaram atividade sequestrante de radicais livres superior ao
padrao comercial BHT (69,2%) o que demonstra a acao antioxidante das amostras.
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Tabela 5 — Atividade antioxidante pelo método DPPH das amostras e dos padrdes

de referéncia

AMostras Concentracoes
1000 pg/mL 100 pg/mL 10 pg/mL
Extrato bruto Milho SD 76,9% + 1,72 67,9% + 8,03 52,7% + 1,36
Fracdo butandlica 71,1% £ 2,24 53,2% + 4,49 49,7% £ 9,54
Fracdo C1 76,8% + 0,64 49,8% + 1,46 46,4% + 1,28
Fracdo Acetato de Etila | 71,8% + 0,64 67,0% £ 0,96 36,1% £ 1,60
Fracdo A3 74,7% + 0,96 72,7% + 2,57 48,8% +1,60
Fracao A4 65,9% * 0,64 70,4% + 3,67 43,6% + 1,28
Acido ascorbico 77,7% £ 1,63 72,1% + 3,22 65,7% £ 9,32
Acido gaélico 75,9% + 2,76 72,4% + 1,54 63,2% + 0,64
Acido clorogénico 77,3% +1,72 72,9% + 0,96 67,3% + 0,90
BHT 67,9% + 0,32 69,2% + 4,81 67,4,7% * 0,26

Quercetina 71,8% + 0,64 69,2% + 5,42 65,7% + 6,10

*Média = Desvio Padréo (n=3)

A amostra de extrato bruto se apresentou como melhor antioxidante frente
ao DPPH nas trés concentracbes avaliadas. Na concentracdo de 1000 ug/mL
demonstrou uma maior acdo antioxidante comparado aos padrdes de acido galico,
BHT e ao flavonoide quercetina.

Observa-se que os padrdes de referéncia utilizados se mostraram com
resultados positivos nas trés concentragdes utilizadas. O que pode ser entendido
de forma que os padrdes possuem acdo antioxidante ainda que em menor
concentracao.

Barbosa, et al., 2016 em seu estudo avaliando a atividade antioxidante pelo
método DPPH do milho pipoca de duas cultivares antes e ap0s 0 processamento
obteve valores de 52,03% de % de inibicdo de milhos de gréo preto e 19,37% para
milhos de grdo amarelo. Outro ponto relevante obtidos nos resultados do estudo
foram os valores de % de inibicdo obtidos apdés o processamento dos milhos,
11,68% para milhos de grdo preto e 5,85% pra milhos de grdo amarelo. O
processamento afetou significativamente a atividade antioxidante das amostras.

Em um estudo avaliando a atividade antioxidante do extrato metandlico de
graos de milho verde de grdos pretos pelo método DPPH, Ribeiro, et al., 2014

obtiveram um % de inibic&o de oxidacéo de 66,19% para 0s extratos sem alteracao
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de pH. No mesmo estudo, avaliaram a influéncia do pH dos extratos no % de
inibicdo de oxidac&do e obtiveram resultados diferentes, para o pH basico (8,9)
34,47% e pra o pH acido (3,9) 54,07%.

Em geral, os resultados obtidos na analise de atividade antioxidante desta
dissertacdo se mostraram satisfatorios. Os estudos acerca de atividade
antioxidante de extrato metandlico milho super doce pelo método DPPH ainda sao
escassos, no entanto, neste trabalho buscou-se acrescentar o conhecimento
acerca das cultivares de milho super doce UENF SD08 e UENF SDO09.
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6. CONCLUSAO

O milho é um cereal que faz parte da alimentacdo humana e animal, por
isso € um alimento comum e conhecido em diversas preparacdes. O milho super
doce UENF SD08 e UENF SDO09 registrado junto a EMBRAPA em 2019, além de
possuir as condi¢cdes de cultivo adequadas para a regido Norte e Noroeste
Fluminense, também apresentou a presenca de compostos bioativos.

O estudo auxiliou no aumento do conhecimento quimico acerca das
amostras. Apesar de suas limitacdes, foram conhecidas algumas caracteristicas do
extrato metandlico e das fracfes. A particdo do extrato e das posteriores fracdes foi
responsavel por purificar as amostras e concentrar 0s compostos contidos no
extrato inicial. A partir disso, a analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
possibilitou observar a possivel presenca de acido galico e &cido p-hidroxibenzoico
nas amostras.

O extrato bruto e as demais fracbes apresentaram atividade antioxidante
frente ao DPPH, e tal capacidade antioxidante pode ser entendida pela presenga
de compostos fenodlicos nas amostras.

Com isso, este estudo pode contribuir para o conhecimento técnico-
cientifico de um hibrido de milho super doce desenvolvido na Universidade,

aumentando o entendimento acerca do cultivar.
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