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RESUMO

Domesticado a partir do teosinto ha mais de cinco mil anos no continente americano, 0
milho (Zea mays) representa um dos vegetais com maior importancia para o homem. A
planta monocotiledénea pertencente ao género Poaceae possui aspectos proprios que
conferem a este vegetal aplicabilidades tecnoldgica, alimenticia e farmaco-quimica.
Quando em desenvolvimento dos corpos de frutificacdo, ha a formacao de espigas e dos
estigmas associados. Tendo aparéncia similar a fios de cabelo, os estigmas do milho
possuem diversas aplicabilidades terapéuticas associadas aos fitoquimicos presentes. O
presente estudo, assim, propds a criacdo de uma farinha a partir dos estigmas do milho e
a prospeccdo de seus componentes, seja de importancia nutricional e tecnoldgica, seja
de potencial antibacteriano de extratos proteicos, seja de sua toxicidade frente a Artemia
franciscana. A farinha foi obtida por meio do processo de liofilizagdo seguida de
moagem. Métodos de caracterizacdo fisicos e fisico-quimicos foram adotados
juntamente com a identificacdo de macromoléculas de importancia alimentar. Avaliou-
se também a ocorréncia de fatores antinutricionais, a aplicabilidade tecnoldgica
(presenca de proteases e amido, principalmente) e o perfil proteico nos diferentes
extratos aquosos — obtidos por meio da extracdo da farinha em agua, tampédo fosfato de
sodio, cloreto de sdédio e tampdes glicina. A farinha gerada apresentou valores
nutricionais satisfatorios quando comparada a produtos equivalentes comerciais, com
8,53% (* 0,37) de proteinas, 4,042% (+ 0,25) de cinzas, 0,8478% (+ 0,01) de lipideos,
8,46% de umidade e 78,12 % de carboidratos. Todos 0s extratos aquosos obtidos
apresentaram fitoquimicos diversos, tais como taninos, saponinas, leucoantocianidinas,
flavonas, flavonois e xantanas, e a auséncia de amido. Em relacdo aos componentes de
aplicabilidade biotecnoldgica, identificou-se a presenca de proteases no extrato glicina
(0,1 mol. L pH 2,0) e a auséncia de atividade hemaglutinante com os diferentes tipos
de eritrocitos avaliados. Os extratos com o tampdo glicina basico e acido apresentaram o
maior teor de proteinas soltveis: 0,837 mgP/mL e 0,740 mgP/mL, respectivamente.
Para o extrato acido, os resultados mostraram um pool de proteinas com duas bandas
marcadas, variando com pesos abaixo dos 31 kDa. Quanto ao extrato basico, nao foi
possivel a identificacdo detalhada. Os extratos concentrados em proteinas néo
demonstraram atividade antibacteriana para nenhuma das cepas avaliadas, inclusive as

probidticas. A pesquisa da toxicidade frente a Artemia franciscana indicou que 0s



extratos adotados nas concentragdes avaliadas ndo demonstraram mortalidade,
superando, inclusive, a sobrevida, quando comparada a do grupo controle. Desta forma,
a farinha do estigma do milho demonstra ser rica no ambito nutricional, com presenca
de proteases, tornando-a uma possivel candidata a aplicabilidades biotecnologicas.
Além do mais, 0s extratos proteicos ndo demonstram ser toxicos quando testados no
organismo modelo Artemia franciscana, tampouco prejudiciais ao desenvolvimento de

bactérias laticas.

Palavras-chaves: Estigma do milho, Zea mays, farinha.



ABSTRACT

For over five thousand years, maize domestication controlled by teosinte has taken
place in the American continent enabling Zea mays to represent one of the most
important vegetables for humankind. The monocotyledonous plant belongs to the genus
Poaceae and has typical characteristics that give rise to technological, food and
pharmaceutical-chemical applications. When its fruiting bodies are being developed,
there is the formation of ears and their associated maize silks. Looking like hair strand,
maize silk has several therapeutic applications associated with its phytochemicals. The
current study, thus, has proposed the creation of a flour made of maize silk and the
prospect of its components, considering its nutritional and technological importance, the
antibacterial potential of protein extracts and its toxicity to Artemia franciscana. The
flour was generated by lyophilization process followed by milling process. Physical and
physical-chemical characterization methods were adopted along with the identification
of macromolecules that are important in food matters. It was also carried out an
evaluation of antinutritional factors occurrence, technological applicability (presence of
proteases and starch, mainly) and protein profile in different aqueous extracts — obtained
through the extraction of flour in water, sodium phosphate buffer, sodium chloride and
glycine buffers. The generated flour showed good nutritional values compared to
equivalent commercial products: 8.53% (£ 0.37) of proteins, 4.042% (x 0.25) of ash,
0.8478% (x 0.01) of lipids, 8.46% of humidity and 78.12% of carbohydrates. All the
resultant aqueous extracts showed different phytochemicals such as tannin, saponin,
leucoanthocyanidin, flavone, flavonol and xanthan, but the absence of starch. Regarding
the components of biotechnological applicability, the presence of proteases in the
glycine extract (0,1mol.L* pH 2.0) and a lack of hemagglutinating activity with
different types of the evaluated erythrocytes were identified. The extracts obtained from
basic and acid glycine buffer showed the highest content of soluble proteins: 0.837
mgP/mL and 0.740 mgP/mL, respectively. For the acid extract, the results showed a
pool of proteins revealing two relevant bands, ranging below 31 kDa. It was not
possible to make a detailed identification for the basic extract. Protein-concentrated
extracts did not demonstrate antibacterial activity for any of the evaluated strains,
including the probiotic ones. The investigation about the toxicity to Artemia franciscana

has indicated that the tested concentrations of extracts shows no mortality, overcoming



the survival rate when comparing it to the one from the control group. Thus, a flour
made of maize silk proves to be nutritional rich, with the presence of proteases,
becoming a possible candidate for biotechnological applications. Furthermore, protein
extracts were not toxic when tested in the model organism Artemia franciscana, nor

were they harmful to the development of lactic acid bacteria.

Keywords: Corn silk, Maize, Corn, Flour.
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1 INTRODUCAO

Desde os primordios do surgimento das espécies, as plantas vém ganhando
cada vem mais espaco no meio cientifico. Segundo o Willis (2017), contam-se mais de
391.000 espécies catalogadas. Destas, apenas uma pequena parcela tem sido estudada a
respeito de sua fisiologia e demais caracteristicas, e uma por¢ao ainda menor representa
as plantas utilizadas pelo homem na alimentagdo, onde 90% compreendem apenas 20
espécies, sendo o trigo, milho e arroz ocupando mais da metade dessa parcela
(WILSON, 2012).

Os vegetais sdo uma fonte de diversidade de moléculas, muitas bioativas e de
alto interesse farmacéutico. As moléculas bioativas vegetais apresentam alta
aplicabilidade, devido a variabilidade de propriedades funcionais e compostos bioativos,
uma vez que sdo capazes de desempenhar efeitos curativos, terapéuticos, fisioldgicos,
antibacterianos, antioxidantes, dentre outros (OLIVEIRA et al., 2009; SOARES et al.,
2016). Desta forma, reforga-se a necessidade de obtencéo acerca da diversidade vegetal
para se elucidar aplicabilidades das moléculas vegetais, para que se possa obter novos
alimentos funcionais.

Dentre os alimentos funcionais destacam-se algumas farinhas, as quais sé@o
obtidas por meio da moagem de partes de vegetais comestiveis, passando por processos
tecnoldgicos adequados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
1978). As composicBes das farinhas variam de acordo com a origem e 0S processos
tecnoldgicos aplicados na producdo. Devido a sua alta aplicabilidade no preparo de
diversos outros alimentos e sua difusdo em dietas, as farinhas devem ser avaliadas
guanto a sua composicdo em elementos, tais como proteinas, carboidratos, umidade,
acidez e lipideos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Na literatura ha a descricdo de diversas propostas de novas farinhas vegetais
como fonte de macromoléculas, sendo fontes nutricionais promissoras. Entretanto, ao se
propor um novo alimento, um estudo sobre a toxicidade deve ser avaliado. A toxicidade
do componente alimentar pode ocorrer em fungdo de um ou diversos compostos nele

presentes, causando danos a satde de quem o consome (MOURA et al., 2012).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O GENERO Poaceae

A familia boténica Poaceae (anteriormente Graminae) apresenta cerca 10.000
espécies, divididas em mais de 700 géneros. Ocupam é&reas abertas, distribuindo-se
pelas mais diferentes regiGes do planeta (GPWG 2001), desde desérticas até regides de
frio extremo, como na Antartica (BOLDRINI et al., 2005). Oliveira (2006) estima que
1/3 da cobertura vegetal do planeta seja dominada pela familia Poaceae. Composta por
plantas monocotiledéneas apresentam como caracteristicas o crescimento primario,
folhas paralelinérveas, disticas (CHASE e SENDULSKY, 1991), em sua maioria
fotossintese do tipo C4, com n6s marcados no caule e flores pequenas.

O grupo botanico é de grande interesse comercial, responsavel por abrigar as
espécies tais como o arroz (Oryza sp.), aveia (Avena sativa), cana-de-agucar
(Saccharum sp.), cevada (Hordeum vulgare), centeio (Secale cereale), milheto
(Pennisetum glaucum), milho (Zea mays), sorgo (Sorghum sp.), estas amplamente

cultivadas para fins alimentares e tecnoldgicos.

2.1.1 Milho (Zea mays)

O Zea mays, conhecida comumente como milho, representa um vegetal de
ampla aplicacdo, desde produto alimenticio de homens e animais, e uso na industria
para geracdo de energia. Esta ligado diretamente a diversas culturas do mundo em
diferentes civilizacBes indigenas da América do Sul, as quais foram responsaveis pela
domesticacdo e selecBes proprias deste cultivar como complemento da dieta (STALLER
et al., 2006). Na América Central data-se o cultivo das plantas de milhos ha pelo menos
cinco mil anos, sendo originada de uma graminea selvagem conhecida como teosinto
(DERMASTIA et al., 2009).
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Figura 1 — Milho e Teosinto.

' ‘ /|
Na esquerda encontra-se na imagem de diversas espigas de milho (Zea mays), a direita o
teosinto (Zea sp.).

Fonte: <https://revistapesquisa.fapesp.br/2019/01/10/caminhos-do-milho-2/> e
<https://www.esalq.usp.br/visaoagricola/sites/default/files/Esalg-VA13-Milho.pdf>

A planta possui cerca de um pouco mais 2 metros, apresenta flores do tipo
monoicas, ou seja, hermafroditas, sendo a parte masculina e feminina localizadas em
diferentes partes da inflorescéncia (INGLETT, 1970). As flores masculinas estio
localizadas na parte mais ao topo e sdo responsaveis pela producdo do pélen, ja as
femininas estdo mais préximas da axila das folhas, sendo responsaveis pela formacéo do
estigma. Os estigmas se assemelham a fios de cabelo, tendo como funcdo a captura do
polen para polinizacdo. Estes surgem entre 10 e 14 dias ap6s a germinacdo, onde
apresentam inicialmente tons esverdeados e & medida que o milho vai se tornando
maduro, ganham tonalidades de marrom medindo cerca de 15 - 17 cm (TAO et al.,
2006).

Segundo os dados apresentados pela FAO (Food and Agricutural Organization
of United Nations), no ano de 2016 o Brasil apresentou a terceira maior producéo
mundial de milho, com indicativos que no biénio 2019 - 2020 alcance o topo de
produgdo mundial (FAOSTAT, 2019). O crescimento reflete diretamente na
importancia e apelo econdmico que o cultivar possui, tais caracteristicas se devem
justamente as propriedades nutricionais e tecnologicas que a planta é capaz de propiciar.

As sementes sdo destinadas em sua maioria a produgéo de farinhas e 6leos, 0s
quais sdo empregados na alimentagdo de humanos e outros animais, bem como aves e

ruminantes. Entretanto, devido a massiva producdo agricola, é imprescindivel a


https://revistapesquisa.fapesp.br/2019/01/10/caminhos-do-milho-2/
https://www.esalq.usp.br/visaoagricola/sites/default/files/Esalq-VA13-Milho.pdf
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producdo de montantes compostos pelas demais partes da planta que muitas vezes sao
desprezadas, por ndo haver demais conhecimento sobre as suas aplicabilidades.

Uma alternativa ao aproveitamento é destinar estes subprodutos para producgéo
de silagem. Contudo, para a producdo da silagem de milho, leva-se em conta a escolha
de plantas com maiores alturas e tamanho das espigas (ZOPOLLATO, 2007).
Ocasionando assim, a rejeicdo de plantas que ndo atendem ao padréo, havendo ainda
acumulo de massa vegetal com destinagao incerta.

A producéo de biodiesel a partir da biomassa do milho é outra area que vem
apresentando crescimento significativo (DHUGGA, 2006), porém ndo chega a suprir

toda a demanda de utilizacdo destes residuos produzidos pelas plantacGes de Z. mays.

2.1.1.1 Estigma do Milho: Uso na Medicina Alternativa e Bioatividade

O cabelo do milho possui em sua composicdo uma gama de nutrientes e
fitoquimicos como alcaloides, taninos, sais minerais, carboidratos, proteinas e diversas
moléculas volateis (KWAG, 1999). Os compostos encontrados favorecem o seu
emprego como agente na elaboracdo de remédios ou alimentar.

O estigma do milho é amplamente utilizado como fitoterapéutico na medicina
alternativa na China, Franca, Turquia e Estados Unidos, sendo utilizado na forma de
infusdo para aplicacBes em diversas patologias, agindo como diurético, empregado no
tratamento de cistos, edemas, doencas na préstata, infeccdes urinarias e obesidade (HU
et al., 2010; BASTIEN, 1982; YESILADA, 1995). Hasanudin et al. (2012) descreve as
bioatividades a respeito dos compostos presentes no cabelo do milho, dentre estas estdo
a atividade antidepressiva, antioxidante, diurética, reducdo da hiperglicemia,
antidiabética, antihiperlipidémica, neuroprotetiva, anti-inflamatéria e reducdo da
nefrotoxicidade.

No Brasil a aplicabilidade fitoterapéutica do “cabelo do milho” ainda € pouco
conhecida, ou muito escassa, ha poucos relatos na literatura do uso em diferentes
comunidades. Nunes (2019) executou uma pesquisa de forma qualitativa com grupos de
mulheres em Ouro Preto — MG, na qual houve relatos de algumas que faziam o uso do
ché dos estigmas para o tratamento da hipertensdo, tratamento de infecgdes urinarias e
como diuretico. Posse (2007), também apresenta em seu trabalho de etnoboténica
relatos no Rio de Janeiro — RJ com as mesmas aplicabilidades desta parte da planta do

milho, adicionando-se o conhecimento para o tratamento de cistos. Ja Barbosa (2007),
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descreve também o uso popular para o tratamento de doencas cardiacas e febre. O
Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2018) descreve o uso deste
produto na forma de tintura, com uso oral, sendo indicado para auxiliar na retencdo
hidrica. Contudo, apesar de tantas propriedades terapéuticas e uso do cabelo do milho
como componente alimentar é pouco empregado. Suas propriedades nutricionais sdo

pouco estudadas.

2.2 FARINHAS E ALIMENTOS NAO CONVENCIONAIS COMO FONTE
NUTRACEUTICA E FUNCIONAL

Para a ANVISA as farinhas sdo: “o os produtos obtidos de partes comestiveis de
uma ou mais espécies de cereais, leguminosas, frutos, sementes, tubérculos e rizomas
por moagem e ou outros processos tecnologicos considerados seguros para producdo de
alimentos” (BRASIL, 2005). As farinhas compdem uma fonte de alimento de grande
importancia nutricional e alimentar, onde se tém o destaque para a produgéo a partir de
cereais, sendo a de trigo com maior produtividade.

Os cereais como centeio, trigo, aveia e cevada apresentam em suas composicdes
duas classes de proteinas de interesse nutricional: as gluteninas e gliadinas, que quando
hidratadas geram o gliten (MONTEIRO 2017). Entretanto alguns individuos séo
portadores da doenca celiaca, uma doenca autoimune no qual os portadores
desencadeiam uma resposta alérgica ao consumo do gluten (ARAUJO 2010). Sendo
assim o tratamento e prevencdo da doenca se faz por meio do consumo de alimentos
livres destas moléculas. Entretanto, preparos alimenticios com farinhas e livres de
gluten como pées, biscoitos e bolos sdo apresentados pelas inddstrias com elevado
valor.

J& os produtos nutracéuticos ndo possuem uma definicdo bem regulamentada,
entretanto, considera-se como um composto encontrado em alimentos, os quais visam a
manutencdo da salde, evitando doencas, ndo previstos na nutricdo convencional
(GOMES et al. 2017). Diversas farinhas ndo convencionais possuem caracteristicas
funcionais e compostos nutracéuticos a exemplo da farinha de banana verde a qual
apresenta fitoesterois e fendlicos, sendo considerado um alimento antioxidante (SILVA
et al. 2015). A farinha da casca do maracuja também é considerada um alimento
funcional ndo convencional, j& que suas cascas geralmente sdo residuos na producéo de

polpas, uma vez que dificilmente sdo empregadas como foco na alimentacdo, seja
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humana ou animal (MACAGNAN 2013). As cascas possuem uma elevada quantidade
de fibras, e moléculas nutracéuticas como a pectina e antioxidantes, favorecendo a
prevencédo do diabetes, controle do colesterol e auxiliando na perda de peso (HORN,
2014). Franco (2006) salienta que os nutracéuticos sdo geralmente disponibilizados e
comercializados na forma processada e em formulacdes (cépsulas, drageas), o0s
alimentos funcionais ndo sdo considerados como o alimento propriamente dito, prontos
para 0 consumo.

Na literatura h& diversos trabalhos apontando a ampla ocorréncia de plantas
alimenticias ndo convencionais no territorio brasileiro (PANC’s), devido a sua vasta
extensdo e variabilidade de espécies vegetais (KELEN et al. 2015). Se consumido,
cabelo da inflorescéncia do Zea mays ndo entraria no critério de uma PANC, pois 0 0s
grdos de milho ja sdo amplamente consumidos. Entretanto além das plantas alimenticias
ndo convencionais, hd também o apelo para a categoria dos alimentos nédo
convencionais, englobando o consumo e aproveitamento de novas partes de plantas
alimenticias conhecidas pelo homem. Na categoria de alimentos ndo convencionais
destacam-se a proposta do consumo de partes ndo habituais da bananeira, tais como a
inflorescéncia (CARDOSO, 2007) e a seiva do pseudocaule (FERIOTTI, 2010).

O estigma do milho também apresenta em sua composicao diversos compostos
como fendis, moléculas com propriedades antibacterianas, diuréticas, antioxidante, anti-
inflamatdria, neuroprotetiva, dentre outras (HASANUDIN, 2012). Para que o cabelo de
milho consumido na forma de farinha seja considerado como um alimento funcional e
nutracéutico, este deve conter compostos capazes de apresentarem propriedades
fitoterapéuticas.

Entretanto, para avaliar a seguridade alimentar de novas farinhas funcionais e
compostos nutracéuticos, deve-se levar em conta a toxicidade e os riscos a saude, sendo
necessario a avaliacdo destes compostos com a interacdo com farmacos e riscos da
ingestdo em longo prazo (SALVI e MAGNUS, 2014).

2.3 COMPOSTOS ANTINUTRICIONAIS E/OU BIOTIVOS EM VEGETAIS

Compostos fitoquimicos sdo conhecidos como metabdlitos secundarios,

gerados por processos bioquimicos existentes nos vegetais, ou seja, sdo formados como
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consequéncia de atividades bioguimicas primarias, sejam pela reproducdo ou
crescimento da planta.

Compreendem uma gama de compostos com variadas composicoes, a exemplo
de Oleos essenciais, compostos nitrogenados, fendlicos, terpendides. Muitos séo
produzidos em funcéo de resposta ao estresse do vegetal frente as condi¢cGes ambientais,
alguns apresentam efeitos toxicos, medicinais ou associados a importancia ecologica
(BALADRIN et al., 1985; DI STASI, 1995; RISPAIL et al., 2005).

Dentre os metabdlitos secundarios antinutricionais, os compostos fendlicos sdo
amplamente difundidos e apresentam uma ou mais hidroxilas (OH) na sua constituicdo
(CASTRO et al., 2004). Os flavonoides sdo um subgrupo ao qual inclui os flavonois
(catequinas e taninos condensados), flavonas, flavononas, isoflavonas e antocianidinas.
Os polifenois abrigam os taninos hidrolisaveis, estilbenos, flavonoides e lignanas
(MANACH et al., 2004; SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

Os taninos sdo substancias amplamente distribuidas nas mais diferentes
familias botanicas, também incluindo as de importancia alimentar, bem como Poaceae
(em cereais: cevada e sorgo) e leguminosas (favas) (JANSMAN, 1993). Séao
classificados em dois tipos: os hidrolisaveis e ndo hidrolisdveis ou condensados
(FERRAO et al., 2003). Possuem como caracteristicas atribuir sabor adstringente aos
alimentos e diminuir sua palatabilidade, aléem de se associarem as proteinas, impedindo
sua atividade bioldgica. Entretanto, apresentam também propriedades como
antioxidantes e antimicrobianas (OKUDA et al., 1992).
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Figura 2 — Estruturas de taninos.

@ﬁ
Q*é "

A: Tanino condensado. B: Tanino hidrolisavel. Em destaque na estrutura A, uma
unidade de catequina.
Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-5-Estruturas-de-taninos-A-Tanino-
condensado-B-Tanino-hidrolisavel-Em_fig3 285167422

As saponinas sdo uma classe de fitoquimicos com propriedades de formacdo de
espuma e surfactantes ambas em solu¢bes aquosas (OLESZEK e BIALY, 2006),
emulsificantes (PRICE et al., 1987) e hemoliticas (CAMPOS-VEGA et al., 2009). A
atividade antinutricional ocorre devido a associagdo destes compostos com a mucosa
intestinal, interferindo na absorcéo dos nutrientes (JOHNSSON et al., 1982).

As lectinas sdo uma classe de proteinas e glicoproteinas de ampla distribuicao
nos mais diversos organismos, desde procariontes a eucariontes. Foram primeiramente
relatadas por S. Weir Mitchell em 1860, identificadas a partir de veneno de serpente, e
posteriormente, encontradas em componentes vegetais. Estas proteinas se caracterizam
por apresentarem como principal caracteristica a sua origem ndo imune, além de possuir
ao menos um dominio ndo catalitico de ligacdo especifica (reversivel) com carboidratos,
podendo ser estes monossacarideos ou oligossacarideos (PEUMANS; VAN DAMME,
1995).

Estas proteinas pertencem a uma classe que desempenham diferentes papeis
fisiolégicos nas plantas, no que se refere a defesa contra patdgenos e efeito

antinutricional para insetos e outros animais como humanos (PEUMANS e VAN


https://www.researchgate.net/figure/Figura-5-Estruturas-de-taninos-A-Tanino-condensado-B-Tanino-hidrolisavel-Em_fig3_285167422
https://www.researchgate.net/figure/Figura-5-Estruturas-de-taninos-A-Tanino-condensado-B-Tanino-hidrolisavel-Em_fig3_285167422

23

DAMME, 1995; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004), atuando também na
modulacdo de atividade enzimatica e como proteinas de reserva.

Estudos de Bardocz (1992; 1996) apontam que quando presentes em dietas de
animais experimentais, as lectinas causam lesdes ao epitélio e aumento do intestino
delgado, além de reducdo do crescimento. Quando consumidas por humanos em sua
forma ativa, podem induzir a um quadro de toxicidade aguda oral, podendo causar
diarreias, nauseas, distensdo abdominal e hiperplasia (VASCONCELOS e OLIVEIRA
2004). Esse efeito antinutricional das lectinas pode ser reduzido com o tratamento
térmico. No entanto, o cozimento ineficiente pode ndo inativar totalmente as referidas
proteinas.

Com o passar dos anos e a crescente investigacdo destas proteinas, mais
atividades foram sendo atribuidas ao emprego destas moléculas, principalmente
relacionadas a resposta inflamatdria, antibacteriana, antifingica e diversas outras
atividades bioldgicas de interesse farmaco-terapéutico e biotecnoldgico (FERNANDES,
2011; BARBOSA, 2013; SILVA SA, 2017).

Além das lectinas, tém-se as proteases como moléculas de natureza proteica e
funcional. Sdo classificadas como proteases as enzimas que exercem a capacidade de
catalisar a hidrélise de ligacdes peptidicas das proteinas-alvo. Séo classificadas como
exopeptidases as que apresentam atividade proteolitica sob as extremidades das
proteinas (N- e C- terminais), e endopeptidases as que exercem catalise no interior das
proteinas (BARRETT et al., 2004). As exopeptidases por sua vez se dividem em
dipeptidil peptidases, tripeptidil peptidases, carboxipeptidases, aminopeptidases,
dipeptidases, tripeptidases e peptidildipeptidases (FERNANDES, 2011). Ja as
endopeptidases (proteinases) sdo divididas quanto ao seu mecanismo de agdo, sendo as
serinicas, asparticas, cisteinicas e metaloproteinases (BARRETT et al, 2004).

As proteases de origem vegetal sdo altamente utilizadas pela indUstria
biotecnologica, dentre estas a bromelina, queratinase e papaina (MORIHARA e ODA,
1993). A diversidade de fungdes bioldgicas dessa classe faz destas 6timas candidatas
aos mais diferentes empregos, como em detergentes e na area alimenticia (GODFREY e
WEST, 1996; MAURER, 2004), além da area da saude, a exemplo da farmacéutica.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as caracteristicas nutricionais, antinutricionais e bioldgicas da farinha

de estigma de milho (Zea mays) com potencial para aplicabilidades biotecnoldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar compostos de importancia nutricional, e antinutricionais de matriz
proteica e ndo proteica e deteccdo de proteases;
« Avaliar a atividade antibacteriana das fracGes proteicas presentes na farinha;

» Avaliar a toxicidade dos extratos proteicos em Artemia franciscana.



25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DA FARINHA DO ESTIGMA DE Zea mays

A farinha do estigma de milho (Zea Mays) - cabelo do milho (Figura 3) foi
obtida de estigmas frescos de milhos comercializados no Mercado Central da cidade de
Jodo Pessoa, Paraiba. A amostra foi lavada com &gua corrente, seguida de &agua
destilada, seca em papel toalha e congelada para liofilizac&o.

A amostra liofilizada foi moida, dando origem a farinha (Figura 4), guardada

em frascos herméticos para posterior analise.

Figura 3 — Estigmas do milho (Zea mays).

Fonte: Autor, 2020
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Figura 4 — Farinha do estigma liofilizado do milho.

Fonte: Autor, 2020.
4.2 CARACTERIZACAO FISICA E FiSICO-QUIMICA DA FARINHA
4.2.1 Proteinas Totais

A andlise de proteinas totais foi realizada por meio da quantificagdo do
nitrogénio total presente nas amostras, utilizando a metodologia de digestdo de Kjeldahl
juntamente com o método colorimétrico de Baethgen e Alley (1989) com adaptagdes,
utilizando o fator de 5,65 para determinagé&o.

Inicialmente, foi realizado a digestdo das amostras utilizando o método semi-
micro Kjeldahl. Cerca de 0,5 g da farinha foram pesados em papel manteiga e dispostos
em tubos de digestdo com 7 mL de &cido sulfarico P.A. com densidade 1,84 g/mL e 2 g
de mistura catalitica [K2SO4; CuSO4.5H20; (10:1)]. Os tubos foram levados ao digestor
(SOLAB, modelo SL-25/40) a temperatura inicial de 50 °C, com aumentos consecutivos
de 50 °C em 50 °C com intervalos de 30 minutos até atingir 400 °C; a digestdo foi
finalizada quando o liquido apresentou coloracdo transparente ou levemente esverdeada
(média de 4-6 h). Apos resfriamento, as amostras foram diluidas em agua ultrapura em
baldes volumétricos de 100 mL.

Ap0s a digestdo, as amostras foram analisadas utilizando o método colorimétrico
de Baethgen e Alley (1989). Para este método é necessario o uso de quatro solugdes
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preparadas no volume de 1000 mL: Solugdo 1: pesou-se 26,8 g de fosfato de sédio
dibasico (Na2HPO4.7H.0), 50 g de tartarato de sédio e potassio (KNaCsH406.4H-0), 40
g de hidréxido de sodio (NaOH) e 80 g de &gua destilada; para 1 L de Solugdo 2, foram
necessarios 150 g de salicilato de sddio (C7HsNaOs) e 0,3 g de nitroprussiato de sodio
[Naz2(Fe(CN)sNQ]J; a Solucéo 3 consistiu de hipoclorito de sodio (NaClO) a 6%, e foi
preparada imediatamente antes do experimento; por fim, para 1 L do diluente, utilizou-
se 22 g do catalisador usado na digestéo e 61,1 mL de acido sulfurico (H2SOa).

A curva padrdo de nitrogénio foi preparada utilizando uma solucéo padrdo de
sulfato de aménio (0,11798 g de NH4(SO4) e 100 mL do diluente), seguindo a Tabela 1.

Tabela 1 - Roteiro para construcdo da curva padrao.

Solucéo Diluente Solu¢do Solugdo Solugdo Concentragéo de

Tubo Padréo (uL) (uL) 1 (uL) 2 (uL) 3 (uL) Nitrogénio (g/L)
Branco 0 1000 5500 4000 2000 0

1 10 990 5500 4000 2000 2,5

2 15 985 5500 4000 2000 3,8

3 20 980 5500 4000 2000 51

4 25 975 5500 4000 2000 6,4

5 30 970 5500 4000 2000 7,6

6 35 965 5500 4000 2000 8,9

7 40 960 5500 4000 2000 10,2

8 45 955 5500 4000 2000 11,4

9 50 950 5500 4000 2000 12,7

Fonte: Autor, 2020.

A quantificacdo de nitrogénio das amostras foi realizada em triplicata com 50
ou 100 uL (a depender da quantidade de proteina, de forma a permitir o enquadramento
dentro dos valores da curva padrdo) do produto da digestdo anteriormente diluido em
baldes de 100 mL. O somatdrio amostra+diluente deve ser igual a 1 mL, e o ensaio foi
realizado de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2- Roteiro para ensaio do método colorimétrico.

Amostra Diluente Solucgéo 1 Solucéo 2 Solucéo 3

(uL) (uL) (uL) (uL) (uL)

Tubo
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Branco O 1000 5500 4000 2000
1 50 950 5500 4000 2000
2 100 900 5500 4000 2000

Fonte: Autor, 2019.

Ap0s adicdo de todas as solucdes, os tubos foram agitados e levados ao banho
maria a 37 °C por 15 minutos. Por fim, foi realizada leitura das absorbancias em

espectrofotémetro (Drawell modelo DU-8200) a 650 nm.

4.2.2 Umidade

A umidade da farinha foi obtida segundo a metodologia do Instituto Adolf Lutz
(1985). Inicialmente, pesou-se 2 g da amostra em cépsula de metal, previamente tarada
e, em seguida, levou-se para estufa a 105 °C por 24 horas. Decorrido esse tempo, 0
material foi levado ao dessecador até a amostra atingir a temperatura de + 25 °C para

ser pesado.

4.2.3 Lipideos Totais

Para quantificacdo de lipideos totais adotou-se 0 método de Folch et al. (1957),
por meio de extragdo com solvente a frio, em que a amostra foi submetida a extracdo em
cloroférmio e metanol (2:1) seguida de evaporacao do solvente em estufa.

Béqueres de 50 mL foram previamente secos em estufa a 105 °C por 1 hora, e,
posteriormente, resfriados em dessecador e pesados. Em seguida, adicionou-se 20 mL
da mistura cloroférmio — metanol a 1 g da amostra e agitou-se por 5 minutos.

Ao final da agitacdo, a amostra foi filtrada com funil e papel filtro qualitativo
(14 pm). O volume final do extrato filtrado foi anotado.

Adicionou-se 20% do volume final do extrato filtrado, uma solucdo de sulfato
de sddio a 1,5%, agitado e deixado em repouso até separar as fases mantendo a proveta
fechada. O volume da fase inferior correspondente a fracdo de lipideos a fase superior
foi descartada com o auxilio de uma pipeta.

Uma aliquota de 5 mL do extrato (fase inferior) foi transferida para o béquer.

Os béqueres foram acondicionados em estufa (Tecnal, Modelo TE-394/2) com
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ventilacdo a 105 ° C até a volatilizacdo completa do solvente, em seguida, levados para
dessecador e pesados.
O experimento foi realizado em triplicata, e a porcentagem de lipideos foi

determinada através da Equacéo 1.

VFL.(MF—MI)}

Lipideos (%) = —__— (1)
Onde:

e VFI =Volume da fase inferior;

e MF = Massa final;

e MI = Massa inicial;

e MA = Massa da amostra.
4.2.4 Cinzas

A matéria mineral da amostra foi obtida por meio do emprego da metodologia
descrita pela AOAC (1998). Pesou-se 1 grama da amostra em triplicata, que em seguida
foi disposta em cadinhos de porcelanas livres de umidade, e levadas ao forno mufla
(Quimis, Modelo Q-318m24) a 550 °C por 5 h. A porcentagem de matéria mineral foi

obtida conforme indicado na Equagéo 2.

Cinzas (Wﬂj _ Pezo Inicial da Amostra . 100 (2)

Peszo Final da Amostra

4.2.5 Carboidratos Totais

A porcentagem de carboidratos totais foi obtida por meio da diferenca dos

valores dos demais constituintes avaliados atraves da Equacdo 3.

Carboidratos (%) = 100 — % Cinzas — % Proteinas — % Lipideos — % Umidade (3)

4.2.6 Atividade de Agua (Aa)
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A fim de avaliar a seguridade da farinha frente a disponibilidade de &gua ao
crescimento de microrganismos, realizou-se a analise de atividade de agua (Aa), por
meio da leitura direta em equipamento especifico (Aqualab®) a 25 °C.

4.2.7 pH da Farinha

Seguindo a recomendacdo do Instituto Adolfo Lutz, pesou-se 1 grama da
amostra e adicionou-se 20 mL de agua ultrapura. Passados 20 minutos, o pH da a
amostra foi verificado em potencidmetro. O teste foi realizado em triplicata, e o

resultado foi obtido por meio da média dos valores (25 °C).

4.2.8 Perfil de aglcares

Inicialmente, a farinha foi diluida em &gua (1:10 m/v), mantido sob agitacao
por 3 h para a obtencéo do extrato. Ao final do tempo extrato foi centrifugado a 9.000 g
por 20 minutos, descartando o precipitado e o sobrenadante coletado. O sobrenadante
foi entdo novamente centrifugado a 12000 g por mais 15 minutos, posteriormente foi
em filtrado em filtro de 22 um e reservado.

A deteccdo e quantificacdo dos agucares presentes na amostra foi realizada em
coluna Agilent Hi-Plex Ca (7,7 x 300mm, 8 um) acoplada em cromatografo liquido
de alta eficiéncia - HPLC (VARIAN, Waters, California, USA).

A corrida foi realizada a temperatura de constante de 85 °C com fluxo
constante de 0,6 mL/min, utilizando como fase movel agua ultrapura. A corrida foi
realizada em um tempo de 30 minutos ap6s a aplicacdo da amostra (15 pL). Os
cromatogramas foram obtidos por meio de detector de indice de refracdo (VARIAN), e
software de processamento “GALAXIE Chromatography Data System”.

Os resultados foram obtidos por meio do cruzamento com padrdes de agucares
com alto grau de pureza. O teste foi realizado em duplicata, onde os valores foram
obtidos por meio das médias de cada réplica.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS PROTEICOS DA FARINHA

As proteinas foram extraidas da farinha do estigma liofilizado (FEL). Para a
extracdo das proteinas, utilizou-se 1 g de farinha para 20 mL da solucdo de extracdo,

seguida de agitacdo por 3 h a 25 ° C. As solugdes utilizadas foram: cloreto de sodio 0,15
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mol. L*; tamp&o fosfato de sédio anidro 0,1 mol. L pH 7,4; tamp#o glicina 0,1 mol. L
1 pH 2,0 e tampao glicina 0,1 mol. L pH 9,0; 4gua ultrapura. Apos a extragio foi
realizado a centrifugagéo a 6000 g por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi descartado e
0 sobrenadante utilizado para os testes posteriores. Apos coleta, o sobrenadante foi
dialisado em membranas de 8 kDa por no minimo 10 vezes contra dgua destilada em

intervalos de troca a cada 1 hora.

4.4 ANALISE DAS PROTEINAS DA FARINHA DO ESTIGMA LIOFILIZADO

4.4.1 Perfil Proteico

O perfil proteico das proteinas, foi analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A SDS-PAGE foi realizada segundo método descrito por Laemmli
(1970).

O gel de aplicacdo foi preparado na concentracdo de 3,5% de poliacrilamida
em tampdo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto o gel de separacdo foi
preparado com concentracao de 12,5% de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI 3 M, pH
8,8 e SDS a 1%. As amostras foram solubilizadas em tampé&o Tris-HCI 0,625 M, pH
6,7, contendo SDS a 2%, glicerol a 10%, B-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol
0,02%. Posteriormente, foram aquecidas em estufa a 100 °C durante 10 minutos,
centrifugadas por 1 minuto a 1500 rpm.

Ao gel foi aplicada uma corrente constante de 25 mA, 200 V e 15 W. No
término da corrida, o gel foi fixado em solucdo de &cido tricloroacético 12,5% por 1 h,
em seguida corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,005%. A remocdo do
excesso de corante foi realizada por meio da exposicdo em solucdo descorante de

metanol, &cido acético e agua (1:3,5:8, V/V/V).

4.4.2 Dosagem de Proteinas Soluveis e Totais

A dosagem de proteinas solUveis nos extratos brutos (EB) foi realizada pelo
método colorimétrico de Bradford (1976), onde 100 uL do extrato foram adicionados
em tubos de ensaios e logo apos adicionado 2,5 mL do reagente, aguardando o decorrer
de 10 minutos para proceder a leitura em espectrofotdmetro, comprimento de 595 nm. O

teste foi realizado em triplicata.
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45 COMPONENTES ANTINUTRICIONAIS E DE IMPORTANCIA
BIOTECNOLOGICA

Os fatores antinutricionais das matrizes nao proteicas foram avaliados de forma
qualitativa nos diferentes extratos, empregando as metodologias descritas por Barbosa
et al. (2001), Matos (1997), Robbers et al (1997), Miranda et al (2013), Mello e Santos
(2004) e Skoog et al (2014) com adaptacdes. Para 0s ensaios, utilizaram-se o0s extratos

brutos sem dialise.

45.1. Amido

A presenca de amido nos diferentes extratos foi observada por meio da
mudanga de coloragdo do meio. Foram distribuidos 1 mL das amostras em tubos de
ensaio, em seguida adicionados 500 pL de corante lugol e aguardou-se 5 minutos para

observacao do resultado. Quando positivo para presenca de amido, 0 meio torna-se azul.

4.5.2 Saponinas

Foram adicionados 1,0 mL de cada solucGes dos extratos em tubos de ensaios,
e diluidos; posteriormente, foram adicionados 500 pL de cloroférmio e 1,250 uL de
agua destilada. Os tubos foram agitados por 3 minutos vigorosamente em agitador do

tipo Vortex, decorrido este tempo o0s tubos permaneceram por 5 minutos em repouso.

4.5.3 Taninos pirogalicos e catéquicos

Foram dispostos em tubos de ensaios 1 mL de cada solugdo dos extratos, e
adicionados 4 gotas de FeCls a 1%; apds a agitacdo, os tubos foram deixados em
repouso por 5 minutos. Quando positivo para taninos catéquicos h a formagdo de um

precipitado verde, j& para pirogalicos o precipitado se apresenta na tonalidade azul.
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4.5.4 Flavonais, flavonas e xantonas

Para avaliar a presenca destes compostos fitoquimicos, disp6s-se em dois tubos
de ensaio, 500 pL de HCI 5,0 mol.L e 1,0 mL de agua destilada; por fim, foram
adicionados aos mesmos 10 mg de MgSOa4 e 2,0 mL da solucdo dos extratos. Os tubos
foram levados a estufa a 37 °C por 20 minutos e observado o aparecimento da cor

vermelha no meio, indicando assim positivo para estes compostos.

4.5. 5 Leucoantocianidinas

Em tubos de ensaios longos, distribuiram-se 10 mL dos extratos, onde foram
adicionadas 5 gotas de HCI concentrado. Em seguida, a amostra foi conduzida ao bico
de Bunsen até a ebulicdo. O teste é considerado positivo quando o meio apresentar

coloracdo avermelhada.

4.5.6 Lectinas

A presenca de lectina (atividade lectinica) foi avaliada por meio da capacidade
hemaglutinante frente aos eritrocitos de frango e boi, adquiridos em abatedouros.
Empregou-se a metodologia descrita por Debray et al. (1981) e Moreira e Perrone

(1977) com adaptacoes.

4.5.7 Anélise Qualitativa de Proteases

Para a determinacdo qualitativa de proteases observou-se a ocorréncia da
hidrolise da gelatina, sendo a metodologia descrita por Lima et al. (2008), com
adaptacdes. A gelatina incolor e sem sabor foi empregada no experimento, obtida de
forma comercial e preparada diluindo 12 g de gelatina em 200 mL de &gua fria
destilada. A solucdo foi levada micro-ondas em alta poténcia por 30 s. Em seguida,
foram dispostos em diferentes frascos 10 mL da solucéo de gelatina junto com 3 mL de

cada extrato bruto.
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Para o controle positivo utilizou-se proteases de Bacillus lincheniformis e
controle negativo apenas a adi¢do de agua. Ambos foram homogeneizados e colocados
por 30 minutos a 4 °C para que ocorresse a solidificacdo da gelatina. Ao final do tempo
decorrido, foram analisadas a ocorréncia da geleificagdo, tomando como positivo a
amostra liquida ou parcialmente viscosa e negativo a amostra geleificada, similar ao

controle negativo (agua + gelatina).

4.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para os ensaios bioldgicos foram avaliados os extratos EG2 (tampé&o glicina 0,1
M, pH 2,0) e EG9 (tampéo glicina 0,1 M, pH 9,0), previamente dialisados contra agua
ultrapura, e em seguida liofilizados. Adotou-se esse passo para haver uma maior

concentracdo das proteinas e avaliar sua bioatividade.

4.6.1 Ensaio de toxicidade em Artemia franciscana

Os cistos de Artemia franciscana foram adquiridos da empresa Artemia
International LLC (Texas, EUA, taxa de ecloséo: 90%). Os cistos foram armazenados
em microtubos de plastico (1,5 mL), contendo 10 mg cada, refrigerados a 4 °C, lacrados
com Parafilm® e mantidos no escuro até 0 momento do uso.

Para a eclosdo dos cistos, 10 mg dos mesmos foram dispostos em placas de petri
contendo 12 mL de ASW (do inglés, “Artificial Seawater”; salinidade 33, pH 8) ¢
mantidos a 25 °C por 48 h. A ASW foi preparada segundo Vogel et al. (1999). Os cistos
foram expostos a luz constante durante as primeiras 24 h (3000 a 4000 lumens). Apos
esse periodo, com o auxilio de uma micropipeta, os nauplios foram transferidos para
uma nova placa de petri contendo ASW e mantidos, no escuro, a 25 °C, por mais 24 h.

Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade, as larvas no estagio Instar-11 foram
dispostas em placas de cultura de 24 pogos (10 nduplios/poco; 2 mL/pogo em ASW;
controle negativo sem extrato proteico) e expostas a 4 concentragdes dos extratos
proteicos (0,1; 1; 10 e 100 pug/mL). As placas foram armazenadas no escuro a 25 °C. A
sobrevida das larvas foi analisada 24, 48 e 72 h ap0s o inicio da exposicdo e a andlise
realizada sob luz invertida. Eram consideradas mortas as larvas que permaneciam
imoveis por mais de 10 segundos (ZULKIFLI et al., 2014).
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O estagio Instar-11 foi escolhido para a realizacdo dos experimentos, pois €
considerado o mais sensivel para os ensaios de toxicidade, uma vez que, neste estagio,
ocorre a abertura do trato gastrointestinal da larva (SORGELOOS et al., 1978).

O dicromato de potassio (K2Cr.07; CLso = 12,6 ug/mL, obtido em ensaios
prévios) foi utilizado como controle positivo. No controle negativo foi adicionado o
mesmo volume de &gua ultrapura correspondente ao volume do extrato proteico
colocado nos pocos tratados.

Os experimentos foram realizados 3 vezes, de maneira independente e em

triplicata.

4.6.2 Avaliacdo do potencial antibacteriano

Para o ensaio foram utilizadas as seguintes cepas patogénicas: Klebsiella
pneumoniae HS11286, Staphylococcus aureus ATCC 27664, Salmonella typhi CBAM
0015, Escherichia coli CBAM 0001, Pseudomonas aeruginosa CBAM 0024, cedidas
gentilmente pela Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz. J& as cepas ndo patogénicas
utilizadas foram: Bifidobacterium animalis CNCM 1-2494, Lactobacillus acidophillus
La-5 e Lactobacillus casei Shirota foram obtidas de forma comercial.

A metodologia adotada para a CIM (concentracdo inibitéria minima) dos
extratos sob as diferentes linhagens bacterianas foi a microdiluicdo em placas de 96
poc¢os. Seguiu-se o protocolo do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003), atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), com adaptacdes.

3.6.2.1 Ativacao dos Microrganismos

Os micro-organismos (anteriormente mantidos em meio condicionado e
congelados a -40 °C) foram transferidos para os caldos de crescimento. Para a K.
pneumoniae, S. typhy e E. coli utilizou-se o caldo BHI, para a S. aureus o caldo Miller
Hinton, j& a P. auruginosa em caldo soja tripticaseina. No caso das bactérias nao
patogénicas B. animallis, L. acidophillus e L. casei foi empregado a ativacdo em caldo
MRS. Ambas bactérias foram incubadas por no minimo 24 h a 37 °C. Ao final do

crescimento, com o auxilio de uma alca estéril as colonias foram repicadas em placas de
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Petri contendo o &gar de crescimento correspondente ao caldo. E mais uma vez
incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Decorrido o tempo de incubagdo as colonias
foram distribuidas em tubos com solugdo salina (0,9% de NaCl) estéril, de forma a
alcancar a turbidez de 0,5 da escala de McFarlland, correspondendo assim a 1,5x108
UFC/mL. Em seguida, procedeu-se a diluicdo destas solucdes de bactérias em seus
caldos correspondentes ao crescimento (MRS, BHI e Miller Hinton), no final com uma
suspensdo bacteriana de 5,0 x 10° UFC/mL em cada pogo.

O preparo e disposi¢do nas microplacas de 96 pocos se deram da seguinte forma:
inicialmente, foram distribuidos 80 pL do caldo nutritivo em todos os pogos; em
seguida, aplicados 80 pL das amostras (EG9 e EG2) na concentracdo de 2000 pg/mL
nos primeiros pogos. A diluicdo se deu de maneira decrescente e seriada, de forma que
no ultimo poco a concentracdo da amostra fosse 0,976 pg/mL e no primeiro a
concentracdo de 1000 pg/mL

Ao final da diluicdo, adicionaram-se aos pocos 20 pL da suspenséo bacteriana,
totalizando o volume final do pogo em 100 pL. Ao final, a placa foi lacrada com tampa
e incubada por 24 h em estufa a 37 °C.

Para a avaliacdo do crescimento ou inibi¢do, passadas as 24 h de incubacdo,
adicionou-se a cada pogo 20 pL da solucdo reveladora (resarzurina a 0,02%) e a
microplaca foi reincubada por mais 3 h. Quando h& o crescimento bacteriano a solucdo
(anteriormente azul) torna-se rosa e permanece azul no caso de inibicdo do crescimento
bacteriano.

Para maior credibilidade, os ensaios foram repetidos em triplicata, adotando-se o
controle negativo para o crescimento, po¢os com apenas a presenca caldo nutritivo (100
puL do meio em cada pogo). Ja para o controle positivo de crescimento apenas 80 pL do

caldo e 20 pL da solucédo de bactérias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACOES FISICA E FISICO-QUIMICA DA FARINHA
LIOFILIZADA DO ESTIGMA DE MILHO

5.1.1 Composigéo proximal

A composicdo centesimal dos constituintes encontrados na farinha do estigma
liofilizado demonstra bom valor nutricional. Estudo de Boen (2007) avaliou a
composigdo centesimal de farinhas de milho e trigo comerciais, onde ambas
apresentaram teor de proteinas proximas de 10% e 7,5%, respectivamente, valores estes
préximos aos detectados no presente estudo para FEL (8,53% x0,37). VariacOes de
composicdo de matrizes alimentares depende do tipo de solo, cultivar e do tempo da
coleta. Observando o estudo de Kennedy e Burlingame (2003 apud JULIANO;
VILLAREAL, 1993) viu-se valor médio de 8,8% de proteinas para os cultivares de
arroz em diferentes regides, com porcentual aproximado a FEL. Rahman (2014) afirma
que cabelo de milho quando maduro (mais velho) possui o valor de 8,95% de proteina,
corroborando com os dados detectados na pesquisa em tela.

Os teores de cinzas (4,04% +0,25) e carboidratos (78,12% +0,02) se mostram
superiores quando comparados ao estudo de Kennedy e Burlingame (2003). Reforca-se
ainda o baixo teor de lipideos (0,8478 + 0,0118) desta farinha, que juntamente com a
quantidade de minerais e carboidratos determinados torna essa matriz interessante do
ponto de vista nutricional, podendo ser utilizada na alimentacdo. A FAO (2003)
apresenta valores de 3,8% e 12% de gorduras e umidade, respectivamente, para a
farinha de milho amarelo e 11% e 2,8% de gorduras e umidade, respectivamente, para a
farinha de sorgo.

O valor de 8,46% +0,42 para a umidade da FEL deixa-a em conformidade com
a legislacdo para farinhas, onde o valor ideal é abaixo de 15% (BRASIL 2005).
Ormenese (2010) também demonstrou valores inferiores a 15% na producéo de farinhas

de banana verde como forma de alimento ndo convencional.

5.1.2 Atividade de agua


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814602005071#bBIB23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814602005071#bBIB23
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A atividade &gua (aa) representa uma analise de importancia no ambito de
tecnologia de alimentos, pois permite avaliar a susceptibilidade do alimento a
deterioracdo, desta forma considerando como fator na vida de prateleira do produto
(GARCIA 2004).

Para a FEL obteve-se o valor de 0,214 (+0,032) de atividade de dgua. Pode-se
assim considerar um resultado satisfatério, pois indica que a farinha é
microbiologicamente estavel, uma vez que possui a atividade de &gua menor que 0,60,
valor que é considerado como limitante para viabilizar a multiplicacdo microbiana
(GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

5.1.3 pH

O parametro de pH é considerado um parametro de controle na viabilidade e
qualidade de diversos alimentos, uma vez que influencia s a destruicdo e multiplicacéo
dos microrganismos neles presentes (SILVA, 2000).

O pH 5,60 (+ 0,01) para a FEL, configura a farinha como pouco acida e
propicia para multiplicacdo de algumas bactérias no ponto de vista da seguridade
alimentar, embora os valores de pH proximos ao neutro (7,0) sejam considerados
6timos para o crescimento de diversos microrganismos (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).
Algumas bactérias patogénicas conseguem se desenvolverem préximas ao pH 5,5;
entretanto, a acidificacdo da mesma pode ser uma alternativa, deixando-a em um pH
entre 4,0 e 4,5 favorecendo o crescimento quase que restrito de bactérias laticas como
Lactobacillus acidophilus (ANJUM et al., 2014).

5.1.4 Perfil de acUcares

O cromatograma da corrida com o extrato da FEL, identificou 8 picos de
acucares, sendo possivel a identificagdo de apenas seis e quantificacdo de quatro
distintos, sacarose, lactose, glicose e xilose e dois outros com picos associados, frutose e
arabinose, ndo sendo possivel realizar a quantificacdo destes carboidratos isoladamente.
Os valores demonstram que a sacarose apresenta uma maior propor¢do na amostra (9,81
+0,08) mg/mL) sendo que a glicose (8,66 +0,03 mg/mL) e xilose (8,09 £0,15 mg/mL)
também tém valores proximos, e a frutose + arabinose o valor de 24,25 +0,10 mg/mL.

Kereliuk (1995) identificou apenas a glicose, sacarose e frutose e rafinose em diferentes
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cultivares de milho. Embora ndo sendo comum em matrizes vegetais, a lactose foi
identificada na amostra, entretanto ndo quantificada, estudo de Shanmugavelan (2013)
também detectou lactose em matriz vegetal, no caso em folhas de cha verde.

Quando comparamos com outras farinhas como a integral e refinada de trigo, a
exemplo de dados expostos por Zorb (2007), observamos que os agucares identificados
na FEL apresentam como diferencial a arabinose e lactose, agregando valor nutricional
e aplicabilidade tecnoldgica.

5.2 EXTRATOS BRUTOS

Os extratos apresentaram variagdo de cor em uma escalada de marrom (Figura

5) bem como turbidezes diferentes.

Figura 5 - Extratos Brutos da farinha do estigma de milho liofilizado.

Tubo A: Tampéo glicina 0,1 mol. L™ pH 9,0 (EG9); Tubo B: Tampéo fosfato de sodio
anidro 0,1 mol. L pH 7,4 (EF); Tubo C: Agua ultrapura (EA); Tubo D: Cloreto de
sddio 0,15 mol. L (ES); Tubo E: Tampao glicina 0,1 mol. L™* pH 2,0 (EG2). Fonte:

Autor, 2020.
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5.2.1 Proteinas da FEL

Tabela 3 — Concentragdo de proteinas solUveis e teor de nitrogénio total dos extratos
brutos da farinha do estigma de milho liofilizado.

Proteinas sollveis — Bradford

Extrato mgP/MI
EG9 0,837
EG2 0,740

EA 0,084
ES 0,260
EF 0,258

EG9: extrato proteico em tampé&o glicina 0,1 mol. L™ pH 9,0. EG2: extrato proteico em
tampéo glicina 0,1 mol. L™ pH 2,0. EA: extrato proteico em agua ultrapura. ES: extrato
proteico em cloreto de sddio 0,15 mol. L. EF: extrato proteico em tampé&o fosfato de
sddio anidro 0,1 mol. L pH 7,4. Fonte: Autor, 2019.

O teor de proteina soltvel obtido pelo método de Bradford (1976) demonstra
uma variagdo para as diferentes amostras. Entretanto, devido a presenca de pigmentos
nas amostras, pode-se inferir que tais valores representem um falso negativo. Os valores
diferenciados de proteinas solUveis variaram devido ao fato da influéncia direta com os
polifendis e polifendis oxidases, pois tais compostos reagem com as proteinas de forma
a gerar um complexo que impede a interacdo total da mesma com o corante empregado
no método (MIWA, 2003). Ou seja, os teores de proteinas sollveis nos diferentes
extratos gerados podem ser maiores devido a grande presenca de polifendis no cabelo
de milho (MAKSIMOVIC, 2005).

Os extratos EG9 e EG2 foram 0 que apresentaram uma maior quantidade de
proteina soluvel, enquanto o EA foi o que apresentou menor eficacia na extracdo (0,084
mgP/mL).

5.2.2 Perfil Eletroforético

O perfil eletroforético das amostras EG2 e EG9 (Figura 6) apresentou uma
configuracdo distinta entre essas moléculas. O extrato EG2 exibiu duas bandas, uma
proxima a 21,4 kDa e outra abaixo de 14 kDa. Ja o extrato EG9, ndo apresentou boa
visualidade, podendo apenas identificar uma banda mais marcada com peso molecular

também abaixo dos 14 kDa.
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Figura 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenga de SDS e -

mercaptoetanol.
M EG2 EG9
san S wai
—
116,0kDa 5
97.4kDa - L
66,0 kDa ;r

45,0kDa ‘

31,0kDa >

4

21.4kDa >
14,0kDa S

Em cada poco foram aplicados 20 pL de amostra na concentracdo de 4 mg/mL. No poco
intitulado “M” encontra-se 0 marcador molecular, com as seguintes bandas: lisozima —
14,0 kDa, inibidor de tripsina da soja — 21,4 kDa, anidrase carb6nica — 31,0 kDa,
ovoalbumina — 45,0 kDa, albumina sérica bovina — 66,2 kDa, fosforilase B — 97,4 kDa,
B-galactosidade — 116,0 kDa. Fonte: Autor, 2020.

53 COMPOSTOS ANTINUTRICIONAIS E/OU BIOTIVOS

5.3.1 De origem ndo proteica

Tabela 4 — Amido e fatores antinutricionais ndo proteicos avaliados na farinha do
estigma de milho liofilizado.

AMOSTRAS
COMPONENTES
EG9 EF EA ES EG2
Taninos
Saponinas

Leucoantocianidinas
Flavonas, flavonois e xantonas
Amido - - - - -

+ + + +

+ +
+ +
+ +
+ +

+ + + +
+ + + +

+ (Reacéo positiva/detectado), - (Reagdo negativa/ndo detectado)
Fonte: Autor, 2020.
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A analise dos resultados demonstra a presenca de alguns fatores
antinutricionais ndo proteicos, como 0s taninos, saponinas e leucoantocianidinas em
todas as amostras, bem como as flavonas, flavonois e xantonas.

Ao analisar a presenca de taninos verificou-se uma pequena precipitacao
demostrando a presenca muito reduzida da coloracao, ndo sendo possivel diferenciar os
taninos pirogalicos ou catéquicos, pois ndo ocorreu diferenca em colora¢do azul ou
verde e frente a coloracdo natural dos extratos.

A formacdo de espuma persistente demonstra a presenca de saponinas nas
amostras, o que justifica hemdlises observadas ao testar a atividade frente hemacias,
sendo a maior ocorréncia no extrato EG2. Estudo de Fernandes (2012) também apontou
hemolise frente a presenca de saponinas em extratos de Swartzia spp.

Demais compostos fitoquimicos como flavondis, xantonas e flavonas também
de natureza fenolicas foram detectados em todos os extratos. Liu (2011) aponta que 0s
fitoquimicos fendlicos presentes no cabelo do milho sdo em sua maioria flavonoides.
Todos estes compostos haviam sido relatados para extratos etandlicos do cabelo de Z.
mays; entretanto, a sua presenca em extratos aquosos era até entdo desconhecida ou
insuficiente (WANG, 2011; EBRAHIMZADEH, 2008; HASANUDIN, 2012). As
presencas destes compostos estdo diretamente ligadas a protecdo da planta contra 0s
ataques de possiveis patogenos, a exemplo dos taninos que conferem uma defesa contra
fungos, bactérias e herbivoros, sendo estes responsaveis por conferir o sabor
adstringente.

A auséncia do amido nos diferentes extratos corrobora com o fato das plantas
investirem este carboidrato em tecidos de reserva como o parénquima amilifero, sendo
0s estigmas ricos em tecidos apicais, especializados no crescimento e ndo na reserva de
energia (ANGELO, 2005; CHAVES FILHO, 2008).

5.3.2 De origem proteica

A analise qualitativa de proteases por meio da hidrdlise da gelatina demostrou
a auséncia destas em todos os extratos avaliados, exceto para 0 EG2. As proteases estdo
associadas aos diversos tipos de atividades, bem como no processo de defesa,
sinalizacdo e percepgdo das plantas (VAN DER HOORN; JONES, 2004), e a sua
auséncia em matrizes vegetais com aplicagdes alimenticias ndo demonstra

desvantagens. Contudo, quando detectadas em novas matrizes vegetais, se tornam
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candidatas aos mais diferentes empregos industriais. Silva (2019) apresentou uma nova
protease cisteinica isolada do vegetal Calotropis procera como uma candidata a
producdo de queijos. Soares (2015) também propds a utilizacdo de uma protease isolada
da fruta-pdo (Artocarpus altilis) como potencialidade biotecnoldgica na coagulacdo do
leite. Torna-se entdo crescente a busca de novas fontes de proteases vegetais justamente
pela sua capacidade de aplicabilidade tecnoldgica na inddstria alimenticia (AHMED et
al., 2010; JACOB et al., 2011).

Carlos (2017) ja havia relatado a suposta presenca de lectinas em extratos
aquosos de estigmas de Z. mays, a qual apresenta hemaglutinacdo em eritrdcitos de
coelho. Os extratos EG9 e EG2 ndo demonstraram atividade hemaglutinante quando
testados em sangue de frango e boi nativos e tratados com proteases. Martinez-Cruz
(2001) detectou e purificou uma lectina do Z. mays, a partir da semente; entretanto, esta
apresentou hemaglutinacéo frente a eritrocitos humanos, ndo avaliando-a com hemacias
de outras espécies.

Embora possam desencadear quadros toxicoldgicos quando consumidas na sua
forma ativa e inibir proteases, as lectinas quando submetidas ao processo de cozimento,
acabam muitas vezes por sofrerem com o processo de desnaturacdo proteica, levando
assim sua inativacdo (LACERDA, 2015; KNAUT, 2016).

5.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Atividade antibacteriana

Os extratos EG2 e EG9 ndo demonstraram inibicdo em nenhuma das
concentracdes avaliadas por meio desta metodologia empregada. Quando adicionada a
solucéo reveladora de resarzurina (cor inicialmente azul), os pocos contendo as colénias
bacterianas a solucdo mudou para a cor rosa. A mudanca de cor é fruto da modificacdo
da molécula, que na presenca de células (metabolicamente viaveis) sofre oxirreducéo,
gerando a resorufina, que apresenta cor rosa e emite fluorescéncia (OLIVEIRA, 2019).

Entretanto, embora os extratos avaliados ndo demonstrem capacidade
bactericida, eles representam candidatos promissores para a aplicabilidade alimenticia,
ja que ndo inibiram o crescimento das cepas de bactérias acido-laticas probidticas:
Bifidobacterium animalis CNCM  1-2494, Lactobacillus acidophillus La-5 e

Lactobacillus casei Shirota.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100149#B01
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100149#B01
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100149#B13
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As bactérias acido-laticas (BAL) representam um grupo diversificado de
micro-organismos que estéo diretamente associados a plantas, alimentos como carnes e
leites, onde algumas sdo categorizadas como probidticas (BRUNO, 2011). Os
probidticos sdo configurados como um ingrediente alimentar microbiano que ao serem
consumidos em quantidades adequadas conferem beneficios a saide (VANDENPLAS,
2015). As bactérias B. animalis, L. acidophillus e L. casei utilizadas neste trabalho s&o
exemplos de probidticos, sendo responsaveis (quando administrados na quantidade e
forma correta) por proporcionar efeitos benéficos a saude, revertendo quadros de
diarreia, colicas, constipacdo e favorecendo uma melhor sintese de vitaminas
(BEKKALI et al. 2007; CAPOZZI et al. 2012; VANDENPLAS, 2015).

Na literatura encontram-se diversos relatos de extratos vegetais sendo
associados a alimentos e probidticos, ja que muitos fornecem substratos e condicdes
Otimas para a multiplicacdo destes. Barcelos (2014) descreve o extrato da semente do
gergelim como 6timo para o crescimento de probi6ticos comerciais. Ja em relacdo ao
emprego de alimentos ndo convencionais e funcionais, Balbi (2015) avaliou como
satisfatoria em sua pesquisa a introducdo da farinha de banana e do albedo do maracuja

na elaboracédo de queijo probidtico petit suisse.

5.4.2 Ensaio de toxicidade em Artemia franciscana

A Artemia franciscana € um micro crustaceo encontrado em aguas salgadas, que
ganhou espago no meio cientifico sendo empregada em testes de toxicidade,
substituindo outros modelos animais como ratos e coelhos, ja que a espécie possui um
pequeno tamanho, demanda pouca amostra para realizacdo dos ensaios, além de ser de
facil manejo (BUENO; PIOVEZAN, 2015). Os ensaios de letalidade frente a Artemia é
uma metodologia comumente empregada para avaliar o potencial toxico de extratos de
produtos naturais e substancias isoladas (HIROTA, 2012).

As amostras utilizadas nos experimentos com Artemia franciscana néo
apresentaram diferenca na sobrevida das larvas de A. franciscana, apos 24 e 48 h de
exposicdo aos extratos, em relacdo ao grupo controle (Figura 7: A, B, D e E). No
entanto, em 72 h foi observada uma reducdo da mortalidade das larvas na maior
concentracdo testada (100 pg/mL), em comparagdo ao grupo controle € em amboS 0S
extratos (Grafico “C” para EG2 e “F” para EG9 da Figura7). A sobrevida dos nauplios
expostos por 72 h a 100 pg/mL foi de 71,1 e 56,6% (extratos EG2 e EGY,
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respectivamente); enquanto nos respectivos grupos controles, a sobrevida das larvas foi
de 22,2 e 23,3%. Nao houve diferenca na sobrevida das larvas entre os tratamentos
(EG2 versus EG9; 72 h).



Figura 7 — Teste de toxicidade frente a Artemia franciscana.
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6 CONCLUSAO

A farinha do estigma liofilizado do milho (FEL) quando avaliada em parametros
nutricionais, é rica em proteinas, minerais e carboidratos, podendo-a compara-la a outras
farinhas comercializadas e consumidas pelo homem. Sua ampla variedade de agucares agrega
ainda mais valores nutricionais.

Os fatores antinutricionais detectados ndo inviabilizam a utilizacdo da farinha de
estigma de milho como fonte alimentar, uma vez que foram detectadas baixas quantidades.
Estudos com a atividade proteolitica devem ser executados mais detalhadamente a fim de
elucidar as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas.

Ademais, podemos concluir que em relacdo as atividades bioldgicas avaliadas:

- As fracOes proteicas EG2 e EG9 apresentam como promissoras para 0 emprego em
alimento contendo probidticos, pois ndo induzem a mortalidade nas concentrac@es avaliadas.

- EG2 e EG9 ndo apresentam toxicidade frente a A. franciscana, indicando uma

possivel utilizagdo como base alimentar.
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