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Dedico esta tese  ao  Brasil.  E a  todo  povo  brasileiro, 

um  exemplo de resistência,  tolerância  e  sobrevivência. 

Resistência  a  inúmeras  situações  de  estresse,

mantendo  o  nível  de  bom-humor elevado, quase  sempre.

Tolerância  e  valorização  da  diversidade 

de  cores, de  formas, de  opções, de  pensamentos... 

E  sobrevivência  em  situações  de  grande  adversidade,

exercitando  a  criatividade  e  o  senso  prático.

Este  povo  que  merece  ter  o  seu  bem-estar conservado ,

suas  riquezas  preservadas   e  o seu  futuro  garantido. 

Espero  ter auxiliado  na  valorização  da  diversidade,   

biológica   e  de  formas de  pensamento.  Ter contribuído  para  

que  os  agricultores  familiares  possam comercializar  folhas 

de  milho , tornando assim mais sustentável  seu  modo  de vida   

centenário, sábio  e  belo.  E ter retribuído  o investimento  deste  

povo, que  permitiu  todos  estes  anos  de  estudo  e  pesquisa em 

Universidades  Federais.

“Study the teaching of the pine tree, the bamboo and the 

plum blossom,

The  pine  is  evergreen,  firmly  rooted  and  venerable

The  bamboo  is  strong, resilient, unbreakable

The  plum  blossom  is  hardy  fragrant  and   elegant.”

Art of Peace, #19          Morihei Ueshiba

“Conheça  os  ensinamentos do pinheiro

do bambu  e  da cerejeira,

O pinheiro é verdejante, firmemente enraizado e venerável

O bambu  é resistente,  resiliente , inquebrável,

A cerejeira  é fortemente  fragrante  e  elegante”.

Arte da Paz, #19 Morihei Ueshiba

(tradução  Priscilla MM Lemos)
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Figura 5: Concentração média de carotenóides totais (mg/g de 
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Figura 3: Concentração de compostos fenólicos totais (mg/g 
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Figura 5: Compostos fenólicos de baixo peso molecular que 
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cinâmico (B).  

 
 

75 
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Figura 9: Concentração média dos treze compostos fenólicos 
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análise de CLAE, para o extrato metanólico 100%.  

 
90 

 
CAPÍTULO 3  
Figura 1: Detalhes estruturais de alguns flavonóides 

encontrados em tecidos de Zea mays: quercetina (A), 
caempferol (B), naringenina (C), apigenidina (D), cianidina 
(E) e pelargonidina (F). 
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Figura 2: Perfil espectrofométrico UV-visível (λ = 200 a 700 

m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das 
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variedades crioulas de milho (n= 4 repetições). 
 
Figura 3: Perfil espectrofométrico UV-visível (λ = 200 a 700 

m) do extrato MeOH-HCl 1% foliar da variedade Palha 
Roxa, após o procedimento de semi-purificação.  
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Figura 5: Concentração média de antocianinas totais (mg/g 

de folha)  desvio padrão (CV%) determinada em 530 m, 
para o extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar de variedades 
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Figura 6: Detalhes da pigmentação foliar tentativamente 
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Figura 7: Via de síntese dos principais flavonóides 
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Figura 8: Detalhes do padrão de coloração dos grãos das 
variedades de milho em estudo. Pericarpo (p) e 
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Figura 9: Detalhe da diversidade de coloração de grãos de 

espigas oriundas das mesmas plantas, cujos tecidos 
foliares foram alvos do presente estudo.  
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Figura 10: Sinais massa carga (m/z) relacionados aos 
flavonóides, observados nos espectros de MALDI-TOF 

para o extrato MeOH do tecido foliar das variedades de 
milho.  
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partir dos dados espectrais de varredura UV-visível (250 a 

700 m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das 
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Figura 12: Análise dos Componentes Principais (PCA) 

originada a partir da varredura espectrofotométrica (250 a 

700 m) do extrato MeOH 100% do tecido das de milho.  
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Figura 2: Concentração de compostos fenólicos totais 

(mg/g de folha) determinada através da reação de Folin-
Ciocalteu, para o extrato aquoso das folhas das diferentes 
variedades de milho (n = 4 repetições).  
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Figura 3: Perfil espectrofométrico de varredura (λ = 200 a 

700 m) do extrato aquoso das amostras comercias de 
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Figura 4: Concentração média de compostos fenólicos 

totais (mg/g de folha, Folin-Ciocalteau) do extrato aquoso 
de flores femininas de milho disponíveis comercialmente  
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Figura 5: Perfil cromatográfico (CLAE) de ácidos fenólicos 
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Figura 7: Concentração média e total dos ácidos fenólicos 
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Figura 8: Porcentagem de inibição (equivalente Trolox) da 
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Figura 9: Porcentagem de inibição (equivalente Trolox) da 

oxidação do radical DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazil) obtida 
para o extrato aquoso das amostras comerciais de flores 
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Figura 10: Concentração média de proteínas totais (g/g de 

folha) obtida para o extrato aquoso das folhas das 
variedades de milho. 
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Figura 11: Em (A), perfis espectrofotométricos de varredura 

(200 a 700 m) do extrato foliar em tampão fosfato salino, 
variedades Mato Grosso Palha Roxa (MG) e Lingua de 
Papagaio (LP). Em (B), concentração média de proteínas 

totais (g/g de folha) no extrato tampão fosfato salino. 
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Figura 12: Perfil espectrofométrico de varredura (λ = 200 a 

700 m) dos extratos hidroalcólicos do tecido foliar das 
variedades crioulas de milho MPA, Roxo e Língua de 
Papagaio. 
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Figura 13: Concentração média de compostos fenólicos 

totais (mg/g de folha - Folin-Ciocalteau) dos extratos 
hidroalcólicos das folhas. Os valores se referem a média 
observada para as três variedades avaliadas MPA, Roxo e 
Língua de Papagaio.  
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Figura 14: Concentração média de antocianinas (mg/g de 

folha) dos extratos hidroalcólicos das folhas. Os valores se 
referem a média observada para as as três variedades 
avaliadas MPA, Roxo e Língua de Papagaio. 
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CONCLUSÕES FINAIS  
Figura 1: Concentração média de carotenóides totais (mg/g 

de folha) e compostos fenólicos totais (mg/g de folha) 
obtidos através de cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE), para os extratos foliares das variedades crioulas de 
milho. 
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RESUMO 
 
O estabelecimento do perfil metabolômico parcial das folhas de 
variedades crioulas de milho (VCM) atualmente cultivadas por 
agricultores familiares de Anchieta-SC representa uma iniciativa 
inovadora e adequada, pois aprofunda o conhecimento sobre as 
singularidades metabólicas destes genótipos, contribuindo para uma 
caracterização mais detalhada do germoplasma. Também subsidia a 
avaliação do potencial desta biomassa como fonte de compostos de 
interesse nutricional e efeito benéfico sobre a saúde humana e 
animal. Neste contexto, o capítulo 1 apresenta os resultados da 
espectrofotometria UV-vis, quimiometria e cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE) do extrato hexano: acetona de folhas das 
VCM. Indicando um teor superior de carotenóides totais para o 

material liofilizado (≈ 47 mgg de folha), em comparação ao material 

desidratado em estufa (≈ 20 mgg de folha), sendo que o menor 
custo, torna o emprego da estufa interessante para a secagem. A 

CLAE apontou a luteína e o -caroteno como os componentes 
majoritários destes extratos. E a quimiometria associada a 
espectrofotometria foi utilizada com sucesso na busca de biomassas 
foliares com um teor proeminente de carotenóides. O emprego do 
metanol como solvente permitiu a recuperação eficiente de 
diferentes classes de compostos fenólicos presentes nas folhas do 
milho. Os resultados da espectrofotometria UV-visível, da 
quimiometria, da espectrometria de massa (MALDI-TOF) e da CLAE 
auxiliaram na caracterização dos derivados dos ácidos benzóico e 
cinâmico (capítulo 2) e também, dos flavonóides (capítulo 3) 
presentes no tecido foliar das VCM. A oxidação do reativo de Folin-
Ciocalteau indicou uma média de aproximadamente 10 mg/g de 
folha para as VCM, no extrato metanólico (MeOH 100%) e de cerca 
de 40 mg/g, para o extrato metanólico acidificado (MeOH HCl 1%). 
Possibilitando a comercialização de extratos ricos em compostos 
fenólicos a partir das folhas de milho. Os compostos majoritários 
identificados nestes extratos foram a quercetina, o ácido gálico e o 
ácido clorogênico (capítulo 2). A presença da cianidina, da 
pelargonidina, da peonidina, da malvidina, da delfinidina e da 
petunidina e também de inúmeros de seus ésteres foi relatada para 
as folhas das VCM. Bem como sinais (m/z) que podem ser 
associados a antocianinas de ocorrência mais raras na natureza, 
como a apigenidina e a luteolinidina. Tais compostos são 
proximamente relacionados aos monômeros encontrados na 
estrutura química dos flobafenos. Antocianinas e flobafenos são 
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pigmentos sintetizados a partir da naringenina e nos grãos de milho 
podem ser encontrados na camada de aleurona do endosperma 
(derivados de antocianinas), ou no pericarpo (derivados de 
flobafenos). Aparentemente, cada genótipo analisado apresenta 
uma composição antociânica única em suas folhas (capítulo 3). A 
quimiometria foi empregada para a análise das varreduras UV-vis 
dos extratos metanólicos mostrando a aplicabilidade desta 
ferramenta também na prospecção de biomassas possuidoras de 
teor interessante de ácidos fenólicos e flavonóides (capítulos 2 e 3). 
O capítulo 4 trata da caracterização do extrato aquoso foliar obtido 
a partir das VCM. Chama atenção o elevado teor de compostos 
fenólicos totais (≈ 80 mg/g de folha) observado nos chás das folhas 
de milho, superior ao observado para a infusão de suas flores 
femininas. O chá de “cabelo” de milho (flores femininas) é indicado 
pela medicina tradicional, como diurético, antiinflamatório e 
antitumoral. Além disso, os extratos aquosos das folhas de milho 
mostraram atividade antioxidante in vitro (ensaio DPPH) 
interessante, similar a 0,160 mg de Trolox (análogo sintético da 
vitamina E) e ligeiramente inferior ao extrato aquoso da erva-mate e 
ao suco de uva. Enfim o conjunto de resultados obtidos com a 
caracterização dos compostos (poli)fenólicos e carotenoídicos 
indicaram que as folhas de milho permitem a obtenção de extratos 
ricos nestes metabólitos secundários de alto valor agregado. 
Indicando novas alternativas de aproveitamento para esta biomassa, 
gerando uma possibilidade adicional de renda para os agricultores 
familiares brasileiros. 
 
Palavras-chave: 
 
1) Análise Metabolômica. 2) Milho (Zea mays). 3) Variedades 
Crioulas de Milho. 4) Compostos Fenólicos. 5) Carotenóides. 6) 
Valorização da Agricultura Familiar. 
 
 
ABSTRACT 
 
Partial metabolomic profiles obtained from leaves of maize landraces 
actually cultivate in Anchieta –SC, represent a new and adequate 
initiative, since this strategy can reveal metabolic singularities from 
these genotypes and contribute to more detail characterization of the 
germplasm. Besides that, allow the evaluation of maize leaves from 
landraces as source of compounds with nutritional and other positive 
benefits over human and animal health. Chapter 1 detail the results 
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obtained with UV-visible spectrophotometry, chemometrics and high 
performance liquid chromatography (HPLC) of hexane: acetone 
extracts from maize leaves. Superior total carotenoids content was 

indicated to lyophilized samples (≈ 47 mgg leaves), compared to 

oven dried samples (≈ 20 mgg leaves), but lower costs make the 

oven dry an interesting option. HPLC reveal lutein and -caroten as 
the major components of these extracts. Chemometrics associated 
to spectrophotometry was successfully use in the screening of maize 
leaves with upper carotenoids content. Methanol employed as 
solvent allows the efficient recovery of different classes of phenolic 
compounds from maize leaves. UV-visible spectrophotometry, 
chemometrics, MALDI-TOF mass spectrometry and HPLC results 
help the characterization of benzoic and cinamic acids derivatives 
(chapter 2) and flavonoids (chapter 3) from maize leaf tissues. 
Folin-Ciocalteu reaction indicates approximately 10 mg/g leaves as 
the mean for methanolic extract (MeOH 100%) and near 40 mg/g, for 
acidic methanolic extract (MeOH HCl 1%). Such results suggest an 
additional possibility, phenolic rich extract from maize leaves 
commercialization. Quercetin, gallic acid and chlorogenic acid are 
the most abundant components identified by HPLC (chapter 2). 
Additionally, cyanidin, pelargonidin, peonidin, malvidin, delfinidin and 
petunidin, and several of their esters are detected by MS MALDI-
TOF. Anthocyanins more rare in nature are also detected, like 
apigenidin and luteolinidin. Such metabolites are near related to the 
chemical structure of phlobaphene monomers. Anthocyanins and 
phlobaphenes are pigments synthesized from naringenin and in 
maize grains can be found in aleurone layer from endosperm 
(anthocyanin derivatives) and in pericarp (phlobaphenes derivatives). 
Results indicate an unique anthocyanic composition for maize leaves 
from each genotype analyzed here (chapter 3). Chemometrics 
associated to the UV-vis wavelength scans of methanolic extracts 
show their applicability as a tool for prospection of high phenolic 
content biomasses (chapter 2 and 3). Chapter 4 is related to maize 
leaf tissues aqueous extract characterization. Attention must be paid 
to the elevated phenolic concentration (≈ 80 mg/g leaves) of maize 
leaves teas, superior to the content observed for feminine maize 
flowers aqueous extract. Maize silk (feminine flowers) teas are 
indicated in traditional medicine as diuretic, anti-inflammatory and 
antitumoral. Maize leaves aqueous extracts show an interesting in 
vitro antioxidant activity (DPPH assay), similar to 0.160 mg of Trolox 
(synthetic vitamin E) and slightly inferior of yerba-mate aqueous 
extract and grape juice. Finally, the embodiment of results obtained 
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here for (poly)phenolic and carotenoidic extracts characterization 
indicate that maize leaves can really be used as source of high 
economic value secondary metabolites. Indicating new alternatives 
for the profitable use for landraces maize leaves, generating an 
additional source of remuneration for brazilian family farmers. 
 
 
Key Words: 
 
1) Metabolomic Analysis. 2) Maize (Zea mays). 3) Maize Landraces. 
4) Phenolic Compounds. 5) Carotenoids. 6) Family Agriculture 
Valoration. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A manutenção da agrobiodiversidade é considerada 
fundamental para a sustentabilidade do gênero humano (WOOD, 
LENNÉ, 1997; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). No entanto, o 
estreitamento da base genética de espécies de importância agrícola 
tem sido observado desde o início da sua domesticação, fato que 
vem se acentuando notadamente em função de programas 
convencionais de melhoramento genético (MACHADO, 
PARTENIANI, 1998; FERNIE et al., 2006). A redução da 
variabilidade torna as populações mais vulneráveis às pragas e 
doenças e mais exigentes em termos de balanço hídrico e 
nutricional. Para compensar tais fragilidades e manter a 
produtividade em níveis aceitáveis, os agricultores utilizam doses 
crescentes de agrotóxicos, adubos químicos, irrigação e 
mecanização; aumentando os custos de produção e os danos ao 
ambiente (PIRAGES, 2000; VILELA DE ANDRADE, 2000; 
MASAKURE, HENSON, 2005). É importante salientar que a 
diminuição da diversidade em cultivo coincide com a destruição da 
agricultura familiar em todo o mundo (WEID, SOARES, 1998; 
BRASIL - MAPA, 2004). Os agricultores familiares costumam 
valorizar a variabilidade genética das espécies, mantendo em 
cultivo diversas variedades, como resposta às variações nas 
condições ambientais em uma mesma área de cultivo (p.ex, 
heterogeneidade na composição química e drenagem do solo) e 
também pela possibilidade de diminuição de perdas relacionadas à 
instabilidade do clima, ou ainda às demandas de mercado (BRUSH, 
2001). 

No ano de 1996, integrantes do Sindicato dos Trabalhadores 
Rurais na Agricultura Familiar de Anchieta–SC (SINTRAF) iniciaram 
um trabalho de sensibilização e mobilização junto aos agricultores 
familiares daquela cidade e região, promovendo ações de 
capacitação em agroecologia, de resgate de variedades tradicionais 
e de busca de maior soberania alimentar (FURHMANN, 2004). No 
caso específico do milho (Zea mays L.), foram localizadas na região 
cinco variedades tradicionais em cultivo, no ano de 1997, e, em 
2002, 33 diferentes variedades de milho já haviam sido resgatadas 
(VOGT, 2005). Neste mesmo ano, a Associação dos Pequenos 
Agricultores Plantadores de Milho Crioulo, Orgânico e Derivados de 
Anchieta–SC (ASSO) foi legalmente constituída com o objetivo de 
proteger os interesses dos agricultores da região e auxiliar: 1) no 
resgate e na multiplicação de sementes das variedades tradicionais; 
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2) na produção de alimentos agroecológicos e 3) na 
comercialização dos produtos derivados do milho (VOGT, 2005). 

Atualmente, é crescente o uso de variedades tradicionais 
como fonte de alelos para a restauração da diversidade genética de 
espécies agrícolas, principalmente em função de sua maior 
resistência a agentes estressores bióticos e abióticos (BRUSH, 
2001; OGLIARI et al., 2004; FERNIE et al., 2006). Todavia, no caso 
do milho, as matérias primas oriundas destas variedades 
tradicionais possuem um valor de mercado reduzido, gerando baixo 
retorno econômico para os agricultores que as cultivam. Tal 
situação pode dificultar a continuidade de seu cultivo, 
potencializando o risco de extinção destes genótipos e aumentando 
a erosão genética deste importante cereal. Tal realidade não é, 
obviamente, de interesse, considerando o significativo valor social e 
econômico do milho. Sendo assim, como uma alternativa a este 
quadro, sugere-se a adoção de estratégias com suporte científico 
que estimulem os agricultores familiares a manterem e ampliarem 
as áreas de cultivo deste germoplasma. 

Neste contexto, o estabelecimento do perfil metabolômico de 
biomassas (tecidos e órgãos, e.g.) oriundas de variedades crioulas 
de milho, atualmente cultivadas por agricultores de Anchieta-SC, 
representa uma iniciativa adequada, pois aprofunda o conhecimento 
sobre as singularidades metabólicas daqueles genótipos, 
contribuindo para uma caracterização mais detalhada deste 
germoplasma. Além disto, subsidia a avaliação de seu potencial 
como fonte de compostos de interesse nutricional e com efeitos 
benéficos à saúde humana. Os resultados obtidos com esta 
abordagem podem levar ao uso de partes do milho de menor 
aproveitamento, como as folhas, gerando novas alternativas de 
renda para os agricultores familiares. Sendo assim, propõem-se que 
os estudos que vêm sendo executados pela equipe do Laboratório 
de Morfogênese e Bioquímica Vegetal (LMBV) e do Núcleo de 
Estudos em Agrobiodiversidade (NEAbio), do CCA/UFSC, 
associados às ações da ASSO, SINTRAF e de outros atores de 
Anchieta e região, subsidiem a tomada de decisões no que se 
refere à otimização de usos correntes de biomassas de milho, bem 
como indiquem novas possibilidades de aplicações destas. Tal 
cenário poderá contribuir para a melhoria no padrão de vida dos 
agricultores familiares da região, através do aumento do aporte de 
recursos financeiros àquelas famílias, levando a um 
redimensionamento e valorização da atividade de cultivo das 
variedades crioulas de milho e a conservação deste importante 
germoplasma. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

No Brasil, a maioria das propriedades rurais produtivas 
pertence a agricultores familiares e a adoção de políticas públicas 
visando fortalecer esta atividade é justificada pelos dados referentes 
ao número de pessoas envolvidas, tamanho da área ocupada, 
qualidade/quantidade/diversidade de produtos, possibilidade de 
redução do êxodo rural, além da promoção do desenvolvimento 
econômico e social dos pequenos e médios municípios 
(CASTELÕES, 2002; EPAGRI, 2005). A agricultura familiar se 
mostra essencial à manutenção do agronegócio nacional, todavia, 
em uma atitude míope, apenas recentemente este segmento do 
setor produtivo tem sido mais valorizado. No início da década de 90 
ainda não existiam ações nacionais voltadas ao seu atendimento, 
sendo privilegiados apenas os agricultores mais capitalizados e a 
esfera produtiva das commodities (MATTEI, 2005). Em Santa 
Catarina, aproximadamente 90% dos produtores rurais dedicam-se 
à agricultura familiar, mas apenas nos últimos anos foi possível 
constatar, de forma mais consistente e racional, a busca de 
atividade produtiva sustentável com maior cuidado para com a 
saúde dos agricultores e dos consumidores (EPAGRI, 2005). Neste 
cenário, assume-se que o desenvolvimento dos territórios rurais 
depende da dinamização da agricultura familiar, da diversificação da 
economia local e da capacidade de criação de novas fontes 
geradoras de renda agrícola e não agrícola (CASTELÕES, 2002; 
EPAGRI, 2005; LEMOS, MARASCHIN, 2008). 

A cultura do milho é uma atividade agrícola muito importante 
na região extremo-oeste de SC e, especificamente em Anchieta, as 
variedades crioulas daquele cereal continuam fortemente presentes 
entre as famílias, sendo o seu plantio observado em 40% das 
propriedades rurais do município (CANCI et al., 2002). A cooperação 
estabelecida entre os membros do LMBV e NEABio/CCA-UFSC com 
a ASSO e o SINTRAF decorre da percepção do grande potencial de 
uso das variedades crioulas de milho (VCM) na área da nutrição e 
saúde humana, bem como do fato de que o baixo retorno econômico 
atualmente obtido pelos agricultores familiares que as cultivam se 
deve, em parte, à falta de conhecimento e valorização das 
peculiaridades deste germoplasma. O grupo de pesquisa do LMBV 
vem aplicando a análise metabolômica a um conjunto de VCM e 
assim, além de conhecimento acadêmico, gera subsídios técnico-
científicos que podem aprimorar o uso corrente deste germoplasma, 
bem como propor novas aplicações e/ou novos produtos derivados 
de suas biomassas. 
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Algumas das aplicações correntes da análise metabolômica 
consistem na identificação e quantificação de metabólitos em 
tecidos ou órgãos de interesse, na determinação de quais fatores 
(a)bióticos podem alterar estes perfis metabólicos, na comparação 
de perfis metabólicos entre amostras de diferentes genótipos, ou 
seja, na identificação dos diversos mecanismos bioquímicos e 
genéticos que regulam os fluxos metabólicos (OLIVER et al., 2002; 
SUMNER et al., 2003; BINO et al., 2004; SAGHATELIAN, 
CRAVATT, 2005; MOCO et al., 2008). Como exemplo desta 
abordagem analítica, menciona-se um estudo com sementes de 
milho que eficientemente discriminou variedades modificadas e não 
modificadas geneticamente, via determinação dos perfis metabólicos 
das sementes por ressonância magnética nuclear de hidrogênio 
(1H-RMN) associada à quimiometria. Esta combinação de técnicas 
analíticas foi capaz de estabelecer padrões diagnósticos e relacionar 
as variedades modificadas geneticamente com os diferentes 
eventos de engenharia genética que as geraram (MANETTI et al., 
2004). Inserido neste contexto, o presente estudo efetuou a análise 
metabolômica parcial do tecido foliar proveniente de seis VCM 
disponibilizadas pelos agricultores de Anchieta-SC e de duas 
variedades comerciais de milho, desenvolvidas no Brasil. 

O aproveitamento das folhas do milho se mostra como uma 
alternativa interessante para incremento da renda dos agricultores 
familiares, primeiramente porque elas são produzidas em grande 
quantidade, em paralelo a produção de grãos. Em segundo lugar, 
porque ainda não possuem uma finalidade rentável, sendo um 
resíduo agrícola usualmente utilizado na cobertura do solo e na 
preparação de forragem para os ruminantes (SCHWAB et al., 2003; 
COLOMBATTO et al., 2004; FILYA, 2004). Os resultados aqui 
obtidos sugerem destinos economicamente mais interessantes para 
a biomassa foliar do milho, considerando a presença de metabólitos 
secundários e a sua utilização na área da saúde humana e animal. 
Alguns resultados revelaram a ocorrência de concentração relevante 
de pigmentos antioxidantes, sendo que a ingestão regular destes 
compostos está relacionada com a prevenção de doenças 
degenerativas, como o câncer (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; 
FARRÉ et al., 2010; JEONG et al., 2010; MARI et al., 2010). Existe 
um mercado mundial em contínua expansão para produtos e 
alimentos enriquecidos com compostos antioxidantes de origem 
natural. Sendo assim, assume-se a real possibilidade de extração de 
compostos bioativos de alto valor econômico a partir das biomassas 
do milho, visando sua comercialização junto a setores da indústria.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Metaboloma e métodos analíticos 
 

No presente, a humanidade vive uma revolução cultural 
caracterizada pelos avanços tecnológicos e pelo intenso fluxo de 
informações, comparável em impacto, ao surgimento da agricultura 
há aproximadamente 10.000 anos e à Revolução Industrial iniciada 
no século XIX (PIRAGES, 2000). Algumas inovações tecnológicas 
ocorridas nas três últimas décadas levaram a uma nova forma de se 
pensar os sistemas biológicos e principalmente, de pesquisá-los 
(OLIVER et al., 2002; COSTA, 2008; JABLONKA, LAMB, 2010). Na 
área biológica, o marco inicial desta revolução foi denominado era 
genômica, sendo caracterizado pelo desenvolvimento, 
padronização e otimização das técnicas de engenharia genética 
(SUMNER et al., 2003). Os ensaios genômicos evoluíram 
rapidamente e o imenso volume de dados genéticos possibilitou o 
aprofundamento da análise das variações temporais e espaciais no 
acúmulo de transcritos, proteínas e metabólitos. Esta nova fase da 
atual revolução na área biológica foi denominada de era pós-
genômica, ou da genômica funcional (FELL, 2001). 

O termo metaboloma foi cunhado no ano de 1998, 
denominando a análise da concentração relativa de metabólitos 
resultante de modificações no padrão de expressão de um gene 
(OLIVER et al., 1998; SUMNER et al., 2003; GOODACRE et al., 
2004). A originalidade do uso do termo metaboloma por Oliver et al. 
(1998), deve-se não a inovações nas técnicas utilizadas, mas sim 
ao estabelecimento, pela primeira vez, do uso deste conjunto de 
técnicas, como complemento das outras áreas “-ômicas” (SUMNER 
et al., 2003). De modo geral, a partir de então o termo passou a 
designar uma estratégia de análise bastante complexa, que se 
refere ao levantamento quantitativo e qualitativo dos metabólitos 
presentes em um organismo, ou em um dado tecido, no momento 
da análise (OLIVER et al., 1998; OLIVER et al., 2002; BINO et al., 
2004; GOODACRE et al., 2004; FUKUSAKI, KOBAYASHI, 2005). 

Qualquer alteração induzida geneticamente, 
epigeneticamente, ou por influência do ambiente é manifestada em 
última instância, através de alterações na concentração de 
metabólitos. Comparando os perfis metabólicos gerados em tecidos 
que diferem geneticamente, ou no seu estado epigenético, 
diferenças genômicas funcionais podem ser acessadas (OLIVER et 
al., 2002; SUMNER et al., 2003; BINO et al., 2004; SAGHATELIAN, 
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CRAVATT, 2005; FERNIE, SCHAUER, 2008; KEURENTJES, 
2009). 

O estado epigenético se refere a alterações singulares que a 
célula possui em seu material genético, não estando associadas a 
mudanças na sequência do DNA, mas sim a modificações na 
conformação assumida por estas moléculas. Modificações 
epigenéticas são capazes de alterar a expressão dos genes, pelo 
aumento ou diminuição do acesso de vários fatores de transcrição 
às regiões de transcrição dos genes. O controle epigenético pode 
ser alcançado através da expansão e dispersão de sequências 
repetitivas de DNA ao longo dos genomas, que por sua vez podem 
desencadear alterações na estrutura da cromatina e na organização 
das histonas nos nucleossomas. Outro mecanismo que participa do 
controle epigenético é a alteração da população de RNA de 
interferência (HABU et al., 2001; BRUCE et al., 2007; COSTA, 
2008; JABLONKA, LAMB, 2010). 

Mudanças no controle epigenético podem levar a profundas 
alterações fenotípicas e, nos vegetais, estão intimamente 
envolvidas na construção das “memórias”. Estudos indicam que 
algumas situações ambientais podem imprimir uma marca no 
genoma do indivíduo, através de mecanismos que envolvem a 
metilação do DNA, alterando deste modo a estrutura da sua 
cromatina e o status epigenético de suas células. Ou seja, 
informações do ambiente externo causam uma reprogramação do 
ambiente celular. Eventos como a vernalização, a organização dos 
meristemas apical e da raiz, a determinação do período de floração, 
o desenvolvimento da semente e a repressão da ativação do 
endosperma antes da fertilização, são fenômenos governados 
através de mecanismos epigenéticos (HABU et al., 2001; STEIMER 
et al., 2004; BOND, FINNEGAN, 2007; BRUCE et al., 2007; 
GEHRING, HENIKOFF, 2007; PARKINSON et al., 2007; COSTA, 
2008; JABLONKA, LAMB, 2010).  

O metabolismo é uma rede complexa de reações altamente 
ordenada e interconectada, de modo que mesmo pequenas 
alterações, como a diminuição na concentração de apenas uma 
enzima ou a alteração da sua atividade, podem levar à alteração 
simultânea na concentração de centenas de metabólitos. Desta 
forma, a análise do metaboloma pode fornecer uma ligação direta 
entre o genoma, o transcriptoma e o proteoma e revelar quais 
fatores influenciam diretamente uma dada função biológica (FELL, 
2001; WOOD, 2001; OLIVER et al., 2002; BINO et al., 2004; 
GOODACRE et al., 2004; FUKUSAKI, KOBAYASHI, 2005; FERNIE, 
SCHAUER, 2008; KEURENTJES, 2009). 
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Até o presente, a utilização de uma única técnica não 
possibilita a obtenção do quadro metabolômico completo de uma 
dada amostra, sendo necessária a adoção de um conjunto 
interdisciplinar de abordagens que integra a biologia, a química 
analítica, a química orgânica, a quimiometria e a informática 
(FUKUSAKI, KOBAYASHI, 2005). As técnicas analíticas 
comumente utilizadas na metabolômica são as cromatografias 
líquida (CL) ou gasosa (CG), associadas ou não à espectrometria 
de massa (EM) e as espectroscopias de infravermelho com 
transformada de Fourier (Fourier transformed infrared – FTIR) e de 
ressonância magnética nuclear de hidrogênio (1H RMN) 
(ABHYANKAR et al., 2005; MITCHELL, CARMICHAEL, 2005; WIND 
et al., 2005; KEURENTJES, 2009). Os levantamentos 
metabolômicos podem ser conduzidos de modo seletivo ou de 
modo não seletivo. No caso das análises seletivas, a atenção se 
focaliza na caracterização de um composto, ou de um conjunto de 
metabólitos pertencente a uma classe específica (target 
compounds), permitindo assim um aumento na sensibilidade e 
normalmente se preocupando com a quantificação do(s) analito(s). 
Técnicas como a CL e CG são utilizadas nesta forma de análise. De 
outra maneira, as análises conduzidas no modo não seletivo 
procuram condições que permitam a observação simultânea do 
maior número de compostos nas amostras, geralmente não se 
preocupando com a sua quantificação. Técnicas como a RMN, a 
FTIR e a EM podem ser empregadas na execução destas análises 
menos seletivas (GOODACRE et al., 2004; FERNIE, SCHAUER, 
2008). 

Geralmente, os dados metabolômicos são tratados através de 
métodos de análise multivariada, primeiramente em função do 
enorme volume de informações que deve ser considerado (32.000 
dados/espectro 1H RMN, e.g.) e também porque grande parte do 
que se deseja elucidar são relações complexas, lineares ou não-
lineares. O uso da matemática e de ferramentas da estatística para 
a análise de um (mega)conjunto de informações químicas recebe a 
denominação de quimiometria. Os métodos de análise multivariada 
comumente utilizados na quimiometria incluem a análise dos 
componentes principais (PCA), a análise de agrupamentos 
hierárquicos, a regressão múltipla e as análises discriminatória, 
fatorial e canônica (LEARDI, 2003; FUKUSAKI, KOBAYASHI, 
2005). 
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3.1.1 Metaboloma vegetal 
 

Organismos vegetais são fontes de milhares de compostos 
orgânicos com estrutura, função e utilização apenas parcialmente 
esclarecidas. Acredita-se que na natureza existam entre 100.000 a 
200.000 metabólitos originários de vias biossintéticas secundárias 
(SCHWAB, 2003; BINO et al., 2004; KEURENTJES, 2009) e que 
em uma única folha de Arapdopsis thaliana possam ser 
encontrados aproximadamente 5.000 diferentes metabólitos 
primários e secundários. Todavia, no presente momento, a análise 
metabolômica ainda está muito limitada em sua compreensão deste 
complexo quadro, já que a tecnologia disponível permite que se 
acesse apenas uma parte dos metabolomas, i.e., metabolômica 
parcial. Apesar desta limitação, a análise metabolômica vem sendo 
adotada como rotina para o estudo de espécies vegetais e diversas 
revisões foram publicadas sobre os avanços que seu uso vem 
possibilitando (SCHWAB, 2003; SUMNER et al., 2003; GOODACRE 
et al., 2004; FUKUSAKI, KOBAYASHI, 2005; HALL, 2006; 
KEURENTJES, 2009). 

O levantamento metabólico em vegetais foi realizado em larga 
escala pela primeira vez por Roessner et al. (2000; 2001), os quais 
detectaram simultaneamente 150 compostos em amostras de 
tubérculo de Solanum tuberosum (batata), via CG/EM, sendo que 
77 destes metabólitos foram identificados como aminoácidos, 
açúcares e ácidos orgânicos. De forma similar, outro trabalho 
utilizando CG/EM, em amostras de diferentes acessos de A. 
thaliana, identificou e quantificou pouco mais de 300 compostos, 
permitindo o estabelecimento de perfis metabólicos correlacionados 
com cada genótipo em estudo (WOOD, 2001). Por sua vez, o 
acoplamento da CL à EM foi empregado na análise do exsudato de 
floema de Curcubita maxima, detectando açúcares, aminoácidos e 
alguns glicosídeos (FIEHN, 2003). A ressonância magnética nuclear 
de hidrogênio (1H RMN), associada à análise quimiométrica (PCA) 
foi utilizada com sucesso na determinação do metaboloma de flores 
de 12 variedades de Cannabis sativa, com o intuito de identificar 
características químicas peculiares àqueles genótipos (CHOI et al., 
2004). De fato, a análise metabolômica é considerada uma 
ferramenta de grande potencial para a identificação e controle de 
qualidade de variedades vegetais (KUHNEN, 2007; KUHNEN et al., 
2008a; KUHNEN et al., 2008b; FERNIE, SCHAUER, 2008; MOCO 
et al., 2008). Tendo também sido empregada eficientemente para 
acessar alterações metabólicas decorrentes de modificações 
genéticas, fornecendo um elo, entre dada manipulação genética e 
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seu efeito sobre uma rede metabólica (WOOD, 2001; FUKUSAKI, 
KOBAYASHI, 2005; FERNIE, SCHAUER, 2008). Assume-se como 
uma possibilidade adicional gerada pelos estudos metabolômicos 
de espécies agrícolas, o mais rápido e eficiente desenvolvimento de 
variedades que combinem aparência e sabor atraentes, com níveis 
superiores de fitonutrientes (e.g., flavonóides e carotenóides - BINO 
et al., 2004; FERNIE, SCHAUER, 2008).  

No presente, o grande desafio da metabolômica vegetal 
parece ser o de encontrar padrões nas redes metabólicas que 
estejam diretamente correlacionadas com as alterações fenotípicas 
ou fisiológicas nos tecidos ou órgãos avaliados (GOODACRE et al., 
2004; FERNIE, SCHAUER, 2008; KEURENTJES, 2009). 

Almejando conhecer o maior número de metabólitos 
presentes nas folhas das variedades de milho sob análise, foram 
obtidos extratos com o uso de sistemas de solventes abrangendo 
uma ampla faixa de solubilidade: 1) hexano: acetona [50: 50, v/v], 2) 
metanol, 3) metanol acidificado (HCl 1%), 4) etanol: água [em 
diferentes proporções] e 5) água. Para a caracterização de cada um 
destes extratos foram empregadas técnicas não seletivas e 
seletivas. Uma análise exploratória mais abrangente foi obtida 

através da espectrofotometria de varredura UV-vis (200 a 700 m) e 
da espectrometria de massa (EM) com interface de 
ionização/desorção assistida por laser acoplada a um analisador de 
tempo de vôo (MALDI-TOF - matrix assisted laser desorption 
ionization time of flight). Sendo tais técnicas analíticas 
complementadas por outras de maior seletividade, objetivando, 
além da identificação, a quantificação dos compostos de interesse. 
Neste contexto, foram utilizados métodos espectrofotométricos para 

a quantificação dos carotenóides totais (Lambert-Beer, 450 m - 
BRITTON, 1992), dos compostos fenólicos (reativo de Folin-

Ciocalteu, 725 m - RANDHIR et al., 2002), das antocianinas 

(Lambert-Beer, 530 m - MADHAVI et al., 1996) e das proteínas 

(método de Bradford, 595 m – BRADFORD,1976). Um maior 
detalhamento da composição química dos extratos foi obtido 
através da associação da cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE), a EM MALDI-TOF. 
 
3.2 Milho – origem, dispersão e diversidade genética 
 

O milho (Zea mays L.) pertence à família Poaceae e à tribo 
Maydeae, que compreende sete gêneros, sendo dois nativos do 
Hemisfério Ocidental, Zea e Tripsacum, e cinco originários da Ásia. 
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O gênero Zea é formado por cinco espécies, o milho (Z. mays), e 
quatro outras conhecidas como teosinte, denominadas de Z. 
parviglumis, Z. luxurians, Z. perennis e Z. diploperennis. Evidências 
genéticas e morfológicas sugerem que a seleção efetuada pelo 
homem durante milhares de anos sobre o teosinte foi o processo 
responsável pelo surgimento das formas ancestrais do milho 
(WHITE, DOEBLEY, 1998; BENZ, 2001; STALLER, 2003; KANE, 
RIESEBERG, 2005). Estes agricultores partiram de uma gramínea 
com vários colmos e espigas pequenas contendo grãos 
encapsulados de difícil aproveitamento, e obtiveram uma planta 
com um único colmo e grandes espigas, com grãos de fácil acesso 
e melhor qualidade nutricional (WHITE, DOEBLEY, 1998; FREITAS, 
2001; JAENICKE-DESPRÉS et al., 2003; KANE, RIESEBERG, 
2005; BUCKLER et al., 2006). 

Estudos sobre a evolução do milho utilizando técnicas 
baseadas em isoenzimas e microsatélites indicaram a Costa do 
Pacífico, no México, mais especificamente na região das terras 
altas da Bacia do Rio Balsas, como o centro de origem deste cereal 
(LÜBBERSTEDT et al., 1998; WHITE, DOEBLEY, 1999; BENZ, 
LONG, 2000; POPE et al., 2001; JAENICKE-DESPRÉS et al., 2003; 
MATSUOKA et al., 2003; KANE, RIESEBERG, 2005; BUCKLER et 
al., 2006). No México, amostras de espigas de oito carreiras de 
grãos, datando aproximadamente 4700 anos, constituem evidências 
arqueológicas da domesticação do milho. Estes materiais foram 
encontrados na localidade de Guilá Naquitz, no estado de Oaxaca e 
em uma série de cavernas localizadas nas terras altas de 
Tehuacán, em Puebla (STALLER, THOMPSON, 2002; STALLER, 
2003).  

Aparentemente, características positivas presentes no milho, 
relacionadas com a sua morfologia, bem como à qualidade 
nutricional mais elevada de seus grãos, foram fixadas há 
aproximadamente 4000 anos, através da presença de genes 
favoráveis em loci controladores. Sugere-se que durante o período 
de domesticação, a seleção humana tenha primeiramente buscado 
tornar o milho mais cultivável e facilitar o acesso a suas sementes. 
Já durante a fase de melhoramento, a seleção parece ter sido 
focalizada no incremento da produtividade e da qualidade 
nutricional dos grãos, além da melhoria de outros aspectos agro-
sistêmicos (JAENICKE-DESPRÉS et al., 2003; BUCKLER et al., 
2006). Apesar da grande diferença morfológica existente entre o 
milho e o teosinte, estas gramíneas são muito parecidas 
geneticamente, com seus híbridos se mostrando férteis. Estudos 
indicam que diferenças na regulação gênica, ou seja, no estado 
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epigenético, levaram ao surgimento de tamanha divergência na 
forma, apesar da similaridade gênica (WHITE, DOEBLEY, 1998 
JAENICKE-DESPRÉS et al., 2003).  

Segundo Jablonka e Lamb (2010), o estresse resultante do 
processo de domesticação pode levar as espécies a aumentarem a 
sua variabilidade fenotípica através da ativação de diversos 
mecanismos de controle epigenético. A seleção efetuada pelo 
homem teria então canalizado a evolução do milho, através da 
escolha dos fenótipos mais adequados. Os traços que distinguem o 
milho do teosinte são primariamente controlados por 5 segmentos 
cromossômicos. Uma região denominada tga 1 (teosinte glume 
architecture 1), localizada no cromossomo 4, é responsável pelas 
alterações que tornaram os grãos de milho mais acessíveis ao 
consumo humano. Isto ocorreu através da retirada de uma cápsula 
protetora bastante endurecida, a gluma, existente no teosinte. Outra 
região tb 1 (teosinte branched 1), localizada no cromossomo 1, 
interage com a região ba 1 (barren stalk 1), localizada no 
cromossomo 3, para o controle dos meristema laterais, levando a 
existência de um único colmo no milho. Além disso, tg 1 e ba 1 
também controlam a formação das inflorescências deste vegetal, 
levando a formação das inflorescências femininas nos ramos 
laterais, no caso do milho. Outra região gênica pbf (prolamin box 
binding factor) codifica um fator envolvido no controle da expressão 
das proteínas de reserva nos grãos de milho, enquanto su 1 (sugary 
1) codifica para uma enzima desramificadora de amido, influindo na 
estrutura dos polímeros de amilopectina. Regiões gênicas menos 
conhecidas, mas provavelmente envolvidas com o processo de 
domesticação do milho, são rs 1 (ramosa 1) que parece influenciar 

a arquitetura da espiga, zfl 2 (zeafloricaulaleafy 2) que parece 
controlar o desenvolvimento do meristema floral, ts 2 (tassel seed 2) 
e d 8 (dwarf 8), genes reguladores envolvidos com a determinação 
sexual dos tecidos meristemáticos (JAENICKE-DESPRÉS et al., 
2003; KANE, RIESEBERG, 2005; BUCKLER et al., 2006).  

O homem é considerado o principal agente difusor do milho, 
já que este vegetal se reproduz apenas através de cultivo e não 
dispõe de mecanismos eficientes de propagação e dispersão 
naturais (PATTERNIANI et al., 2000; FELIPIM, 2001). A partir do 
México, a dispersão auxiliada pelo homem levou o milho para o 
norte em direção ao Canadá e para o sul, até a região da Patagônia 
argentina, milhares de anos antes da chegada dos colonizadores 
europeus (FREITAS, 2001; FREITAS et al., 2003). 

A determinação do momento em que o milho adentrou a 
América do Sul é controversa, com dois cenários predominantes 



 12 

sendo apresentados pelos autores que se dedicam à pesquisa 
nesta área. Alguns defendem que o milho chegou àquela região 
entre 8000 e 7000 anos atrás, baseando-se principalmente em 
informações obtidas a partir da análise de fitólitos de grânulos de 
amido, hipoteticamente provenientes de grãos e de folhas de milho 
(PIPERNO, 2003; PIPERNO, 2009). Outros autores propõem datas 
mais recentes para a introdução deste cereal na América do Sul, 
entre 4200 e 3900 anos atrás (STALLER, THOMPSON, 2002; 
STALLER, 2003). Esta última corrente arqueológica parece mais 
consistente, sendo corroborada pela cronologia construída através 
das evidências genéticas para a origem e a domesticação do milho. 
Sugere-se também que a chegada do milho à América do Sul esteja 
mais fortemente associada ao seu emprego no preparo de uma 
bebida fermentada (“chicha”), utilizada em cerimônias sagradas e 
rituais, comparativamente ao seu uso como alimento. Afirma-se que 
foram estes usos cerimoniais, associados às características da 
cultura andina, que garantiram a rápida expansão do milho para as 
terras altas e baixas da América Latina (STALLER, 2003). Indícios 
arqueológicos apontam para um aumento na importância do milho 
como alimento, no vale do Rio Orinoco - Bacia Amazônica/ 
Venezuela, há apenas 3000 anos (PERRY, 2004). 

Estudos indicam que o milho chegou ao Brasil através de dois 
grandes eventos migratórios dos povos Tupi-Guarani. Um primeiro 
evento ocorrido na região Norte a partir da Bacia Amazônica, e um 
segundo ocorrido na região sul, a partir do Paraguai (PERRY, 
2004). Os Guaranis são conhecidos como povos plantadores de 
milho, existindo registro do cultivo sistemático de pelo menos treze 
variedades, entre elas o Avatí moroti, de grãos farináceos e 
coloração amarelo-clara, havendo também variantes de grãos 
totalmente brancos (FELIPIM; 2001). Outro estudo relata 
variedades de grãos amarelos e espigas pequenas (Avati ju), grãos 
amarelos e espiga grande (Avati ju guaçu), grãos brancos e macios 
(Avati si), grãos coloridos (Avati para’i) e também uma variedade 
precoce de grãos macios e espiga pequena (Avati’i – milho criança, 
LITAIF, DARELLA, 2000). Na época do contato com os 
colonizadores europeus, os Guaranis também cultivavam um milho 
de grão branco e duro que foi adotado pelo homem civilizado, 
originando a variedade comercial conhecida como Cristal, utilizada 
ainda hoje para confecção de canjica. Neste mesmo período 
histórico, os povos Kaigang cultivavam uma variedade de milho de 
grãos dentados farináceos, normalmente brancos, mas que também 
podiam se mostrar amarelos, vermelhos, variegados e roxos 
(PATTERNIANI et al., 2000). 
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Quando Colombo retornou à Europa em 1493, levou consigo 
alguns grãos de milho, cereal até então desconhecido pelos países 
do Mediterrâneo. Em função dos movimentos de colonização 
europeus decorridos em apenas 100 anos, comerciantes e 
navegadores distribuíram este cereal pelos cinco continentes 
(FREITAS, 2001). Sendo assim, há pelo menos 7000 anos, grupos 
de agricultores com distintas tradições culturais, vivendo sob 
diversas condições ambientais, cultivam e selecionam sementes de 
Z. mays, legando às gerações atuais o milho altamente 
domesticado e produtivo (FREITAS, 2001; BUCKLER et al., 2006).  

No presente, são conhecidos cinco tipos principais de grãos 
de milho, classificados segundo o endosperma - pipoca, duro, 
dentado, farináceo e doce - existindo tipos intermediários, como o 
semi-duro ou semi-dentado. De cada tipo de grão de milho derivam 
muitas variedades, cujo número total já ultrapassa as 250 
conhecidas e cuja origem está direta ou indiretamente ligada aos 
trabalhos de seleção/melhoramento efetuados pelas civilizações 
pré-colombianas (MACHADO, PARTENIANI, 1998). A princípio, as 
variedades são formas distintas que uma espécie pode apresentar, 
sendo que tais diferenças podem ser morfológicas, como a cor das 
flores ou o tamanho dos frutos, mas também bioquímicas, 
fisiológicas e citológicas. É importante salientar que estas 
características distintivas devem ser estáveis após a variedade ser 
multiplicada por sucessivas gerações (BRASIL - MMA, 2005).  

A FAO utiliza os termos variedade local, “landrace” e 
variedade tradicional, como sinônimos, significando populações que 
são produto de melhoramento e seleção efetuada pelos 
agricultores, deliberadamente ou não, de modo contínuo, através de 
gerações (ZAID et al., 2001). Zeven (1998) denomina de “landrace”, 
aquela variedade com alta capacidade de tolerância a diferentes 
situações de estresse biótico e abiótico, resultando em uma 
produtividade mediana e estável, mesmo em sistemas agrícolas de 
baixo investimento (input) energético. Já Louette (2001) considera 
os termos local e crioula de modo distinto, dividindo as variedades 
tradicionais em: variedades locais, quando estas nunca passaram 
pelos processos convencionais de seleção e melhoramento 
genético, e variedades crioulas, quando derivadas de cultivares que 
passaram pelo melhoramento formal, mas foram aclimatadas às 
condições de uma dada região, estando frequentemente misturadas 
às variedades locais. No caso dos agricultores familiares da região 
de Chiapas e Oaxaca no México, uma variedade é definida em 
função das vantagens e desvantagens que ela apresenta, e suas 
sementes classificadas de modo simples, as que vêm dentro de 
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embalagens, são comerciais e as que não vêm embaladas são 
crioulas. Além disso, para estas comunidades, as variedades de 
milho que passaram pelo processo de melhoramento formal, mas 
que foram cultivadas durante várias gerações na região e que se 
aclimataram às condições da localidade, tornaram-se crioulas 
(BELLON et al. 2006).  

A grande diversidade adquirida em milhares de anos de 
seleção possibilitou ao milho uma ampla adaptação de solo e de 
clima. Foram identificadas variedades que toleram extremos de pH, 
deficiência nutricional e hídrica, níveis aumentados de radiação 
ultra-violeta, diferentes patologias (vírus, bactérias e fungos) e o 
ataque de herbívoros, (MACHADO, PARTENIANI, 1998; UDRY, 
2000; FREITAS, 2001).  

Esta grande flexibilidade e adaptação a diferentes situações 
ambientais e de estresse se deve em grande parte à elevada 
diversidade genética e epigenética apresentada pelo milho. Até um 
terço dos genes ou dos fragmentos gênicos pode ser específico 
para cada variedade deste cereal, ou seja, duas variedades podem 
ser mais distintas entre si do que os seres humanos se distanciam 
geneticamente dos chimpanzés (BUCKLER et al., 2006). Todavia, 
além de diferenças com relação à sequência do DNA, as 
variedades de milho também apresentam padrões de controle 
epigenético da expressão de seus genes bastante distintos. É 
interessante notar que os genes mais importantes para a 
domesticação do milho transcrevem para fatores envolvidos na 
regulação de outros genes, indicando que a maior parte da 
diferença entre o milho e o teosinte se concentra no padrão de 
expressão dos seus genes e não em alterações na sequência de 
aminoácidos de suas proteínas (JAENICKE-DESPRÉS et al., 2003; 
KANE, RIESEBERG, 2005; BUCKLER et al., 2006; KEURENTJES, 
2009).  

O milho tem um genoma grande e complexo, com até 80% do 
seu DNA sendo formado por sequências repetitivas, em grande 
parte, relacionadas a elementos de transposição e sujeitas a 
variados mecanismos de controle epigenético. A localização destes 
elementos de transposição a menos de 1 kilobase dos sítios de 
início de transcrição, aponta para o seu envolvimento com a 
expressão dos genes (MARTIESSEN, 1996; WHITE, DOEBLEY, 
1998; GERING, HENIKOFF, 2007; ZHAO et al., 2007). Sugere-se 
que a inserção e a deleção destas sequências repetitivas possam 
dirigir o processo evolutivo no milho, gerando as diferenças 
observadas entre as suas variedades, por exemplo. Elementos 
transposicionais são candidatos atraentes para tais processos 
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evolutivos de divergência, pois podem ser ativados em resposta a 
condições que imponham estresse genômico ou ambiental, como 
radiação UV, infecção por patógenos, ou hibridação interespecífica. 
O genoma do milho é muito dinâmico e parece ter acumulado 
elementos de transposição em maior grau que os seus parentes 
mais próximos como o sorgo (WHITE, DOEBLEY, 1998; ZHAO et 
al., 2007). 

Tamanha diversidade genética e epigenética podem estar 
relacionadas com uma grande diversidade química presente nos 
tecidos/órgãos das variedades de milho. Existe uma íntima relação 
entre a morfologia, a fisiologia e a bioquímica vegetal e um exemplo 
disto são as alterações observadas para a obtenção do milho a 
partir do teosinte. Conforme já mencionado, uma das alterações na 
arquitetura da inflorescência feminina do milho foi a supressão do 
desenvolvimento da gluma. Sugere-se que a perda desta camada 
protetora possa ter induzido o surgimento de maior pigmentação 
nos grãos de algumas variedades de milho, principalmente 
compostos fenólicos e antocianinas. A ativação de novas vias 
metabólicas, em resposta à seleção genética que resultou na forma 
da espécie vegetal, indica a relação existente entre a divergência 
genética, a morfologia e as diferenças metabólicas (STAFFORD, 
1998). No milho, diversos loci relacionados ao controle do padrão 
de pigmentação de seus tecidos estão sujeitos à paramutação. Ou 
seja, um alelo pode ter a sua expressão alterada, de modo 
herdável, pela ação de outro alelo, quando em heterozigose. Um 
exemplo é o locus red (r), um complexo contendo muitos genes r 
duplicados que codificam para fatores de transcrição. Tais fatores 
regulam a atividade de genes envolvidos com a síntese das 
antocianinas (MARTIESSEN, 1996; GERING, HENIKOFF, 2007). 
Os alelos paramutados no milho normalmente sofrem mudanças no 
seu padrão de metilação, alterando deste modo sua expressão. 
Sendo assim, um novo padrão de coloração pode surgir em 
resposta a um estímulo ambiental, como o aumento de incidência 
de luz solar, após a retirada da proteção da gluma.  
 
3.3 Milho – metabólitos de interesse no tecido foliar 
 

O milho é um vegetal direcionado à produção de grãos, sendo 
uma das espécies mais eficientes no armazenamento e conversão 
de energia luminosa, com a maior parte da sua matéria seca (≈ 
90%) tendo origem a partir da fixação de CO2, via fotossíntese. 
Segundo técnicos da EMBRAPA (MAGALHÃES et al., 2002), um 
incremento na produtividade do milho poderia ser alcançado através 
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do melhoramento genético direcionado ao aumento na eficiência 
fotossintética, através de alterações em algumas rotas bioquímicas. 
Portanto, um maior conhecimento da morfologia, da fisiologia e da 
bioquímica do milho permitiria avanços na caracterização de suas 
variedades e auxiliaria na definição de aspectos de interesse para a 
manipulação em programas de melhoramento genético assistido 
(MAGALHÃES et al., 2002; RICCARDI et al., 2004).  

Algumas das variedades crioulas de milho de Anchieta-SC 
apresentam um padrão fenotípico singular na coloração de seus 
grãos, flores e folhas (Figura 1), revelando diferenças quantitativas 
e qualitativas nos pigmentos presentes naqueles tecidos. Os 
principais metabólitos secundários associados à coloração do tecido 
foliar são as clorofilas (verde), os carotenóides (amarelo, alaranjado 
e vermelho) e os compostos fenólicos (rosa, vermelho, púrpura e 
azul). Os carotenóides e os compostos fenólicos foram 
considerados nesta pesquisa, de modo similar ao realizado pela 
equipe do LMBV para os grãos e flores femininas das VCM 
(KUHNEN, 2007).  

É crescente o número de descobertas científicas associadas 
a fitoquímicos que dificultam o estabelecimento de processos 
degenerativos em humanos (HASHIMOTO, 2003; SEO et al., 2003, 
ZIELINSKI, 2003; WU et al., 2004; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 
2008; FARRÉ et al., 2010; JEONG et al., 2010; MARI et al., 2010). 
Em relação ao milho, especificamente, existem registros 
etnobotânicos do uso terapêutico dos extratos aquosos de suas 
inflorescências femininas (“cabelo de milho”), principalmente em 
função do seu efeito diurético, auxiliando na eliminação de cálculos 
renais, no tratamento da hipertensão e de certas neoplasias, 
principalmente aquelas relacionadas ao trato urogenital (Dr DUKE´S 
DATABASE, 2005; VELÁZQUEZ et al., 2005). Os efeitos benéficos 
de Z. mays sobre a saúde humana relatados pela medicina 
tradicional podem, em alguma extensão, estar associados à 
presença de metabólitos secundários bioativos nos seus tecidos. 

Por fim, os resultados obtidos com o presente trabalho de 
doutoramento podem viabilizar a comercialização da biomassa foliar 
das VCM como fonte de compostos com alto valor agregado, e.g. 
carotenóides e compostos fenólicos, úteis no setor farmacêutico, 
cosmético e alimentício. 
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Mato Grosso Palha Roxa (MG): variedade de porte alto, com grãos 
dentados, endosperma amarelo e grãos com o pericarpo pigmentado de roxo 
na porção da coroa. Cerca de 50% das plantas possuem caule, sabugos e 
palha da espiga de coloração roxa intensa. Resistente ao ataque de 
patógenos. Apresenta pigmentação na bainha das folhas e na proximidade de 
lesões no tecido foliar. Ciclo de 66 dias até o início da liberação do pólen e 
rendimento médio de 5645 Kg grãos/ha. 

Palha Roxa (PR): variedade de porte alto, cultivada em Anchieta há mais de 

20 anos. A palha das espigas e outros tecidos apresentam coloração roxa 
intensa. Os grãos são dentados, de endosperma amarelo e pericarpo incolor, 
roxo apenas na região da coroa, ou com a pigmentação avermelhada 
distribuída de modo homogêneo. Apresenta pigmentação no tecido foliar, 
principalmente nas nervuras e bainha das folhas. Ciclo de 70 dias até o início 
da liberação do pólen e rendimento médio de 5510 Kg grãos /ha. 

Roxo (RX): variedade com porte alto, de grãos dentados e coloração roxa 
intensa, concentrada no pericarpo. Esta variedade foi obtida a partir da 
segregação dos grãos roxos da variedade Palha Roxa, apresentando certa 
percentagem das plantas com a bainha da folha e a palha da espiga 
caracteristicamente pigmentados. Rendimento médio 4735 Kg grãos/ha. 

Rajado 8 Carreiras (RC): composto precoce, com espigas de oito carreiras 
de grãos dentados que podem apresentar variações de coloração de 
endosperma (branco ou amarelo) e pericarpo sem pigmentação, roxo ou com 
estrias castanhas que fazem com que os grãos sejam rajados. Variedade de 
porte médio, que pode apresentar pigmentação avermelhada na bainha foliar 
e na palha da espiga. Rendimento médio de 5454 Kg grãos/ha. 

Língua de Papagaio (LP): variedade composta, com espigas multicoloridas 
formadas por grãos que podem apresentar endosperma amarelo ou branco, e 
pericarpo incolor (maioria) ou avermelhado. Até 50% dos grãos podem 
apresentar a camada mais externa do endosperma com coloração preto-
azulada. Apresenta certa porcentagem das plantas com pigmentação 
arroxeada na palha da espiga e bainha das folhas. Ciclo de 71 dias até a 
liberação do pólen e rendimento médio de 5804 Kg grãos/ha. 

MPA 01 (MP): variedade desenvolvida a partir de 30 populações distintas, 18 

variedades comerciais sintéticas, 4 de polinização aberta, 3 crioulas (Cateto, 
Mato Grosso Palha Roxa e Amarelão) e 5 de origem desconhecida. Possui 
porte alto, grãos dentados de endosperma amarelo e pericarpo 
despigmentado. Apresenta pigmentação na palha e bainhas foliares em 
alguns indivíduos. Ciclo de 72 dias até o início da liberação do pólen e 
rendimento médio de 7453 Kg grãos/ha. 

 

Figura 1: Características fenotípicas das variedades crioulas de milho cujo metaboloma 
foliar parcial foi determinado no presente estudo (CANCI et al. 2004; ALVES et al., 2007). 
Destaque para a variabilidade de coloração das folhas, grãos, flores femininas e palhas da 
espiga. 

(MG) (RX) (RC) (LP) (PR) (MP) 
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4. OBJETIVOS  
 
Objetivo Geral 
 
- Determinar o perfil metabólico parcial do tecido foliar das 
variedades crioulas de milho: Mato Grosso Palha Roxa (MG), Palha 
Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras (RC), Língua de 
Papagaio (LP) e MPA 1 (MP). 
 
Objetivos Específicos 
 

a) Determinar o perfil espectral UV-visível (200 a 700 m) de 
extratos do tecido foliar das variedades de milho; 
 
b) Extrair e quantificar as frações (poli)fenólica, antociânica e 
carotenoídica totais nas amostras de tecido foliar das variedades em 
estudo;  
 
c) Analisar quali/quantitativamente os ácidos fenólicos e os 
carotenóides do tecido foliar por cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE); 
 
d) Identificar as classes de compostos fenólicos presentes no tecido 
foliar, via espectrometria de massa (MALDI TOF) com injeção direta; 
 
f) Propor novas formas de aproveitamento para o tecido foliar do 
milho. 
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CAPÍTULO 1 – Análise de carotenóides foliares de variedades 
crioulas de milho por espectrofotometria UV-visível, 
quimiometria e cromatografia líquida de alta eficiência 

 
INTRODUÇÃO 
 

No presente capítulo serão apresentados os resultados 
referentes à caracterização do extrato hexano: acetona do tecido 
foliar das variedades de milho em estudo. O tecido foliar do milho é 

produzido em elevada quantidade (~ 5000 Kgha) em paralelo à 
produção de grãos e assume-se que tal biomassa pode apresentar 
um teor de carotenóides de interesse. Sendo assim, os extratos 
foliares foram analisados através de cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE), visando a identificação e quantificação destes 
metabólitos. Além desta técnica convencional, foi avaliada uma 
estratégia paralela que consiste na combinação da 
espectrofotometria de varredura UV-visível com a análise 
quimiométrica. Esta forma simples e rápida de análise foi 
empregada para a descriminação do teor de capsaicinóides, 
metabólitos responsáveis pela pungência em pimentas habanero 
(DAVIS et al., 2007). Por sua vez, o sistema extrator composto pelos 
solventes hexano: acetona já demonstrou sua eficiência na análise 
de compostos carotenóides em grãos e flores femininas de 
variedades crioulas de milho (KUHNEN, 2007) e em alimentos 
derivados de grãos deste cereal (AMAN et al., 2005a).  

Carotenóides são compostos que, em geral, apresentam 
coloração vermelha, alaranjada ou amarela. Ocupam a segunda 
posição na classe de pigmentos mais abundantes na natureza, 
tendo sua cor mascarada pela clorofila nos tecidos 
fotossintetizantes, mas contribuindo de modo significativo para a 
coloração de frutos como o tomate, ou de raízes, como a cenoura 

(BARTLEY, SCOLNIK, 1995 SCHOEFS, 2004). Possuem como 
estrutura química básica um esqueleto tetraterpênico (C40), que 
pode ser modificado dando origem a mais de 700 compostos. São 
divididos em dois grandes grupos, os carotenos, altamente apolares 
e os oxicarotenóides, conhecidos genericamente como xantofilas, 
com maior polaridade, em função da presença de grupamentos 
hidroxila em sua estrutura (BARTLEY, SCOLNIK, 1995; HOWITT, 
POGSON, 2006; FARRÉ et al., 2010).  

O papel biológico desempenhado pelos carotenóides nos 
tecidos vegetais está diretamente relacionado à presença ou 
ausência de atividade fotossintética no tecido em questão. Em todos 
os tecidos, estes compostos assumem um papel de proteção contra 
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os efeitos deletérios causados pela exposição à radiação UV e pelo 
surgimento de estresse oxidativo. Nas flores e frutos de algumas 
espécies são essenciais à atração de polinizadores e dispersores, 
sendo responsáveis não apenas pela coloração, mas também pelo 
sabor e aroma destes órgãos. Nas sementes, os carotenóides são 
essenciais à manutenção da via de síntese do ácido abscísico 
(AAB), um fitohormônio originado a partir da xantofila zeaxantina, 
após uma série de reações oxidativas (BARTLEY, SCOLNIK, 1995; 
HOWITT, POGSON, 2006; FARRÉ et al., 2010). Nos tecidos 
fotossintéticos, os carotenóides estão majoritariamente embebidos 
nas membranas dos cloroplastos, onde atuam como pigmentos 

auxiliares absorvendo a energia luminosa na faixa de 450 m e 
transferindo-a para os centros de reação da antena (WALTON, 
BROWN, 1999). Outra função relevante destes pigmentos é a 
proteção do aparato celular fotossintético contra danos foto-
oxidativos, via sequestro do excesso de energia (quenching) do 
triplete da clorofila. Mutantes com defeitos na síntese dos 
carotenóides sofrem estresse oxidativo severo, fato que geralmente 
leva à morte, ainda nas fases iniciais de seu desenvolvimento 
(BARTLEY, SCOLNIK, 1995; HOWITT, POGSON, 2006). Em 
populações de plantas sob condições de alta exposição à luz solar, 
um percentual do excesso de energia captada pelo cloroplasto é 
dissipado como calor, através da conversão de violaxantina à 
zeaxantina através do ciclo das xantofilas (BARTLEY, SCOLNIK, 
1995; FÄRBER, JAHNS, 1998). 

Além do papel na fisiologia vegetal, aproximadamente 50 
carotenóides são importantes na nutrição humana e ao menos 40 
destes atuam como precursores na síntese de compostos retinóides. 
O organismo humano é incapaz de sintetizar os compostos 
retinóides (vitamina A e seus derivados) e, normalmente, obtém o 

esqueleto carbônico necessário a partir de carotenóides, como o -
caroteno, ingeridos na dieta. Outros carotenóides assumem funções 
diversas, como por exemplo, proteção contra danos causados pela 
radiação solar, exercida pelas xantofilas, luteína e zeaxantina, as 
quais se concentram nas áreas expostas do organismo humano 
(GRUNE et al., 2005). Nos olhos, a presença destes compostos está 
relacionada à menor incidência de degeneração macular e de 
catarata associadas ao envelhecimento (WRONA et al., 2001; 
AHMED et al., 2005; GRUNE et al., 2005; LEUNG, 2008; O-
SULLIVAN et al., 2008; FARRÉ et al., 2010). Estudos pré-clínicos 
relatam que além da cor atraente, atividade pró-vitamina A e 
antioxidante, alguns carotenóides possuem ação protetora e 
terapêutica com relação ao câncer (WRONA et al., 2001; 
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HOSOKAWA et al., 2004; SHARONI et al., 2004; AHMED et al., 
2005; BERTRAM, VINE, 2005; GRUNE et al., 2005; O-SULLIVAN et 
al., 2008; van BREEMEN, PAJKOVIC, 2008; FARRÉ et al., 2010).  

Os carotenóides interessam, portanto, à indústria alimentícia 
como micronutrientes enriquecendo a composição dos alimentos e 
também, como pigmentos e antioxidantes naturais (SCHOEFS, 
2004, AMAN, et al., 2005a; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; 
FARRÉ et al., 2010). Corroborando esta informação, foram 
encontrados documentos patentários que protegem processos para 
obtenção de carotenóides a partir de diferentes biomassas vegetais, 
como: raízes de cenoura (US 5510551, 1996), frutos de caqui (US 
0116818 A1, 2007), flores de marygold (WO 114794 A1, 2006) e de 
tagetes (PI 0311688-3 A, 2008), bem como folhas de alfafa (US 
258782, 2004). Também foram localizados documentos 
descrevendo o enriquecimento de óleos vegetais através da adição 

de extratos ricos em zeaxantina (WO 03105807 A1, 2003) e pela 
adição de extratos de calêndula e óleo de açafrão (WO 117826, 
2006), visando principalmente o aproveitamento pela indústria 
alimentícia. Um estudo relatou a possibilidade de aumento do valor 
nutritivo e econômico agregado a óleos comestíveis de menor 
qualidade, através da adição de extratos de tomate, com alta 
concentração do carotenóide licopeno (BENAKMOUN et al., 2008).  

Sendo assim, a constatação de teores elevados de 
carotenóides nas folhas do milho justifica o seu aproveitamento para 
obtenção destes metabólitos visando à comercialização com o setor 
industrial. O mercado mundial para a comercialização de extratos de 
carotenóides foi de 887 milhões de dólares em 2004, com projeções 
indicando uma movimentação de cerca de US$ 1,2 bilhão para 2009 
(CHEMICAL MARKET REPORTER, 2006). No entanto, este valor foi 
superado pelos relatos do mercado mundial para tais pigmentos em 
2009, o qual movimentou uma cifra próxima de US$ 2 bilhões 

(FARRÉ et al., 2010). Carotenóides como o -caroteno, a 
astaxantina e a cantaxantina são produzidos e comercializados por 
gigantes do setor, como a DSM (antiga Roche – Holanda) e a BASF 
(Alemanha), enquanto o licopeno e a luteína são produzidos por 
empresas menores, existindo ainda espaço para um crescimento 
substancial na sua produção e comercialização (FROST, 

SULLIVAN, 2004). A descoberta de novas fontes de luteína e -
caroteno, compostos com forte demanda de mercado, oferece uma 
ótima vantagem competitiva para setores industriais, como o 
alimentício, cosmético e farmacêutico (FARRÉ et al., 2010). 



 33 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Material foliar de Zea mays 
 
Foram considerados dois conjuntos de amostras originados de 
experimentos independentes, implantados em setembro/2006 e 
setembro/2007, na fazenda experimental da Ressacada (CCA-
UFSC), localizada em Florianópolis-SC.  
 
A área útil da parcela foi de 5m

2
, sendo utilizadas 40 sementes (2 

sementescova) em cada parcela. O desbaste das plântulas foi 
realizado três semanas após o início da emergência destas, sendo 
então mantidos 20 indivíduos, espaçados 0,25m entre si. Os tratos 
culturais necessários se restringiram ao controle manual de plantas 
invasoras. 
 
Nos dois experimentos mencionados foram avaliadas 6 variedades 
crioulas de milho (VCM): Mato Grosso Palha Roxa (MG), Palha 
Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras (RC), Língua de 
Papagaio (LP) e MPA 01 (MP). No experimento de 2007, foram 
também consideradas como testemunhas relativas duas variedades 
comerciais, BRS 1030 (BR - híbrido simples) e Fortuna (FO - 
variedade de polinização aberta). O delineamento experimental 
adotado foi de blocos completos casualizados.  
 
Coleta e preparo do material foliar 
 
O material foliar foi coletado no estádio de emissão das flores 
femininas, aproximadamente uma semana após a emissão do 

pendão masculino. Para tal, a quinta folha (ápice  base) foi 
selecionada, por ser usualmente a folha mais próxima ao local de 
emissão da espiga. Apenas o terço mediano do limbo foliar foi 
considerado (10g/planta, peso fresco). 
 
No experimento de 2006, o material foliar de 6 plantas (n = 6) de 
cada VCM foi imediatamente congelado em N2 líquido, sendo 
posteriormente liofilizado e armazenado (–18

º
C) até análise. No 

experimento de 2007, o material foliar foi desidratado em estufa 
(42-45°C, até peso constante) e conservado em recipientes 
plásticos (ausência de luz, em temperatura ambiente). Para efeito 
dos procedimentos analíticos, o material foliar de 6 plantas de cada 
repetição foi agrupado em uma única amostra, sendo que para cada 
variedade de milho foram consideradas 4 repetições (n = 4). 
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Extração com organosolvente (Hex: Ac=O) 
 
As amostras foram preparadas segundo o protocolo proposto por 

AMAN et al. (2005a). O tecido foliar (0,300  0,001g) foi macerado 
com adição de N2 líquido e 20 mL de Hex: Ac=O 1:1 (v/v), com 100 

mgL de BHT (hidroxitolueno butilado). As amostras permaneceram 
em repouso, em ausência de luz, por 30 minutos e, posteriormente, 
foram filtradas sob vácuo, sendo o solvente removido com auxílio de 

rotaevaporador (T  35°C). Para maior estabilidade, os extratos 
foram armazenados a -20°C, na ausência de solventes com a 
atmosfera dos frascos substituída por N2 gasoso. 
 
Espectrofotometria de varredura UV-visível 
 
O extrato bruto foi submetido à varredura em espectrofotômetro UV-
visível (Shimadzu 2301), abrangendo uma faixa espectral de 200 a 

700 m, com intervalo de leitura de 1 m por ponto amostral. Foi 
coletado um espectro por repetição, de modo que 6 e 4 perfis 
espectrais foram obtidos para as amostras provenientes dos 
experimentos de 2006 e 2007, respectivamente. 
 
Análise quimiométrica 
 
Os dados da varredura espectrofotométrica dos extratos brutos 

permitiram a construção de matrizes de dados (250 a 700 m – 10 

mponto amostral) que foram submetidas à quimiometria, através 
da Análise de Componentes Principais (PCA), utilizando matrizes de 
correlação e de covariância. A análise dos dados utilizou os 
programas estatísticos Excel (Microsoft Office, 2003), GraphPad 
Prism 2.01 e Fitopac Shell Program (2008). 
 
Saponificação do extrato organosolvente 
 
Para a saponificação, 2 mL do extrato bruto foram acrescidos de 2 
mL de hexano e 200 µL de KOH 10% em metanol, seguido de 
repouso em temperatura ambiente e ausência de luz, durante 8 
horas. As amostras foram então lavadas em funil de separação (4x, 
20 mL de água ultra-pura) para a remoção do álcali e também dos 
compostos polares ainda presentes no extrato. A fração 
remanescente foi concentrada sob fluxo de N2 e a atmosfera interna 
do frasco âmbar substituída por N2 gasoso. As amostras foram 
armazenadas em freezer (-18ºC) até o momento da análise. 
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Quantificação dos carotenóides totais 
 
A concentração de carotenóides totais foi calculada a partir dos 

valores de absorbância ( = 450 m) dos extratos brutos (BRITTON, 

1992), utilizando a fórmula (pigmentos (g) = absorbância/ε (-caroteno) 
. 577,7 (peso molecular médio carotenóides)). 
 
Análise de carotenóides por cromatografia líquida de alta 
eficiência de fase reversa (CLAE) 
 

Alíquotas (10 L) das amostras foram injetadas em cromatógrafo 
líquido (Shimzadu LC-10A), equipado com termostatizador (35ºC) de 

coluna de fase reversa C18 (Vydac 201TP54, 250 mm x 4,6 mm , 

5m), acoplada a pré-coluna (C18, Vydac 201TP54, 30 mm x 4,6 mm 

, 5m) e detector espectrofotométrico (450 m). A eluição utilizou 
metanol: acetonitrila (90: 10, v/v), fluxo de 1 mL/min e a identificação 

dos compostos de interesse (i.e., -caroteno, luteína, zeaxantina) foi 

efetuada via co-cromatografia (10 g/mL) e comparação dos tempos 
de retenção de amostras de compostos padrões, sob as mesmas 
condições experimentais. A quantificação dos carotenóides foi 
realizada utilizando-se curva padrão externa (luteína - Sigma, 0,461 

a 461 gmL, r
2
 = 0,998), considerando-se os valores de áreas dos 

picos de interesse para efeitos de cálculos das concentrações dos 
analitos. Os resultados foram expressos em mg/g de folha e 
representam a média de 3 injeções consecutivas para cada amostra. 
 
Análises estatísticas 
 
Os dados quantitativos foram submetidos a ANOVA, considerando o 

modelo: Yij =  + gi + bj + eij, onde Yij é a observação da i-ésima 

variedade, da j-ésima repetição; , equivale a média geral; gi é o 
efeito do tratamento, supostamente aleatório, normal e 

independente, distribuído com média zero e variância g
2
; bj é o 

efeito das repetições e eij é o erro experimental. Variáveis que 
apresentarem significância P ≤ 0,05 foram submetidas a testes de 
separação das médias através do método post-hoc LSD (least 
squares difference). As análises foram realizadas com apoio dos 
programas estatísticos Excel (Microsoft Office, 2003), GraphPad 
Prism versão 2.01. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os resultados dos perfis espectrofotométricos de varredura 

(200 a 700 m – Fig. 1) revelaram certa similaridade entre as 
amostras foliares individuais (n = 6) liofilizadas. Para todas as 
variedades, as médias de absorbância se mostraram superiores a 2 

nas janelas espectrais de 300 a 480 m e 650 a 670 m. Na Figura 
2 são mostrados os perfis espectrais das amostras desidratadas em 
estufa, pode-se perceber que os perfis das variedades são 
novamente similares, apresentando, no entanto, valores de 
absorbância ≥ 2 em uma faixa mais estreita de comprimentos de 

onda (350 - 450 m e 660 – 670 m), comparativamente ao material 
liofilizado. Todavia, independente da variedade ou do tratamento 
utilizado para preservação (liofilização ou estufa), todos os perfis 

espectrais evidenciaram sinais de absorbância entre 410 - 470 m, 
indicando que o sistema extrator Hex: Ac=O foi capaz de extrair os 
carotenóides presentes nas folhas de milho (TSAO, DENG, 2004). 
Tal sistema de solventes também extraiu eficientemente clorofilas, 

conforme indicado pelos valores de absorbância entre 640 – 680 m 

(DARKO et al., 2000), compostos fenólicos (290 – 380 m - 

BACHEREAU et al., 1998) e flavonóides (530 – 570 m – BODDU et 
al., 2005); estes últimos compostos, em menor conteúdo. 

Uma análise preliminar dos dados sugere que o 
processamento pós-colheita utilizado nas amostras liofilizadas (Fig. 
1) permitiu uma maior recuperação quantitativa de metabólitos, 
comparativamente à secagem da biomassa em estufa (Fig. 2). Os 
procedimentos adotados, i.e., congelamento imediato em N2 e 
liofilização das amostras (Fig. 1) visaram à suspensão da atividade 
metabólica do tecido foliar, de modo a minimizar a degradação dos 
compostos químicos presentes nas amostras. É sabido que em 
estudos fitoquímicos as etapas de coleta, armazenamento e preparo 
das amostras merecem atenção especial, de modo a evitar ao 
máximo a degradação ou transformação dos metabólitos pela ação 
de fatores como catálise enzimática, calor, luz, oxidação e 
alterações de pH (OLIVER, PALOU, 2000; TSAO, DENG, 2004; LAY 
Jr. et al., 2006). A análise do material liofilizado deve, portanto, 
fornecer um quadro mais fidedigno do conteúdo de carotenóides 
presentes no tecido foliar destas variedades, em comparação às 
informações geradas a partir do material desidratado em estufa. 
Informações da literatura confirmam que a adoção do processo de 
liofilização para preservação das amostras resulta em maior 
eficiência na extração de carotenóides (OLIVER, PALOU, 2000). 
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Figura 1: Perfil espectrofométrico (λ = 200 a 700 m) do extrato hexano: acetona, obtido a partir do tecido foliar liofilizado das variedades crioulas de milho (n=4 

indivíduos), cultivadas na Ressacada-2006 2007. MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras,  LP  = Língua de 
Papagaio e MP = MPA1.  
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Figura 2: Perfil espectrofométrico (λ = 200 a 700 m) do extrato hexano: acetona, obtido a partir do tecido foliar desidratado em estufa das variedades 

crioulas de milho e das variedades comerciais (n = 4 repetições), cultivadas na Ressacada-2007 2008. MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, 

RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras,  LP  = Língua de Papagaio, MP = MPA1, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna.  
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Todavia, considerando o uso das folhas de milho em escala 
industrial, a necessidade de liofilização torna o processo bastante 
oneroso em função do custo do equipamento, longo tempo 
requerido à secagem e do baixo rendimento. Sendo assim, 
manteve-se o interesse pela análise dos materiais desidratados em 
estufa, condição mais próxima da realidade dos agricultores 
familiares brasileiros. 

O estudo quimiométrico efetuado com os dados gerados pela 
espectrofotometria de varredura UV-visível empregou a análise dos 
componentes principais (PCA). Este método de análise pode auxiliar 

no esclarecimento de padrões de similaridadedissimilaridade 
existente entre os extratos Hex: Ac=O foliares obtidos a partir das 
variedades de milho. Tal método reduz o número de dimensões que 
definem a variação dos dados, simplificando a interpretação dos 
resultados, sem perder, no entanto, a fração mais relevante das 
informações associadas a estes. Do ponto de vista matemático, a 
PCA visa obter p combinações lineares a partir de p variáveis. Estas 
combinações lineares são então ordenadas de modo decrescente 
em função da quantidade de informação contida sobre a 
variabilidade dos dados. Do ponto de vista geométrico, o PCA 
corresponde às direções que representam a maior quantidade 
possível de informação, em um espaço multidimensional derivado 
das variáveis originais. Estas direções, ou componentes principais 
(principal components - PC), podem ser consideradas como eixos 
de um novo sistema ortogonal que mantém a dimensionalidade 
global dos dados brutos. Os objetos da análise são então projetados 
sobre estes novos eixos e recebem a denominação de autovalores 
(eigenvalues) ou escores (scores). A posição dos autovalores neste 
novo sistema ortogonal é influenciada pelas variáveis originais, com 
algumas variáveis contribuindo de modo mais significativo do que 
outras. Esta contribuição diferencial das variáveis para a definição 
da posição dos autovalores sobre os novos eixos denomina-se 
contribuição fatorial (loading), no caso dos estudos quimiométricos e 
de autovetor (eigenvector), de um modo mais geral. O uso da 
análise de PCA permite a identificação da estrutura dos dados 
como, por exemplo, padrões de similaridade, representados pela 
localização próxima de autovalores (LEGENDRE, LEGENDRE, 
1998; LEARDI, 2003; FUKUSAKI, KOBAYASHI, 2005). 

Para a análise dos perfis foliares através de PCA foram 
consideradas duas possibilidades de cálculo, utilizando matrizes de 
correlação e de covariância. No cálculo através de matrizes de 
correlação, cada variável contribui com igual peso para a 
distribuição dos objetos ao longo dos eixos, pois os dados são 
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estandardizados, diminuindo deste modo a variação na magnitude e 
ressaltando a composição dos resultados. Considerando as 
variáveis aqui analisadas, este tipo de cálculo deve diminuir a 
influência das diferenças na concentração dos componentes que 
absorvem luz nos comprimentos de onda de interesse, ressaltando, 
assim, características qualitativas da composição química do tecido 
foliar. Por outro lado, efetuando-se a análise através de matrizes de 
covariância, as diferenças de magnitude entre as variáveis são 
preservadas, pois os dados são considerados sem a necessidade 
de processamento prévio. No estudo aqui relatado, tal informação é 
de interesse, pois deste modo, os comprimentos de onda com maior 
absorbância (maior concentração) contribuirão de modo mais 
significativo à distribuição dos objetos ao longo dos eixos. Em todas 
as figuras apresentadas para a análise de PCA são mostradas 
apenas as informações fornecidas pelos dois primeiros 
componentes principais (PC1 e PC2), já que estes definiram mais de 
70% da variabilidade observada nos dados amostrais. 

A figura 3 mostra os resultados dos PCA para as varreduras 
obtidas a partir do material foliar liofilizado. Neste caso, foram 
considerados apenas os resultados relativos a quatro indivíduos 
para cada uma das variedades, com os dois indivíduos que foram 
descartados, tendo sido escolhidos aleatoriamente. Este 
procedimento foi adotado de modo a facilitar a comparação dos 
resultados entre o material liofilizado e o aquele desidratado em 
estufa. Considerando o uso de matrizes de correlação, os dois 
primeiros componentes principais (PC1 e PC2) resolveram 73,3% da 
variabilidade, revelando o agrupamento de indivíduos consoante ao 
seu genótipo. Assim, as repetições da variedade MP se agruparam 
em PC1 negativo e PC2 positivo, as de LP em PC2 negativo e a 
maioria das repetições de RC, em PC2 positivo (Fig. 3A). Por sua 
vez, o cálculo dos componentes principais através de matrizes de 
covariância, definiu 77,4% da variabilidade em PC1 e PC2, com o 
agrupamento dos indivíduos da variedade MP ficando agora restrito 
a PC1 negativo. As demais variedades agruparam-se de forma 
similar ao observado quando do uso de matrizes de correlação (Fig. 
3B).  

As janelas espectrais (m) de maior influência para a 

distribuição dos autovetores nos PCA e correlacionadas ( 0,7) com 
os componentes principais foram, para o cálculo utilizando matrizes 

de correlação (Fig. 3A), 310 - 350 m e 470 - 690 m possuindo 

correlação positiva com PC1, e 290 m e a faixa espectral entre 370 

a 450 m que mostraram correlação positiva com PC2. Por sua vez, 
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o cálculo a partir de matrizes de covariância (Fig. 3B) demonstrou 
que as janelas espectrais de maior influência na distribuição ao 

longo de PC1 e PC2 foram 480 a 690 m e 290 a 380 m, 
respectivamente. 

A figura 4 mostra os resultados de PCA obtidos para as 
amostras desidratadas em estufa. O cálculo de PCA através de 
matrizes de correlação e covariância resolveu respectivamente 
82,8% e 91,5% da variabilidade amostral (Fig. 4A e 4B). Utilizando 
a matriz de correlação, a PCA indicou tendências de agrupamento 
para as variedades RX e MG (PC2 positivo), FO (PC2 negativo) e 
LP, com todas as suas repetições em PC1 positivo (Fig. 4A). A PCA 
calculada através de matrizes de covariância revelou o agrupamento 
de todas as repetições de RX em PC1 negativo e PC2 positivo, 
enquanto MG se concentrou em PC2 positivo e BR em PC2 
negativo. As tendências de agrupamento das variedades FO e LP 
observadas anteriormente (Fig. 4A) se mostraram menos evidentes 
no caso do cálculo através de covariância (Fig. 4B).  

No caso do material desidratado em estufa, a análise dos 
resultados de PCA utilizando matrizes de correlação (Fig. 4A) 
revelou que os comprimentos de onda que apresentaram correlação 

positiva (≥ 0,7) com PC1 foram 300 a 360 m, 380 m, 420 a 440 

m e 480 a 710 m. Neste caso, os comprimentos de onda 
característicos de absorção máxima dos carotenóides (450 a 470 

m) mostraram correlação negativa com PC2. O uso de matrizes de 
covariância (Fig. 4B) para cálculo dos PCA demonstrou que os 

comprimentos de onda de 300 a 360 m, 380 m, 420 a 450 m e 

480 m a 690 m apresentaram correlação positiva (≥0,7) com PC1. 
Além disto, novamente, a faixa espectral típica dos carotenóides 

(450 – 470 m) apresentou correlação negativa com PC2. 
Sendo os carotenóides considerados como metabólitos alvo 

na caracterização do extrato Hex: Ac=O, as informações geradas 
com a análise de PCA foram empregadas na busca de VCM com 
teores superiores destes compostos. Para tal, foram utilizadas as 
informações dos autovetores e autovalores mais proximamente 

relacionados com os comprimentos de onda entre 410 – 470 m. As 
amostras de material liofilizado das variedades RC e RX 
apresentaram teores proeminentes de carotenóides (Fig. 3). De 
forma similar, as amostras desidratadas em estufa das variedades 
FO, LP e PR revelaram autovalores indicando repetições que se 
localizaram proximamente aos autovetores influenciados por 

comprimentos de onda na faixa de 410 a 450 m (Fig. 4). 
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Figura 3: Análise dos componentes Principais (PCA) originada a partir da varredura 

espectrofotométrica (250 a 700 m) do extrato hexano: acetona obtido a partir do tecido foliar 

liofilizado das variedades crioulas de milho cultivadas em Florianópolis- 2006 2007. A) PCA 
utilizando cálculo através de matrizes de correlação, B) PCA utilizando cálculo através de matrizes 
de covariância.  
 
Autovalores: MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 
Carreiras,  LP  = Língua de  Papagaio e MP = MPA1. 
 

As setas indicam a direção de autovetores associados a comprimentos de onda de interesse. 
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Figura 4: Análise dos componentes Principais (PCA) originada a partir da varredura 

espectrofotométrica (250 a 700 m) do extrato hexano: acetona obtido a partir do tecido foliar 

desidratado em estufa das variedades de milho cultivadas em Florianópolis- 2007 2008. A) PCA 
utilizando cálculo através de matrizes de correlação, B) PCA utilizando cálculo através de matrizes 
de covariância.  
 
Autovalores: MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 
Carreiras,  LP  = Língua de  Papagaio, MP = MPA1, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna. 
 
As setas  indicam a direção de autovetores associados a comprimentos de onda de interesse. 
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A concentração de carotenóides totais nas amostras foliares 

foi determinada a partir da absorbância em 450 m. Amostras 
liofilizadas mostraram um teor médio de carotenóides totais de 

41,380  0,442 (mg/g de folha  desvio padrão), com RC 
apresentando média ligeiramente superior a este valor, sendo esta 
diferença significativa (P≤ 0,05) apenas entre RC e LP (Fig. 5A). A 
variância observada entre os tratamentos se mostrou maior do que 
aquela observada entre os indivíduos dentro de cada variedade, 
com quadrados médios (QM) iguais a 0,78 e 0,38, respectivamente. 
O efeito residual foi de 0,19 e os valores de r

2
 e F foram iguais a 

0,569 e 3,968, respectivamente.  

Um teor médio de carotenóides totais de 26,220  3,855 (mg/g 

de folha  desvio padrão) foi observado para as amostras 
desidratadas em estufa, com as variedades LP e FO apresentando 
médias superiores a este valor (Fig. 5B) e diferenças significativas 
(P≤ 0,05) com relação à variedade RX. Neste experimento, a 
variância existente entre os tratamentos (59,46) se mostrou superior, 
àquela observada para as diferentes repetições de indivíduos 
(25,25) e para a variância residual (17,87). O valor observado para r

2
 

foi igual a 0,526 e para F igual a 3,328.  
A quantificação dos carotenóides totais (Fig. 5) confirmou a 

observação de que o material liofilizado apresentou teor 
significativamente mais elevado de metabólitos, comparativamente 
às amostras desidratadas em estufa e concordou com a análise 
quimiométrica (Fig. 3 e 4), destacando as mesmas VCM. Além 
disso, ressalta-se que no material liofilizado, as repetições das 
variedades se mostraram mais homogêneas em relação às 
amostras desidratadas em estufa. Por exemplo, todos os indivíduos 
da variedade MP mostraram o mesmo teor de carotenóides, com 
desvio padrão e coeficiente de variação (CV%) iguais a zero, 
mesmo com o n amostral ampliado para 10 indivíduos (dados não 
mostrados). Neste mesmo experimento, a variedade RC mostrou 
desvio padrão igual a 0,691 e CV% igual a 1,65%; superiores ao 
observado para MP, mas muito inferiores aos valores obtidos para o 
material foliar de RC desidratado em estufa, com desvio padrão de 
7,527 e CV% de 23,33%. Comparando os resultados obtidos para 
cada uma das variedades ao se empregar as duas formas de 
processamento pós-colheita, fica evidente que a desidratação em 
estufa acarretou em um aumento adicional na variabilidade existente 
entre as repetições. 

Em um experimento com delineamento idêntico implantado 
em outra localidade (Guaraciaba-SC), na mesma safra (2007/2008),  
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Figura 5: Concentração média de carotenóides totais (mg/g de folha)  desvio padrão (coeficiente 
de variação – CV%), observados no extrato hexano: acetona, obtido para (A) material liofilizado 

cultivado em Florianópolis (20062007) e (B) material desidratado em estufa cultivado em 

Florianópolis (20072008). 
 
(*) indicam significância P≤ 0,05 – ANOVA. 
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utilizando processamento pós-colheita similar, i.e. refrigeração e 
desidratação em estufa (dados não mostrados), foram obtidos 
resultados parecidos àqueles observados para as folhas 
desidratadas em estufa, oriundas de cultivo em Florianópolis-SC. 
Todas as variedades mostraram valores de desvio-padrão e CV% 
maiores que aqueles observados para o material liofilizado. 
Novamente, a variedade RC figurou entre aquelas com maior 
variabilidade, enquanto MP se apresentou mais homogênea. O teor 
médio de carotenóides foi de ≈15 mg/g de folha, similar ao 
observado para o material desidratado em estufa (Florianópolis) e 
inferior aos valores obtidos para o material liofilizado. Sugere-se que 
um menor conteúdo de metabólitos e uma maior variação entre as 
repetições resultem, em alguma extensão, da ausência de 
interrupção metabólica total no processamento da biomassa foliar 
imediatamente após a coleta.  

Dando continuidade à caracterização dos carotenóides 
presentes no extrato Hex: Ac=O foi realizada a análise destes 
metabólitos via cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Para 
tal, um pré-tratamento do extrato organosolvente (protocolo de 
saponificação) se mostrou necessário, de forma a garantir a 
resolução cromatográfica e a precisão das quantificações. De fato, a 
ocorrência de complexos carotenóides-proteínas ou carotenóides-
ácidos graxos (ésteres de carotenóides) em condições fisiológicas é 
comum, uma característica que dificulta a separação cromatográfica 
(OLIVER, PALOU, 2000; TSAO, DENG, 2004; AMAN et al., 2005b). 
Além disto, as condições alcalinas do meio de saponificação 
contribuem para a degradação e remoção de compostos 
indesejados, tais como as clorofilas.  

A figura 6 mostra a via de síntese dos carotenóides mais 
comuns encontrados nos grãos de milho, a saber: luteína, 

zeaxantina, -criptoxantina e os carotenos, - e -caroteno (AMAN 
et al., 2005 a; HULSHOF et al., 2007; KIMURA et al., 2007; 
KUHNEN, 2007). Já a figura 7 mostra um perfil cromatográfico 
obtido por CLAE, representativo dos carotenóides identificados no 
tecido foliar das variedades de milho. Neste cromatograma são 
identificados apenas os carotenóides majoritários, luteína, 

zeaxantina, trans -caroteno e trans licopeno, identificados através 
da comparação com os tempos de retenção e da co-cromatografia 
de compostos padrões disponíveis comercialmente. Estes quatro 
carotenóides foram detectados em todas as amostras foliares 
analisadas até o presente momento. O cromatograma também 
mostra quatro compostos minoritários não detectados em todas as 
amostras e que ainda não tiveram sua identidade completamente 
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confirmada. A falta de compostos de referência confiáveis e 
disponíveis comercialmente é um dos principais problemas 
enfrentados nos estudo fitoquímicos que se valem da análise 
cromatográfica, utilizando a detecção espectrofotométrica dos 
metabólitos (OLIVER, PALOU, 2000; AMAN et al., 2005b). 

Os resultados de quantificação dos carotenóides majoritários 
identificados na CLAE são apresentados nas figuras 8 e 9. A luteína 

e o -caroteno apresentaram os teores mais elevados para as 
amostras analisadas, compondo de 72 a 84% do extrato 
saponificado (Fig. 8), sendo que para algumas variedades a luteína 
perfaz cerca de 50% do extrato Hex:Ac=O. As variedades que 
apresentaram teores mais elevados de luteína foram MP, RC e RX, 
no caso do material liofilizado (Fig. 8A) e MG, PR, RC, LP e BR, no 

material desidratado em estufa (Fig. 8B). O trans -caroteno 
representou cerca de 40% do conteúdo carotenoídico total nas 
amostras liofilizadas das variedades PR e LP (Fig. 8A). De modo 
similar, nas amostras desidratadas em estufa uma proporção de 

trans -caroteno (~ 40%) foi observada para MP e FO (Fig. 8B). 
Considerando os valores absolutos obtidos a partir dos 

resultados da CLAE (Fig. 9), o teor médio de luteína observado para 

o material liofilizado foi de 26,534  5,397 mg/g de folha, com MP e 
PR apresentando conteúdo médio superior a este valor. Diferenças 
significativas (P ≤ 0,01) foram encontradas apenas comparando-se 
MP com MG, RX, RC e LP. E comparando-se PR aos genótipos MG 

e RC (P ≤ 0,05). O teor médio de trans -caroteno foi de 20,657  
8,064 mg/g de folha, com as variedades PR e LP apresentando 
concentração superior a este valor, sendo as diferenças 
significativas (P ≤ 0,05) em relação a MG, RX, RC e MP, para a 
primeira variedade e em relação a MG, RX, RC e MP, no caso da 
segunda (Fig. 9A). No material desidratado em estufa, as 
variedades PR e LP mostraram concentração média de luteína 

superior a 7,199  1,487 mg/g de folha, teor médio observado para 
este experimento, sendo significativas (P ≤ 0,05) as diferenças 

apenas em relação a MG. O conteúdo médio de trans -caroteno 

para este conjunto de amostras foi de 4,326  1,362 mg/g de folha e 
as diferenças observadas não mostraram significância estatística 
(Fig. 9B). 

Comparando-se os resultados obtidos com a quantificação de 
carotenóides totais através de espectrofotometria, aos resultados 
obtidos com a quantificação dos carotenóides majoritários através   
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Figura 7: Cromatograma - CLAE mostrando perfil qualitativo de carotenóides do tecido foliar 
liofilizado da variedade Mato Grosso Palha Roxa. Setas e legendas indicam os carotenóides 
majoritários, os números (1 – 4) indicam compostos ainda não identificados e S = solvente. 

Figura 6: Via de síntese dos principais carotenóides presentes nos grãos de milho e 
provavelmente observados no tecido foliar das variedades analisadas. 

(Esquema baseado em HOWITT, POGSON, 2006). 
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Figura 8: Proporção de luteína, zeaxantina, trans -caroteno e licopeno, observada para o 

tecido foliar das variedades de milho, evidenciada através da análise de CLAE.  

A) material liofilizado e cultivado em Florianópolis 20062007, B) material desidratado em 

estufa e cultivado em Florianópolis 20072008.  
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Figura 9: Concentração média dos carotenóides majoritários (mg/g de folha ± desvio padrão)  obtido através da 

análise de CLAE, para o extrato hexano:acetona.  

Em (A) material liofilizado proveniente de Florianópolis 20062007 e em (B) material desidratado em estufa 

proveniente de Florianópolis 20072008.  
 
Os valores sublinhados se referem a variedades com médias significativamente diferentes P≤0,05. 
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de CLAE (Fig. 9), algumas discrepâncias foram detectadas 
principalmente no caso do material liofilizado, que revelou para 
todas as variedades na análise através de CLAE, concentração 
média de carotenóides superior a concentração total destes 
compostos, calculada através da espectrofotometria (Fig. 9A). No 
material desidratado em estufa, de modo geral, a concentração de 
carotenóides totais determinada espectrofotometricamente foi maior 
do que aquela calculada com o emprego da CLAE (Fig 9B). Este 
tipo de comportamento está mais em conformidade com o que era 
esperado, já que na quantificação através de CLAE estão sendo 
considerados apenas os quatro compostos mais abundantes, não 
todos os carotenóides presentes na amostra.  

O conjunto de dados gerados a partir da análise do extrato 
Hex: Ac=O do material foliar das variedades de milho, em dois 
diferentes experimentos, empregando estratégias distintas de 
análise, indicou as variedades crioulas de milho LP, RC e PR como 
de maior interesse quanto ao conteúdo de carotenóides, sugerindo o 
aproveitamento de seu tecido foliar para a extração desta classe de 
compostos. Embora o conteúdo médio de carotenóides totais dos 
genótipos crioulos não tenha sido significativamente superior a 
média observada para as duas variedades comerciais (BRS 1030 e 
Fortuna) analisadas como testemunhas relativas no experimento de 

20072008. 
A comparação do teor de carotenóides foliares totais obtido 

para o material desidratado em estufa, ca. 18 mg/g (média dos 
resultados espectrofotométricos e da CLAE), às informações 
disponíveis na literatura, salienta o potencial de aproveitamento 
desta biomassa como fonte destes metabólitos bioativos. Por 
exemplo, comparativamente aos grãos das mesmas variedades aqui 

estudadas, cujos valores situaram-se entre 0,006 e 0,023 mgg de 
farinha, respectivamente para RC e BR (KUHNEN, 2007), as folhas 
apresentaram um conteúdo mais elevado de carotenóides. A couve 
(Brassica oleracea var. acephala) contém aproximadamente 0,25 – 
0,30 mg de carotenóides totais/g de folha (LEFSRUD et al., 2007), 
sendo que o USDA considera a couve como a verdura de uso 
rotineiro na alimentação humana com mais alto teor de luteína 

(0,109 – 0,395 mg/g de folha) e de -caroteno (0,047 – 0,146 mg/g 
de folha). O espinafre também é considerado excelente fonte de 

carotenóides, com conteúdos apreciáveis de -caroteno (0,041 a 
0,094 mg/g de folha) e de luteína (0,053 a 0,160 mg/g de folha). Na 

raiz da cenoura, fonte reconhecida de -caroteno, encontra-se 
aproximadamente 0,182 mg/g deste carotenóide (USDA, 2002). A 
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calêndula (Calendula officinalis) é uma importante fonte para a 
obtenção de carotenóides pela indústria farmacêutica e cosmética, 
principalmente de luteína, com teor médio de carotenóides totais em 
suas pétalas de 7,71 mg/g e de luteína igual a 5,69 mg/g (BAKÓ et 
al., 2002). Os resultados obtidos neste estudo revelaram que o 
tecido foliar de milho desidratado em estufa possui concentração 
média de 6,921 mg de luteína/g de folha, sendo que algumas 
variedades crioulas apresentaram teores ainda mais elevados, como 
LP (9,226 mg/g) e RC (8,328 mg/g).  

Ressalta-se que tais valores são superiores aos observados 
para todas as fontes de carotenóides mencionadas pela literatura 
científica consultada. Todavia, estes valores de rendimentos são 
inferiores aos encontrados em alguns documentos patentários. Por 
exemplo, para as flores de marygold (provavelmente Tagetes 
erecta) foi observado um rendimento de luteína semi-purificada de 
aproximadamente 10,218 mg/g de biomassa (WO 114794 A1, 
2006). Para a raiz da cenoura (Daucus carota) rendimentos de até 
12,44 mg de carotenóides/g de biomassa foram obtidos via extração 
utilizando a precipitação com sais, e.g., cloreto de cálcio e gluconato 
de cálcio (US 5510551, 1996). No entanto, ainda que eventuais 
rendimentos inferiores sejam obtidos com o uso da biomassa foliar 
de Z. mays, assume-se que seu aproveitamento se mostra viável. 
Tal assertiva se baseia no fato de que as folhas de milho são um 

resíduo agrícola produzido em elevada quantidade (~ 5000 Kgha), 
com a calêndula, por exemplo, não ultrapassando 140 Kg 

sumidades floraisha (VIEIRA et al., 2006). Além disso, o custo de 
sua produção está imbutido na obtenção dos grãos e o tecido foliar 
do milho ainda não possui um aproveitamento específico, como a 
raiz da cenoura, normalmente destinada a alimentação humana. 

Sabe-se que tanto a luteína quanto a zeaxantina vêm sendo 
muito valorizadas pela indústria, pois atuam como potentes agentes 
antioxidantes, substituindo os análogos artificiais em alimentos, 
cosméticos e produtos de beleza. Além disso, são pigmentos que 
quando ingeridos proporcionam diversos benefícios à saúde, 
auxiliando inclusive no tratamento e na profilaxia do câncer 
(BERTRAM, VINE, 2005; WRONA et al., 2005; van BREEMEN, 
PAJKOVIC, 2008). Existem atualmente no mercado produtos ricos 
nestes compostos, sendo comercializados para a prevenção da 
catarata e da degeneração macular associadas ao envelhecimento 
(AHMED et al., 2005; LEUNG, 2008). Finalmente, pelo menos 40 

carotenóides, inclusive o -caroteno e a -criptoxantina, atuam como 
precursores na síntese da vitamina A e dos retinóides. Nesta 
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primeira década do século XXI, uma mobilização em escala mundial 
vem acontecendo em busca de alimentos ricos em compostos pró-
vitamina A. Fato que decorre do grande impacto que a deficiência 
nutricional desta vitamina inflige sobre uma fatia significativa da 
população, retirando vidas principalmente de crianças nos países da 
América Latina e do Caribe (GRAEBNER et al., 2004; HULSHOF et 
al., 2007; KIMURA et al., 2007; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). 
 
 
CONCLUSÕES 
 

O conjunto de resultados obtidos com o emprego das técnicas 
analíticas aqui descritas indica que os carotenóides existentes no 
tecido foliar das variedades de milho foram eficientemente extraídos 
com o uso do sistema de solventes hexano: acetona (hex: Ac=O). 
Além disso, o emprego da espectrofotometria de varredura UV-vis 
revelou que adicionalmente aos carotenóides também foram 
extraídos outros metabólitos como, por exemplo, clorofilas e 
compostos fenólicos. Essa informação se mostrou relevante à 
subsequente análise dos compostos carotenoídicos via CLAE, pois 
confirmou a necessidade de saponificação das amostras.  

Além disso, o emprego da varredura UV-vis possibilitou a 
constatação da existência, em um mesmo perfil espectrofotométrico, 
de regiões com maior variação entre as amostras, como a janela 

espectral entre 640 - 680 m, onde o desvio padrão, em alguns 
casos, foi 10 vezes maior, que aquele observado para regiões como 

a faixa entre 380 – 450 m. Esta informação chama a atenção para 
a possibilidade de que análises espectrofotométricas de menor 
abrangência (apenas um comprimento de onda, por exemplo), 
possam mostrar, dependendo da faixa do espectro escolhida, maior 
ou menor similaridade, considerando uma mesma amostra. A 
possibilidade de visualizar esta variação diferenciada e dependente 

do comprimento de ondaclasse de compostos químicos 
considerados, já justifica o emprego de uma análise mais 
abrangente, como a varredura espectrofotométrica UV- visível.  

A combinação da varredura em espectrofotômetro, com a 
análise através de PCA se revelou uma estratégia promissora para a 
bioprospecção de amostras, indivíduos ou espécies que apresentem 
teor interessante de metabólitos secundários que absorvem luz, 
como por exemplo, os carotenóides. Nas análises de PCA, os 
autovalores mais proximamente relacionados aos autovetores 

influenciados pelos comprimentos de onda entre 410 – 470 m se 
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referiram a amostras de variedades que apresentaram médias (mg/g 
de folha) superiores ao teor médio de carotenóides totais do 
experimento em questão, utilizando espectrofotômetro e CLAE. 

Outro aspecto indicador de que os resultados foram 
congruentes é a relação aparente entre formação de agrupamentos 
satisfatórios para as repetições na análise de PCA, com a 
possibilidade de detecção de diferenças significativas através da 
ANOVA e do teste de separação de médias (Tukey-HSD). 
Agrupamentos indicando similaridade entre as repetições foram 
observados para MP (material liofilizado) e para RX (material 
desidratado em estufa), com o emprego da análise de PCA, sendo 
que estas mesmas variedades apresentaram diferenças 
significativas indicadas pela análise estatística univariada. 

Considerando o material desidratado em estufa, os resultados 
da quantificação espectrofotométrica dos carotenóides totais 
apresentaram uma correlação de 0,82 com a quantificação dos 
carotenóides majoritários através de CLAE. Os resultados obtidos 
para as amostras liofilizadas não mostraram correlação tão 
satisfatória (cerca de 0,20). Os motivos porque tais resultados 
mostraram falta de consonância ainda deverão ser esclarecidos com 
a continuidade da análise do tecido foliar das VCM. 

Foram analisadas duas formas de processamento pós-
colheita, o congelamento imediato em N2 seguido de liofilização e a 
refrigeração seguida de desidratação em estufa. Os resultados 
obtidos indicaram que o emprego de N2 e liofilização garantiram a 
qualidade das amostras, permitindo uma avaliação mais criteriosa 
do metaboloma foliar parcial, enquanto o emprego da refrigeração e 
desidratação em estufa, apesar de levar a uma perda generalizada 
de metabólitos e a um aumento aparente na variação entre as 
repetições, mostrou um rendimento de carotenóides bastante 
satisfatório, além de ser mais viável economicamente. No futuro, 
outras formas de processamento pós-colheita poderão ser testadas, 
como o branqueamento imediato das amostras, seguido de 
desidratação em estufa. O branqueamento poderia auxiliar 
interrompendo o metabolismo foliar antes do processo de 
desidratação ter início. 

Independente da forma de processamento pós-colheita, 
algumas variedades crioulas apresentaram uma variabilidade 
química mais elevada (RC), comparativamente a outras (MP), 
atribuindo-se tal fato a estrutura genética distinta dos genótipos em 
estudo. Por exemplo, os cruzamentos iniciais que originaram a 
variedade MPA 01 (MP) envolveram variedades comerciais 
sintéticas (Figura 1 – Introdução Geral) podendo ter resultado em 
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uma maior homogeneidade genética. Por outro lado se sugere que 
as práticas de seleção e manejo adotadas pelos agricultores 
familiares de Anchieta-SC normalmente promovam e auxiliem na 
manutenção de elevado grau de variabilidade na maioria das VCM. 

Os resultados deste capítulo parecem apontar para algumas 
variedades crioulas como, Língua de Papagaio (LP), Rajado 8 
Carreiras (RC) e Palha Roxa (PR) como genótipos fonte de 
conteúdos superiores de carotenóides. Assumindo que o tecido 
foliar de milho apresente em outras condições de cultivo rendimento 
em carotenóides (mg/g de biomassa) similar ao observado neste 
estudo, é possível competir comercialmente com biomassas como a 
calêndula e a cenoura, fontes usuais destes compostos para 
indústria. Se este for o caso, o material foliar do milho pulverizado 
poderia ser adicionado ao fubá de milho, enriquecendo o seu 
conteúdo de carotenóides. Tal produto poderia ser utilizado como 
uma “multi-mistura” enriquecendo a merenda escolar brasileira, por 
exemplo. Ou então, as folhas pulverizadas poderiam ser 
encapsuladas e comercializadas como um produto rico em 
carotenóides. Também poderão ser obtidos extratos semi-
purificados industrializados ricos em carotenóides específicos, como 

a luteína e/ou o -caroteno, dependendo do genótipo de milho 
escolhido.  

Considerando tal contexto se assume a real possibilidade de 
aproveitamento das folhas de milho para a obtenção de compostos 
carotenóides, gerando uma expectativa de fornecimento desta 
biomassa para a indústria. A comercialização com o setor industrial 
pode gerar um significativo aumento no aporte financeiro para os 
agricultores familiares que cultivam este germoplasma atualmente. 
No entanto, os possíveis efeitos colaterais que esta aproximação 
com o setor industrial pode trazer para os pequenos agricultores e 
para a continuidade do cultivo destas variedades, não podem ser 
esquecidos. Em primeiro lugar os agricultores devem estar 
conscientes de seus direitos e se precaverem contra a usurpação 
deste germoplasma ou do conhecimento associado ao seu cultivo, 
manejo e aproveitamento. Em segundo lugar, existe uma 
preocupação com relação ao risco de diminuição da diversidade 
química e genética, atualmente ainda preservada em alguns destes 
genótipos. Um dos riscos eminentes é a alteração do sistema 
tradicional de manejo do milho, visando aumentar a homogeneidade 
da matéria prima, normalmente uma das exigências do setor 
industrial. Estratégias extras para a valorização da diversidade intra-
varietal deverão ser adotadas.  
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Vale ressaltar que é de grande valia perceber que ainda hoje 
algumas destas variedades são manejadas pelos agricultores 
familiares, de modo que se mantenha alta a diversidade genética. E 
que as peculiaridades químicas destas variedades de milho podem 
e devem ser aproveitadas, gerando um leque mais amplo de 
possibilidades para os agricultores familiares brasileiros.  
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CAPÍTULO 2 – Análise dos compostos fenólicos de tecido foliar 
das variedades de milho por espectrofotometria UV-
visível, espectrometria de massa (MALDI-TOF) e 
cromatografia líquida de alta eficiência. 

 
INTRODUÇÃO 
 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários de 
relevante importância na fisiologia vegetal, estando envolvidos no 
crescimento e na reprodução destes organismos, além de ocuparem 
uma posição chave na resistência a patógenos e na defesa anti-
herbivoria (ROSS, KASUM, 2002). Formam um grupo extenso e 
bastante diversificado de compostos que compartilha uma estrutura 
química comum, com pelo menos um anel benzênico ligado a 
grupamentos hidroxila. Através de uma série de modificações 
possíveis sobre este esqueleto básico podem ser obtidos pelo 

menos 8000 compostos fenólicos diferentes (TSAO, DENG, 2004 
GRUNE et al., 2005; PRODANOV et al., 2008). As suas principais 
classes são os ácidos fenólicos, os flavonóides, os estilbenos e as 
lignanas (TAPIERO et al., 2002; TSAO, DENG, 2004).  

Estudos apontam a presença nas folhas do milho (Zea mays) 
de alguns ácidos fenólicos, como os ésteres do ácido caféico e do 
ácido clorogênico. Estes compostos fenólicos podem ser 
observados na proximidade dos locais de infecção com patógenos, 
indicando seu possível envolvimento com a resposta de defesa 
desta espécie vegetal a estresses bióticos (GUELDNER et al., 1992; 
STAFFORD, 1998). No caso do ataque de pragas, como a lagarta-
do-cartucho (Spodoptera frugiperda), um conteúdo elevado de ácido 
clorogênico nas folhas pode comprovadamente auxiliar uma 
variedade de milho a apresentar um desempenho de campo 
superior, comparativamente a variedades que não apresentam este 
fenótipo (GUELDNER et al., 1992). 

Deste modo, o estabelecimento do perfil de compostos 
fenólicos no tecido foliar das variedades crioulas de milho pode ser 
justificado, visando uma melhor caracterização e valorização deste 
germoplasma, notadamente em função do envolvimento destes 
metabólitos secundários com as respostas de defesa a diferentes 
estressores bióticos e também abióticos, como temperatura, 
disponibilidade hídrica e insolação (GUELDNER et al., 1992; 
STAFFORD, 1998; RHANDIR, SHETTY, 2005; HICHEM et al., 
2009). Além disso, existe a possibilidade de obtenção de extratos 
ricos em compostos fenólicos a partir da biomassa foliar do milho e 
o eventual interesse da indústria alimentícia visando o emprego 
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destes extratos como agentes antioxidantes naturais, agregando 
assim mais uma alternativa para o seu aproveitamento.  

A atividade antioxidante apresentada pelos compostos 
fenólicos parece ser tão efetiva que diversos estudos sugerem a sua 
utilização na indústria alimentícia, em substituição aos antioxidantes 
sintéticos, como o BHT (hidroxitolueno butilado), sabidamente 
carcinogênicos (SEO et al., 2003; WODJILO et al., 2007). Além 
disso, a atividade antioxidante dos compostos fenólicos existentes 
nas frutas e nas verduras parece ser mais efetiva que àquela 
observada para as vitaminas essenciais, presentes nestes mesmos 
alimentos. Adicionalmente, o alto potencial redox dos compostos 
fenólicos permite que atuem simultaneamente como agentes 
redutores, sequestrantes de espécies reativas de oxigênio, ou ainda, 
quelantes de metais (TSAO, DENG, 2004).  

Outros efeitos benéficos sobre a saúde relacionados à 
ingestão de compostos fenólicos são:  

 

  atividade antitumoral (YANG et al., 2001; ORSOLIC et al., 
2003; ZIELINSKI, 2003; RODRIGUES-CASO et al., 2003; 
JEONG et al., 2004; SEERAM et al., 2005; CARVALHO et 
al., 2010; MARI et al., 2010);  

  atividade hipoglicêmica (PRODANOV et al., 2008; 
MONTAGUT et al., 2009); 

 e atividade profilática e terapêutica sobre problemas 
cardiovasculares (JUSTESEN et al., 1998; TAPIERO et 
al., 2002; PRODANOV et al., 2008; MONTAGUT et al., 
2009; PRASAIN et al., 2009). 

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Material foliar de Zea mays 
 
Foram consideradas as variedades crioulas de milho: Mato Grosso 
Palha Roxa (MG), Palha Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras 
(RC), Língua de Papagaio (LP) e MPA 01 (MP) e também, duas 
variedades comerciais como testemunha, BRS 1030 (BR - híbrido 
simples) e Fortuna (FO - variedade de polinização aberta). 
 
Os estudos utilizaram material foliar oriundo de cultivo na safra 
2007/ 2008, efetuado na fazenda experimental da Ressacada (CCA-
UFSC), localizada em Florianópolis-SC. 
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Coleta e preparo do material foliar 
 
O material foliar foi coletado no estádio de emissão das flores 
femininas, aproximadamente uma semana após a emissão do 

pendão masculino. Para tal, a quinta folha (ápice  base) foi 
selecionada, por ser usualmente a folha mais próxima ao local de 
emissão da espiga. Apenas o terço mediano do limbo foliar foi 
considerado (10g/planta, peso fresco). 
 
O material foliar foi desidratado em estufa (42-45°C, até peso 
constante) e conservado em recipientes plásticos (ausência de luz, 
em temperatura ambiente). Para efeito dos procedimentos 
analíticos, o material foliar de 6 plantas de cada repetição foi 
agrupado em uma única amostra, sendo que para cada variedade 
de milho foram consideradas 4 repetições (n = 4). 
 
Obtenção do extrato metanólico (MeOH 100%) 
 

Amostras (0,150  0,001g, peso seco) foram adicionadas de 10 mL 
de metanol puro e mantidas a 25°C, durante 30 minutos. Os extratos 
foram filtrados em suporte de celulose, sob vácuo, e armazenados a 
-20°C em frascos âmbar, cuja atmosfera interna foi substituída por 
N2 gasoso.  

 
Espectrofotometria de varredura UV-visível 
 
Os extratos foram submetidos à espectrofotometria de varredura 
UV-visível (Shimadzu 2301), abrangendo a faixa espectral de 200 a 

700 m, em intervalo de 1 m.  
 
Quantificação dos compostos fenólicos totais 
 
O teor de compostos fenólicos totais foi determinado via 
espectrofotometria e reação de Folin-Ciocalteau, conforme descrito 
previamente (RANDHIR et al., 2002). Os valores de concentração 
foram calculados com auxílio de uma curva-padrão externa (ácido 

gálico - Sigma, 1 a 243 mgmL, y = 1,4028x - 0,0259, r
2
 = 0,999) e 

expressos como mg de equivalentes de ácido gálico/ mg tecido. 
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Detecção dos compostos fenólicos por espectrometria de 
massa (MALDI-TOF/ EM) 
 
A detecção dos compostos fenólicos foi realizada com injeção direta 

de alíquotas do extrato metanólico (1L) em espectrômetro de 
massa de tempo de vôo, equipado com uma interface de 
desorção/ionização assistida por laser (MALDI-TOF – PerSeptive 
Biosystems Voyager), conforme descrito previamente (MARASCHIN 
et al., 2001). Foram considerados apenas os sinais massa/carga 

(m/z)  250. 
 
Semi-purificação das amostras  
 
O extrato metanólico (1 mL) foi evaporado sob fluxo de N2 gasoso e 

particionado através da adição de 250L de metanol 100% e 750 L 
de heptano. Após agitação (10 segundos, vórtex), a solução 
permaneceu em repouso (10 min) e o sobrenadante (fração 
heptano) foi descartado. Tal procedimento foi repetido 2 vezes. 
 
Detecção de compostos fenólicos por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE) 
 

Após a semi-purificação, alíquotas de 10 L da fração polar 
remanescente foram analisadas em cromatógrafo líquido (Shimzadu 
LC-10A), equipado com coluna de fase reversa (C18 Shim-Pack 

CLC-ODS, 250 mm x 4,6mm , 5m - 40ºC) acoplada a pré-coluna 

(C18 Shim-Pack CLC-ODS, 30 mm x 4,6mm , 5m) e detector 

espectrofotométrico UV-visível ( = 280 m). A eluição utilizou H2O: 

AcOH: -BuOH (350: 1: 10, v/v/v) como fase móvel e fluxo de 0,8 
mL/min. A identificação dos compostos de interesse foi efetuada via 
comparação com os tempos de retenção e co-cromatografia de 
compostos padrões, sob as mesmas condições experimentais. A 
quantificação dos ácidos fenólicos foi realizada utilizando uma curva 
de calibração externa (ácido gálico – Sigma; 0,06 a 2 mg/mL, y = 
3E+07x + 128,25, r

2
 = 1) e comparação com a área dos picos dos 

compostos de interesse. Os valores foram expressos em mg de 
equivalentes de ácido galico/mg de biomassa seca, sendo 
resultantes da média de três injeções consecutivas. 
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Análises estatísticas 
 
Os dados quantitativos foram submetidos à ANOVA, considerando o 

modelo: Yij =  + gi + bj + eij, onde Yij é a observação da i-ésima 

variedade (i = 1, 2,..., 8) da j-ésima repetição (j = 1, 2, 3, 4); , 
equivale à média geral; gi é o efeito do tratamento, supostamente 
aleatório, normal e independente, distribuído com média zero e 

variância g
2
; bj é o efeito das repetições e eij é o erro experimental. 

Variáveis que apresentarem significância P ≤ 0,05 foram submetidas 
a testes de separação das médias através do método post-hoc LSD 
(least squares difference). As análises foram realizadas com apoio 
dos programas estatísticos Excel (Microsoft Office, 2003) e Prism 
GraphPad versão 2.01.  
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os compostos fenólicos geralmente são bastante polares, 
solúveis em água e em diferentes alcoóis, como o metanol e o 
etanol (LAPORNIK et al., 2005). Sendo assim, o procedimento 
inicialmente adotado para a extração destes compostos do tecido 
foliar das variedades de milho utilizando metanol 100%, pareceu 
adequado. Estudos indicam o metanol como um solvente eficaz para 
a extração destes metabólitos secundários, principalmente 
compostos derivados do ácido benzóico e do ácido cinâmico, em 
suas formas livre ou esterificada (TSAO, DENG, 2004; LAPORNIK 
et al., 2005; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006).  

De modo a realizar uma análise exploratória inicial, os extratos 
MeOH 100% foram submetidos a varreduras em espectrofotômetro 

UV-visível (λ = 200 a 700 m - Fig. 1), resultando em perfis similares 
para as variedades em estudo. Em uma análise visual, as diferenças 
mais marcantes entre as variedades para estes extratos pareceram 
ser de ordem quantitativa. Para todos os genótipos, os maiores 
valores de absorbância foram observados na faixa de detecção dos 

compostos fenólicos (290 a 430 m), ultrapassando o limite de 

detecção do equipamento em 290 m. As variedades crioulas, Mato 
Grosso Palha Roxa (MG), Roxo (RX) e Língua de Papagaio (LP) 
apresentaram valores de absorbância comparativamente mais 

elevados na janela espectral entre 300 e 360 m, sendo esta a faixa 
de absorção dos fenilpropanóides derivados do ácido cinâmico (≈ 

320 m) e do ácido caféico (≈ 360 m - TSAO, DENG, 2004), por 
exemplo. No que se refere às duas variedades utilizadas como 
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Figura 1: Perfil espectrofométrico (λ = 200 a 700 m) do extrato MeOH 100%, obtido a partir do tecido foliar das variedades crioulas de milho (n= 4 repetições). 
 
MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras, LP = Língua de Papagaio,  MP = MPA 01, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna 
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testemunha, BRS 1030 apresentou um teor mais elevado de 
compostos fenólicos (Fig. 1). 

O fato de não ter sido detectada absorção de luz na região de 

comprimentos de onda entre 190 e 280 m (Fig. 1) para nenhum 
dos extratos analisados é de interesse, porque segundo Tsao e 
Deng (2004), importantes compostos fenólicos apresentam máximas 

de absorbância em 280 m, tais como os derivados do ácido 
benzóico e as dihidro-chalconas. 

Na tentativa de esclarecer esta informação, foram efetuadas 
varreduras UV-vis em amostras de padrões comerciais de ácido 
gálico, um dos derivados do ácido benzóico, e também de ácido 
clorogênico, um dos derivados do ácido cinâmico (Fig. 2). Os perfis 
espectrais obtidos para estes padrões comerciais iniciaram a 

absorção de luz apenas em 286 m (em 290 m na representação 

gráfica dos perfis – Fig. 2) e não em 280 m como indicado pelas 
informações obtidas na literatura. Sendo assim, não se descarta a 

hipótese de que o pico de absorbância observado em 290 m, para 
todas as variedades (Fig. 1), esteja associado à presença de uma 
concentração elevada de derivados do ácido benzóico e/ou dihidro-
chalconas. 

Subsequentemente, alíquotas do extrato metanólico foliar das 
VCM foram analisadas quanto ao conteúdo total de compostos 
fenólicos, utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau. Os resultados 
mostraram um teor médio para todas as variedades analisadas de 

10,280  2,427 mg de equivalentes de ácido gálico/g de folha. As 
variedades que apresentaram um conteúdo superior destes 

compostos foram crioulas (Fig. 3), RX (14,375  1,648 mg/g) e RC 

(13,284  1,311 mg/g). E a variedade crioula MP foi aquela que 
mostrou o menor teor de compostos fenólicos dentre todas, com 

média igual a 7,420  0,626 mg/g. A variância observada para os 
tratamentos se mostrou superior àquela observada para as 
repetições de cada variedade, com quadrados médios (QM) iguais a 
23,56 e 1,07, respectivamente. O efeito residual foi igual a 1,03 e os 
valores de r

2
 igual a 0,884 e F igual a 22,93. 

Kuhnen (2007) determinou o conteúdo de compostos fenólicos 
nos grãos das mesmas VCM que tiveram as folhas aqui analisadas, 

tendo sido obtido um teor médio de 775,123  155,285 g 
equivalentes de ácido gálico/g de farinha e curiosamente os teores 
mais elevados foram observados para as variedades RX (média = 

988,73 g/g) e RC (média = 908,45 g/g), bem como, o menor teor 

para a variedade MP (média = 545,92 g/g). 



 68 

Figura 2: Perfis espectrofométricos obtidos para os padrões de ácido gálico e 

de ácido clorogênico (0,200 mgmL ) dissolvidos em MeOH 100%. As setas 

apontam o início da absorção de luz em 290 m. 
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Figura 3: Concentração de compostos fenólicos totais (mg/g de folha  desvio-
padrão) determinada através da reação de Folin Ciolcateu, para o extrato 
MeOH 100% (n= 4 repetições). 
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          Desse modo, foi calculada a correlação entre a concentração 
de compostos fenólicos presente nas folhas e o teor destes 
metabólitos nos grãos, obtendo-se um valor de 0,98 para o 
coeficiente de correlação. Embora a concentração média de 
compostos fenólicos nos grãos seja cerca de 13 vezes inferior ao 
conteúdo médio observado para o tecido foliar destas VCM. 

Um estudo recente avaliou a concentração de compostos 
fenólicos totais presentes nas folhas de dois genótipos de milho, 
tendo observado uma média de 13,350 mg/g de folha e a existência 
de relação direta entre um maior conteúdo destes metabólitos e uma 
maior resistência do milho ao estresse salino (HICHEM et al, 2009). 
Tal valor é apenas ligeiramente superior à média observada para 
todas as variedades aqui analisadas, mas similar ao observado para 
as variedades crioulas RX e RC (Fig. 3).  

A determinação do conteúdo de compostos fenólicos nos 
grãos de milho aparece com maior frequência na literatura científica 
consultada, como observado para uma variedade de grãos roxos 
cultivada no Peru, que apresentou teor médio igual a 17,56 mg/g de 
farinha (CEVALLOS-CASALS, CISNEROS-ZEVALLOS, 2003). 
Outro estudo também realizado com grãos de milho roxo peruano 
mostrou um conteúdo de compostos fenólicos não antociânicos igual 
a 13,285 mg/g de farinha (PEDRESCHI, CISNEROS ZEVALLOS, 
2007). Considerando que são tecidos distintos em estrutura e 
função, é interessante o fato de folhas e grãos de milho 
apresentarem concentrações de compostos fenólicos totais 
similares. 

Del Pozo-Insfran et al. (2006) compararam o conteúdo destes 
metabólitos entre uma variedade de grãos brancos e duas 
variedades de grãos azuis, uma de origem americana e outra, 
mexicana. O primeiro genótipo mostrou um conteúdo médio mais 

elevado de compostos fenólicos totais (4,899  0,119 mg/g), 
comparativamente aos dois genótipos de grãos azuis (var. 

americana = 4,510  0,018 mg/g e var. mexicana = 1,310  0,052 
mg/g). Em estudo similar, grãos de 18 genótipos de milho mexicano 
apresentaram uma concentração de compostos fenólicos totais 
variando entre 1,7 a 34 mg/g de farinha. Neste caso, a presença de 
pigmentos antociânicos nos grãos parece ser diretamente 
relacionada com o teor fenólico, já que valores superiores destes 
metabólitos foram sempre observados nas variedades pigmentadas, 
de grãos roxos (média = 15,41 mg/g), de grãos negros (média = 
5,10 mg/g) e de grãos vermelhos (média = 4,86 mg/g). Por sua vez, 
as variedades de grãos amarelos e brancos apresentaram 



 70 

concentrações médias de 3,83 mg/g e 1,70 mg/g, respectivamente 
(LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009).  

Estas informações ressaltam a influência do genótipo sobre o 
teor de compostos fenólicos totais, com variedades possuidoras de 
grãos com pigmentos roxos, negros e vermelhos mostrando um 
conteúdo mais elevado, em comparação aos genótipos de grãos 
amarelos e brancos. Curiosamente, no presente estudo esta 
distinção também foi observada (Fig. 3), com RX e RC possuidoras 
de grãos com pericarpo pigmentado, RX de coloração roxa e RC de 
coloração variável, mostrando teor de compostos fenólicos mais 
elevado do que MP, BR e FO, de grãos amarelos. 

A análise dos extratos em acetona 70% dos estigmas das 
flores de 15 variedades de milho provenientes da Sérvia revelou um 
conteúdo apreciável de compostos fenólicos, i.e., 9 a 29 mg/g de 
biomassa, conforme o genótipo considerado (MAKSIMOSIĆ et al., 
2005). A determinação da concentração dos fenóis totais nas flores 
femininas das VCM (KUHNEN, 2007) estabeleceu valores médios 
similares ao estudo supracitado, com RX apresentando cerca de 45 
mg/g e teores relativamente menores para as variedades LP (24 
mg/g) e MG (22 mg/g). Estes valores se mostraram superiores à 
média observada para o extrato MeOH 100% das folhas i.e., 10,28 
mg/g. Já o tecido floral das variedades PR e RC apresentou valores 
mais similares ao teor médio das folhas, com médias iguais a 13 e 
10 mg/g, respectivamente. Apesar do conteúdo ligeiramente inferior 
de compostos fenólicos no tecido foliar das VCM, este tecido parece 
ser mais interessante quanto à sua exploração comercial, em função 
do maior volume produzido e por ainda não apresentar um destino 
economicamente rentável, comparativamente aos seus grãos e 
flores femininas. 

A análise da composição química de resíduos da agroindústria 
alimentícia, e.g., cascas e sementes resultantes do processamento 
de frutas, indica a possibilidade de aproveitamento destas 
biomassas para a obtenção de extratos ricos em compostos 
fenólicos. Resíduos de groselha negra (Ribes nigrum var. 
Rosenthal) contêm cerca de 8000 mg de compostos fenólicos 

totais/L (extrato metanólico), enquanto teores de 1000 mgL e 3200 

mgL foram observados em resíduos de groselha vermelha (Ribes 
rubrum var. Rondom) e de uva (Vitis vinifera var. Pinot Noir), 
respectivamente (LAPORNIK et al., 2005). Convertendo-se os 
resultados da quantificação dos compostos fenólicos das folhas das 

VCM para a unidade utilizada no estudo supracitado (mgL), valores 
bastante atraentes são percebidos, ligeiramente superiores à 
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groselha vermelha, 1041 mgL (var. MP) a 1425 mgL (var. RX). 
Sendo assim se propõe que as folhas de milho poderiam também 
ser aproveitadas para obtenção de compostos fenólicos, visando o 
uso como antioxidantes naturais, pela indústria alimentícia.  

Um estudo realizado por Wojdylo et al. (2007) determinou o 
teor de compostos fenólicos totais (reativo de Folin-Ciocalteau) em 
extratos MeOH 80% de 32 espécies vegetais. As maiores 
concentrações foram observadas para Echinacea purpurea (folha – 
15,15 mg equivalente de ácido gálico (EAG)/100 g amostra), Melissa 
officinalis (planta – 13,2 mg EAG/100 g) e Taraxacum officinale (raiz 

– 12,6  0,34 mg EAG/100 g). Comparando os valores obtidos neste 
estudo com os observados nas amostras de tecido foliar das VCM, 
entre 7,420 e 14,375 mg EAG/g de folha (Fig. 3), percebe-se a 
viabilidade de aproveitamento da biomassa foliar das VCM para a 
obtenção de extratos ricos em compostos fenólicos. Outro estudo 
avaliou o extrato metanólico de artemísia (Artemisia herba), planta 
empregada pela medicina tradicional chinesa no tratamento de 
distúrbios digestivos e da febre, além de ser prescrita como diurético 
e anti-inflamatório (SEO et al., 2003). Neste caso, um conteúdo de 

compostos fenólicos totais de 113,4  0,5 mg/g de biomassa foi 
detectado, sendo ca. 10 vezes superior ao observado para as folhas 
de milho (Fig. 3). No entanto, no estudo de SEO et al. (2003) as 
amostras foram liofilizadas, podendo tal procedimento influenciar, 
em alguma extensão, nas diferenças observadas nos dois estudos, 
uma vez que aqui as folha de milho foram desidratadas em estufa. 

Para uma análise mais abrangente dos extratos metanólicos 

das folhas do milho, alíquotas (1 L) foram analisadas por 
espectrometria de massa (EM). A EM fornece informações 
relacionadas ao peso molecular e a estrutura química dos 
compostos químicos, utilizando as diferenças na razão entre a 
massa e a carga (m/z) das moléculas ionizadas em um determinado 
extrato, para separá-las e identificá-las. Para que isto ocorra, os 
diferentes espectrômetros de massa atuam empregando fontes de 
ionização e analisadores diversos. As fontes de ionização são 
responsáveis pela aquisição de carga dos compostos químicos 
presentes nos extratos, através da perda ou ganho de prótons, e 
também, pela transferência destes íons para uma fase gasosa. Os 
analisadores realizam então a separação dos compostos em função 
dos seus diferentes valores de m/z (FULCRAND et al., 2008). A 
técnica de EM aqui empregada, MALDI-TOF, utiliza a irradiação da 
amostra por um feixe de laser para a ionização da matriz (MALDI - 
matrix assisted laser desorption ionization). Já a separação dos íons 



 72 

é obtida em função de diferenças nos seus tempos de vôo (TOF - 
time of flight), dentro de um campo eletromagnético pré-
determinado. 

Um espectro de massa representativo dos resultados obtidos 
através do emprego da EM do tipo MALDI-TOF para o tecido foliar 
das variedades de milho em estudo é mostrado na Figura 4. De 
modo geral, foram observados sinais em uma janela espectral entre 
100 e 1000 m/z. No entanto, para a busca da identidade dos 
compostos fenólicos presentes no extrato organosolvente, foram 
considerados apenas os sinais acima de 250 m/z (Fig. 4).  

Além disso, dentro do escopo do presente capítulo, a busca 
da identidade dos sinais de interesse considerou principalmente os 
valores de m/z para os derivados do ácido benzóico e para os 
derivados do ácido cinâmico (Fig. 5). Os sinais m/z propostos 
consideraram estes ácidos fenólicos na sua forma livre, bem como 
esterificados a diferentes resíduos de açúcar ou a pequeno radicais 
orgânicos como; metil, etil, propil, butil, acetil e malonil. Informações 
da literatura ressaltam que os compostos fenólicos podem ser 
encontrados na forma livre, esterificados a outros ácidos fenólicos, 
formando oligômeros, ou então esterificados a resíduos de açúcar, 
como a glucose, arabinose, galactose, ramnose e xilose (TAPIERO 
et al., 2002; TSAO, DENG, 2004). No caso específico de extratos de 
grãos de milho, a grande maioria (cerca de 85%) dos compostos 
fenólicos se encontra esterificado aos componentes da parede 
celular (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009). 

Os resultados da busca de identidade para os sinais 
detectados nos espectros de massa adquiridos em modo positivo a 
partir dos extratos metanólicos são apresentados no conjunto de 
tabelas que formam a Figura 6. 

Os perfis espectrais de todas as variedades apresentaram 
sinais típicos de derivados do ácido benzóico, e.g., ésteres dos 

ácidos gálico (mz 154), protocatecuico (mz 170), vanílico (mz 168) 

e siríngico (mz 198 - Figs. 5 e 6). Mais especificamente, todas as 
variedades apresentaram um sinal em 330 m/z que pode ser 
tentativamente atribuído ao ácido protocatecuico metilado 
glicosídeo, ao ácido gálico metilado ramnosídeo, ao ácido gálico 
etilado xilosídeo, ao ácido vanílico glicosídeo e/ou ao ácido siríngico 
xilosídeo. Com exceção a variedade RX, as demais apresentaram 
um pico em 440 m/z indicando a presença do ácido benzóico di 
malonado ramnosídeo (Fig 6). Com relação ao número de sinais 
referentes aos derivados do ácido benzóico, as variedades crioulas 
com número mais elevado foram RX (24 sinais m/z) > PR (22 sinais 
m/z) = LP (22 m/z). Todavia, nenhuma apresentou número próximo 
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àquele observado para a variedade testemunha BR (41 sinais m/z). 
No outro extremo, a variedade FO, também utilizada como 
testemunha, apresentou apenas 10 sinais m/z (Fig.6).  

Considerando o número de derivados fenólicos esterificados 
detectados se constatou que o ácido benzóico ocorre como 
composto principal, com média de 6 ésteres detectados para todas 
as variedades, seguido do ácido gálico com 4 derivados. Além disto, 
foi observado que alguns dos sinais se mostraram específicos para 
certos genótipos. Por exemplo, apenas os extratos da variedade PR 
apresentaram sinais em 302 m/z (ácido gálico xilosídeo), em 310 
m/z (ácido benzóico propilado ramnosídeo e/ou ácido benzóico 
butilado xilosídeo), em 388 m/z (ácido gálico malonado xilosídeo), 
em 462 m/z (ácido protocatecuíco ramnosil glicosídeo e/ou ácido 
vanílico xilosil glicosídeo) e em 506 m/z (ácido siríngico ramnosil 
glicosídeo). A despeito do maior número de sinais m/z obtidos para 
as variedades RX e BR, nenhum composto específico foi detectado 
para RX, enquanto apenas dois picos específicos (256 m/z e 386 
m/z) foram detectados para a variedade híbrida BR (Fig. 6). 

Nos extratos foliares das variedades de milho também foram 
observados sinais indicando a presença de ésteres de 

fenilpropanóides, e.g., ácidos cinâmico (mz 148), cumárico (mz 

138), caféico (mz 180), ferúlico (mz 194), sinápico (m/z 224) e o 

ácido clorogênico (mz 354 – Figs. 5 e 6). 
Os espectros analisados apresentaram um composto de 250 

m/z associado ao ácido cumárico malonado e/ou ao ácido ferúlico 
butilado e também um pico de 294 m/z, sugerindo a presença do 
ácido cinâmico ramnosídeo, porém, este resultado deverá ser 
confirmado, porque se suspeita que possa ser um artefato da 
técnica ou resquício da matriz orgânica utilizada para a ionização 
das amostras. Um sinal m/z 440 detectado em todos os espectros, 
exceto nos da variedade RX, sugere a presença de ácido benzóico 
di malonado ramnosídeo, do ácido cinâmico di ramnosídeo ou ainda 
do ácido clorogênico malonado (Fig. 6). As variedades crioulas com 
maior número de sinais associados aos derivados do ácido cinâmico 
foram MG (25 sinais m/z) > RC (24 sinais m/z) > LP (23 m/z). 
Novamente, a variedade BR apresentou o número mais elevado de 
sinais (27 m/z) e, curiosamente, RX mostrou o menor número (11 
sinais m/z), inferior inclusive a FO (14 sinais m/z).  

Considerando o número de ésteres observados para cada 
composto, os ácidos cinâmico e sinápico apresentaram a maior 
diversidade química (4 ésteres), seguidos pelo ácido cumárico (3 
ésteres - Fig. 6). 



 

Figura 4: Espectro de massa obtido através da técnica de MALDI-TOF para o extrato MeOH 100% do tecido foliar, mostrando um 

perfil de sinais massa carga (m/z) positivos (cátions) observados para a variedade Mato Grosso Palha Roxa (MG).  
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Figura 5: Compostos fenólicos de baixo peso molecular que 

apresentam apenas um anel benzênico em sua estrutura como 

os derivados do ácido benzóico (A) e os derivados do ácido 

cinâmico (B). 
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ácido ferúlico +   malonil +   malonil +   xilose +   glicose                      (M+ = 660,4101)

ácido ferúlico +   malonil +   ramnose +   glicose                                      (M+ = 588,1788)

ácido ferúlico +   butil (M+ = 250,0369)

ácido caféico   +   malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                      (M+ = 660,4101)

ácido caféico   +   malonil +  xilose (M+ = 398,0806)

ácido caféico   +   malonil (M+ = 265,9069)

ácido cumárico + malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 628,1319)

ácido cumárico + malonil +  malonil (M+ = 336,0666)

ácido cumárico +  xilose (M+ = 296,0437)

ácido cumárico +   malonil (M+ = 250,0369)

ácido cinâmico   +  malonil +   malonil +  ramnose +   glicose                     (M+ = 628,1319)

ácido cinâmico   +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9812)
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positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Mato Grosso Palha Roxa (MG).
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Figura 6(A): Compostos fenólicos, variedade Mato Grosso Palha Roxa

Figura 6(B): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Palha Roxa (PR).
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Figura 6(A): Compostos fenólicos, variedade Mato Grosso Palha Roxa

Figura 6(B): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Palha Roxa (PR).
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ácido ferúlico +  malonil +  malonil + xilose +  xilose (M+ = 629,8727)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0369)
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ácido cumárico +  malonil + malonil + xilose + glicose                              (M+ = 629,8727)
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ácido ciano-hidroxicinâmico (M+ = 379,0163) - matriz

ácido cinâmico  +  glicose                                       (M+ = 310,0484)

ácido cinâmico  +  ramnose (M+ = 294,0037) - matriz

Palha Roxa - Continuação

ácido clorogênico + metilado + glicose  +  glicose                                       (M+ = 692,3543)

ácido clorogênico + malonil +  glicose                                                    (M+ = 602,2463)

ácido clorogênico + ramnose (M+ = 499,6085)

ácido clorogênico +  malonil (M+ = 440,9588)

ácido sinápico + malonado (M+ = 310,0484)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8836)

Figura 6(B): Compostos fenólicos, variedade Palha Roxa

ácido protocatecuico +  propil + glicose  +  glicose                            (M+ = 520,1451)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                (M+ = 330,0955)

ácido protocatecuico +  etil +   xilose (M+ = 314,0992)

ácido protocatecuico +  metil +  ramnose (M+ = 314,0992)

ácido benzóico   +  propil + xilosideo (M+ = 296,0461)

ácido benzóico   +  etil + ramnose (M+ = 296,0461)

ácido benzóico   +  glicose                                                (M+ = 284,2914)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 267,9173)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 267,9173)

Roxo

Figura 6(C): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Roxo (RX).
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Figura 6(C): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Roxo (RX).
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ácido siringico +  malonil + ramnose +  glicose                                         (M+ = 592,3155)

ácido siringico +  etil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 520,1451)

ácido siringico +  metil +  ramnose +  glicose                                            (M+ = 520,1451)

ácido siringico + xilose (M+ = 330,0955)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2914)

ácido vanílico +  etil + glicose                                                     (M+ = 520,1451)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0955)

ácido vanílico +  ramnose (M+ = 314,0992)

ácido gálico  +  malonil +  xilose +  xilose (M+ = 520,1451)

ácido gálico  +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 520,1451)

ácido gálico  +  propil +  ramnose + glicosideo (M+ = 520,1451)

ácido gálico  +  etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 520,1451)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1055)

ácido gálico  +  etil +   xilose (M+ = 330,0955)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0955)

Roxo - Continuação

ácido sinápico +  propil + xilose (M+ = 398,0863)

ácido sinápico +  etil +  ramnose (M+ = 398,0863)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9319)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0474)

ácido caféico  +  butil +  glicose                                                    (M+ = 398,0863)

ácido cafeico +  malonil (M+ = 265,9319)

ácido cumárico + malonil +  malonil (M+ = 336,0766)

ácido cumárico + xilose (M+ = 296,0461)

ácido cumárico + malonil (M+ = 250,0474)

ácido cinâmico  +  propil +  ramnose (M+ = 336,0766)

ácido cinâmico  +  ramnose (M+ = 294,043) - matriz

Figura 6(C): Compostos fenólicos, variedade Roxo.
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ácido siringico +  etil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 520,1451)
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ácido gálico  +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 520,1451)
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ácido siringico +  metil +  ramnose +  glicose                                            (M+ = 520,1451)

ácido siringico + xilose (M+ = 330,0955)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2914)
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ácido gálico  +  etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 520,1451)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1055)
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Figura 6(C): Compostos fenólicos, variedade Roxo.
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ácido siringico +  etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 550,6236)

ácido siringico +  xilosideo (M+ = 330,1207)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2962)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,1207)

ácido gálico  +  malonil +  xilose +  glicose                                                 (M+ = 550,6236)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1135)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,1207)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,1207)

ácido protocatecuico +  malonil +  xilose (M+ = 458,1306)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,1207)

ácido benzóico  +  propil +  xilose +  glicose                                               (M+ = 458,1306)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  glicose                                               (M+ = 458,1306)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,9935)

ácido benzóico  +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9903)

ácido benzóico  +  metil +  ramnose +  xilose (M+ = 414,1089)

ácido benzóico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 414,1089)

ácido benzóico  +  glicose                                                 (M+ = 284,2962)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0512)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0512)

Rajado 8 Carreiras

ácido cumárico +  malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                    (M+ = 644,2678)

ácido cumárico +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 482,1884)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,9935)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,0453)

ácido cinâmico  + malonil +  malonil +  glicose  +  glicose                         (M+ = 644,2678)

ácido cinâmico  + malonil +  malonil +  glicose                                           (M+ = 482,1884)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9903)

ácido cinâmico  +  malonil +  ramnose (M+ = 380,0908)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0635) - matriz

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0451) - matriz

Figura 6(D): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Rajado 8 Carreiras (RC).
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Figura 6(D): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Rajado 8 Carreiras (RC).
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ácido clorogênico  +  malonil +  xilose +  glicose                                         (M+ = 734,2564)

ácido clorogênico  +  butil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 734,2564)

ácido clorogênico  +  malonado (M+ = 440,9903)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0947)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9935)

ácido sinápico +  butil + glicose                                                     (M+ = 442,9935)

ácido sinápico +  etil +   glicose                                                   (M+ = 414,1089)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9182)

ácido ferúlico +  malonil +  malonil +  xilose +   ramnose (M+ = 644,2678)

ácido ferúlico +  malonil +  glicosideo (M+ = 442,9935)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0453)

ácido caféico  +   malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 644,2678)

ácido caféico  +   metil +  xilose +  xilose (M+ = 458,1306)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9182)

Rajado 8 Carreiras - Continuação

Figura 6(D): Compostos fenólicos, variedade Rajado 8 Carreiras (RC).

ácido protocatecuico +  malonil +   xilose +   ramnose (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  butil +   ramnose +  glicose                                    (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  metil +   glicose                                                  (M+ = 330,0829)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido benzóico  +  metil +  ramnose +  xilose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  glicose                                                 (M+ = 284,2692)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0249)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0249)

Lingua de Papagaio

Figura 6(E): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Língua de Papagaio (LP).

ácido clorogênico  +  malonil +  xilose +  glicose                                         (M+ = 734,2564)

ácido clorogênico  +  butil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 734,2564)

ácido clorogênico  +  malonado (M+ = 440,9903)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0947)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9935)

ácido sinápico +  butil + glicose                                                     (M+ = 442,9935)

ácido sinápico +  etil +   glicose                                                   (M+ = 414,1089)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9182)

ácido ferúlico +  malonil +  malonil +  xilose +   ramnose (M+ = 644,2678)

ácido ferúlico +  malonil +  glicosideo (M+ = 442,9935)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0453)

ácido caféico  +   malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 644,2678)

ácido caféico  +   metil +  xilose +  xilose (M+ = 458,1306)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9182)

Rajado 8 Carreiras - Continuação
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ácido clorogênico  +  butil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 734,2564)
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ácido ferúlico +  malonil +  malonil +  xilose +   ramnose (M+ = 644,2678)

ácido ferúlico +  malonil +  glicosideo (M+ = 442,9935)
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ácido caféico  +   metil +  xilose +  xilose (M+ = 458,1306)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9182)

Rajado 8 Carreiras - Continuação

Figura 6(D): Compostos fenólicos, variedade Rajado 8 Carreiras (RC).
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ácido protocatecuico +  butil +   ramnose +  glicose                                    (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  metil +   glicose                                                  (M+ = 330,0829)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido benzóico  +  metil +  ramnose +  xilose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  glicose                                                 (M+ = 284,2692)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0249)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0249)

Lingua de Papagaio

ácido protocatecuico +  malonil +   xilose +   ramnose (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  butil +   ramnose +  glicose                                    (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  metil +   glicose                                                  (M+ = 330,0829)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido benzóico  +  metil +  ramnose +  xilose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 414,0756)

ácido benzóico  +  glicose                                                 (M+ = 284,2692)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0249)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0249)

Lingua de Papagaio

ácido protocatecuico +  malonil +   xilose +   ramnose (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  butil +   ramnose +  glicose                                    (M+ = 518,1073)

ácido protocatecuico +  metil +   glicose                                                  (M+ = 330,0829)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,95)
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Lingua de Papagaio

Figura 6(E): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Língua de Papagaio (LP).
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ácido caféico  +   metil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 518,1073)

ácido caféico  +   butil +  glicose                                                   (M+ = 398,0387)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,8923)

ácido cumárico +  malonil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0458)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,021)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido cinâmico  +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 396,0435)

ácido cinâmico  +  malonil +  ramnose (M+ = 380,0242)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0219) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0458)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0115) - matriz

ácido siringico +  butil +  xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  propil +  xilose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2692)

ácido vanílico +  malonil + xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  propil +  ramnose +  glicose                                             (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  butil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido gálico  +  xilose +  xilose (M+ = 434,0692)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0829)

Lingua de Papagaio - Continuação

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,95)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0369)

ácido clorogênico  +  propil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  etil +  glicose                                                    (M+ = 414,0756)

ácido sinápico +  propil + xilose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  etil +   ramnose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  malonil +  malonil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8923)

ácido sinápico +  etil (M+ = 251,9146)

ácido ferulico +  butil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,021)

Figura 6(E): Compostos fenólicos, variedade Língua de Papagaio (LP).

ácido caféico  +   metil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 518,1073)

ácido caféico  +   butil +  glicose                                                   (M+ = 398,0387)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,8923)

ácido cumárico +  malonil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0458)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,021)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido cinâmico  +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 396,0435)

ácido cinâmico  +  malonil +  ramnose (M+ = 380,0242)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0219) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0458)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0115) - matriz

ácido siringico +  butil +  xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  propil +  xilose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2692)

ácido vanílico +  malonil + xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  propil +  ramnose +  glicose                                             (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  butil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido gálico  +  xilose +  xilose (M+ = 434,0692)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0829)

Lingua de Papagaio - Continuação

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,95)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0369)

ácido clorogênico  +  propil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  etil +  glicose                                                    (M+ = 414,0756)

ácido sinápico +  propil + xilose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  etil +   ramnose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  malonil +  malonil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8923)

ácido sinápico +  etil (M+ = 251,9146)

ácido ferulico +  butil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,021)

ácido caféico  +   metil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 518,1073)

ácido caféico  +   butil +  glicose                                                   (M+ = 398,0387)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,8923)

ácido cumárico +  malonil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0458)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,021)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido cinâmico  +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 396,0435)

ácido cinâmico  +  malonil +  ramnose (M+ = 380,0242)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0219) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0458)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0115) - matriz

ácido siringico +  butil +  xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  propil +  xilose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2692)

ácido vanílico +  malonil + xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  propil +  ramnose +  glicose                                             (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  butil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido gálico  +  xilose +  xilose (M+ = 434,0692)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0829)

Lingua de Papagaio - Continuação

ácido caféico  +   metil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 518,1073)

ácido caféico  +   butil +  glicose                                                   (M+ = 398,0387)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,8923)

ácido cumárico +  malonil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0458)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,021)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,95)

ácido cinâmico  +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 396,0435)

ácido cinâmico  +  malonil +  ramnose (M+ = 380,0242)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0219) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0458)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0115) - matriz

ácido siringico +  butil +  xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  propil +  xilose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido siringico +  malonil (M+ = 284,2692)

ácido vanílico +  malonil + xilose +  xilose (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  butil +  xilose +  glicose                                                    (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  propil +  ramnose +  glicose                                             (M+ = 518,1073)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  butil +  ramnose +  ramnose (M+ = 518,1073)

ácido gálico  +  xilose +  xilose (M+ = 434,0692)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0829)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0829)

Lingua de Papagaio - Continuação

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,95)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0369)

ácido clorogênico  +  propil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  etil +  glicose                                                    (M+ = 414,0756)

ácido sinápico +  propil + xilose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  etil +   ramnose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  malonil +  malonil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8923)

ácido sinápico +  etil (M+ = 251,9146)

ácido ferulico +  butil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,021)

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,95)

ácido clorogênico  +  butil (M+ = 410,0369)

ácido clorogênico  +  propil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  etil +  glicose                                                    (M+ = 414,0756)

ácido sinápico +  propil + xilose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  etil +   ramnose (M+ = 398,0387)

ácido sinápico +  malonil +  malonil (M+ = 396,0435)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8923)

ácido sinápico +  etil (M+ = 251,9146)

ácido ferulico +  butil +  ramnose (M+ = 396,0435)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,021)

Figura 6(E): Compostos fenólicos, variedade Língua de Papagaio (LP).
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ácido siringico + etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 550,639)

ácido siringico +  glicose   +  glicose                                       (M+ = 522,6133)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido gálico  + malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 633,8413)

ácido gálico  +  malonil +  xilose +  glicose                                                   (M+ = 550,639)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1129)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,112)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido protocatecuico +  ramnose (M+ = 300,1006)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,9951)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0524)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0524)

MPA 01

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,9872)

ácido sinápico +  malonil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 633,8413)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido sinápico + butil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9223)

ácido ferúlico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0409)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9223)

ácido cumárico +  malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 628,2146)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,0409)

ácido cinâmico  + malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                      (M+ = 628,2146)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0588) - matriz

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0381) - matriz

Figura 6(F): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade MPA 01 (MP).

ácido siringico + etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 550,639)

ácido siringico +  glicose   +  glicose                                       (M+ = 522,6133)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido gálico  + malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 633,8413)

ácido gálico  +  malonil +  xilose +  glicose                                                   (M+ = 550,639)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1129)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,112)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido protocatecuico +  ramnose (M+ = 300,1006)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,9951)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0524)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0524)

MPA 01

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,9872)

ácido sinápico +  malonil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 633,8413)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido sinápico + butil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9223)

ácido ferúlico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0409)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9223)

ácido cumárico +  malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 628,2146)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,0409)

ácido cinâmico  + malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                      (M+ = 628,2146)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0588) - matriz

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0381) - matriz

ácido siringico + etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 550,639)

ácido siringico +  glicose   +  glicose                                       (M+ = 522,6133)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido vanílico +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido gálico  + malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 633,8413)

ácido gálico  +  malonil +  xilose +  glicose                                                   (M+ = 550,639)

ácido gálico  +  glicose                                                (M+ = 332,1129)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,112)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,112)

ácido protocatecuico +  metil +  xilose (M+ = 300,1006)

ácido protocatecuico +  ramnose (M+ = 300,1006)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,9951)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0524)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0524)

MPA 01

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,9872)

ácido sinápico +  malonil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 633,8413)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido sinápico + butil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,9223)

ácido ferúlico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 442,9951)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 250,0409)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,9223)

ácido cumárico +  malonil +  malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 628,2146)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,9951)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 250,0409)

ácido cinâmico  + malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                      (M+ = 628,2146)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9872)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0588) - matriz

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0381) - matriz

Figura 6(F): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade MPA 01 (MP).
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ácido protocatecuico +  malonil +  xilose + glicose                                  (M+ = 534,0357)

ácido protocatecuico +  butil +  glicose  +  glicose                                     (M+ = 534,0357)

ácido protocatecuico +  etil +  xilose +  glicose                                          (M+ = 476,2348)

ácido protocatecuico +  metil +  ramnose +  glicose                                  (M+ = 476,2348) 

ácido protocatecuico +  etil +  ramnose +  xilose (M+ = 460,9787)

ácido protocatecuico +  propil +  xilose +  xilose (M+ = 460,9787)

ácido protocatecuico +  metil +  ramnose +  ramnose (M+ = 460,9787)

ácido protocatecuico +  malonil +  ramnose (M+ = 386,0607)

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,0755)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,9382)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9348)

ácido benzóico  +  xilose +  xilose (M+ = 386,0607)

ácido benzóico  +  propil +  xilose (M+ = 296,0034)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose (M+ = 296,0034) 

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 267,8903)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 267,8903)

BRS 1030

ácido siringico +  propil +  xilose +  glicose                                               (M+ = 534,0357)

ácido siringico +  etil +  ramnose + glicose                                                (M+ = 534,0357)

ácido siringico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 476,2348)

ácido siringico +  butil +  xilose (M+ = 386,0607)

ácido siringico +  propil +  ramnose (M+ = 386,0607)

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0755)

ácido vanílico + propil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 534,0357)

ácido vanílico + metil +   xilose +  glicose                                                   (M+ = 476,2348)

ácido vanílico + ramnose +   glicose                                                   (M+ = 476,2348) 

ácido vanílico + metil +  xilose +  ramnose (M+ = 460,9787)

ácido vanílico + etil +  xilose +  xilose (M+ = 460,9787)

ácido vanílico +  ramnose (M+ = 460,9787)

ácido vanílico +  malonil +   xilose (M+ = 386,0607)

ácido vanílico +  butil +   glicose                                                   (M+ = 386,0607)

ácido vanílico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 386,0607)

ácido vanílico +  glicose                                                    (M+ = 330,0755)

ácido gálico  +  malonil +   xilose +  ramnose (M+ = 534,0357)

ácido gálico  +  butil +   ramnose + glicose                                                  (M+ = 534,0357) 

ácido gálico  +  propil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 534,0357)

ácido gálico  +  propil +  xilose +  xilose (M+ = 476,2348)

ácido gálico  +  etil +  xilose +  ramnose (M+ = 476,2348)

ácido gálico  +  metil +  ramnose +  ramnose (M+ = 476,2348) 

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0755)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0755) 

ácido gálico  +  malonil (M+ = 256,1083)

Figura 6(G): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade BRS 1030 (BR).

ácido protocatecuico +  malonil +  xilose + glicose                                  (M+ = 534,0357)

ácido protocatecuico +  butil +  glicose  +  glicose                                     (M+ = 534,0357)

ácido protocatecuico +  etil +  xilose +  glicose                                          (M+ = 476,2348)

ácido protocatecuico +  metil +  ramnose +  glicose                                  (M+ = 476,2348) 

ácido protocatecuico +  etil +  ramnose +  xilose (M+ = 460,9787)

ácido protocatecuico +  propil +  xilose +  xilose (M+ = 460,9787)
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Figura 6(G): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade BRS 1030 (BR).
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 BRS 1030 - Continuação

ácido caféico  +  malonil +  ramnose (M+ = 412,0357)

ácido caféico  +  butil +  glicose                                                    (M+ = 398,0309)

ácido caféico  +   malonil (M+ = 265,8894)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,9382)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0359)

ácido cumárico +  xilose (M+ = 296,0034)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 249,9169)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9348)

ácido cinâmico  + malonil +  glicose                                                    (M+ = 412,0357)

ácido cinâmico +  xilose +  xilose (M+ = 412,0357)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 379,0155) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0359)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 294,0641) - matriz

ácido clorogênico  +  etil +  glicose  +  glicose                                        (M+ = 706,076)

ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,9348)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,9382)

ácido sinápico +  butil + glicose                                                     (M+ = 442,9382)

ácido sinápico +  butil +  xilose (M+ = 412,0357)

ácido sinápico +  propil +  ramnose (M+ = 412,0357)

ácido sinápico +  propil +  xilose (M+ = 398,0309)

ácido sinápico +  etil +  ramnose (M+ = 398,0309)

ácido sinápico +  glicose                                                    (M+ = 386,0607)

ácido sinápico +  propil (M+ = 265,8894)

ácido ferúlico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 442,9382)

ácido ferúlico +  malonil +  xilose (M+ = 412,0357)

ácido ferúlico +  butil +  glicose                                                    (M+ = 412,0357) 

ácido ferúlico +  butil (M+ = 249,9169)

Figura 6(G): Compostos fenólicos, variedade BRS 1030  (BR).
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Figura 6(G): Compostos fenólicos, variedade BRS 1030  (BR).
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ácido clorogênico  +  malonil (M+ = 440,9023)

ácido sinápico +  malonil +  xilose (M+ = 442,8999)

ácido sinápico +  butil +  glicose                                                    (M+ = 442,8999)

ácido sinápico +  etil (M+ = 251,8842)

ácido ferúlico +  malonil +  glicose                                                    (M+ = 442,8999)

ácido ferúlico +  butil (M+ = 249,9956)

ácido cumárico +  metil +  xilose +  xilose (M+ = 442,8999)

ácido cumárico +  malonil +  malonil (M+ = 336,0084)

ácido cumárico +  xilose (M+ = 295,9868)

ácido cumárico +  malonil (M+ = 249,9956)

ácido cinâmico  +  ramnose +  ramnose (M+ = 440,9023)

ácido ciano hidroxicinâmico (M+ = 378,986) - matriz

ácido cinâmico +  propil +  ramnose (M+ = 336,0084)

ácido cinâmico +  ramnose (M+ = 293,9811) - matriz

ácido siringico +  xilose (M+ = 330,0473)

ácido gálico  +  etil +  xilose (M+ = 330,0473)

ácido gálico  +  metil +  ramnose (M+ = 330,0473) 

ácido protocatecuico +  metil +  glicose                                                    (M+ = 330,0473)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose +  ramnose (M+ = 442,8999)

ácido benzóico  +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 440,9023)

ácido benzóico  +  propil +  xilose (M+ = 295,9868)

ácido benzóico  +  etil +  ramnose (M+ = 295,9868) 

ácido benzóico  +  metil +  xilose (M+ = 268,0007)

ácido benzóico  +  ramnose (M+ = 268,0007)

Fortuna

Figura 6(H): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Fortuna  (FO).
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Figura 6(H): Sinais massa carga (m/z) obtidos através de MALDI-TOF (modo 

positivo) para o extrato MeOH do tecido foliar, fragmentos relacionados aos 

compostos fenólicos observados para a variedade Fortuna  (FO).
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          Adicionalmente, foi possível detectar sinais específicos para 
alguns genótipos, e.g. MG (m/z 382, ácido clorogênico etilado e m/z 
588, ácido ferúlico malonado ramnosídeo glicosídeo) e RC (m/z 458, 
ácido caféico metilado di xilosídeo e m/z 482 ácido cinâmico di 
malonado glicosídeo e/ou ácido cumárico di malonado ramnosídeo – 
Fig. 6). 

Agrupando os sinais referentes aos derivados do ácido 
benzóico e do ácido cinâmico, foram detectados em média 40 sinais 
m/z, com as variedades crioulas com média igual a 39 sinais m/z, 
contra média igual a 46 m/z para as cultivares comerciais. O número 
máximo foi observado para BR (68 m/z) e o mínimo para FO (24 
m/z), com LP (45 m/z) representando o valor máximo dentre as 
variedades crioulas e MP, o mínimo (32 m/z).  

Complementando as informações obtidas através da EM, os 
extratos metanólicos do tecido foliar das variedades de milho foram 
analisados através de cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE). A associação da CLAE a EM auxilia na identificação dos 
compostos fenólicos e permite a quantificação destes metabólitos, 
dependendo geralmente do acesso a compostos padrão confiáveis.  

A Figura 7 mostra um perfil cromatográfico representativo dos 
compostos fenólicos derivados do ácido benzóico e do ácido 
cinâmico, observados para o extrato MeOH 100% foliar das VCM. 
Neste cromatograma são identificados apenas os compostos 
fenólicos que tiveram sua identidade confirmada através de 
informações da literatura e da comparação com os tempos de 
retenção de compostos padrão. Sendo assim o pico (1) se refere à 
quercetina, o pico (2) ao ácido gálico, o pico (3) ao ácido tânico, o 
pico (4) ao ácido sinápico, o pico (5) ao ácido protocatecuíco, o pico 
(6) ao ácido clorogênico, o pico (7) ao ácido hidroxi-benzóico, o pico 
(8) ao ácido vanílico, o pico (9) ao ácido siríngico, o pico (10) ao 
ácido caféico, o pico (11) ao ácido cumárico, o pico (12) ao ácido 
ferúlico e o pico (13) ao ácido cinâmico (Fig. 7).  

Aparentemente, a adoção do protocolo de semi-purificação 
utilizando a partição do extrato MeOH com heptano se mostrou 
eficiente, removendo compostos indesejáveis que poderiam interferir 
negativamente na separação cromatográfica como, por exemplo, os 
carotenóides e as clorofilas, cuja presença foi detectada nos perfis 
de varredura UV-visível (Fig. 1).  

A Figura 8 apresenta as proporções em que os ácidos 
fenólicos foram observados nos extratos metanólicos foliares. A 
quercetina foi o composto mais abundante para a maioria das 
variedades (exceto para RX e BR), média de 27%, máximo de 47% 
para MG e mínimo de 17% para RX. Considerando todas as 
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variedades, o ácido clorogênico foi responsável, em média, por 18% 
do extrato, com máximo igual 24% (BR) e mínimo de 12% (MG). O 
ácido gálico e o ácido tânico foram observados cada um, em média 
de 9% do conteúdo fenólico total. O ácido gálico apresentou máximo 
para PR (16%) e mínimo igual a zero para MG e MP. Para o ácido 
tânico, PR apresentou a maior proporção dentre as variedades 
crioulas, com média de 11%, enquanto FO mostrou a menor 
proporção, média igual a 8%. O ácido siríngico e o ácido cumárico 
são responsáveis, cada um, por 8% do extrato. O ácido siríngico em 
maior proporção na variedade MP (média de 15%) e menor 
proporção em MG (média de 4%). No caso do ácido cumárico, 
teores máximos e mínimos foram detectados para as variedades LP 
(15%) e BR (2%), respectivamente. Por fim, o ácido protocatecuíco 
foi responsável por cerca de 6% do extrato metanólico foliar, com 
teor máximo nas amostras de MP (8%) e mínimos em MG (4%). 

Em conjunto, estes sete ácidos fenólicos são responsáveis por 
aproximadamente 85% do conteúdo observado nos extratos 
metanólicos das variedades em estudo (Fig. 8). 

Considerando os valores absolutos da CLAE (Fig. 9), o teor 

médio de quercetina foi de 0,701  0,235 mg/g de folha, com MG 

(0,952  0,029 mg/g), FO (0,940  0,010 mg/g) e RC (0,900  0,177 
mg/g) apresentando os teores mais elevados e diferença 
significativa em relação as demais variedades. Variância para os 
tratamentos de 0,165, maior do que aquela existente entre as 
diferentes repetições, igual a 0,001 e resíduo da análise igual a 
0,009. O valor de R

2
 foi de 0,898 e de F igual a 17,57. O ácido 

clorogênico mostrou teor médio de 0,494  0,262 mg/g de folha, com 

RX mostrando média diferente (P  0,05) em relação a todas as 

variedades, igual a 1,089  0,311 mg/g. ANOVA com R
2
 igual a 

0,883 e F igual a 15,16, variância para o tratamento de 0,206, para 
as repetições de 0,012 e resíduo, de 0,014. Já para o ácido gálico, a 

média apresentada foi igual a 0,294  0,255 mg/g de folha, maior 

conteúdo para RX (0,742  0,145 mg/g) e diferença significativa em 
relação a todas as outras variedades. As variedades MG e MP 
também apresentaram diferenças significativas em relação a todas 
as outras variedades, mas porque nestas, o ácido gálico não foi 
detectado. 
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Figura 7: Cromatograma - CLAE mostrando perfil de compostos fenólicos 
observados para o extrato MeOH 100% obtido a partir do tecido foliar da 
variedade Roxo (RX).  
Identificação dos picos: (1) quercetina, (2) ácido gálico, (3) ácido tânico, (4) 
ácido sinápico, (5) ácido protocatecuíco, (6) ácido clorogênico, (7) ácido 
hidroxi-benzóico, (8) ácido vanílico, (9) ácido siríngico, (10) ácido caféico, (11) 
ácido cumárico, (12) ácido ferúlico e (13) ácido cinâmico. 
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Figura 8: Proporção dos diferentes compostos fenólicos observada para o tecido foliar 
das variedades de milho, evidenciada através da análise de CLAE.  



 
 

Figura 9: Concentração média dos treze compostos fenólicos majoritários (mg/g de folha ± desvio padrão)  obtida através da análise de CLAE, 

para o extrato metanólico 100%. Constando a concentração total relativa ao somatório dos 13 compostos fenólicos e a concentração total 

referente a área total do cromatograma de CLAE.

Os valores sublinhados se referem a variedades com médias significativamente superiores, P≤0,05.
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Figura 9: Concentração média dos treze compostos fenólicos majoritários (mg/g de folha ± desvio padrão)  obtida através da análise de CLAE, 

para o extrato metanólico 100%. Constando a concentração total relativa ao somatório dos 13 compostos fenólicos e a concentração total 

referente a área total do cromatograma de CLAE.

Os valores sublinhados se referem a variedades com médias significativamente superiores, P≤0,05.
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O ácido tânico mostrou média de 0,252  0,115 mg/g de folha, 

com RX mostrando o teor mais elevado (0,506  0,160 mg/g) e MP, 

o menor teor (0,146  0,006 mg/g). Para o ácido siríngico, média de 

0,225  0,110 mg/g de folha, com RX novamente mostrando o maior 

conteúdo (0,468  0,111 mg/g) e MG, o menor conteúdo (0,085  
0,012 mg/g). R

2
 de 0,859, F igual a 12,19, variância entre os 

tratamento igual a 0,036, entre as repetições igual a 0,002 e residual 
igual a 0,003. Para o ácido cumárico, a média observada foi de 

0,220  0,153 mg/g de folha, com LP (0,495  0,217 mg/g) 
mostrando teor médio, superior em relação a MG, MP, BR e FO. O 
R

2
 foi igual a 0,810, F igual 8,046, variância para os tratamentos de 

0,070, para as repetições de 0,021 e para os resíduos de 0,009. No 

caso do ácido protocatecuíco, a média foi de 0,160  0,055 mg/g de 

folha, com RX apresentando média superior (0,259  0,049 mg/g) e 

diferença (P  0,05) em relação a todas as variedades, exceto LP 

(0,202  0,046 mg/g). A variância entre os tratamentos foi igual a 
0,091, para as repetições igual a 0,0003 e para o resíduo, igual a 
0,0009. O R

2
 foi igual a 0,837e o F igual a 10,28 (Fig. 9).  

Se o teor total obtido através do somatório dos 13 compostos 
fenólicos identificados pela CLAE for comparado com o resultado da 
quantificação empregando a área total do cromatograma, pode-se 
perceber que para as variedades MG, LP, BR e FO, estes valores 
são quase coincidentes. Isto pode indicar que para estes genótipos, 
a quase totalidade dos derivados do ácido benzóico e do ácido 
cinâmico foi identificada. Enquanto, para outras variedades, como 
PR, RX, RC e MP, alguns compostos permaneceram ainda sem 
identificação (Fig. 9), já que a concentração calculada pela área 
total do cromatograma se mostrou maior que aquela determinada 
pelo somatório dos 13 compostos identificados. 

Comparando os valores obtidos com a quantificação através 
da CLAE, com àqueles obtidos ao se empregar a reação de Folin-
Ciocalteau, pode-se perceber que a concentração de compostos 
fenólicos totais é maior para todas as variedades, quando os 
resultados desta última técnica são considerados (Fig. 4), 
comparativamente aos observados para a CLAE (Fig. 9). Algumas 
hipóteses podem ser levantadas para explicar esta dissimilaridade 
entre os valores observados pelas duas técnicas, para os mesmos 
extratos MeOH. Uma delas reside nas diferenças intrínsecas 
existentes entre elas, com a CLAE apresentando uma maior 
sensibilidade e também seletividade, já que as suas condições de 
execução foram selecionadas de modo a dirimir possíveis 
interferências que poderiam comprometer a identificação e 
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quantificação dos compostos fenólicos. Já o método colorimétrico 
está mais sujeito a tal espécie de erro, com metabólitos não 
fenólicos podendo interferir na quantificação, já que o reativo de 
Folin-Ciocalteau pode ser reduzido por metabólitos como a vitamina 
C, por exemplo (SULTANA et al., 2007). Além disso, existem 
metabólitos que quando presentes nos extratos atrapalham a 
análise e chegam mesmo a impedir que a reação colorimétrica 
ocorra. De qualquer modo, os resultados da reação de Folin-
Ciocalteau parecem congruentes com as informações observadas 
na literatura (Fig. 4). 

Adicionalmente, os resultados da CLAE complementaram 
àqueles obtidos com a EM para a identificação dos compostos 
fenólicos. Como mencionado anteriormente, os espectros de EM 
(Fig. 6) indicaram para todas as variedades um sinal proeminente 
em 250 m/z que pode ser associado à presença de derivados dos 
ácidos ferúlico e/ou cumárico. Baseando-se nos resultados da CLAE 
que revelaram conteúdo 44 vezes maior de ácido cumárico, 
comparativamente ao teor de ácido ferúlico (Fig. 9), sugere-se que o 
composto de m/z 250 seja o ácido cumárico malonado. 
Concordando com esta lógica, os compostos visualizados em maior 
concentração pela CLAE devem ter seus ésteres representando 
sinais mais facilmente detectados nos espectros de EM. Assim, o 
metabólito com m/z 440 observado nas folhas de quase todas as 
variedades, com exceção de RX, refere-se ao ácido clorogênico 
malonado (0,494 mg/g de folha), em contrapartida ao ácido cinâmico 
di ramnosídeo (0,012 mg/g de folha), também proposto inicialmente 
para o sinal em 440 m/z. Neste contexto, infere-se que o sinal m/z 
284 esteja associado ao ácido siríngico malonado (Fig. 6). A 
identificação do composto de m/z 330 não foi possível através da 
associação CLAE/ EM MALDI-TOF, em função das concentrações 
similares de ácido gálico (0,294 mg/g de folha) e ácido siríngico 
(0,225 mg/g de folha). Estudos subsequentes de espectrometria de 
massa in tandem (EM/ EM) poderiam confirmar a identidade 
inequívoca do metabólito associado ao sinal de m/z 330. 

Os resultados da EM e da CLAE para a identificação dos 
compostos fenólicos de interesse, quando comparados à referencial 
disponível na literatura, revelaram concordância composicional em 
relação ao observado no tecido foliar dos genótipos de milho. 
Gueldner e colaboradores (1992) detectaram a presença de ácido 
clorogênico e Stafford (1998) mencionou a existência de derivados 
do ácido cinâmico, neste tecido. No presente estudo o ácido 
clorogênico, um dos derivados do ácido cinâmico, foi observado 
como o segundo ácido fenólico majoritário no extrato MeOH via 
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CLAE e diversos sinais que podem ser associados a seus ésteres 
foram detectados através de EM.  

Outros estudos (ALLERDINGS et al., 2005; BUNZEL et al., 
2005; FUNK et al., 2005; BARRIÈRE et al., 2008) comentam que a 
parede celular do milho se caracteriza pela existência dos ácidos 
cumárico e ferúlico em sua estrutura, nas formas monomérica, 
dimérica e trimérica. Além disto, consoante ao tecido e ao estágio de 
desenvolvimento, tais compostos podem perfazer de 3 a 5% da 
estrutura da parede celular desta gramínea. Nas folhas, os resíduos 
dos ácidos ferúlico e cumárico normalmente se encontram 
esterificados a polissacarídeos não-celulósicos, participando da 
construção das ligações cruzadas entre os resíduos de guaiacil e 
arabinoxilanas, e entre as cadeias de arabinoxilanas. Tais ligações 
cruzadas reforçam toda a estrutura da parede celular, diminuindo a 
digestibilidade dos tecidos foliares, tornando-os mais resistentes ao 
ataque de microrganismos e também de herbívoros. O ácido 
cumárico foi observado como quinto composto em ordem de 
abundância no tecido foliar do milho, não sendo, todavia, observada 
concentração relevante de ácido ferúlico. Sugere-se que talvez as 
condições aqui utilizadas para a extração tenham sido muito 
brandas, não promovendo a liberação significativa destes ácidos 
fenólicos que se encontram esterificados aos componentes da 
parede celular. Já o ácido gálico e o ácido tânico (fragmento da 
hidrólise de taninos) foram extraídos de modo mais eficiente, com 
ambos ocupando a terceira colocação, como compostos mais 
frequentes nos extratos foliares (CLAE), além de apresentarem 
sinais que podem ser associados a presença de seus ésteres (EM). 
Indicando, portanto, que o tecido foliar de milho possui uma 
concentração significativa de taninos, com as variedades 
pigmentadas PR e RX, mostrando um teor relativamente mais 
elevado que as demais variedades.  

Alguns dos principais ácidos fenólicos detectados para as 
folhas das VCM também foram observados como componentes 
majoritários nos seus grãos (KUHNEN, 2007), como o ácido gálico e 

o ácido protocatecuíco, com médias de 176 e 147 g/g de farinha, 
respectivamente. Todavia, foram também observadas diferenças 
marcantes entre estes órgãos. Por exemplo, o ácido cinâmico, 
composto detectado apenas em baixa concentração nas folhas, foi o 
ácido fenólico mais abundante nos grãos das VCM. E o ácido 
clorogênico, segundo ácido fenólico mais abundante nas folhas, foi 
detectado em baixa concentração nos grãos de apenas algumas das 
VCM analisadas (e.g. PR, RX e MP - KUHNEN, 2007). 
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Análises dos grãos de milho roxo provenientes do Peru 
apontaram o flavonóide quercetina como o seu componente 
majoritário, com média de ≈ 45 mg/g de farinha. Além disso, foram 
observados derivados esterificados dos ácidos ferúlico e cumárico 
(média = 25 mg/g de farinha), do ácido protocatecuíco (14,61 mg/g) 
e do ácido vanílico (8,46 mg/g). Este estudo mostrou que a hidrólise 
em meio alcalino da farinha destes grãos roxos, gera um aumento 
na concentração de ácidos cumárico e ferúlico detectados para o 
extrato, indicando a liberação destes metabólitos dos componentes 
da parede celular (PEDRESCHI, CISNEROS ZEVALLOS, 2007).  

De modo similar a este estudo, a quercetina foi observada 
como componente majoritário das folhas de quase todas as VCM 
analisadas (exceto RX). É importante salientar que as condições 
analíticas aqui adotadas para a execução da CLAE não foram as 

ideais para a detecção da quercetina, pois em 280 m existe a 
possibilidade de co-eluição com outros ácidos fenólicos, tornando 
assim mais difícil a sua identificação e quantificação. Todavia, o pico 
(1) foi identificado como a quercetina (Fig. 7) apesar desta ressalva, 
principalmente em função da detecção de diversos ésteres deste 
ácido fenólico na análise de EM do extrato MeOH 100%. Além disso, 
existem relatos na literatura que mencionam a quercetina como um 
dos compostos fenólicos majoritários dos grãos de milho, sendo 
nestas análises também utilizada a detecção espectrofotométrica 

em 280 m (PEDRESCHI, CISNEROS ZEVALLOS, 2007). 
Outro estudo apontou os grãos de milho como uma excelente 

fonte alimentar de compostos fenólicos, entre eles o ácido ferúlico, 
cumárico, protocatecuíco, vanílico, siríngico e caféico (RHANDIR et 
al., 2008). Del Pozo-Insfran et al. (2009) compararam o conteúdo de 
compostos fenólicos de grãos de três variedades de milho, com 
colorações de grãos branca e azul. Os autores demonstraram ser o 
ácido ferúlico o composto fenólico majoritário, independente do 
genótipo (grãos brancos: 2,484 mg/g; grãos azuis – variedade 
americana: 0,927 mg/g e variedade mexicana: 0,202 mg/g). De 
forma interessante, os ácidos protocatecuico, cumárico e gálico não 
foram detectados, ou ocorreram como compostos traços. 
Curiosamente, ao invés de quercetina, este trabalho revelou a 
presença de catequina, apenas para os grãos azuis, com média de 
0,021 mg/g para a variedade mexicana e 0,014 mg/g para a 
variedade americana. Recentemente, um levantamento efetuado 
com 18 genótipos mexicanos de milho demonstrou a influência 
genotípica significativa sobre o teor e composição de compostos 
fenólicos nos grãos de Z. mays, com 94 a 98% do ácido ferúlico 
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presente se mostrando na forma esterificada (LOPES-MARTINEZ et 
al., 2009).  

Dentre as diferenças estabelecidas ao se comparar o 
conteúdo fenólico dos grãos de milho, àquele observado para o 
tecido foliar (Fig. 9), chama atenção, a presença de um teor elevado 
de ácido clorogênico nas folhas, sem menção deste composto nos 
grãos de milho, bem como a menção na literatura de teores 
elevados de ácido ferúlico nos grãos, sem a detecção de teores 
relevantes deste metabólito nas folhas das VCM em estudo, nas 
condições adotadas para a extração destes metabólitos (Fig. 9).  

Conforme mencionado anteriormente a presença de um teor 
elevado de ácido clorogênico nas folhas de uma variedade de milho 
parece melhorar o seu desempenho no campo, levando a aparente 
inibição do ataque de alguns predadores como a lagarta-do-cartucho 
(GUELDNER et al., 1992). Sendo assim, a variedade RX que 
mostrou o teor mais elevado de ácido clorogênico pode se mostrar 
interessante na busca de informação genética ou epigenética que 
leve a este aumento da resistência do milho ao ataque de 
herbívoros. Dentro deste contexto, Sasse (2008) pesquisou a 
resistência de algumas VCM a infecção com o fungo Exserohilum 
turcicum, causador da doença conhecida como queima de turcicum 
ou requeima da folha (northern leaf blight). Os resultados obtidos 
neste estudo são bastante interessantes, pois indicaram a variedade 
MP como aquela mais resistente à infecção por este fungo, 
enquanto a variedade RX foi a que se mostrou mais suscetível ao 
ataque, apresentando a maior extensão de lesões foliares. 
Exatamente em ordem contrária, a quantificação dos compostos 
fenólicos no tecido foliar das VCM, onde RX apresentou o maior 
conteúdo e MP, o menor teor. Neste caso específico, os compostos 
fenólicos não parecem relacionados com a resistência observada. 

 
 
CONCLUSÕES 
 

A escolha do metanol como solvente para a extração dos 
compostos fenólicos dos tecidos foliares das VCM se mostrou 
adequada, permitindo a identificação e quantificação de 13 ácidos 
fenólicos via CLAE. Permitiu também determinar o perfil destes 
metabólitos secundários nas folhas das VCM por espectrometria de 
massa MALDI-TOF (EM MALDI-TOF).  

Os perfis espectrofotométricos UV-vis obtidos para os extratos 
MeOH 100% foliares revelaram a existência de diferenças 
principalmente quantitativas na região de absorção dos compostos 
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fenólicos entre estas VCM. Adicionalmente, esta abordagem 
analítica apontou a presença de outras classes de metabólitos que 
não os compostos fenólicos, e.g., carotenóides e clorofilas. Esta 
constatação se mostrou importante para o estabelecimento de um 
protocolo adequado de análise cromatográfica dos ácidos fenólicos 
(CLAE), requerendo a adoção de um protocolo prévio de semi-
purificação das amostras.  

A oxidação do reativo de Folin-Ciocalteau indicou uma média 
de aproximadamente 10 mg/g de folha para as VCM, com as 
variedades crioulas apresentando uma concentração ligeiramente 
superior a observada para as variedades testemunha, sem 
apresentarem, no entanto, diferença estatísitica (teste t). Mesmo 
assim, os teores apresentados pelas variedades crioulas Roxo e 
Rajado 8 Carreiras merecem destaque, com médias iguais a 14,375 
mg/g e 13,284 mg/g respectivamente, bastante similares a valores 
observados na literatura para as folhas de milho.  

De forma não esperada se constatou que os teores médios de 
compostos fenólicos totais presentes nas amostras de folhas das 
VCM são altamente correlacionados (r = 0,98) aos valores obtidos 
para os grãos destas mesmas VCM. Embora as folhas tenham 
apresentado teor médio cerca de 13 vezes superior àquele 
observado para os grãos. Esta informação pode interessar 
agronomicamente, pois facilitaria a caracterização e a busca de 
genótipos interessantes de milho, já que variedades que mostram 
teor elevado de ácidos fenólicos em suas folhas devem apresentar 
um conteúdo também elevado em seus grãos. É interessante notar 
que a concentração média de compostos fenólicos nas folhas das 
VCM aqui consideradas parece mais similar a concentração 
observada para os grãos de outros genótipos de milho.  

A partir dos espectros de massa (EM MALDI-TOF) obtidos 
para o tecido foliar de todas as VCM foi revelado um quadro de 
grande diversidade de sinais massa/carga (m/z) associados aos 
derivados do ácido benzóico e aos derivados do ácido cinâmico, 
principalmente aqueles esterificados a radicais orgânicos e a 
resíduos de açúcar. Se o número de sinais m/z for considerado 
como uma medida da diversidade química existente, as variedades 
crioulas aparentemente possuem extratos foliares menos 
complexos, principalmente se comparadas à variedade testemunha 
BR. Uma elevada diversidade química, como aquela indicada para 
os extratos desta variedade pode representar uma vantagem 
comercial, quando se visa o seu aproveitamento integral, 
possibilitando efeitos múltiplos para estes extratos, aditivos ou 
sinérgicos, sobre a saúde humana (GURIB-FAKIM, 2006).  
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Os resultados obtidos com o emprego da CLAE foram 
altamente esclarecedores quando associados às informações 
geradas com a EM MALDI-TOF. Deste modo, foi possível propor a 
identidade do sinal detectado em 250 m/z, como sendo o ácido 
cumárico malonado e do sinal em 440 m/z, como sendo o ácido 
clorogênico malonado. Ressalta-se ainda que a associação da 
CLAE a EM claramente apontaram a preponderância de ácidos 
fenólicos malonados no tecido foliar do milho, como o ácido 
cumárico malonado (250 m/z), ácido siringico malonado (284 m/z) e 
ácido clorogênico malonado (440 m/z). Também chama atenção a 
alta frequência com que foram observados nos espectros, sinais 
referentes a ácidos fenólicos esterificados a diferentes resíduos de 
açúcar, e.g. ácido gálico xilosídeo (302 m/z), ácido cumárico 
ramnosídeo (310 m/z), ácido protocatecuíco ramnosil glicosídeo 
(462 m/z). Bem como, ésteres destes compostos glicosilados 
acrescidos de uma ou duas moléculas de malonil, e.g. ácido gálico 
malonil xilosídeo (388 m/z), ácido gálico di malonil di ramnosídeo 
(633 m/z), ácido cumárico malonil xilosil glicosídeo (518 m/z), ácido 
cumárico di malonil di ramnosídeo (628 m/z), ácido protocatecuíco 
malonil xilosídeo (458 m/z) e ácido protocatecuíco di malonil di 
glicosídeo (650 m/z). 

O emprego da CLAE possibilitou a identificação e a 
quantificação de 13 compostos fenólicos. Os sete compostos 
majoritários foram quercetina, ácido clorogênico, ácido gálico, ácido 
tânico, ácido cumárico, ácido siríngico e ácido protocatecuíco, 
perfazendo 85% do conteúdo de fenóis presente no extrato 
metanólico foliar.  

Comparando a quantificação através da CLAE com aquela 
efetuada com o uso do reativo de Folin-Ciocalteau se percebe que 
com a CLAE, os resultados foram em média 3,38 vezes inferiores 
àqueles observados através de Folin-Ciocalteau. Todavia, as duas 
técnicas analíticas mostraram uma correlação positiva igual a 0,91, 
indicando que apesar das diferenças nos valores absolutos, as 
proporções entre as variedades parecem ter sido mantidas. 

Considerando o conjunto de resultados obtidos para a 
caracterização dos compostos fenólicos, as VCM que mostraram 
maior destaque foram RX > RC > LP e PR. Assim se assume como 
de interesse o uso destes genótipos em programas de 
melhoramento genético desta espécie vegetal, visando o aumento 
no conteúdo destes metabólitos nas suas folhas. A título de 
ilustração da importância destes resultados se sabe que compostos 
fenólicos como o ácido clorogênico mantém correlação positiva com 
a resistência do milho ao ataque de herbívoros.  
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Os resultados obtidos para os compostos fenólicos das folhas 
se mostraram especialmente relevantes quando comparados 
àqueles observados para espécies de diferentes farmacopéias, 
demonstrando a importância da biomassa foliar do milho como fonte 
de compostos de interesse à saúde humana. Por fim, destaca-se 
que as folhas das VCM, principalmente no caso das variedades 
crioulas RX e RC, podem ser aproveitadas para obtenção de 
extratos ricos em compostos fenólicos, com potencial aplicação nas 
indústrias de alimentos, cosméticos e farmacêutica.  

Destaca-se que a clara distinção existente entre os genótipos 
crioulos de milho com relação ao teor dos compostos fenólicos no 
tecido foliar possibilita um rico arsenal de possibilidades de 
aproveitamento desta biomassa. Sugere-se, portanto, que os 
agricultores poderão aproveitar as folhas de todos estes genótipos, 
para fornecimento de matéria-prima à indústria alimentícia, de 
cosméticos e farmacêutica. Se implementado, tal cenário pode 
auxiliar na manutenção e valorização da diversidade genética e 
química ainda preservadas neste germoplasma de milho. 
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CAPÍTULO 3 – Análise de flavonóides de folhas de variedades 
crioulas de milho por espectrofotometria UV-visível e 
espectrometria de massa (MALDI-TOF)  

 
INTRODUÇÃO 
 

É interessante notar que desde o início da domesticação do 
milho as populações indígenas estabeleceram uma clara distinção 
entre as variedades para utilização cerimonial, sendo preferidas 
aquelas de grãos vermelhos e roxos, enquanto as variedades de 
grãos amarelos e brancos eram preferencialmente de uso alimentar 
(STAFFORD, 1998; PONELEIT, 2001). Apesar de valorizadas 
tradicionalmente, as variedades com grãos vermelhos e roxos são 
pouco conhecidas atualmente no Brasil, sendo mais frequente o 
cultivo de variedades com grãos amarelos e mais raramente, 
aquelas de grãos brancos.  

Pigmentos vegetais são responsáveis pelas diferenças na 
coloração dos grãos do milho, com as cores amarela e alaranjada, 
por exemplo, resultando do acúmulo de compostos carotenóides no 

endosperma (AMAN et al., 2005 KIMURA et al., 2007 KUHNEN, 
2007) e a coloração branca, surgindo a partir da reflexão da luz nas 
camadas de amido que envolvem este mesmo tecido. Todavia, a 
visualização destas cores só é possível se o pericarpo da semente 
for incolor e não existirem pigmentos acumulados na camada mais 
superficial do endosperma, denominada de aleurona (STAFFORD, 
1998). Tanto no pericarpo, quanto na camada de aleurona de 
algumas variedades de milho podem ser observados pigmentos, 
normalmente flavonóides, de cor vermelha, castanha, roxa, púrpura 

e azul (ANDERSON, EMERSON, 1923; STAFFORD, 1998 

HALBWIRTH et al., 2003 CEVALLOS-CASALS, CISNEROS-
ZEVALLOS, 2003; CEVALLOS-CASALS, CISNEROS-ZEVALLOS, 
2004; CORTÉS et al., 2006; DEL POZO-INSFRÁN et al, 2006; 
PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; GONZÁLEZ-
MANZANO et al., 2008). As diversas variedades também podem 
apresentar acúmulo de pigmentos derivados de flavonóides nas 
porções vegetativas da planta como flores, folhas e raízes 

(STAFFORD, 1998 FOSSEN et al, 2001; HALBWIRTH et al., 2003; 
SEKHON et al., 2006; YANG et al., 2008; YANG, ZHAI, 2010).  

A maioria das variedades crioulas de milho (VCM) analisadas 
neste estudo apresenta algum tipo de pigmentação nos seus grãos 
aparentemente associada à presença de flavonóides. Neste capítulo 
serão apresentados os resultados referentes à caracterização desta 
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classe de compostos fenólicos nos tecidos foliares das VCM de 
interesse. Além dos flavonóides, outras classes de compostos 
fenólicos podem ser observadas nos extratos metanólicos foliares 
destes genótipos, como, por exemplo, os derivados do ácido 
benzóico e os derivados do ácido cinâmico, já abordados no 
capítulo 2 do presente trabalho.  

Todavia, sem dúvida alguma a maior classe dentre os 
compostos fenólicos é formada pelos flavonóides, com mais de 4000 
estruturas químicas já identificadas (HEIM et al., 2002). Possuem 
em comum um núcleo de 15 átomos de carbono arranjados em três 
anéis (C6-C3–C6), referenciados como A, B e C (Fig. 1A).  

 

 

Figura 1: Detalhes estruturais de alguns flavonóides 
encontrados em tecidos de Zea mays: quercetina (A), 
caempferol (B), naringenina (C), apigenidina (D), cianidina (E) e 
pelargonidina (F). 
 

(TSAO, DENG, 2004; KUHNEN, 2007). 
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Diferenças no grau de saturação e no nível de oxidação do 
anel C são características diagnósticas entre as várias classes de 
flavonóides, enquanto a combinação de diferentes radicais nos 
anéis A e B é responsável pela identidade dos compostos dentro de 
cada uma das classes (WODJILO et al., 2007). Os flavonóides são 
divididos em (HEIM et al., 2002):  

 

  flavonóis (flavon-3-óis): como a quercetina (Fig. 1A) 
observada em verduras escuras, alho, tomate, vinho tinto e no 
chá (Camelia sinensis), o campferol (Fig. 1B), encontrado em 
verduras escuras, suco de uva e chá preto e a miricetina, 
presente no vinho tinto; 
 

  flavanonas: como a taxifolina, a hesperidina e a 
naringenina (Fig. 1C), todas já observadas em frutas cítricas; 
 

  flavonas: como a apigenina, encontrada na salsa e no 
salsão (aipo) e a luteolina, já detectada na pimenta vermelha; 
 

 antocianinas: como a luteolinidina e apigenidina (Fig. 
1D), antocianidinas derivadas dos flavan-4-óis e encontradas 
em frutas e cereais; e também a cianidina (Fig. 1E) e a 
pelargonidina (Fig. 1F), antocianidinas derivadas dos flavan-
3,4-dióis e presentes em flores, frutos e folhas de diversas 
espécies.  
 
Dentre os flavonóides, as antocianinas merecem destaque por 

atuarem como pigmentos, sendo responsáveis pela coloração 
laranja, vermelha, rosa, roxa, púrpura e azul de flores, frutos e de 
algumas folhas (MOL et al., 1998; KAZUMA et al., 2003; FOSSEN et 
al., 2005; KOES et al., 2005; MACZ-POP et al., 2006; TIAN et al., 
2006). Possuem um papel essencial na atração de agentes 
polinizadores e dispersores, pois além da cor, estão envolvidas com 
o sabor e com o aroma das estruturas reprodutivas (SIMMONDS, 
2003; GRUBESIC et al., 2005). Além disto, atuam na resposta a 
diferentes situações de estresse biótico (HIPSKIND et al., 1996; 
SIMMONDS, 2003; SEKHON et al., 2006) e abiótico (HICHEN, et 
al., 2009; EFEOGLU et al, 2009; SAVIRANTA et al., 2010). Atuam 
como agentes antioxidantes (WANG et al, 1997; GABRIELSKA et 
al., 1999; HEIM et al., 2002; TSAO, DENG, 2004; TIAN et al., 2006) 
e também na proteção dos tecidos vegetais contra danos causados 
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pela exposição à radiação ultravioleta (BACHEREAU et al., 1998; 
ALEXIEVA et al., 2001).  

Adicionalmente, diversos autores demonstraram que as 
antocianinas apresentam vários efeitos benéficos sobre a saúde 
humana, em função de suas atividades antioxidante (WANG et al, 
1997; HEIM et al., 2002; ESCRIBANO-BAILÓN et al, 2004; KANG et 
al., 2010; JEONG et al., 2010), antimutagênica (YOSHIMOTO et al., 
1999), antitumoral (FIRMOGNARI et al., 2004; HOU et al., 2005; 
JEONG et al., 2010; MARI et al., 2010) e também protetora e 
terapêutica sobre distúrbios cardiovasculares (WANG et al., 1997, 
JUSTESEN et al., 1998; KRIS-ETHERTON et al., 2004). 

Nos últimos anos, os pigmentos antociânicos vêm sendo 
pesquisados pela indústria alimentícia como uma alternativa ao uso 
dos corantes (LAPORNIK et al., 2005; MACZ-POP et al., 2006; 
YANG, ZHAI, 2010) e dos antioxidantes sintéticos (WANG et al, 
1997; HEIM et al., 2002; ESCRIBANO-BAILÓN et al, 2004). 
Diversos estudos indicam a possibilidade de obtenção de extratos 
ricos em antocianinas (≈ 35% do volume total) a partir de grãos 
roxos de milho (CEVALLOS-CASALS, CISNEROS-ZEVALLOS, 
2003; CEVALLOS-CASALS, CISNEROS-ZEVALLOS, 2004; 
ESCRIBANO-BAILÓN et al, 2004; CORTÉS et al., 2006; 
PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007), bem como a partir do 
sabugo da espiga de variedades onde estas biomassas apresentam 
intensa coloração roxa (YANG et al., 2008; YANG, ZHAI, 2010).  

Deste modo, existe a possibilidade adicional de obtenção de 
extratos ricos em flavonóides a partir das folhas de milho, agregando 
mais uma alternativa de aproveitamento para esta biomassa, 
especialmente no caso de algumas das VCM, em função do seu 
fenótipo peculiar de coloração. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Material foliar de Zea mays 
 
Foram consideradas as variedades crioulas de milho: Mato Grosso 
Palha Roxa (MG), Palha Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras 
(RC), Língua de Papagaio (LP) e MPA 01 (MP) e também, duas 
variedades comerciais como testemunha, BRS 1030 (BR - híbrido 
simples) e Fortuna (FO - variedade de polinização aberta). 
 
Os estudos utilizaram amostras de material foliar desidratadas em 
estufa (n = 4 repetições), oriundas de cultivo na safra 2007/ 2008, 
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efetuado na fazenda experimental da Ressacada (CCA-UFSC), 
localizada em Florianópolis-SC. 
 
Coleta e preparo do material foliar 
 
O material foliar foi coletado no estádio de emissão das flores 
femininas, aproximadamente uma semana após a emissão do 

pendão masculino. Para tal, a quinta folha (ápice  base) foi 
selecionada. Apenas o terço mediano do limbo foliar foi considerado 
(10g/planta, peso fresco). O material foi desidratado em estufa (42-
45°C, até peso constante) e conservado em recipientes plásticos 
(ausência de luz, em temperatura ambiente). Sendo que para cada 
variedade de milho foram consideradas 4 repetições (n = 4). 
 
Obtenção do extrato metanol acidificado (MeOH-HCl 1%) 
 

Amostras (0,150  0,001g, peso seco) foram adicionadas de 10 mL 
de metanol (MeOH) acidificado (HCl 1%, v/v) e mantidas a 40°C 
(banho-maria), durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados em 
suporte de celulose, sob vácuo, e armazenados a -20°C, em frascos 
âmbar, cuja atmosfera interna foi substituída por N2 gasoso.  

 
Espectrofotometria de varredura UV-visível 
 
O extrato bruto foi submetido à espectrofotometria de varredura UV-
visível (Shimadzu 2301), abrangendo a faixa espectral de 200 a 700 

m, em intervalo de 1 m.  
 
Quantificação dos compostos fenólicos totais 
 
O teor de compostos fenólicos totais foi determinado via 
espectrofotometria UV-visível, com a utilização do reativo de Folin-
Ciocalteau, conforme descrito previamente (RANDHIR et al., 2002). 
Os resultados foram expressos em função de uma curva de 

calibração externa (1 a 243 mgmL, r
2
 = 0,999), tendo o ácido gálico 

(Sigma) como composto padrão. 
 
Semi-purificação das amostras  
 
A remoção de compostos indesejados presentes no extrato 
metanólico acidificado (MeOH-HCl 1%) bruto foi realizada através da 
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evaporação do solvente sob fluxo de N2 e posterior re-solubilização 
do resíduo em 2 mL de etanol: água (70:30, v/v). 
 
Quantificação das antocianinas 
 
O conteúdo de antocianinas foi determinado através da fórmula de 

Lambert-Beer, utilizando as absorbâncias em 530 m das soluções 
amostrais e o coeficiente de extinção molar da cianidina 3,5-

diglicosídeo ( = 30.100.M.cm
-1

 - MADHAVI et al., 1996). 
 

Detecção dos flavonóides por espectrometria de massa 
(MALDI-TOF) 
 
A detecção dos compostos fenólicos foi realizada com injeção direta 

de alíquotas do extrato metanólico 100% (1L) em espectrômetro de 
massa equipado com interface de desorção/ionização assistida por 
laser e analisador de tempo de vôo, (MALDI-TOF – PerSeptive 
Biosystems Voyager), conforme descrito previamente (MARASCHIN 
et al., 2001). Para efeitos da análise qualitativa dos extratos, foram 

considerados apenas os sinais m/z  250. 
 
Análise quimiométrica 
 
Os dados espectrais da espectrofotometria de varredura UV-vis (290 

a 700 m, 10 mponto amostral) dos extratos brutos foram 
utilizados para a construção de matrizes de correlação e de 
covariância para efeitos de análise de componentes principais 
(PCA), com o auxílio dos programas Excel (Microsoft Office, 2003), 
GraphPad Prism 2.01 e Fitopac Shell Program (2008). 

 
Análises estatísticas 
 
Os dados quantitativos foram submetidos à ANOVA, considerando o 

modelo: Yij =  + gi + bj + eij, onde Yij é a observação da i-ésima 

variedade (i = 1, 2,..., 8) da j-ésima repetição (j = 1, 2, 3, 4); , 
equivale à média geral; gi é o efeito do tratamento, supostamente 
aleatório, normal e independente, distribuído com média zero e 

variância g
2
; bj é o efeito das repetições e eij é o erro experimental. 

Variáveis que apresentarem significância P ≤ 0,05 foram submetidas 
a testes de separação das médias através do método post-hoc LSD 
(least squares difference). Foram utilizados os programas 
estatísticos Excel (Microsoft Office, 2003) e GraphPad Prism 2.01. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
O procedimento inicialmente adotado para a extração dos 

flavonóides do tecido foliar das variedades crioulas de milho (VCM) 
utilizou metanol acrescido de 1% de ácido clorídrico (MeOH-HCl 1%) 
e repouso (30 min) em banho úmido, a 40

0 
C. Este procedimento foi 

adaptado a partir do trabalho de Randhir et al. (2002), que 
caracterizaram esta classe de pigmentos em feijões do tipo fava. 
Além disso, um protocolo similar foi adotado na caracterização dos 
compostos fenólicos das flores femininas destas mesmas VCM 
(KUHNEN, 2007). O metanol é reconhecido como um solvente 
eficaz para a extração de flavonóides (ESCRIBANO-BAILÓN et al., 
2004; TSAO, DENG, 2004; LAPORNIK et al., 2005; SULTANA et al., 
2007), enquanto o aquecimento e a acidificação do meio objetivaram 
a hidrólise de flavonóides esterificados (DEL POZO-INSFRAN et al., 
2009) e o aumento da estabilidade dos pigmentos antociânicos 
(ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004; CORTÉS et al., 2006), já que 
tais compostos usualmente são mais estáveis em pH ácido.  

A ocorrência de flavonóides no extrato MeOH-HCl 1% foi 
indicada nas varreduras espectrofotométricas (Figura 2) por valores 

mais elevados de absorbâncias na região entre 380 a 430 m, faixa 
de absorção típica para flavonóis, como a quercetina, o caempferol 

e a miricetina (TSAO, DENG, 2004). Além disto, absorbâncias ( 1) 

nas janelas espectrais de 520-530 m e 560-570 m indicaram a 
presença de antocianinas derivadas dos flavan-3,4-dióis (e.g., 
cianidina e a pelargonidina) e de antocianinas derivadas dos flavan-
4-óis (e.g., apigenidina e luteolinidina), respectivamente (BODDU et 
al., 2005). Adicionalmente se ressalta que todos os genótipos 
apresentaram valores elevados na região de absorção dos 

derivados do ácido cinâmico (≈ 320 m) e do ácido caféico (≈ 360 

m - TSAO, DENG, 2004), bem como para comprimentos de onda 

característicos dos carotenóides (410 a 470 m) e das clorofilas 

(640 a 680 m - SCHOEFS, 2004 TSAO, DENG, 2004). Os perfis 
espectrofotométricos indicaram uma menor variação entre as 
repetições analisadas para cada variedade na faixa entre 380 e 430 

m, comparativamente àquela região espectral de absorção das 

clorofilas, i.e., 640 e 680 m, por exemplo. Estes resultados 
sugerem, portanto, uma maior uniformidade composicional 
detectada a partir dos comprimentos de onda relacionados à região 
característica de absorção dos flavonóides (Fig 2).  



 
 

Figura 2: Perfil espectrofométrico UV-visível (λ = 200 a 700 m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das variedades crioulas de milho (n= 4 repetições).

MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras, LP = Língua de Papagaio,  MP = MPA 01, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna
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Figura 2: Perfil espectrofométrico UV-visível (λ = 200 a 700 m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das variedades crioulas de milho (n= 4 repetições).

MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras, LP = Língua de Papagaio,  MP = MPA 01, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna
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No que concerne à faixa espectral de máxima absorção das 

antocianinas, i.e., 520 e 570 m, a variação existente entre as 
repetições se mostrou dependente do genótipo considerado, com 
MPA (MP) apresentando uma maior variação, enquanto a variedade 
Roxo (RX) mostrou maior uniformidade (Fig. 2). 

Alíquotas do extrato MeOH-HCl 1% foram utilizadas para a 
determinação do conteúdo total de compostos fenólicos. Todavia, a 
reação colorimétrica característica (reativo de Folin-Ciocalteau) não 
ocorreu, apesar de ser esperada, principalmente em função dos 
elevados valores de absorbância nos comprimentos de onda típicos 

para estes compostos (290 – 430 m – Fig. 2). Sugere-se que este 
fato esteja associado à presença de compostos apolares 
(carotenóides e clorofilas) no extrato MeOH-HCl 1%, os quais 
estariam dificultando o acesso do reativo às hidroxilas dos 
compostos fenólicos. De fato, em havendo dúvidas quanto à 
presença de compostos lipofílicos nas amostras de interesse, um 
protocolo de limpeza do extrato (semi-purificação) deve ser adotado, 
previamente à análise do teor de compostos fenólicos 
(ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004). Para avaliar tal questão, um 
procedimento visando à retirada de possíveis compostos 
indesejados foi testado. O efeito positivo que tal procedimento surtiu 
sobre a reação colorimétrica típica do método de análise apontou 
como correta a premissa levantada sobre a interferência dos 
metabólitos apolares.  

Os perfis espectrofotométricos UV-vis dos extratos MeOH-HCl 
1% após o procedimento de semi-purificação (Fig. 3) confirmaram a 

retirada dos carotenóides (410 a 450 m) e das clorofilas (640 a 680 

m). Todavia, tal procedimento contribuiu, em alguma extensão, à 

diminuição da concentração de flavonóis (360 a 430 m), 
comparativamente aos perfis do extrato MeOH-HCl 1% não pré 
tratado (Fig 2). Além disto, uma significativa redução de absorbância 

na região entre 520 e 570 m, característica dos pigmentos 
antociânicos, foi constatada (Fig. 3). 

A determinação do conteúdo total de compostos fenólicos foi 
repetida após a semi-purificação dos extratos (Fig. 4). Os resultados 

revelaram um teor médio igual a 39,905  4,968 mg/g de folha, com 

as variedades RX (média = 47,513  9,735 mg/g) e FO (44,999  
10,996/g) mostrando as maiores concentrações, ainda que 
diferenças significativas (P≤ 0,05) tenham sido detectadas apenas 
entre a variedade RX e os genótipos PR e MP. A variedade FO não 
diferiu significativamente das demais, muito provavelmente em 
função do elevado grau de variação entre as suas repetições 
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Figura 3: Perfil espectrofométrico UV-visível (λ = 200 a 700 m) do 

extrato MeOH-HCl 1% foliar da variedade Palha Roxa, após o 

procedimento de semi-purificação. 
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Figura 4: Conteúdo de compostos fenólicos totais (mg/g de folha 

desvio-padrão) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar de 

variedades de Zea mays L. (n = 4 repetições). 

(*) P≤ 0,05 – ANOVA.
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(CV% = 18,60%). A maior fração da variância deste conjunto de 
dados foi observada entre as variedades (quadrado médio 
tratamento = 98,74), com o QM entre as repetições igual a 7,824 e o 
QM residual igual a 26,38 (F = 3,744 e R

2
 = 0,555). Considerando o 

teor de compostos fenólicos observado para as variedades crioulas 
(média = 38,30 mg/g) e aquele observado para as variedades 
testemunha (média = 44,74 mg/g), percebe-se que as crioulas 
mostraram um conteúdo ligeiramente inferior, porém não 
significativo (P≤ 0,05, teste t-student).  

Ao se compararem os teores de fenóis totais do extrato 
MeOH-HCl 1% (Fig 4) média igual a 39,90 mg/g de folha, aos 
obtidos para o extrato MeOH 100% (Fig 3 – capítulo 2) média igual 
a 10,28 mg/g de folha, percebe-se claramente que a acidificação do 
meio e a extração efetuada com auxílio de calor parecem influenciar 
positivamente o processo extrativo, corroborando resultados 
anteriores observados para os tecidos de Zea mays (DEL POZO-
INSFRAN et al., 2006; BARRIÈRE et al., 2008; HICHEN et al., 2009; 
LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009). No entanto, o uso de MeOH-HCl 
1% também permitiu a extração mais eficiente de carotenóides e 
clorofilas, os quais influenciaram negativamente a reação de Folin-
Ciocalteau, sendo necessária a adoção de limpeza prévia do 
extrato. Sugere-se que o menor teor de compostos fenólicos 
detectado no extrato MeOH 100% possa decorrer, pelo menos em 
parte, da presença de compostos apolares (Fig. 2 – capítulo 2) que 
prejudicaram a quantificação utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau, 
uma vez que no caso do extrato MeOH 100% a quantificação foi 
realizada sem a adoção de um procedimento prévio de limpeza 
(semi-purificação). 

O teor médio de compostos fenólicos observado no extrato 
MeOH HCl 1% foliar, igual a 39,90 mg/g de folha (Fig. 4) se mostrou 
quase 3 vezes superior aos valores obtidos para as folhas de outros 
genótipos de milho, média igual a 13,350 mg/g (HICHEN et al, 
2009). Tal trabalho utilizou MeOH aquoso 70% para a extração, 
obtendo média similar àquela aqui observada para o extrato MeOH 
100% (Fig 3 – capítulo 2). Para Zea mays, valores próximos a 30 
mg de compostos fenólicos totais/g foram observados para os grãos 
roxos de uma variedade mexicana analisadas por Lopez-Martinez et 
al. (2009) e para as flores femininas de três genótipos da Sérvia 
(MAKSIMOSIĆ et al., 2005). O primeiro estudo utilizou etanol 
aquoso 80% para a extração dos compostos fenólicos e o segundo, 
uma solução aquosa de acetona 70%. Em estudo prévio, Kuhnen 
(2007) empregando MeOH HCl 1%, detectou cerca de 45 mg fenóis 
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totais/g de flores femininas para a variedade RX e teores 
relativamente menores para LP (24 mg/g) e MG (22 mg/g).  

A análise da composição química de resíduos da agroindústria 
alimentícia, e.g., cascas resultantes do processamento de frutas 
como a groselha e a uva, indica a possibilidade de aproveitamento 
destas biomassas para a obtenção de compostos fenólicos 
(LAPORNIK et al., 2005). Estes autores avaliaram a eficiência da 
extração utilizando metanol 70%, etanol 70%, ou água, com 
destaque para a solução metanólica. Extratos metanólicos de 
groselha negra (Ribes nigrum var. Rosenthal) apresentaram teores 
médios de 8 mg de compostos fenólicos totais/mL, enquanto valores 

de 1 mgmL e 3,2 mgmL foram observados para os resíduos de 
groselha vermelha (Ribes rubrum var. Rondom) e de uva (Vitis 
vinifera var. Pinot Noir), respectivamente. Em comparação aos 
teores de compostos fenólicos nos extratos MeOH-HCl 1% das 
folhas das variedades de milho, como 5,2 mg/mL (MP) e 7,1 mg/mL 
(RX), percebem-se valores bastante atraentes, similar ao observado 
para as biomassas residuais de groselha vermelha e da uva Pinot 
Noir. Sendo assim, reitera-se a proposta de obtenção de extratos 
ricos em compostos fenólicos a partir das folhas de milho. Outro 
estudo sugere o aproveitamento de resíduos do beneficiamento de 
frutos de abacate (Persea americana) para obtenção de extratos 
ricos em compostos fenólicos. Valores médios de 35 mg/g foram 
observados para as sementes, enquanto cerca de 9 mg/g foram 
detectados nas cascas desta espécie (WANG et al., 2010). 

A acidificação do metanol e a extração a quente (40
0 

C) 
pareceram agir positivamente também sobre a retirada das 
antocianinas da matriz foliar das VCM em estudo, já que valores de 

absorbância mais elevados foram obtidos entre 530-570 m nos 
extratos MeOH HCl 1%, comparativamente ao extrato MeOH 100% 
(Fig. 2). Todavia, os extratos MeOH HCl 1% após o processo de 
semi-purificação mostraram uma redução drástica na absorbância 
nesta região (Fig 3). Sendo assim, a quantificação das antocianinas 
derivadas dos flavan-3,4-dióis foram efetuadas com os valores de 

absorbância em 530 m obtidos para os extratos MeOH HCl 1% 
antes do procedimento de semi-purificação.  

A concentração de antocianinas totais observada para as 
variedades FO (média = 0,175 mg/g) e MP (média = 0,171 mg/g) 
foram significativamente superiores (P≤ 0,05) aos demais genótipos 

(média = 0,145  0,019 mg/g – Fig. 5), exceção feita à variedade LP. 
As variedades testemunha (BR e FO) mostraram um teor não 
significativamente superior (média = 0,150 mg/g), àquele observado 
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para as variedades crioulas (média = 0,143 mg/g). A variância (QM) 
contida entre os tratamentos foi igual a 4,036, a observada entre as 
repetições igual a 0,246 e o efeito do resíduo foi de 0,467 (F = 0,527 
e R

2
 = 0,0268). 

Estudos visando a caracterização das antocianinas em 
plântulas do milho falharam ao utilizar MeOH-HCl 1% como solução 
extratora, pois aparentemente a acidificação do meio de extração 
acelerou a degradação dos pigmentos antociânicos (HIPSKIND et 
al., 1996). Os autores afirmaram que tal observação indica a 
existência, nos tecidos do milho, de antocianinas com os seus 
resíduos de açúcar esterificados a um ou mais ácidos dicarboxílicos, 
como o malonil. De forma similar, outros autores mencionam a 
ocorrência de hidrólise de antocianinas, principalmente aquelas 
esterificadas ao ácido malônico, nos extratos acidificados com HCl 
(ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004). 

Comparando o teor médio de antocianinas observado nas 
folhas do milho (Fig. 5), com os valores encontrados na literatura 
para os grãos deste cereal, nota-se que o teor foliar foi quase 
sempre inferior em ca. duas vezes em relação à média obtida para 
os grãos azuis (0,272 mg de antocianinas/g de farinha) por Cortés et 
al. (2006) e Del-Pozo Insfran et al. (2006), com média de 0,314 
mg/g. Outro estudo obteve como concentração média de 
antocianinas para as variedades de grãos roxos 3,658 mg/g, grãos 
negros 1,055 mg/g, grãos azuis 0,995 mg/g e grãos vermelhos 0,951 
mg/g. Genótipos de grãos amarelos e alaranjados e aqueles de 
grãos brancos mostraram médias iguais a 0,504 mg/g e 0,015 mg/g, 
respectivamente (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009). 

Empregando metanol e um período de extração de 24 horas, 
foram recuperados ≈ 17 mg de antocianinas totais/g de farinha, nos 
grãos roxos de uma variedades originária do Peru (CEVALLOS-
CASALS, CISNEROS-ZEVALLOS, 2003) e ≈ 40 mg/g de farinha, em 
grãos roxos similares, utilizando água como solvente extrator 
(PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). Supondo que o 
processo de extração aqui relatado para o tecido foliar tivesse 
duração similar (24 h) e que a eficiência de recuperação de 
pigmentos se mantivesse igual e constante, com média observada 
para 30 minutos, igual a 0,145 mg/g, ainda assim, o teor de 
antocianinas não ultrapassaria cerca de 7 mg/g, significativamente, 
inferior ao teor observado nestes dois últimos trabalhos. 

A dosagem de antocianinas em amostras de sabugos de 
variedades de milho de coloração roxa revelou um teor médio de 
0,680 mg de antocianinas totais/g no extrato aquoso (YANG et al., 
2008), cerca de 4,68 vezes superior ao teor médio observado no 
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presente trabalho para o tecido foliar das VCM. Quando da 
utilização de MeOH 100% e incubação das amostras de grãos e 

sabugo por 24 h, uma média de 0,558  0,015 mg/g foi observada 

para os grãos roxos e uma média de 0,923  0,021 mg/g foi obtida 
para o sabugo, novamente, valores substancialmente superiores aos 
teores aqui obtidos para o tecido foliar do milho (Fig 5). 

Segundo Lapornik et al. (2005), aproximadamente 6 mg/mL de 
antocianinas totais podem ser obtidos no extrato metanólico 100% 

de resíduos de groselha negra, 2 mgmL para o extrato de uva tinta 

e 0,260 mgL para os resíduos de groselha vermelha. Comparando 
estes valores aos obtidos para as folhas de milho se constata que 
FO e MP, por exemplo, apresentaram teores médios de ca. 0,026 

mg de antocianinasmL, um valor cerca de 10 vezes inferior aos 
resíduos de groselha vermelha. Assim, considerando apenas este 
conjunto de informações se assume que as folhas das VCM não são 
uma fonte atraente de antocianinas, ao menos em comparação com 
os valores obtidos para os compostos fenólicos não-antociânicos 
discutidos anteriormente (capítulo 2).  

Todavia, os resultados da quantificação das antocianinas não 
coincidem de modo algum com a análise visual do padrão fenotípico 
de pigmentação das folhas das variedades sob estudo (Fig. 6). De 
fato, as variedades que mostram intensa pigmentação roxa ou 
avermelhada nas suas folhas com frequência relativamente elevada 
(acima de 50%), como MG, PR e RX, mostraram teores de 
antocianinas menores que aquelas variedades que não 
apresentaram pigmentação visível, como MP e FO. De forma 
interessante, resultados similares foram observados por Kuhnen 
(2007) em análise dos componentes antociânicos nos grãos destas 
mesmas VCM. Utilizando solução de butanol-HCl 1%, variedades 
com grãos altamente pigmentados como Roxo do Emílio (RX, no 
presente estudo) apresentaram teor médio daqueles metabólitos de 
ca. 2 mg de antocianinas/100 g de farinha. Este valor é considerado 
baixo, comparativamente à variedade Língua de Papagaio (LP), com 
menor número de grãos pigmentados, mas com teor de ca. 10 
mg/100 g de farinha. Segundo aquela autora, estes resultados 
podem se relacionar com as formas distintas de complexação dos 
compostos antociânicos aos polissacarídeos da parede celular nos 
grãos de milho. 
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Figura 5: Concentração média de antocianinas totais (mg/g de folha) 

desvio padrão (CV%) determinada espectrofotometricamente (530 m), 

para o extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar de variedades de milho (n 

= 4 repetições)
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Figura 6: Detalhes da pigmentação foliar tentativamente associada à

presença de antocianinas em áreas lesionadas do tecido foliar das variedades 

de milho em estudo.
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          Algumas hipóteses foram formuladas para tentar explicar a 
diferença observada entre a quantificação das antocianinas (Fig. 5) 
e o fenótipo de pigmentação das folhas (Fig. 6). A primeira é de que 
os pigmentos antociânicos estejam mais fortemente associados à 
matriz foliar, i.e. polissacarídeos da parede celular, no caso de 
variedades como MG, PR e RX (Fig. 6), o que dificultaria a sua 
extração, apesar das condições adotadas (MeOH-HCl 1%, 40

0 
C, 30 

min), serem relativamente agressivas. Outros autores já relataram 
dificuldade para extração dos pigmentos nos tecidos do milho 

(ANDERSON, EMERSON, 1923; STAFFORD, 1998 HALBWIRTH 
et al., 2003; KUHNEN, 2007).  

A segunda hipótese é que estas mesmas condições de 
extração possam ser responsáveis pela degradação dos pigmentos, 
de modo diferencial consoante ao genótipo. Neste contexto, 
variedades que possuem um maior conteúdo de derivados 
antociânicos esterificados a ácidos dicarboxílicos seriam mais 
suscetíveis à acidificação com HCl, conforme observado por alguns 
autores (HIPSKIND et al., 1996; ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004).  

Uma terceira hipótese considera que não apenas as 
condições de extração geraram a aparente incongruência entre os 
resultados, mas que os pigmentos majoritários presentes nas folhas 
de algumas das variedades talvez não sejam antocianinas com 

máximo de absorção de luz em 530 m. De fato, relatos indicam a 
existência de uma bifurcação na via de síntese dos flavonóides (Fig. 
7), sendo que a partir da naringenina, e dependendo da 
necessidade metabólica, serão sintetizados os pigmentos 
antociânicos ou então, os flobafenos (MOL et al., 1998; STAFFORD, 
1998; KOES et al., 2005). A Fig. 7 mostra que antocianidinas como 
a cianidina, a pelargonidina e a delfinidina são sintetizadas a partir 
de diferentes dihidro-flavonóis (flavan-3,4-dióis). Por sua vez, os 
pigmentos flobafênicos são provavelmente resultantes da 
polimerização não enzimática dos flavan-4-óis, apiforol e luteoforol 

(STAFFORD, 1998 HALBWIRTH et al., 2003; BODDU et al., 2005; 
SEKHON et al., 2006). Estes mesmos flavan-4-óis são precursores 
na síntese das 3 deoxi-antocianidinas apigenidina e luteolinidina 
que, em Sorghum bicolor, atuam como fitoalexinas associadas à 
resposta local à infecção por fungos (LO et al., 1996; CHOPRA et 
al., 2002; DYKES et al., 2009). Antocianinas e flobafenos parecem 
ser sintetizados no retículo endoplasmático e posteriormente 
transportados para os diferentes compartimentos celulares em que 
serão acumulados. Estudos de imunolocalização sugerem o 
acúmulo de antocianinas preferencialmente em vacúolos e de  



 
 

Figura 7: Via de síntese dos principais flavonóides observados em grãos do milho (Zea mays L.).

(Esquema baseado em STAFFORD, 1998; KOES et al., 2002; HALBWIRTH et al., 2003).

fenilalaninacumaroil - CoAchalconas

naringenina

dihidrocampferol

flavan 4- óis

flobafenos

na parede celular

no milho = pericarpo

dihidro miricetinadihidroquercetina

leucopelargonidina leucodelfinidinaleucocianidina

pelargonidina delfinidinacianidina

antocianinas  3 – glicosídeos  nos vacúolos

no milho =  aleurona 

flavan 3,4- dióis

apiforol

luteoforol

Figura 7: Via de síntese dos principais flavonóides observados em grãos do milho (Zea mays L.).

(Esquema baseado em STAFFORD, 1998; KOES et al., 2002; HALBWIRTH et al., 2003).

fenilalaninacumaroil - CoAchalconas

naringenina

dihidrocampferol

flavan 4- óis

flobafenos

na parede celular

no milho = pericarpo

dihidro miricetinadihidroquercetina

leucopelargonidina leucodelfinidinaleucocianidina

pelargonidina delfinidinacianidina

antocianinas  3 – glicosídeos  nos vacúolos

no milho =  aleurona 

flavan 3,4- dióis

apiforol

luteoforol

fenilalaninafenilalaninacumaroil - CoAchalconas

naringenina

dihidrocampferol

flavan 4- óis

flobafenos

na parede celular

no milho = pericarpo

dihidro miricetinadihidroquercetina

leucopelargonidina leucodelfinidinaleucocianidina

pelargonidina delfinidinacianidina

antocianinas  3 – glicosídeos  nos vacúolos

no milho =  aleurona 

flavan 3,4- dióis

apiforol

luteoforol



 121 

flobafenos nas paredes celulares do milho (MOL et al., 1998; KOES 
et al., 2005). Estudos prévios indicam que os pigmentos acumulados 
na camada de aleurona do endosperma dos grãos de milho são 
derivados de antocianinas, enquanto aqueles acumulados no 

pericarpo são comumente flobafenos (STAFFORD, 1998 

HALBWIRTH et al., 2003 BODDU et al., 2005; SEKHON et al., 
2006).  

Considerando estas informações e o fenótipo de coloração 
dos grãos das variedades de milho aqui analisadas (Fig. 8), foi 
possível perceber padrões distintos de deposição dos pigmentos, 
com as variedades MG, PR, RX e RC mostrando pigmentação no 
pericarpo, sendo sugerido, portanto, que acumulem 
preferencialmente flobafenos. A variedade LP mostrou pigmentação 
purpúrea (cor da língua do papagaio) na camada mais externa do 
endosperma de alguns de seus grãos, sendo proposto neste caso o 
acúmulo de antocianinas derivadas de flavan-3,4-dióis. Já as 
variedades MP e as testemunhas BR e FO não apresentaram 
pigmentação nem no pericarpo, nem no endosperma. 

Sendo verdadeira, esta proposta poderia explicar os 
resultados aparentemente contraditórios da quantificação 
espectrofotométrica, ou seja, variedades altamente pigmentadas 
(Fig 6), com baixo teor de pigmentos antociânicos (Fig. 5). Primeiro 
porque a grande maioria das VCM altamente pigmentadas, aqui 
estudadas, apresenta acúmulo de pigmentos no pericarpo de seus 
grãos (Fig 8) e os flobafenos não absorvem seu máximo de luz em 

530 m. Em segundo lugar porque os flobafenos são pigmentos 
fortemente associados aos polissacarídeos da parede celular 

(STAFFORD, 1998 HALBWIRTH et al., 2003 BODDU et al., 2005), 
sendo praticamente insolúveis em água, alcoóis, benzeno e 
solventes similares, dissolvendo-se apenas em ácido sulfúrico 
(ANDERSON, EMERSON, 1923; STAFFORD, 1998). Sendo assim, 
as condições aqui adotadas foram muito brandas para a retirada 
eficiente dos flobafenos das folhas do milho. Já a variedade LP, cuja 
pigmentação se mostrou concentrada no endosperma (Fig 8), 
associada portanto, a antocianinas derivadas dos flavan 3,4-dióis, 
teria seus pigmentos retirados com mais facilidade da matriz foliar, 

nas condições aqui adotadas (STAFFORD, 1998 HALBWIRTH et 

al., 2003 BODDU et al., 2005). 
Ressalta-se que nas amostras de tecido foliar os teores mais 

elevados de antocianinas foram detectados para as variedades MP 
e FO (Fig. 5), que geralmente não apresentam pigmentação, nem 
na aleurona, nem no pericarpo de seus grãos, de modo similar aos 



 122 

grãos de BR (Fig. 8). A análise visual do padrão de coloração das 
espigas colhidas das plantas que tiveram suas folhas aqui 
estudadas pode auxiliar a elucidar esta observação. Pois neste caso 
se constatou que genótipos como MP e FO também podem 
acumular pigmentos antociânicos em seus grãos (Fig. 9), de modo 
similar ao observado para a variedade LP, sugerindo a possibilidade 
de ativação da via de síntese destes pigmentos em seus tecidos.  

Estudos indicam que, no milho, as vias de síntese dos 
pigmentos antociânicos apresentam expressão e ativação tecido 
específica (STAFFORD, 1998; HALBWIRTH et al., 2003; BODDU et 
al., 2005). Portanto, não se exclui a possibilidade de variedades sem 
pigmentação antociânica nos grãos apresentarem as vias de síntese 
destes mesmos compostos, ativas em seu tecido foliar. 

Também é relatada a existência de genótipos de milho que 
acumulam apenas flobafenos, ou apenas antocianinas, em seus 
tecidos, bem como variedades que acumulam ambas as formas 
(HALBWIRTH et al., 2003). A presença simultânea destes 
pigmentos no mesmo indivíduo de Z. mays é factível porque as duas 
formas são sintetizadas pela mesma enzima, com atividades de 
flavanona 4-redutase e dihidro-flavanona 4-redutase. Tal enzima 

apresenta maior afinidade (VmáxKm) pelas dihidro-flavanonas 
(flavan-3,4-dióis), favorecendo a síntese destas antocianinas. 
Todavia, se o genótipo apresentar a enzima flavanona 3-hidroxilase 
inativa, ou o tecido apresentar tal enzima com baixa atividade, 
poderá ocorrer o acúmulo de substratos promovendo a síntese dos 
derivados de flavan-4-óis (HALBWIRTH et al., 2003). Além da 
pigmentação no pericarpo, as variedades MG e PR também 
apresentam os tecidos da palha de suas espigas altamente 
pigmentados de roxo. E alguns trabalhos apontam que as principais 
antocianinas acumuladas na palha da espiga roxa de certos 
genótipos de milho são derivadas da cianidina (GAVAZZI et al., 
1985; HALBWIRTH et al., 2003).  

Além disso, no milho, diversos loci relacionados ao padrão de 
pigmentação de seus grãos e tecidos vegetativos estão sujeitos a 
mecanismos de controle epigenético. Por exemplo, o loci red (r), um 
complexo de genes codificadores para fatores de transcrição que 
regulam a atividade de vários genes envolvidos diretamente com a 
síntese de antocianinas de coloração vermelha, como a 
pelargonidina, está sujeito a controle epigenético via paramutação 
(MARTIESSEN, 1996; MOL et al., 1998; GERING, HENIKOFF, 
2007). Outro exemplo é o locus b1 que codifica para fatores de 
transcrição que também promovem a síntese de antocianinas, mas 
agora de coloração roxa, como os derivados da cianidina. Este locus 
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Figura 9: Detalhe da diversidade de coloração de grãos de espigas 

oriundas das mesmas plantas, cujos tecidos foliares foram alvos do 

presente estudo. 

As setas indicam pigmentação provavelmente associada à presença de 

antocianinas na camada de aleurona dos grãos.
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 também está sujeito a paramutação e quando em homozigose, os 
alelos B1 resultam em alta expressão do fator b1 e em intensa 
coloração roxa, enquanto as plantas homozigóticas para os alelos 
B‟, são menos pigmentadas (CHANDLER, 2004; BOND, 
FINNEGAN, 2007). A análise dos diversos loci reguladores da 
biosíntese dos flavonóides apontam para a organização em duas 
famílias proteicas distintas, uma representada por fatores de 
transcrição com um domínio MYB característico (família c1) e outra 
família representada por fatores de transcrição com um motivo 
básico hélice-loop-hélice (família r). Em conjunto, estas duas 
famílias de fatores de transcrição ativam todos os genes já 
identificados, relacionados à via de síntese dos flavonóides. 
Proteínas da família c1 controlam a síntese dos flobafenos, 
enquanto proteínas da família r controlam a síntese das 
antocianinas derivadas dos flavan 3,4-dióis (MOL et al., 1998; 
STAFFORD, 1998; HALBWIRTH et al., 2003; BODDU et al., 2005; 
KOES et al., 2005).  

É sugerido que a existência de controle através de 
paramutação possa ter propiciado o surgimento de pigmentação 
nos grãos das espigas de variedades como MP e FO (Fig. 9), das 
mesmas plantas cultivadas para a análise do tecido foliar. A 
alteração do padrão de pigmentação pode ter ocorrido através do 
contato com novos epialelos presentes no pólen de outras 
variedades, como LP, por exemplo, ativando os conjuntos gênicos 
anteriormente silenciados nestas variedades. 

 
Identificação dos flavonóides foliares através de 
espectrometria de massa MALDI-TOF 

 
Dando continuidade à caracterização dos flavonódes, 

alíquotas do extrato MeOH-HCl 1% foram analisadas por 
espectrometria de massa MALDI-TOF (EM MALDI-TOF). Porém não 
se logrou êxito, inicialmente, já que os resultados preliminares 
revelaram uma degradação relevante das antocianinas nestes 
extratos. Em função disto, a análise de EM MALDI-TOF para a 
caracterização dos flavonóides utilizou alíquotas de extrato MeOH 
100% foliar, de modo similar ao efetuado para a caracterização dos 
derivados benzóicos e cinâmicos, no capítulo 2.  

A busca de identidade de compostos considerou diversos 
intermediários na via de síntese dos flavonóides (Fig. 7), como a 
naringenina (273 m/z), o caempferol (287 m/z), a quercetina (303 
m/z) e a miricetina (319 m/z). Considerou também as seis 
antocianidinas mais abundantes na natureza, derivadas dos flavan-
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3,4-dióis, e.g., pelargonidina (271 m/z), cianidina (287 m/z), 
peonidina (301 m/z), delfinidina (303 m/z), petunidina (317 m/z) e 
malvidina (331 m/z), e também aquelas derivadas dos flavan-4-óis, 
como a apigenidina (255 m/z) e luteolinidina (271 m/z). A m/z 
esperada para tais metabólitos também foi calculada, considerando 
seus derivados esterificados a um ou mais resíduos de açúcar, bem 
como a diferentes ácidos orgânicos. Segundo Escribano-Bailón et al. 
(2004), os açúcares mais comumente observados associados às 
antocianidinas são as hexoses glucose e galactose (ambos, + 162 
m/z) e as pentoses xilose (+ 132 m/z), arabinose (+ 132 m/z) e 
ramnose (+ 146 m/z). De forma similar, os ácidos orgânicos mais 
comuns são o ácido acético (+ 42 m/z), o malônico (+ 86 m/z), o 
cumárico (+ 164 m/z) e o caféico (+ 180 m/z). 

Estudos que utilizaram a EM MALDI-TOF para a identificação 
das antocianinas consideraram que os seus diferentes ésteres 
podem se fragmentar durante o processo de ionização das 
amostras, resultando em padrões distintos de sinais m/z. Por 
exemplo, um monoglucosídeo como a cianidina 3-glucosídeo, após 
a fragmentação apresenta sinais de m/z referentes ao éster não 
fragmentado (íon molecular), à cianidina aglicona e ao resíduo de 
açúcar. Se esta mesma antocianidina estiver diglucosilada (cianidina 
3,5-diglucosídeo), provavelmente serão observados vários sinais de 
m/z, e.g., um referente ao íon molecular, dois relativos aos 
fragmentos da antocianidina esterificada a cada um dos resíduos de 
açúcar (cianidina 3-glucosídeo e cianidina 5-glucosídeo), um para a 
antocianidina aglicona e também um sinal do resíduo de açúcar. Já 
no caso da antocianidina se mostrar esterificada a um dissacarídeo 
(e.g. cianidina ramnosil-glucosídeo), normalmente a ligação entre os 
resíduos de açúcar não se rompe com a energia da ionização, 
resultando, portanto, em três sinais: o éster não fragmentado (íon 
molecular), a antocianidina aglicona e o resíduo de dissacarídeo. De 
modo similar, quando a molécula analisada é malonada, geralmente 
a ligação entre o ácido orgânico e o resíduo de açúcar também não 
se rompe. Assim, os sinais resultantes da fragmentação da cianidina 
3-glucosídeo malonada, caso o ácido orgânico esteja ligado ao 
resíduo de açúcar, devem ser aqueles referentes ao éster não 
fragmentado, ao sinal da cianidina aglicona e ao sinal do resíduo de 
açúcar malonado (ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004). 

Os resultados da identificação dos flavonóides detectados nos 
espectros de massa adquiridos em modo positivo, a partir dos 
extratos MeOH 100%, são apresentados no conjunto de tabelas que 
formam a Figura 10. 
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Todos os espectros analisados apresentaram sinais mz que 
indicaram a presença de flavonóides no tecido foliar do milho. Com 
uma média de 39 sinais m/z por variedade, sendo ampla a variação 
para o número de sinais, com variedades como FO apresentando 
apenas 2 sinais m/z, enquanto RC mostrou 68 m/z, seguido por MP, 
com 54 m/z e BR, também com 54 m/z. As variedades crioulas 
mostraram um número maior de sinais, média igual a 43, comparado 
às variedades testemunha, média igual a 28 sinais (Fig. 10). 

Em quase todos os espectros analisados (exceto FO), foram 
identificados sinais relacionados aos intermediários da via de 
síntese dos flavonóides (Fig. 7). Quase todas as variedades (exceto 
FO) mostraram sinais de ésteres da naringenina (Fig 10), indicando 
sua associação a resíduos de açúcar, como no caso da naringenina 
ramnosil glicosídeo (580 m/z) e também associação ao ácido 
malônico, como na naringenina di-malonada glicosídeo (607 m/z). 
De modo similar, em quase todas as variedades (exceto FO) foram 
detectados sinais de derivados da quercetina (Fig. 10), como por 
exemplo, quercetina glicosídeo (499 m/z), quercetina ramnosídeo 
(484 m/z) e quercetina di-malonada glicosídeo (637 m/z). Apenas 
nas variedades MG, RC, LP e BR foram observados sinais de 
ésteres da miricetina como, miricetina malonil ramnosideo (551 m/z) 
observada em MG e RC, miricetina di-malonada ramnosideo (637 
m/z) detectada em RC e LP e miricetina malonada xilosil glicosídeo 
(699 m/z), observada apenas em BR (Fig 10). Sinais de derivados 
do campferol foram observados somente nos extratos de RC, MP e 
BR, como o campferol malonado glicosídeo (535 m/z) detectado nas 
três variedades, o campferol di-malonado xilosil glicosideo (753 m/z) 
observado apenas nos extratos de RC e o campferol di-malonado 
ramnosídeo (605 m/z) detectado somente nos extratos de BR (Fig 
10).  

As variedades PR, RX, MP e BR mostraram um sinal de m/z 
287 que pode ser o campferol na sua forma livre. Além deste sinal, a 
variedade MP também apresentou dois sinais 289 m/z e 303 m/z, 
associados ao eriodictiol e à quercetina, respectivamente (Fig. 10). 
A variedade com maior número de sinais indicando intermediários 
na síntese dos flavonóides foi RC, com 20 sinais, seguido por BR, 
com 13 sinais. Curiosamente, a última variedade apresenta espigas 
de grãos amarelos, enquanto RC apresenta certa percentagem de 
plantas com espigas de grãos amarelos. A naringenina e a 
quercetina mostraram o número mais elevado de sinais, com média 
de cerca de 2 ésteres por variedade. Por fim, destaca-se que o 
tecido foliar de RC apresentou um total de 8 ésteres da naringenina 
e 4 ésteres da quercetina em seus espectros de EM (Fig 10). 
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Figura 10(A): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade Mato 

Grosso Palha Roxa (MG).
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Mato Grosso Palha Roxa
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Figura 10(B): Sinais massa/carga (m/z) de compostos flavonóides detectados no 

extrato metanólico de folhas da variedade Palha Roxa (PR), por EM-MALDI-TOF. 

Para detalhes veja Material e Métodos.

Figura10(A): Flavonóides, variedade Mato Grosso Palha Roxa

Mato Grosso Palha Roxa - Continuação
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Figura 10(B): Sinais massa/carga (m/z) de compostos flavonóides detectados no 

extrato metanólico de folhas da variedade Palha Roxa (PR), por EM-MALDI-TOF. 

Para detalhes veja Material e Métodos.
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Palha Roxa - Continuação 

malvidina +  acetil +  glicose                       (M+ = 535,047)

malvinidina +  glicose                                   (M+ = 493,222)

malvidina +  malonil (M+ = 417,1114)

malvidina aglicona

(M+ = 331,0878)

petunidina + xilosil +  ramnose (M+ = 592,3154)

petunidina +  glicosídeo                              (M+ = 479,2248)

petunidina +  ramnose (M+ = 463,068)

delfinidina +  glicose                                    (M+ = 465,2138)

delfinidina +  ramnose (M+ = 449,0458)

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,3076)

peonidina +  malonil +  glicose                   (M+ = 549,2262)

peonidina +  malonil +  ramnose (M+ = 533,2439)

peonidina +  acetil +  glicose                       (M+ = 505,2257)

peonidina +  glicose                                       (M+ = 463,068)

peonidina aglicona

(M+ = 301,0178)

cianidina +  malonil +  glicose                      (M+ = 535,047)

cianidina +  glicose                                        (M+ = 449,0458)

cianidina +  ramnose (M+ = 433,2253)

cianidina aglicona

(M+ = 287,0552)

pelargonidina +  malonil +  glicose               (M+ = 519,0487)

pelargonidina +  glicose                                 (M+ = 433,2253)

pelargonidina +  ramnose (M+ = 417,1114)

pelargonidina +  xilose (M+ = 403,1923)

pelargonidina aglicona

(M+ = 271,0045)

Figura10(B): Flavonóides, variedade Palha Roxa

Palha Roxa - Continuação 
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Figura10(B): Flavonóides, variedade Palha Roxa
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quercetina  +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,2572)

kaemferol

(M+ = 287,0881)

naringenina +  malonil +  malonil +  glicose      

(M+ = 607,2572)

Roxo

dimetoxi luteolinidina +  xilose +  glicose              (M+ = 593,3076)

dimetoxi luteolinidina (M+ = 299,0545)

metoxi luteolinidina + ramnose +  glicose             (M+ = 593,3076)

metoxi luteolinidina + malonil +  glicose               (M+ = 533,2439)

metoxi luteolinidina +  ramnose (M+ = 431,1135)

metoxi luteolinidina +  xilose (M+ = 417,1114)

luteolinidina +  glicose                                            (M+ = 433,2253)

luteolinidina +  ramnose (M+ = 417,1114)

luteolinidina

aglicona

(M+ = 271,0045)

dimetoxi apigenidina +  malonil +  malonil +  ramnose

(M+ = 601,1842)

dimetoxi apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 561,2456)

metoxi apigenidina +  glicose  +  glicose            (M+ = 593,3076)

metoxi apigenidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 561,2456) 

metoxi apigenidina +  glicose                              (M+ = 431,1135)

apigenidina +  malonil +  glicose                         (M+ = 503,2352)

apigenidina +  glicose                                           (M+ = 417,1114)

Palha Roxa - Continuação

Figura10(B): Flavonóides, variedade Palha Roxa

Figura 10(C): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Roxo (RX).
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Palha Roxa - Continuação

Figura10(B): Flavonóides, variedade Palha Roxa

Figura 10(C): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Roxo (RX).
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dimetoxi luteolinidina +  glicose  +  ramnose

(M+ = 607,2572)

dimetoxi luteolinidina +  glicose  +  xilose

(M+ = 593,3218)

dimetoxi luteolinidina

(M+ = 299,085)

metoxi luteolinidina +  ramnose + glicose               

(M+ = 593,3218)

metoxi luteolinidina +  malonil +   glicose                

(M+ = 533,2912)

dimetoxi apigenidina +  glicose  +  glicose           

(M+ = 607,2572)

dimetoxi apigenidina +  xilose +  ramnose

(M+ = 561,1503)

dimetoxi apigenidina +  xilose

(M+ = 415,1194)

dimetoxi apigenidina

(M+ = 283,0982)

metoxi apigenidina +  glicose  +  glicose                 

(M+ = 593,3218)

metoxi apigenidina +  ramnose +  ramnose

(M+ = 561,1503)

metoxi apigenidina +  xilose +  xilose

(M+ = 533,2912)

metoxi apigenidina +  ramnose (M+ = 415,1194)

apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 533,2912) 

malvidina aglicona

(M+ = 331,089)

petunidina +  xilose +  ramnose (M+ = 592,3155)

delfinidina +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,2572) 

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,3218)

peonidina +  malonil +  ramnose (M+ = 533,2912)

peonidina aglicona

(M+ = 301,0826)

cianidina aglicona

(M+ = 287,0881)

pelargonidina +  malonil +  malonil (M+ = 443,0043)

Roxo - Continuação

Figura10 (C): Flavonóides, variedade Roxo.
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dimetoxi luteolinidina

(M+ = 299,085)

metoxi luteolinidina +  ramnose + glicose               
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(M+ = 533,2912)

dimetoxi apigenidina +  glicose  +  glicose           

(M+ = 607,2572)

dimetoxi apigenidina +  xilose +  ramnose

(M+ = 561,1503)

dimetoxi apigenidina +  xilose

(M+ = 415,1194)

dimetoxi apigenidina

(M+ = 283,0982)

metoxi apigenidina +  glicose  +  glicose                 

(M+ = 593,3218)

metoxi apigenidina +  ramnose +  ramnose

(M+ = 561,1503)

metoxi apigenidina +  xilose +  xilose

(M+ = 533,2912)

metoxi apigenidina +  ramnose (M+ = 415,1194)

apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 533,2912) 

malvidina aglicona

(M+ = 331,089)

petunidina +  xilose +  ramnose (M+ = 592,3155)

delfinidina +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,2572) 

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,3218)

peonidina +  malonil +  ramnose (M+ = 533,2912)

peonidina aglicona

(M+ = 301,0826)

cianidina aglicona
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pelargonidina +  malonil +  malonil (M+ = 443,0043)

Roxo - Continuação

Figura10 (C): Flavonóides, variedade Roxo.
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miricetina +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 637,9711)

miricetina +  malonil +  glicose                                          (M+ = 567,2825)

miricetina +  malonil +  ramnose (M+ = 551,2875)

miricetina +  malonil +  xilose (M+ = 537,1792)

miricetina +  malonil +  malonil (M+ = 491,2304)

quercetina  +  malonil +  malonil +  glicose                     (M+ = 637,9711)

quercetina  +  ramnose +  glicose                                  (M+ = 611,3189)

quercetina  +  malonil +  malonil +  xilose (M+ = 607,2804)

quercetina  +  malonil +  ramnose (M+ = 535,2849)

kaemferol +  malonil +  malonil +  xilose +  glicose                             (M+ = 753,0032)

kaemferol +  malonil +  glicose                                          (M+ = 535,2849)

kaemferol +  xilose (M+ = 419,0847)

naringenina +  malonil +  malonil +  ramnose +  glicose                      (M+ = 753,0032)

naringenina +  malonil + ramnose +  glicose            (M+ = 666,0386)

naringenina +  malonil + xilose +  ramnose (M+ = 637,9711)

naringenina +  malonil +  malonil +  glicose                                          (M+ = 607,2804)

naringenina +  xilose +  glicose                                     (M+ = 567,2825)

naringenina +  xilose +  ramnose (M+ = 551,2875)

naringenina +  malonil +  xilose (M+ = 491,2304) 

naringenina +  ramnose (M+ = 419,0847)

Rajado 8 Carreiras

pelargonidina + malonil +  ramnose +  ramnose (M+ = 649,5677)

pelargonidina + malonil +  xilose +  xilose (M+ = 535,2849)

pelargonidina + malonil +  malonil (M+ = 442,9935)

pelargonidina + ramnose (M+ = 417,0849)

pelargonidina +  xilose (M+ = 403,0412)

Figura 10(D): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Rajado 8 Carreiras (RC).
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pelargonidina + malonil +  malonil (M+ = 442,9935)
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pelargonidina +  xilose (M+ = 403,0412)

Figura 10(D): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Rajado 8 Carreiras (RC).
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malvidina +  malonil +  malonil +  ramnose

(M+ = 649,5677)

malvidina +  xilose +  ramnose (M+ = 609,2655) 

malvidina +  malonil (M+ = 417,0849)

malvidina aglicona

(M+ = 331,11)

petunidina +  ramnose +  ramnose

(M+ = 609,2655) 

petunidina +  malonil (M+ = 403,0412) 

delfinidina +  malonil +  malonil +  xilose + ramnose

(M+ = 753,0032) 

delfinidina +  malonil +  malonil +  glicose                   

(M+ = 637,9711) 

delfinidina +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,2804)

delfinidina +  xilose +  xilose (M+ = 567,2825) 

delfinidina +  malonil +  glicose                       (M+ = 551,2875) 

delfinidina +  malonil +  ramnose (M+ = 535,2849)

peonidina +  ramnose +  glicose                       (M+ = 609,2655) 

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,2889)

peonidina + malonil (M+ = 387,2184)

peonidina aglicona

(M+ = 301,0849)

cianidina +  malonil +  malonil + xilose +  glicose     

(M+ = 753,0032)

cianidina +  malonil +  xilose +  xilose (M+ = 637,9711)

cianidina +  glicose  +  glicose                         (M+ = 611,3189)

cianidina +  xilose +  xilose (M+ = 551,2875)

cianidina +  malonil +  glicose                        (M+ = 535,2849)

cianidina +  xilose (M+ = 419,0847)

Rajado 8 Carreiras - Continuação

Figura10 (D): Flavonóides, variedade Rajado 8 Carreiras.
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Rajado 8 Carreiras - Continuação

Figura10 (D): Flavonóides, variedade Rajado 8 Carreiras.
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Figura10 (D): Flavonóides, variedade Rajado 8 Carreiras.

Rajado 8 Carreiras - Continuação
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Figura10 (D): Flavonóides, variedade Rajado 8 Carreiras.

Rajado 8 Carreiras - Continuação
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malvidina +  acetil +  glicose                                     (M+ = 535,2082)

(M+ = 331,1118)

malvidina

aglicona

petunidina +  malonil +  malonil +  glicose  +  glicose  

(M+ = 813,4467)

delfinidina +  malonil +  malonil +  glicose                  

(M+ = 637,6183)

delfinidina +  ramnose +  glicose                              (M+ = 611,1993)

peonidina +  ramnose +  glicose                               (M+ = 609,2397)

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,2001)

peonidina +  malonil +  ramnose (M+ = 533,2643)
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quercetina  +  malonil +  malonil +  glicose                   

(M+ = 637,6183)

naringenina +  malonil + xilose +  ramnose

(M+ = 637,6183)

Lingua de Papagaio

Figura 10 (E): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, 

observados nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da 

variedade Língua de Papagaio (LP).
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Lingua de Papagaio

Figura 10 (E): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, 

observados nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da 

variedade Língua de Papagaio (LP).
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quercetina  +  malonil +  malonil + xilose

(M+ = 607,3284)

quercetina  +  malonil +  ramnose (M+ = 535,3247) 

quercetina  +  malonil +  xilose (M+ = 521,2487)

quercetina    

(M+ = 303,1015)

eriodictiol

(M+ = 289,2476)

kaemferol +  malonil +  glicose                     (M+ = 535,3247)

kaemferol

(M+ = 287,0937)

naringenina +  malonil +  malonil (M+ = 607,3284)

naringenina + malonil (M+ = 521,2487) 

MPA

dimetoxi luteolinidina +  xilosil +  glicose                        (M+ = 593,2001)

dimetoxi luteolinidina +  glicose                                       (M+ = 461,2841)

metoxi luteolinidina +  ramnose +  glicose                    (M+ = 593,2001)

metoxi luteolinidina +  malonil +  glicose                        (M+ = 533,2643)

dimetoxi apigeninidina +  xilose +  ramnose (M+ = 561,1102)

metoxi apigeninidina +  glicose  +  glicose                     (M+ = 593,2001)

metoxi apigenidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 561,1102)

Lingua de Papagaio - Continuação

Figura10 (E): Flavonóides, variedade Língua de Papagaio.

Figura 10 (F): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

MPA 01 (MP).
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Lingua de Papagaio - Continuação

Figura10 (E): Flavonóides, variedade Língua de Papagaio.

Figura 10 (F): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

MPA 01 (MP).
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Figura 10 (F): Flavonóides, variedade MPA 01.

MPA - Continuação

malvidina +  xilose +  glicose                            (M+ = 625,3386)

malvidina +  xilose +  ramnose (M+ = 609,3372)

malvidina +  malonil + ramnose (M+ = 563,0629)

malvidina aglicona

(M+ = 331,1035)

petunidina +  malonil +  malonil +  glicose  +  glicose  

(M+ = 813,5835)

petunidina +  ramnose +  glicose                     (M+ = 625,3386)

petunidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 609,3372)

delfinidina +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,3284)
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delfinidina aglicona
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peonidina +  ramnose +  glicose                         (M+ = 609,3372)
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pelargonidina +  malonil +  malonil (M+ = 442,9951)

Figura 10 (F): Flavonóides, variedade MPA 01.

MPA - Continuação
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dimetoxi luteolinidina +  malonil +  malonil +  glicose               

(M+ = 633,8413)

dimetoxi luteolinidina +  ramnose +  glicose                                

(M+ = 607,3284)

dimetoxi luteolinidina +  xilose +  glicose                                     

(M+ = 593,2901)

dimetoxi luteolinidina +  xilose +  xilose

(M+ = 563,0629)

dimetoxi luteolinidina

(M+ = 299,0886)

metoxi luteolinidina +  malonil +  malonil +  xilose +  xilose

(M+ = 721,9164)

metoxi luteolinidina +  glicose  +  glicose                             
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apigenidina +  ramnose +  glicose           (M+ = 563,0629)

apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 533,3353) 

MPA - Continuação

Figura 10 (F): Flavonóides, variedade MPA 01.
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MPA - Continuação

Figura 10 (F): Flavonóides, variedade MPA 01.
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miricetina +  malonil +   xilose +  glicose                  

(M+ = 699,4275)

miricetina +  malonil +   xilose

(M+ = 537,3226)

quercetina  +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 607,2964)

quercetina  +  malonil +  ramnose (M+ = 535,3002)

quercetina  +  malonil (M+ = 389,006)

kaemferol +  malonil +  malonil +  ramnose

(M+ = 605,1029)

kaemferol +  malonil +  malonil +  xilose

(M+ = 591,3239)

kaemferol +  malonil +  glicose                         (M+ = 535,3002)

kaemferol +  malonil +   xilose (M+ = 505,2544)

kaemferol

(M+ = 287,0815) 

naringenina +  malonil +  malonil +  glicose       

(M+ = 607,2964)

naringenina +  malonil +  malonil +  ramnose

(M+ = 591,3239) 

naringenina +  malonil +  ramnose (M+ = 505,2544)

BRS 1030

Figura 10 (G): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, 

observados nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da 

variedade BRS 1030 (BR).
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BRS 1030

Figura 10 (G): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, 

observados nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da 

variedade BRS 1030 (BR).
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Figura 10 (G): Flavonóides, variedade BRS 1030.
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BRS 1030 - Continuação
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Figura 10 (G): Flavonóides, variedade BRS 1030.
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(M+ = 605,1029)

peonidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 593,3163)

peonidina +  malonil +  ramnose (M+ = 533,2873)

petunidina +  ramnose +  glicose                 (M+ = 625,3161)

petunidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 609,3133) 

BRS 1030 - Continuação

pelargonidina +  malonil +  malonil +  glicose  

(M+ = 605,1029) 

pelargonidina +  malonil +  xilose +  xilose

(M+ = 535,3002)

pelargonidina +  malonil +  malonil

(M+ = 442,9382)

cianidina +  malonil +  malonil +  ramnose

(M+ = 605,1029) 

cianidina +  malonil +  malonil +  xilose (M+ = 591,3239) 

cianidina +  malonil +   glicose                           (M+ = 535,3002) 

cianidina +  malonil +  xilose (M+ = 505,2544)

cianidina +  malonil +  malonil (M+ = 459,2525)

cianidina aglicona

(M+ = 287,0815)
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petunidina aglicona

(M+ = 317,9978)

pelargonidina +  malonil +  malonil

(M+ = 442,8999)

Fortuna 

dimetoxi luteolinidina +  ramnose +  glicose                (M+ = 607,2964)

dimetoxi luteolinidina +  xilose +  glicose                   (M+ = 593,3163)

dimetoxi luteolinidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 591,3239)

dimetoxi luteolinidina +  glicose                                      (M+ = 460,9787)

metoxi luteolinidina +  ramnose +  glicose                 (M+ = 593,3163)

metoxi luteolinidina +  malonil +  glicose                     (M+ = 533,2873)

luteolinidina +  xilose +  xilose (M+ = 535,3002)

dimetoxi apigenidina +  glicose  +  glicose                 (M+ = 607,2964)

dimetoxi apigenidina +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 601,051)

dimetoxi apigenidina +  ramnose +  glicose               (M+ = 591,3239) 

dimetoxi apigenidina +  malonil +  malonil +  xilose (M+ = 587,0611)

dimetoxi apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 561,3281)

dimetoxi apigenidina +  malonil +  glicose                   (M+ = 531,2012)

metoxi apigenidina +  glicose  +  glicose                   (M+ = 593,3163)

metoxi apigenidina +  malonil +  malonil +  ramnose (M+ = 587,0611)

metoxi apigenidina +  ramnose +  ramnose (M+ = 561,3281)

metoxi apigenidina +  xilose +  xilose (M+ = 533,2873)

apigenidina +  malonil +  xilose +  xilose (M+ = 605,1029)

apigenidina +  xilose +  ramnose (M+ = 533,2873)

BRS 1030

Figura 10 (G): Flavonóides, variedade BRS 1030.

Figura 10(H): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Fortuna (FO).
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Figura 10 (G): Flavonóides, variedade BRS 1030.

Figura 10(H): Sinais massa carga (m/z) relacionados aos flavonóides, observados 

nos espectros de MALDI-TOF para o extrato MeOH do tecido foliar da variedade 

Fortuna (FO).
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A naringenina é um intermediário chave na síntese dos flavan-
4-óis, que originam os flobafenos, e também na síntese dos flavan-
3,4,-diós que originam as antocianinas (STAFFORD, 1998; 
HALBWIRTH et al., 2003). Sendo assim, faz sentido que este 
intermediário tenha sido observado no tecido foliar de todos os 
genótipos analisados. Já a dihidro-quercetina é um composto 
intermediário na síntese da cianidina, enquanto o dihidro-campferol 
e a dihidro-miricetina são intermediários na síntese da pelargonidina 

e da delfinidina, respectivamente (STAFFORD, 1998 HALBWIRTH 
et al., 2003; BODDU et al., 2005; SEKHON et al., 2006). A presença 
de sinais relacionados às formas não dihidroxiladas destes 
metabólitos pode indicar que a via de síntese das antocianinas 
derivadas dos flavan 3,4-dióis se encontra ativa no tecido foliar de 
todas as variedades analisadas. Resultados similares no que se 
refere à presença de quercetina e campferol nos extratos dos grãos 
de milho roxo proveniente do Peru têm sido relatados (PEDRESCHI, 
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007).  

As análises de EM MALDI-TOF dos extratos metanólicos 
foliares das VCM em estudo também revelaram a presença das 
seguintes antocianidinas derivadas dos flavan-3,4-dióis (Fig. 7): 
pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e 
malvidina. A variedade RC mostrou o maior número de sinais m/z 
(27) relacionados com os derivados destas antocianidinas, 
semelhante ao observado para as variedades MG e PR, ambas com 
24 sinais e MP e BR, com 22 sinais (Fig. 10).  

A caracterização dos extratos MeOH 100% partiu do 
pressuposto que a presença do sinal m/z indicando a forma aglicona 
da antocianidina auxilia na elucidação da identidade dos pigmentos 
antociânicos. Quase todas as variedades (exceto FO) mostraram 

sinais relacionados à malvidina aglicona (331 mz). Outras 
antocianidinas também foram detectadas como agliconas, a 
cianidina (287 m/z – variedades PR, RX, MP e BR), a peonidina 
(301 m/z – variedades MG, PR, RX e RC), a pelargonidina (271 m/z 
– variedade PR), a delfinidina (303 m/z - variedade MP) e a 
petunidina (317 m/z – variedade FO). A variedade PR mostrou o 
maior número de sinais m/z relacionados com agliconas das 
antocianidinas (Fig. 10). 

Ésteres da pelargonidina foram detectados para quase todas 
as variedades (exceto MG), com RC, PR e MP apresentando o 
maior número de sinais m/z relacionados a eles. Ésteres da 
cianidina também foram detectados para quase todos os espectros, 
exceto aqueles de RX e FO, com as variedades RC, BR e MG 
apresentando a maior diversidade de seus derivados. Quase todas 
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as variedades (exceto FO) mostraram sinais relacionados à 
peonidina, com o maior número sendo detectado para MG, PR e 
BR. Derivados da delfinidina também foram observados para quase 
todas as variedades (exceto FO), com o maior número de sinais 
sendo visualizados nas variedades RC e MG. Já os ésteres da 
petunidina, observados em quase todas as amostras (exceção para 
FO), tiveram MG, PR e MG, mostrando o maior número de 
diferentes ésteres. Ésteres da malvidina foram detectados nos 
tecidos foliares de quase todas as variedades, exceção para FO e 
RX. Curiosamente esta última variedade mostrou um sinal 
associado a malvidina aglicona, sem a presença de seus ésteres. A 
variedade MG mostrou o maior número de sinais de derivados da 
malvidina (Fig. 10).  

Dando continuidade ao estudo, foi efetuada uma análise 
preditiva dos fragmentos que podem ter se originado durante o 
processo de ionização das amostras. Por exemplo, para MG foi 
observado um sinal para a peonidina di ramnosideo (593 m/z), que 
após a fragmentação pode ter originado os sinais da peonidina 
ramnosideo (447 m/z) e da peonidina aglicona (301 m/z), 
simultaneamente observados nos espectros de EM (Fig 10). A 
detecção do monoglicosídeo, peonidina ramnosídeo, permite ainda 
inferir que os dois resíduos de açúcar devem estar ligados a 
antocianidina e não formando um dissacarídeo. Nesta mesma 
variedade, a detecção simultânea da peonidina glicosil ramnosideo 
(609 m/z) e dos monoglicosídeos, peonidina ramnosídeo (447 m/z) e 
peonidina glicosídeo (463 m/z), parecem indicar a ligação 
independente de cada resíduo de açúcar, a estrutura da 
antocianidina (Fig. 10). No caso da variedade PR, para cada 
aglicona detectada (pelargonidina, cianidina, peonidina e malvidina) 
foram observados os seus ésteres 3-glicosilados (e.g. pelargonidina 
3-glucosídeo) e também os ésteres glicosilados e malonados (e.g. 
pelargonidina malonil glucosídeo), indicando um claro padrão de 
fragmentação. Os espectros da variedade RC evidenciaram sinais 
relacionados à malvidina di malonada ramnosídeo (649 m/z), bem 
como, sinais da malvidina malonada (417 m/z) e da malvidina 
aglicona. Nos espectros de MP, os sinais da delfinidina aglicona e 
da delfinidina malonil xilosídeo (521 m/z) podem ter se originado a 
partir da fragmentação da delfinidina di malonil xilosídeo (607 m/z). 
De forma similar, o sinal observado para BR, cianidina di malonil 
xilosídeo (591 m/z), pode ter originado os sinais da cianidina malonil 
xilosídeo (505 m/z) e da cianidina aglicona (Fig. 10). 

Hipskind et al. (1996) estudando a resistência do milho ao 
fungo Maydis bipolaris que infecta o mesófilo das folhas, notaram o 
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acúmulo de antocianinas, principalmente cianidina 3-glicosídeo 
malonada e a cianidina 3-glicosídeo dimalonada, na presença deste 
patógeno. Além disto, estes pigmentos se acumularam nas células 
saudáveis ainda não infectadas, circundando a região ao redor da 
área lesionada. No presente estudo foi observado um padrão similar 
de acúmulo de pigmentos no tecido foliar de MG, PR, RX e LP, na 
proximidade de lesões causadas por patógenos (Fig. 6B) ou 
causadas pelo ataque de herbívoros (Fig. 6A e 6D). O detalhe em 
maior aumento, mostrando o acúmulo de pigmentos avermelhados 
ao redor da lesão no tecido foliar de PR (Fig. 6B) é semelhante ao 
observado por Hipskind et al., (1996). Sugere-se, portanto, que nas 
variedades MG, PR, RX e LP, ocorra o acúmulo de derivados da 
cianidina como parte da resposta de resistência a infecção com 
fungos, ou ao ataque de herbívoros. De fato, as análises por EM 
MALDI-TOF comprovaram a presença da cianidina aglicona nos 
tecidos foliares das variedades PR, RX, MP e BR, bem como de 
sinais m/z associados a seus ésteres, para todas as variedades, 
exceto RX e FO (Fig. 10). 

Escribano-Bailón et al. (2004) descreveram a ocorrência de 
antocianinas em cereais e, no caso de Zea mays, a presença nos 
tecidos foliares de cianidina 3-glucosídeo (48% das antocianinas 
totais), cianidina 3-glucosídeo malonada (26%), cianidina-3-
glucosídeo dimalonada (16%) e também peonidina 3-glucosídeo 
(2%). Estes autores destacaram a elevada atividade inibitória 
destas antocianinas sobre a síntese de aflotoxinas, oriundas de 
Aspergillus flavus e A. subutilis. De forma similar, grãos roxos de 
uma variedade originária do Peru mostraram a presença de 
cianidina 3-glucosídeo, pelargonidina 3-glucosídeo e peonidina 3-
glucosídeo, além de seus derivados malonados. A cianidina 3 
glucosídeo dimalonada também foi detectada. Em termos 
quantitativos, a cianidina 3-glucosídeo representou 44% do extrato 
(ca. 15 mg/g), a cianidina-3-(6” malonil glucosídeo) 26,8% do 
extrato (≈ 10 mg/g) e a peonidina 3-glucosídeo aproximadamente 
10% (≈ 4 mg/g), com seu derivado malonado perfazendo 11% do 
extrato (≈ 5 mg/g). A pelargonidina 3-glucosídeo representou 
apenas 3% do extrato e seu derivado malonado 4,6% (AOKI et al., 
2002; PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). Todos estes 
ésteres também foram observados no tecido foliar das variedades 
crioulas de milho objetos deste estudo (Fig. 10).  

A análise de grãos azuis de variedades de milho provenientes 
do México indicaram derivados de malvidina e de cianidina como 
seus componentes majoritários. De outra forma, a cianidina se 
mostrou em maior concentração em genótipos de grãos vermelhos, 
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seguida pela pelargonidina e pela malvidina. Neste caso, os 
principais ésteres detectados foram a cianidina 3-glucosídeo, a 
pelargonidina 3-glucosídeo e a malvidina 3-glucosídeo (CORTÉS et 
al., 2006). A análise de duas variedades de milho de grãos azuis, 
provenientes do México e do EUA, revelou a presença apenas de 
derivados da cianidina, e.g., cianidina 3-glucosídeo, sendo esta 
responsável por cerca de 75% do teor de antocianinas totais (DEL 
POZO-INSFRAN et al., 2006).  

Comparando-se os resultados da EM obtidos para as 
antocianinas presentes nas folhas do milho (Fig. 10), com as 
informações descritas na literatura (HIPSKIND et al., 1996; AOKI et 
al., 2002; ESCRIBANO-BAILÓN et al., 2004; DEL POZO-INSFRAN 
et al., 2006; PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007) se 
percebe uma certa congruência. Primeiramente, todas as 
variedades (exceto FO) apresentaram derivados da cianidina, da 
pelargonidina e da peonidina nos seus espectros (ESCRIBANO-
BAILÓN et al., 2004; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006; 
PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). E com exceção de 
FO, as folhas das variedades de milho apresentaram diversas 
formas de ésteres de malvidina (Fig. 10). Sendo esta antocianidina 
anteriormente detectada em variedades de grãos azuis do México 
(CORTÉS et al., 2006). Adicionalmente se destaca a presença de 
derivados de delfinidina em todas as amostras foliares das VCM, 
sendo no genótipo MP detectada também a sua ocorrência na 
forma aglicona (Fig. 10). Escribano-Bailón et al. (2004) relataram a 
presença de derivados de delfinidina nos grãos de milho, 
conjuntamente com derivados da cianidina, pelargonidina e 
peonidina.  

A busca de identidade para os sinais observados nos 
espectros de massa (MALDI-TOF - Fig. 10) revelou a presença de 
ésteres de antocianidinas como a apigenidina e a luteolinidina, 
derivadas dos flavan-4-óis nas folhas das VCM (Fig. 7). Apenas FO 
não mostrou sinais (m/z) associados à apigenidina ou a luteolinidina. 
Para todas as outras VCM foram observados sinais referentes a 
seus ésteres, bem como aos seus derivados metoxilados e di-
metoxilados (Fig. 10). A variedade MP mostrou o número mais 
elevado de ésteres destas antocianidinas (23 sinais m/z), seguido 
por RC (21 sinais) e BR (19 sinais). Considerando a presença de 
sinais relacionados às agliconas destas antocianidinas se contata 
que nos espectros de PR foi observado um sinal (271 m/z) 
tentativamente atribuído à luteolinidina aglicona. Nos espectros de 
RX, foram observados dois sinais, 283 m/z e 299 m/z, referentes à 
dimetoxi-apigenidina e a dimetoxi-luteolinidina, respectivamente. 
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Para RC e MP, apenas a dimetoxi-luteolinidina foi observada. Já 
para as variedades MG, LP, BR e FO não foram detectados sinais 
de agliconas das antocianidinas derivadas dos flavan-4-óis (Fig 10). 
Apenas para os genótipos LP e FO não foram observados ésteres 
da apigenidina na sua forma não metoxilada, enquanto as 
variedades MP, MG e RC apresentaram o maior número de seus 
ésteres. Os ésteres de apigenidina metoxilada e da apigenidina di-
metoxilada foram observados para todas as variedades (exceto FO - 
Fig. 10). Apenas RX e LP não mostraram ésteres de luteolinidina 
não metoxilada, sendo que ésteres de luteolinidina metoxilada e da 
luteolinidina dimetoxilada foram observados no tecido foliar de 
quase todas as variedades (exceto FO). Novamente, a forma mono-
metoxilada da luteolinidina parece ser mais freqüente (Fig. 10). Um 
sinal em 593 m/z observado para todas as variedades (exceto FO) 
pode indicar a presença da peonidina di ramnosídeo, ou a presença 
da metoxi-apigenidina di glicosídeo, ou da metoxi-luteolinidina 
ramnosil glicosídeo ou ainda, da dimetoxi-luteolinidina xilosil 
glicosídeo. 

O eriodictiol, curiosamente detectado apenas nos extratos de 
MP (Fig. 10), origina o luteoforol, monômero provavelmente utilizado 
na montagem dos flobafenos (HALBWIRTH et al., 2003). Além 
disso, origina a luteolinidina, composto que teve seus derivados 
anteriormente observados nas folhas do milho, os quais foram 
denominados de maisina (GUELDNER et al., 1992), sendo 
indicados como o principal fator de resistência à infestação pelas 
lagartas de Spodoptera frugiperda e Helicoverpa zea. Diferenças 
relevantes entre os genótipos de milho com relação ao teor de 
maisina também foram relatadas. Em sua revisão, Simmonds (2003) 
menciona a presença da maisina no milho, inibindo neste caso o 
desenvolvimento das larvas de Heliothis zea. Além da presença nas 
folhas, a ocorrência de derivados da apigenidina e da luteolinidina 
tem sido relatada no tecido floral do milho. Embora as antocianidinas 
derivadas dos flavan-4-óis sejam relativamente raras na natureza, 
sua presença já foi relatada nos tecidos do sorgo, onde atuam como 
fitoalexinas e também nos tecidos das flores da família 
Gesneriaceae, onde atuam como pigmentos (HALBWIRTH et al., 
2003).  

Embora as condições de operação do espectrômetro MALDI-
TOF não sejam quantitativas, foi possível perceber diferenças 
marcantes na intensidade dos sinais massa/carga nos espectros 
obtidos para o extrato MeOH 100% do tecido foliar das diferentes 
variedades de milho (Fig. 4 –capítulo 2).  
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Os sinais mais intensos foram detectados para as agliconas 
das antocianinas, com a variedade MG mostrando sinais intensos 
para 301 m/z (peonidina aglicona) e 331 m/z (malvidina aglicona). Já 
PR mostrou sinais com maior intensidade em 287 m/z (cianidina 
aglicona) e 331 m/z. No caso da variedade RX, os sinais mais 
intensos foram 331 m/z, 299 m/z (dimetoxi luteolinidina aglicona) e 
593 m/z (peonidina di ramnosideo, metoxi apigeninidina di 
glicosideo, metoxi luteolinidina ramnosil glicosídeo e/ou dimetoxi 
luteolinidina xilosil glicosídeo). A variedade RC mostrou o maior 
número de sinais intensos em seus espectros, 331 m/z, 535 m/z 
(cianidina malonada glicosideo, delfinidina malonada ramnosideo, 
pelargonidina malonada di xilosídeo, quercetina malonada 
ramnosideo, campferol malonado glicosídeo e/ou luteolinidina di 
xilosideo), 551 m/z (delfinidina malonada glicosídeo, cianidina di 
xilosideo, quercetina malonada, miricetina malonada ramnosideo 
e/ou naringenina xilosil ramnosideo), 593 m/z, 607 m/z (delfinidina di 
malonada xilosideo, naringenina di malonada, quercetina di 
malonada xilosideo, dimetoxi apigeninidina di glicosideo e/ou 
dimetoxi luteolinidina ramnosil glicosídeo) e 609 m/z (peonidina 
ramnosil glicosídeo, petunidina di ramnosideo, malvidina xilosil 
ramnosideo e/ou metoxi luteolinidina di glicosideo). As variedades 
LP e BR mostraram 331 m/z e 593 m/z como os sinais associados 
aos flavonóides de maior intensidade. A variedade MP apresentou 
dois sinais, 299 m/z e 593 m/z e FO, apenas um sinal intenso, 443 
m/z, associado com a pelargonidina dimalonada (Fig. 10). 

 
Quimiometria 

 
A análise quimiométrica dos perfis espectrais de varredura 

UV-visivel dos extratos MeOH-HCl 1% e MeOH 100% utilizou a 
análise dos componentes principais (PCA), como estratégia para a 
prospecção de biomassas com conteúdo fenólico ou antociânico 
diferenciado. 

Os resultados de PCA revelaram para o extrato MeOH-HCl 
1% uma menor influência dos autovalores associados aos 
compostos fenólicos, comparativamente à influência dos 
carotenóides, flavonóides e clorofilas nas duas formas de cálculo 
utilizadas, i.e., via matrizes de correlação e de covariância (Fig. 11). 
A menor influência dos comprimentos de onda relacionados aos 
compostos fenólicos se deve ao fato de que as absorbâncias na 

janela espectral entre 290 e 370 m foram descartadas 
automaticamente durante a análise de PCA, por apresentarem valor 
igual para todas as variedades (absorbância = 3). Infelizmente, a 
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região descartada se refere a janela espectral de máxima 
absorbância dos derivados do ácido benzóico e do ácido cinâmico 
(TSAO, DENG, 2004). Não foi adotada a diluição do extrato MeOH 
HCl 1% previamente a análise, pois a influência dos comprimentos 
de onda de máxima absorção da grande maioria dos flavonóides foi 
mantida, sendo estes compostos os alvos principais da 
caracterização de que trata o capítulo 3. 

O cálculo dos PCA através de matrizes de correlação revelou 
que PC1 e PC2 resolveram 86,35% da variabilidade do conjunto de 
dados (Fig. 11A). Nesta representação, as variedades que 
mostraram agrupamentos consistentes entre as quatro repetições 
foram FO e MP, com todos os autovalores localizados em PC1 e 
PC2 positivo e PC1 positivo e PC2 negativo, respectivamente. Os 

comprimentos de onda entre 430 e 710 m apresentaram correlação 

positiva ( 0,7) com PC1 e os autovetores entre 380 e 420 m 
influenciaram a distribuição dos objetos ao longo do segundo 
componente principal, destacando as variedades MP e PR, em PC2 
negativo. Um teor mais elevado de compostos como os flavonóis, 

campferol e quercetina, que absorvem luz entre 380 e 420 m 
(TSAO, DENG, 2004), pode ser responsável pelo afastamento de 
MP e PR, das demais variedades. A análise visual do perfil espectral 
UV-vis destas variedades (Fig. 2) confirma que elas se destacam 
por apresentarem um valor de absorbância levemente mais elevado 

entre 380 e 420 m, comparativamente às demais variedades. E os 
resultados de EM-MALDI/TOF indicaram para estas duas 
variedades sinais associados ao campferol aglicona (287 m/z) e 
também a ésteres glicosilados e malonados do campferol e da 
quercetina (Fig. 10).  

Outros genótipos de milho também mostraram alguma 
tendência de agrupamento, com todas as repetições de RX e BR se 
localizando em PC1 negativo, todas as repetições de MG, RC, LP e 
FO restritas a PC2 positivo e todas as repetições de PR 
concentradas em PC2 negativo (Fig. 11A). Conforme mencionado 
anteriormente (capítulo 1), estas tendências de agrupamentos, no 
caso da análise utilizando matrizes de correlação, refletem 
similaridades na composição do tecido foliar. Ressalta-se que 
considerando estes resultados, as variedades MG, RC, LP e FO são 
mais similares entre si, diferindo significativamente dos extratos 
foliares das variedades PR e MP (Fig. 11A). 
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Figura 11: Análise dos Componentes Principais (PCA) a partir dos dados espectrais de varredura UV-visível (250 a 

700 m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das variedades de milho.

A) PCA utilizando cálculo via matrizes de correlação, B) PCA utilizando cálculo via matrizes de covariância. 

Autovalores: MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras,  LP = 

Língua de  Papagaio e MP = MPA1.

As setas  indicam a direção de autovetores associados a comprimentos de onda de interesse.
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Figura 11: Análise dos Componentes Principais (PCA) a partir dos dados espectrais de varredura UV-visível (250 a 

700 m) do extrato MeOH-HCl 1% do tecido foliar das variedades de milho.

A) PCA utilizando cálculo via matrizes de correlação, B) PCA utilizando cálculo via matrizes de covariância. 

Autovalores: MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras,  LP = 

Língua de  Papagaio e MP = MPA1.

As setas  indicam a direção de autovetores associados a comprimentos de onda de interesse.
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Os resultados de PCA gerados através matrizes de 
covariância (Fig. 11B) demonstraram que esta análise englobou 
92,43% da variabilidade dos dados, proporção superior ao 
observado para o cálculo de PCA utilizando matrizes de correlação. 
Alguns dos agrupamentos formados na análise anterior (Fig. 11A), 
foram mantidos, e.g., as variedades FO, BR e LP (Fig. 11B), 
enquanto outras tendências de agrupamentos (PR, MP e MG) se 
mostraram menos evidentes. Sugere-se que a variação na 
magnitude da absorbância, ou seja, na concentração dos 
metabólitos, influencie negativamente o agrupamento das repetições 
no caso destas variedades.  

A análise de PCA via matrizes de covariância (Fig. 11B) 

apontou os comprimentos de onda entre 440 e 710 m como 
aqueles melhor correlacionados (≥ 0,7) à PC1, englobando portanto 
as regiões de absorção dos carotenóides (≈ 450 nm), das 
antocianinas (≈ 530 nm) e das clorofilas (entre 640 e 680 nm). Não 
foram observados comprimentos de onda correlacionados de forma 
significativa ao segundo componente principal (PC2).  

As informações geradas através análise de PCA dos extratos 
MeOH HCl 1% concordam com a quantificação espectrofotométrica 

em 530 m, das antocianinas (Fig. 5). Nas duas formas de cálculo 
de PCA, os autovetores associados aos flavonóides destacam as 
variedades FO, MP, RC e LP como possuidoras de um conteúdo 
interessante (Fig. 11), de forma congruente ao observado na Fig. 5. 

No caso da análise de PCA efetuada nos extratos MeOH 
100%, toda a faixa de comprimentos de onda utilizada nas 

varreduras (290 a 700 m) foi considerada, não apresentando 
valores que foram desconsiderados automaticamente pela 
ferramenta de análise dos dados. Era esperado, portanto, que a 
análise de PCA nestes extratos mostrasse maior influência dos 
comprimentos de onda associados aos compostos fenólicos (290 a 

430 m), comparativamente com os resultados de PCA referentes 
aos extratos MeOH-HCl 1%. Tal fato foi comprovado, com os 
autovetores de maior influência na distribuição dos objetos ao longo 
dos componentes principais sendo àqueles associados a esta classe 
de compostos (Fig. 12).  

Considerando o cálculo de PCA empregando matrizes de 
correlação, 86,92% da variação contida nos perfis UV-vis foi 
visualizada nos dois primeiros componentes. Neste caso, apenas as 
variedades FO e LP mostraram uma maior similaridade entre suas 
repetições, com todos os seus autovalores localizados em PC1 
negativo (Figura 12A). Com relação às outras variedades  
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estudadas, as diferentes repetições se mostraram tão diversas que 
não permitiram o reconhecimento de tendências de agrupamento. 

Praticamente todos os comprimentos de onda (340 a 700 m) 
mostraram alta correlação com PC1 e nenhum comprimento de 
onda se mostrou altamente correlacionado a PC2.  

Na análise de PCA efetuada através de matrizes de 
covariância, uma fração ligeiramente inferior da variabilidade 
82,13%, foi resolvida pelos dois primeiros componentes. Nesta 
representação, todos os objetos se associaram muito proximamente 
com o primeiro componente, distribuindo-se ao longo do eixo de 
PC1 de forma confusa (Fig. 12B). Não foi identificada nenhuma 
tendência de agrupamento consistente entre as repetições das 
diferentes variedades. Sendo sugerido que as diferentes repetições 
mostraram uma amplitude de variação, tão grande, com relação à 
composição e a concentração de compostos que absorvem luz entre 

290 a 430 m, que a visualização das relações existentes entre o 
tecido foliar das diferentes variedades de milho ficou dificultada.  

Comparativamente ao uso das ferramentas quimiométricas 
(PCA) utilizadas na prospecção de biomassas com teor interessante 
de carotenóides (capítulo 1), o emprego destas mesmas 
ferramentas analíticas, não obteve tanto sucesso no caso da 
prospecção de biomassas com teor relevante de compostos 
fenólicos e flavonóides. 
 
 
CONCLUSÕES 
 

A escolha do sistema de solventes se mostrou crucial para a 
extração dos flavonóides, indicando uma grande diferença entre o 
emprego do MeOH 100% ou do MeOH HCl 1%. E apesar dos 
resultados promissores aqui obtidos, os protocolos de extração 
adotados ainda não foram os mais adequados para a caracterização 
dos flavonóides do tecido foliar destas variedades de milho. 

A varredura espectrofotométrica UV-vis, a quimiometria (PCA) 
e a quantificação através de Folin-Ciocalteau indicaram uma maior 
eficiência do MeOH HCl 1% para obtenção de compostos fenólicos, 
com média de cerca 40 mg/g de folha (Folin-Ciocalteau), 
comparativamente a 10 mg/g, média do extrato MeOH 100%.  

Apesar de mostrar um teor mais elevado de compostos 
fenólicos e de antocianinas, o extrato MeOH HCl 1% ofereceu uma 
série de obstáculos para a execução das diferentes técnicas 
analíticas escolhidas para a sua caracterização, em comparação ao 
extrato MeOH 100%. Em primeiro lugar, foram encontrados 
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problemas com o uso do reativo de Folin-Ciocalteau, sendo 
necessária a adoção de um protocolo de semi-purificação para a 
retirada de compostos indesejados (carotenóides e clorofilas) 
presentes nestes extratos. Em segundo lugar, a presença de 
metabólitos indesejados também dificultou a execução da CLAE, 
sendo que a adoção dos protocolos de semi purificação acabou 
retirando grande parte dos flavonóides destes extratos, 
impossibilitando o emprego desta técnica para identificação e 
quantificação dos flavonóides, principalmente das antocianinas. No 
caso da EM MALDI-TOF, o emprego do MeOH HCl 1% causou a 
degradação dos pigmentos antociânicos presentes, sendo escolhida 
a extração com MeOH 100%. 

A quantificação dos compostos fenólicos (Folin-Ciocalteau) 
nos extratos MeOH HCl 1% indicou um teor acima da média para a 
variedade crioula RX (47,513 mg/g de folha) e para as variedades 
testemunhas, FO (44,999 mg/g) e BR (44,481 mg/g). A quantificação 
dos pigmentos antociânicos apontou um teor significativamente mais 
elevado para FO e MP. 

Uma hipótese foi formulada para explicar a aparente 
contradição entre os resultados da quantificação das antocianinas 
no extrato MeOH HCl 1% e o padrão de coloração observado para 
as folhas das VCM. Postula uma natureza distinta para os 
pigmentos existentes nas folhas de certos genótipos. Com algumas 
VCM acumulando flobafenos no pericarpo de seus grãos (e.g. RX), 
pigmentos estes que usualmente se encontram fortemente 
associados aos polissacarídeos da parede celular, sendo 
praticamente insolúveis em MeOH HCl 1%. A presença de 
flobafenos como os pigmentos majoritários nas folhas de RX, 
explicaria, por exemplo, a dificuldade de extração dos pigmentos 

e/ou os baixos valores de absorbância em 530 m nesta VCM, já 
que os flobafenos não apresentam seu máximo de absorção de luz 
nesta região.  

Apesar de enriquecedores para a caracterização das VCM, os 
resultados da EM MALDI-TOF não auxiliaram muito na elucidação 
de qual a classe de pigmentos majoritários presentes em cada 
variedade, se flobafenos ou antocianinas derivadas dos flavan-3,4-
dióis. Já que todas as variedades (exceto FO) apresentaram sinais 
m/z que podem ser associados às duas formas de antocianinas. 
Com a continuidade da análise das folhas destas variedades, a 
descoberta de quais as enzimas mais ativas neste tecido, se 
aquelas relacionadas à síntese dos flobafenos, ou àquelas 
responsáveis pela síntese das antocianidinas 3,4 hidroxiladas, seria 
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muito interessante e auxiliaria na elucidação da via de síntese dos 
flavonóides nestes genótipos de milho. 

Diversas singularidades metabólicas foram acessadas com a 
técnica de EM MALDI-TOF, principalmente considerando a 
composição de pigmentos antociânicos foliares nestas variedades 
de milho. Foram observados sinais m/z que apontam a presença da 
cianidina, da pelargonidina, da peonidina, da malvidina, da 
delfinidina e da petunidina e também de inúmeros de seus ésteres. 
Com as folhas das diferentes VCM aparentemente apresentando 
uma composição antociânica única.  

Além de sinais m/z que podem ser associados a antocianinas 
supracitadas, a análise de EM MALDI-TOF indicou a presença de 
antocianinas sintetizadas a partir dos flavan-4-óis, como a 
apigenidina e a luteolinidina, nos espectros de quase todas as 
variedades (exceção para FO). Tais antocianidinas são compostos 
proximamente relacionados àqueles encontrados na estrutura 
química dos flobafenos.  

Os resultados indicam a existência de relação entre a 
composição de flavonóides nas folhas e a cor dos grãos das 
variedades de milho sob análise. Pois foi observado um maior 
número de sinais m/z indicando intermediários da via de síntese dos 
flavonóides (naringenina, quercetina, caempferol e miricetina) e 
também sinais de derivados da apigenidina e luteolinidina, nas 
variedades BR e RC. A primeira apresenta como fenótipo normal 
dos grãos a ausência de pigmentação antociânica e RC, apresenta 
certa porcentagem dos grãos com pigmentação antociânica e certa 
porcentagem, sem pigmentação. Talvez nas variedades que 
apresentam grãos e folhas com forte pigmentação antociânica (LP, 
RX, MG e PR), estes intermediários não se acumulem, mas sejam 
direcionados para a síntese dos seus pigmentos finais, antocianinas 
ou então, flobafenos. 

O resultado conjunto obtido para os extratos MeOH HCl 1% e 
MeOH 100% permite afirmar que as VCM apresentam clara 
distinção com relação ao seu conteúdo de flavonóides. E que o nível 
de diversidade metabólica ainda se mantém bastante elevado 
nestes genótipos, fortalecendo a idéia de que as práticas de seleção 
e manejo adotadas pelos agricultores familiares que conservam este 
germoplasma parecem adequadas. 

A análise quimiométrica (PCA) das varreduras UV-vis também 
apontou diferenças claras entre os extrato MeOH HCl 1% e o extrato 
MeOH 100%. No caso do extrato MeOH HCl 1% a distribuição dos 
autovalores sofreu uma menor influência dos comprimentos de onda 
associados aos ácidos fenólicos e uma maior influência daqueles 
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associados aos flavonóides. Neste caso, variedades como FO e MP 
formaram agrupamentos mais consistentes, recebendo tal destaque 

em função de valores de absorbância mais elevados em 530 m, 
corroborando as informações obtidas com a quantificação 
espectrofotométrica (Lambert-Beer). Já as variedades MP e PR se 
destacaram das demais em PC2 negativo, sob influencia de valores 

de absorbância superiores entre 380 e 420 m, região característica 
dos flavonóis, campferol e quercetina. Considerando estes 
resultados foi sugerido que as variedades MG, RC, LP e FO são 
mais similares entre si, que PR e MP. Utilizando covariância, o 
cálculo de PCA manteve alguns dos agrupamentos anteriormente 
observados (FO, BR e LP), enquanto outras tendências de 
agrupamentos (PR, MP e MG) se mostraram menos evidentes, 
sugerindo uma influência negativa da magnitude (concentração) 
sobre o agrupamento das repetições. É interessante notar que para 
a variedade RX, ao contrário, a inserção da informação sobre a 
magnitude da absorbância, auxiliou no agrupamento de suas 
repetições. 

A análise de PCA efetuada nos extratos MeOH 100% mostrou 
uma maior influência dos comprimentos de onda associados aos 

compostos fenólicos (290 a 430 m). Utilizando matrizes de 
correlação, as variedades FO e LP mostraram maior similaridade 
entre as suas repetições, já com emprego de matrizes de 
covariância, nenhuma tendência de agrupamento foi identificada. 
Sugere-se que para este extrato, as quatro repetições mostraram 
uma amplitude de variação, tão grande, que a visualização das 
relações existentes entre o tecido foliar dos diferentes genótipos 
ficou dificultada. 

O uso de ferramentas quimiométricas não obteve tanto 
sucesso, no caso da prospecção de biomassas com teor relevante 
de compostos fenólicos e antocianinas, comparativamente, a sua 
aplicação na prospecção de carotenóides. Todavia a análise de PCA 
conseguiu destacar variedades como FO e MP, que apresentaram 
teor de antocianinas superior, comparativamente as outras 
variedades. 

Considerando as informações combinadas da EM e da 
espectrofotometria, a variedade RC recebeu destaque como aquela 
que combinou o conteúdo mais diversificado de flavonóides, com um 
teor elevado de antocianinas. Sendo seguida por MP, com teor 
ainda mais elevado de antocianinas e teor ligeiramente menos 
diversificado de flavonóides. 
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Finalmente, chama atenção o pequeno número de trabalhos 
científicos encontrados sobre a caracterização dos pigmentos 
antociânicos e flavonóides presentes nas folhas do milho, apesar do 
forte indicativo do envolvimento destes compostos na resistência 
deste tecido a infecção com diferentes patógenos e ao ataque de 
herbívoros. 
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CAPÍTULO 4 – Perfil metabólico e potencial antioxidante in vitro 
do extrato aquoso foliar de variedades crioulas de milho  
 

INTRODUÇÃO 
 

A humanidade sempre buscou na natureza os meios para 
suprir suas necessidades básicas e o primeiro registro do uso de 
plantas no tratamento de doenças aparece na Mesopotâmia, há 
cerca de 6700 anos e se refere ao emprego dos óleos de Cedrus 
spp. (cedro), Cupressus sempervirens (cipreste), Glycyrrhiza glabra 
(alcaçuz), Commiphora spp. (mirra) e Papaver somniferum 
(papoula). Tais óleos eram indicados para os mais diversos males, 
como resfriados, tosses, infecções parasitárias e processos 
inflamatórios (GURIB-FAKIM, 2006). O conhecimento popular sobre 
as propriedades medicinais das plantas foi adquirido, muito 
provavelmente, através de tentativa e erro, durante centenas de 
milhares de anos e constitui a base da medicina alopática moderna 
(RASKIN et al., 2002; BUENZ et al., 2004; GURIB-FAKIM, 2006). Na 
medicina tradicional, as plantas são administradas na forma de 
extratos de preparo simples como, por exemplo, tinturas, 
cataplasmas e chás (BALICK, COX, 1997). Acredita-se que o efeito 
benéfico sobre a saúde humana, neste caso, se deva ao fato destes 
extratos conterem uma grande diversidade de compostos químicos 
que atuam aditivamente ou sinergisticamente, restaurando o 
equilíbrio do organismo. Esta diversidade química também permite 
que um mesmo extrato apresente atividade antioxidante, anti-
inflamatória, antibiótica e diurética (BUENZ et al., 2004; GURIB-
FAKIM, 2006). A forma mais prática e frequente de preparo de 
remédios caseiros é, sem dúvida alguma, o chá, que consiste de um 
extrato aquoso obtido através de infusão ou decocção de flores, 
folhas e raízes, dependendo da espécie vegetal considerada 
(BÜYÜKBALCI, NEHIR EL, 2008). 

Estudos etnobotânicos mencionam o emprego do chá de 

flores femininas (estigmasestiletes) do milho (Zea mays L.) no 
tratamento de distúrbios relacionados ao sistema urinário, sendo seu 
uso como diurético citado em pelo menos 93 livros de fitoterapia, 
publicados em 13 países (VELÁZQUEZ et al., 2005). Tal extrato 
aquoso também é recomendado para o tratamento de hiperplasia de 
próstata, cistite, gota, nefrite crônica e distúrbios similares, 
principalmente, em função de sua atividade antiinflamatória, sendo 
ainda útil no controle da pressão arterial (BRITISH HERBAL 
PHARMACOPOEIA, 1996; MAKSIMOVIĆ et al., 2005; WRIGHT et 
al., 2007). A atividade farmacológica desta biomassa parece tão 
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relevante, que atualmente, existe no mercado dos EUA um produto 
designado de Herbal Maydis Stigma®, consistindo de flores de 
milho, desidratadas e fragmentadas. Tal fitofármaco vem sendo 
recomendado pela medicina popular e também pela alopatia, como 
um diurético moderado (MAKSIMOVIĆ et al., 2005). 

O efeito benéfico sobre a saúde humana observado para os 
chás de algumas espécies vegetais pode ser relacionado ao seu 
conteúdo de compostos fenólicos e à sua atividade antioxidante 
(PUNYASIRI et al., 2004; BÜYÜKBALCI, NEHIR EL, 2008). A 
análise de flores femininas de milho cultivadas no Brasil indicou um 
elevado teor de compostos fenólicos e a presença de derivados do 
ácido benzóico, do ácido cinâmico e de flavonóides. Tais estudos 
também indicaram a existência de grande variação no conteúdo de 
compostos fenólicos totais, entre os diferentes genótipos de milho 
(VELÁZQUEZ et al., 2005, KUHNEN, 2007). Adicionalmente, foi 
sugerido que a atividade farmacológica do extrato aquoso das flores 
femininas do milho esteja diretamente relacionada à presença de um 
alto teor de compostos fenólicos (MAKSIMOSIĆ et al., 2005). 

A análise comparativa da constituição antociânica das flores e 
das folhas do milho cultivado na Inglaterra revelou que tais tecidos 
são similares (FOSSEN et al., 2001). Este antecedente levou à 
formulação da hipótese de que o chá (extrato aquoso) obtido a partir 
das folhas do milho pode apresentar um conteúdo de compostos 
fenólicos totais elevado e atividade antioxidante proeminente, similar 
ao observado para suas flores femininas, indicando, portanto, um 
possível efeito benéfico para a saúde humana. 

Desta forma, o extrato aquoso obtido a partir do tecido foliar 
das variedades crioulas de milho (VCM) foi analisado com relação à 
composição de compostos fenólicos totais, sendo a quantificação 
efetuada através da reação de Folin-Ciocalteau (RANDHIR et al., 
2002) e a identificação realizada através de cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE). A atividade antioxidante (ensaio DPPH - KIM 
et al., 2002) e o teor de proteínas totais (BRADFORD, 1976) 
também foi determinado para estes extratos.  

Dados comparativos com relação ao chá de amostras 
comerciais das flores de milho, também serão apresentados. E por 
último, serão discutidos os resultados de experimentos para 
determinação do efeito da composição de solventes na solução 
extratora, i.e., água, metanol, tampão fosfato salino e solução 
hidroalcoólica. 

É importante salientar que cerca de 80% dos seres humanos 
ainda utilizam as plantas medicinais como sua primeira opção 
terapêutica (MORALES, 1996; RASKIN et al., 2002) e neste 
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contexto, a possibilidade de ampliação do uso medicinal do milho, 
cereal extensivamente cultivado em âmbito mundial, através da 
inserção do aproveitamento da biomassa foliar para o preparo de 
chás, parece adequada.  

 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Material foliar de Zea mays 
 
Foram consideradas as variedades crioulas de milho: Mato Grosso 
Palha Roxa (MG), Palha Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras 
(RC), Língua de Papagaio (LP) e MPA 01 (MP) e também, duas 
variedades comerciais como testemunha, BRS 1030 (BR - híbrido 
simples) e Fortuna (FO - variedade de polinização aberta). 
 
Os estudos utilizaram amostras de material foliar desidratadas em 
estufa (n = 4 repetições), oriundas de cultivo na safra 2007/ 2008, 
efetuado na fazenda experimental da Ressacada (CCA-UFSC), 
localizada em Florianópolis-SC. 
 
Coleta e preparo do material foliar 
 
O material foliar foi coletado no estádio de emissão das flores 
femininas, aproximadamente uma semana após a emissão do 

pendão masculino. Para tal, a quinta folha (ápice  base) foi 
selecionada. Apenas o terço mediano do limbo foliar foi considerado 
(10g/planta, peso fresco). O material foi desidratado em estufa (42-
45°C, até peso constante) e conservado em recipientes plásticos 
(ausência de luz, em temperatura ambiente). Sendo que para cada 
variedade de milho foram consideradas 4 repetições (n = 4). 
 
Obtenção dos extratos aquosos 
 

Amostras (1,0 g  0,001 g, peso seco) foram adicionadas em 100 
mL de água ultrapura e levadas à fervura (100°C), durante 15 
minutos. Os extratos foram filtrados sob vácuo, alíquotados (50 mL 
para liofilização e 5 x 10 mL para análises imediatas) em frascos 
âmbar e armazenados a -20°C, sob atmosfera de N2 gasoso.  
 
Paralelamente à caracterização dos extratos aquosos das folhas, foi 
realizada análise similar nos extratos aquosos obtidos a partir de 
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duas amostras comerciais de flores femininas de milho. Tais 
amostras foram adquiridas junto a estabelecimentos comerciais 
especializados na manipulação de fitofármacos. 
 
Obtenção dos extratos etanólicos 
 

Amostras (0,150  0,001 g, peso seco) foram adicionadas de 10 mL 
de soluções hidroalcoólicas (etanol: água, v/v), em diferentes 
proporções, a saber: 90:10, 70:30, 50:50 e 30:70. Seguido de 
repouso a temperatura ambiente por 30 min, filtração sob vácuo e 
armazenamento a -20°C, em frascos âmbar com a atmosfera interna 
substituída por N2 gasoso. 
 
Obtenção dos extratos em tampão fosfato salino 
 

Amostras (0,300  0,001 g, peso seco) de tecido foliar foram 
extraídas exaustivamente (3 x, 1h e 1 x, 16h) em solução de 
metanol: clorofórmio (1: 1, v/v). O sobrenadante foi descartado após 
cada etapa de extração. Ao fim deste processo, as amostras foram 
secas (45ºC, peso constante), trituradas e adicionadas de 10 mL de 
tampão fosfato salino (10 mM tampão fosfato; 2,7 mM KCl e 137 mM 
de NaCl; pH 6,8) enriquecido com 100 µM do inibidor de protease 
(fluoreto de fenil-metil-sulfonil - PMSF - Sigma). Foram então 
mantidas em repouso durante 30 minutos (4

o
C), filtradas e 

armazenadas (-18
o
C) até o momento da análise.  

 
Espectrofotometria UV-visível 
 
Os extratos foram submetidos à varredura em espectrofotômetro 
UV-visível (Shimadzu 2301), abrangendo uma faixa espectral de 200 

a 700 m, com intervalo de leitura de 1 m.  
 
Quantificação dos compostos fenólicos totais 
 
O teor de compostos fenólicos totais foi determinado via 
espectrofotometria, utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau, 
conforme descrito previamente (RANDHIR et al., 2002). O cálculo 
dos valores de concentração destes metabólitos secundários utilizou 

uma curva de calibração externa (1 a 243 mgmL, r
2
 = 0,999), tendo 

o ácido gálico (Sigma) como composto padrão. 
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Detecção de compostos fenólicos por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE) 
 
A remoção de compostos indesejados (semi-purificação) foi 
realizada particionando-se o extrato aquoso com heptano, na 
proporção de 2:1 (heptano: extrato). Após a agitação (vórtex, 20 s), 
a solução permaneceu em repouso (10 min) e o sobrenadante foi 
descartado. Tal procedimento foi repetido 2 vezes. 
 

Após a semipurificação dos extratos aquosos, alíquotas de 10 L 
foram analisadas em cromatógrafo líquido (Shimzadu LC-10A), 
equipado com coluna C18 (Shim-Pack CLC-ODS, 250 mm x 4,6mm 

) e detector espectrofotométrico UV-visível ( = 280 m). A eluição 

utilizou H2O: AcOH: -BuOH (350: 1: 10, v/v/v) como fase móvel, 
fluxo de 0,8 mL/min, sendo a identificação dos compostos de 
interesse (i.e., ácidos gálico, ferúlico, caféico, cinâmico, clorogênico 
e p-cumárico) efetuada via comparação com os tempos de retenção 
dos picos de interesse e co-cromatografia de compostos padrões, 
sob as mesmas condições experimentais. A quantificação dos 
ácidos fenólicos foi realizada utilizando uma curva de calibração 
externa (0,06 a 2 mg/mL, r

2
 = 0,999), tendo o ácido gálico (Sigma), 

como padrão. 
 
Quantificação das antocianinas 
 
O conteúdo de antocianinas foi determinado através da fórmula de 
Lambert-Beer utilizando os valores de absorbância das soluções 

amostrais em 530 m, considerando o coeficiente de extinção molar 

da cianidina 3,5-diglicosídeo ( = 30.100 M.cm
-1

 - MADHAVI et al., 
1996). 
 
Quantificação das proteínas totais 
 
Alíquotas (10 mL) do extrato aquoso e do extrato em tampão fosfato 
tiveram suas proteínas precipitadas com o auxílio de 30 mL de 
etanol puro, acrescido de 10 mM de DTT (di-tiotreitol), durante 24h 
(4

o
C). Após este período, as amostras foram centrifugadas (6000 

rpm/ 15 min) e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado 
2 vezes com acetona acrescida de 10 mM de DTT (ditiotreitol) e as 
amostras centrifugadas (6000 rpm/ 15 min) entre cada lavagem. Em 
seguida, o precipitado foi ressolubilizado em 1 mL de tampão Tris 65 
mM (pH 6,8) e o conteúdo de proteínas totais determinado através 
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do método de BRADFORD (1976), utilizando albumina de soro 

bovino (BSA) para construção da curva-padrão (6 a 200 gmL, r
2
 = 

0,993).  
 
Avaliação da atividade antioxidante – ensaio de sequestro do 
radical DPPH 
 

Uma solução estoque com 100 M do radical DPPH (1,1-difenil-2 
picrilhidrazil – Sigma D9132) foi preparada em metanol, sendo 

diluída até a concentração do ensaio (1 M) no momento da análise. 
O sistema de avaliação da atividade antioxidante consistiu da adição 

de 2,9 mL da solução do radical (1 M) a 100 L do extrato em 
avaliação, seguido de agitação (vórtex, 10 s) e leitura da 

absorbância (515 m) em intervalos de 10 min. Considerando que 
os agentes antioxidantes causam um decréscimo na absorbância da 
solução de DPPH, a concentração remanescente do radical foi 
calculada para cada intervalo amostral (10 min, DPPHt), através da 

fórmula DPPH% = [DPPH t][DPPH t = 0], onde DPPH t = 0, é igual à 
absorbância no tempo zero (KIM et al., 2002). Os valores 
encontrados foram comparados com uma curva de calibração 

externa (0,02 a 0,4 mgmL), empregando Trolox, um derivado da 
vitamina E, como composto antioxidante. 
 
Análises estatísticas 
 
Os dados quantitativos foram submetidos à ANOVA, considerando o 

modelo: Yij =  + gi + bj + eij, onde Yij é a observação da i-ésima 

variedade (i = 1, 2,..., 8) da j-ésima repetição (j = 1, 2, 3, 4); , 
equivale a média geral; gi é o efeito do tratamento, supostamente 
aleatório, normal e independente, distribuído com média zero e 

variância g
2
; bj é o efeito das repetições e eij é o erro experimental. 

Variáveis que apresentarem significância P ≤ 0,05 foram submetidas 
a testes de separação das médias através do método post-hoc LSD 
(least squares difference). As análises foram realizadas com apoio 
dos programas estatísticos Excel (Microsoft Office, 2003) e 
GraphPad Prism 2.01. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Objetivando uma visão mais abrangente da composição 
química do chá resultante da decocção das folhas de milho, os 
extratos aquosos foram submetidos à varredura em 
espectrofotômetro UV-visível (Fig. 1). Os perfis obtidos indicaram a 
presença majoritária de metabólitos que absorvem luz na região 

entre 290 a 430 m. Todas as variedades apresentaram 

absorbância igual ao limite de detecção em 290 m, indicando a 

presença de derivados do ácido benzóico (290 – 300 m). Além 
disto, absorbâncias relativamente elevadas (> 1) para o intervalo 

entre 300 – 360 m foram detectadas, indicando a presença de 

derivados do ácido cinâmico (290 – 310 m) e do ácido caféico (290 

e 360 m – TSAO, DENG, 2004). As principais distinções 
observadas entre as variedades parecem estar mais associadas à 
magnitude da absorbância, do que à composição qualitativa de seus 
extratos aquosos. Neste contexto, variedades como PR, LP e FO 
apresentaram valores médios de absorbância na janela espectral 

entre 300 e 350 m, comparativamente menores que MG, RX e BR 
(Fig. 1).  

Alíquotas de 1 mL do extrato aquoso foram utilizadas para a 
quantificação dos compostos fenólicos totais (reativo de Folin-
Ciocalteau), sendo os resultados mostrados na Figura 2. A 
concentração média destes metabólitos nos extratos aquosos foi de 
76,970 ± 10,380 mg de equivalente de ácido gálico/g de folha, não 
sendo detectadas diferenças significativas entre as variedades 
(ANOVA, F = 0,992 e R

2
 = 0,332). Todavia se destacam os teores 

mais elevados observados para a variedade testemunha BR (média 

igual a 91,649  16,229 mg/g) e para as variedades PR (média igual 

a 88,155  39,182 mg/g) e RX (média de 85,660  16,780 mg/g). A 
concentração média de compostos fenólicos totais observada para 
as variedades testemunha foi de 80,419 mg/g, ligeiramente superior 
à média observada para o extrato aquoso das folhas das VCM, igual 
a 75,820 mg/g (Fig. 2). A variância contida entre os tratamentos 
(quadrado médio = 323,3) virtualmente se igualou à variância 
observada para como resíduo da análise (QM = 325,8), sendo a 
variância entre as repetições (QM = 278,2) apenas ligeiramente 
inferior aos dois primeiros valores.  

Tais resultados indicaram um teor de compostos fenólicos 
totais para os extratos aquosos foliares quase 2 vezes superior 
àquele observado para os extratos MeOH-HCl 1% (média 40 mg/g 
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Figura 1: Perfil espectrofométrico (λ = 200 a 700 m) do extrato aquoso do tecido foliar desidratado em estufa das variedades crioulas de milho (n= 4 

repetições).
MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras, LP = Língua de Papagaio,  MP = MPA 01, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna
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Figura 1: Perfil espectrofométrico (λ = 200 a 700 m) do extrato aquoso do tecido foliar desidratado em estufa das variedades crioulas de milho (n= 4 

repetições).
MG = Mato Grosso Palha Roxa,  PR = Palha Roxa, RX = Roxo, RC = Rajado 8 Carreiras, LP = Língua de Papagaio,  MP = MPA 01, BR = BRS 1030 e FO = Fortuna
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de folha - capítulo 3) e 7,5 vezes superior ao observado para o 
extrato MeOH 100% (média 10 mg/g de folha - capítulo 2). 
Considerando esta comparação se constata que a extração 
efetuada com água e uso de calor parece recuperar com maior 
eficiência os compostos fenólicos do tecido foliar, comparativamente 
ao uso de metanol. Infere-se que tais condições devem promover a 
liberação de compostos fenólicos esterificados, cuja ocorrência em 
tecidos foliares de Zea mays já foi detectada como, por exemplo, 
derivados dos ácidos ferúlico e cumárico, e também diversos taninos 
condensados formados por unidades de flavonóides (DEL POZO-
INSFRAN et al., 2006; BARRIÈRE et al., 2008; HICHEM et al., 2009; 
LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009). 

A análise visual dos perfis UV-vis obtidos para os extratos 
aquosos indicou a inexistência de conteúdo relevante de 

carotenóides (410 a 470 m) e de clorofilas (640 e 680 m – Fig. 1). 
Sugere-se que a ausência destes compostos tenha contribuído para 
que a reação colorimétrica de Folin-Ciocalteau tenha ocorrido com 
maior eficiência nos extratos aquosos, comparativamente ao 
anteriormente observado para os extratos metanólicos. 

Conforme mencionado anteriormente, o chá de “cabelo” ou 
“maçaroca” de milho, i.e., o extrato aquoso das flores femininas de 
milho, é considerando medicinal, sendo amplamente recomendado 
como diurético e antiinflamatório (BRITISH HERBAL 
PHARMACOPOEIA, 1996; MAKSIMOVIĆ et al., 2005; WRIGHT et 
al., 2007). Os resultados da varredura UV-vis apontaram perfis 
similares para as duas amostras de flores femininas analisadas (Fig. 
3). Em ambas foram observados valores de absorbância 
ultrapassando o limite de detecção do espectrofotômetro, entre 290 

e 360 m, indicando a presença de derivados dos ácidos benzóico, 
cinâmico e caféico (Fig. 3).  

O conteúdo de compostos fenólicos totais também foi 
determinado para o extrato aquoso das amostras comerciais de 
flores femininas de milho utilizando o reativo de Folin-Ciocalteau 
(Fig 4). Estes resultados indicaram teores menores destes 
metabólitos para as flores, comparativamente aos extratos aquosos 
foliares (Fig. 2 e 4). A amostra comercial de flores (A) mostrou teor 
médio de 51,864 ± 1,517 mg/g de flor, significativamente superior   
(P = 0,0046, teste t-student – r

2
 = 0,990), ao conteúdo da amostra 

(B) (Fig. 4), mas inferior à variedade MP, que mostrou a menor 
média para o extrato aquoso foliar das VCM, igual a 
aproximadamente 60 mg/g de folha (Fig. 2). 

A quantificação dos compostos fenólicos totais (reativo de 
Folin-Ciocalteau) foi também efetuada para as flores femininas 
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destas mesmas VCM, por Kuhnen (2007), tendo sido observado um 

teor médio de 45 mg de compostos fenólicos totaisg de flor para a 
variedade Roxo (RX) e teores inferiores para variedades Palha Roxa 
(PR = 13 mg/g) e Rajado 8 Carreiras (RC = 10 mg/g). Curiosamente, 
estes resultados indicaram um conteúdo de compostos fenólicos 
totais no tecido floral imediatamente após sua colheita (KUHNEN, 
2007), inferior àquele observado para as amostras comerciais de 
flores de milho, desidratadas e com maior período de conservação 
(Fig. 4). Assume-se que esta observação resulta, em alguma 
extensão, dos sistemas de solventes utilizados no presente trabalho 
(água ultrapura) e metanol acidificado (MeOH-HCl 1%) por Kuhnen 
(2007). Tal assertiva se baseia no fato de que uma maior eficiência 
na extração desta classe de metabólitos foi aqui observada para as 
folhas dos genótipos em estudo, com o emprego de água e 
aquecimento (100

o
C, 15 min – Fig. 2), comparativamente ao 

tratamento com MeOH-HCl 1% e aquecimento (40
o
C, 30 min - 

capítulo 2). 
Ao se comparar a média de compostos fenólicos do extrato 

aquoso foliar (Fig. 2) aos valores relatados na literatura, uma média 
igual a 13,350 mg/g para o extrato metanólico do tecido foliar foi 
relatada (HICHEM et al., 2009). Novamente, a água parece ser um 
solvente mais eficiente para a extração destes metabólitos da matriz 
foliar, com a média aqui obtida sendo cerca de 5 vezes superior 
(Fig. 2). No milho, valores próximos a 30 mg/g de biomassa foram 
observados para os extratos etanólicos dos grãos roxos de uma 
variedade mexicana (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2009) e para os 
extratos acetona 70% de flores femininas de três genótipos da 
Sérvia (MAKSIMOSIĆ et al., 2005). Salienta-se que um teor de 
aproximadamente 80 mg de compostos fenólicos totais/g de 
biomassa ainda não havia sido relatado para Zea mays, pelo menos 
considerando a literatura consultada até o momento. 

O teor de compostos fenólicos das folhas do milho se 
equipara ao chá verde (Camelia sinensis - 80 mg/g) e se mostra 
superior ao chá preto (~ 40 mg/g, BÜYÜKBALCI, NEHIR EL, 2008). 
Outro estudo apontou um teor de até 200 mg de compostos 
fenólicos totais/g de extrato aquoso, para o chá verde (PUNYASIRI 
et al., 2004), sendo neste caso, mais que duas vezes, o valor médio 
observado para as folhas de milho. Um estudo similar avaliou o 
extrato metanólico foliar de artemísia (Artemisia herba), indicando 
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um conteúdo de compostos fenólicos totais igual a 113,4  0,5 mg/g 
de biomassa (SEO et al., 2003), i.e., 1,5 vezes superior ao 
observado para o chá das folhas de milho (Fig. 2). O teor observado 
para o chá das folhas das VCM foi superior aos valores relatados 
para os chás de tomilho (Thymus vulgaris), de sálvia (Salvia 
officinalis) e de hibisco (Hibiscus sabdariffa - BÜYÜKBALCI, NEHIR 
EL, 2008).  

Subsequentemente se procedeu à identificação dos 
compostos fenólicos do extrato aquoso das folhas do milho, via 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Um perfil 
cromatográfico revelando os principais compostos fenólicos 
identificados para o extrato aquoso foliar da variedade Palha Roxa 
(PR) é mostrado na Figura 5. A comparação com o tempo de 
retenção de compostos padrão permitiu a identificação dos 
seguintes picos: (1) quercetina, (2) ácido gálico, (3) ácido tânico, (4) 
ácido protocatecuíco, (5) ácido sinápico, (6) ácido clorogênico, (7) 
ácido hidroxi-benzóico, (8) ácido vanílico, (9) ácido siríngico, (10) 
ácido caféico, (11) ácido cumárico, (12) ácido ferúlico e (13) ácido 
cinâmico. Chama atenção o elevado conteúdo de quercetina, de 
ácido gálico e de ácido clorogênico. 

Estes ácidos fenólicos foram detectados pela CLAE em 
proporções distintas nos extratos aquosos foliares de todas as 
variedades em análise (Fig. 6). Os ácidos gálico, clorogênico e a 
quercetina figuraram como os compostos mais abundantes, 
correspondendo a cerca de 60% do conteúdo total. De modo 
interessante, dependendo do genótipo em questão, cada um destes 
compostos se mostrou como majoritário no extrato aquoso. As 
variedades RX, RC, LP, MP e FO, mostraram o ácido gálico em 
maior proporção, as variedades PR e BR, apresentaram o ácido 
clorogênico, enquanto a variedade MG mostrou a quercetina.  

Os ácidos fenólicos detectados pela CLAE em maior 
proporção para o extrato MeOH 100% foram os mesmos, 
quercetina, ácido clorogênico e ácido gálico. Neste extrato também 
foi observada influência genotípica sobre o componente mais 
abundante. Mas apenas para a variedade MG, o mesmo composto 
(quercetina) se mostrou como o componente majoritário dos dois 
extratos. 

Somando o conteúdo destes três compostos, àquele 
observado para o ácido tânico e para o ácido siríngico, cerca de 
75% dos compostos fenólicos presentes no extrato aquoso foliar são 
abrangidos (Fig. 6). Em termos médios, o ácido gálico foi detectado 
em maior proporção (23%), apresentando uma grande amplitude de 
variação, de 28% (FO) a 10% (BR). Já o ácido clorogênico e a  
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quercetina representaram cada um, em média 17% dos compostos 
fenólicos, sendo que a variedade BR mostrou a maior proporção 
(22%), enquanto a variedade LP mostrou o menor valor (14%). Para 
a quercetina, MG se destacou pelo maior conteúdo (24%), enquanto 
a variedade PR apresentou a menor proporção (13%). O ácido 
tânico perfez aproximadamente 11% dos extratos aquosos, variando 
entre o máximo observado para MG (13%) e o mínimo, para LP e 
MP (9%). Finalmente, o ácido siríngico representou ≈ 8% dos 
compostos fenólicos, variando entre 10% para BR e 6% para as 
variedades RC e FO (Fig. 6). 

O teor médio de ácido gálico foi igual a 1,832  0,275 mg/g de 
folha, com as variedades FO e MP mostrando os maiores teores 
deste metabólito (Fig. 7). Nesta ANOVA (F = 12,20 e R

2
 = 0,859), o 

quadrado médio (QM) para os tratamentos se mostrou igual a 0,226, 
maior que o QM para as repetições (0,024) e o QM residual (0,018). 

Para o ácido clorogênico, a média foi igual a 1,416  0,518 mg/g, 
com BR (média = 2,349 mg/g) e PR (média = 1,939 mg/g) 
apresentando valores significativamente superiores. O QM para os 
tratamentos foi maior (0,803), que aquele observado para as 
diferentes repetições (0,016) e para o resíduo da análise (0,011). 
Apresentando F igual a 67,67 e R

2
 igual a 0,971. Uma concentração 

média de quercetina igual a 1,388  0,402 mg/g foi observada, com 
a variedade MG (2,259 mg/g) merecendo destaque. Esta análise (F 
= 62,87 e R

2
 = 0,969) mostrou QM para as variedades igual 0,484, 

QM para as repetições igual a 0,029 e QM para o resíduo, de 0,007. 

O ácido tânico obteve média de 0,893  0,289 mg/g, com diferenças 
significativas apenas para RC e LP (≈ 0,480 mg/g). Neste caso, o 
QM das variedades foi igual a 0,117, o QM das repetições igual a 
0,017 e o QM residual igual a 0,016 (F = 7.256 e R

2
 = 0,592). Para o 

ácido siríngico, uma média de 0,636  0,251 mg/g foi observada, 
com BR (1,142 mg/g) mostrando os teores mais elevados. ANOVA 
(F = 24,14 e R

2
 = 0,923) com QM para as variedades igual a 0,189, 

QM para as repetições igual a 0,021 e QM residual igual a 0,008 
(Fig. 7). 

Os compostos fenólicos identificados por CLAE como os 
principais componentes dos extratos aquosos foliares da maioria 
das variedades de milho aqui estudadas, i.e., os ácidos gálico e 
clorogênico, já foram relatados anteriormente para este tecido 
(GUELDNER et al., 1992; STAFFORD, 1998), bem como, a 
existência nas folhas de vários taninos condensados formados por 
unidades de ácido gálico (BARRIÈRE et al., 2008). A presença de 
quercetina, por outro lado, não havia sido anteriormente relatada  
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para o tecido foliar do milho. Todavia, também foi detectada como o 
componente majoritário da maioria dos extratos MeOH 100% 
foliares (exceção para RX e BR – capítulo 2). E mencionada como 
principal componente fenólico dos grãos roxos de uma variedade 
peruana, com média de 45 mg/g de farinha (PEDRESCHI, 
CISNEROS ZEVALLOS, 2007).  

De forma similar ao observado para o extrato metanólico 
foliar, o somatório dos 13 compostos fenólicos identificados pela 
CLAE (Fig. 7) foi comparado aos resultados da quantificação 
através de Folin-Ciocalteau (Fig. 2). Os valores de concentração 
detectados pela reação colorimétrica foram sempre superiores ao 
observado pela CLAE, havendo uma correlação de 0,697 neste 
caso, entre as duas técnicas. Sugere-se que tais diferenças 
decorram da presença de metabólitos que interagem positivamente 
com o reativo de Folin-Ciocalteau e que não foram detectados pela 
CLAE. Alguns autores afirmam que a vitamina C pode reduzir (doar 
elétrons) o reativo acima mencionado, ocasionando a reação de cor, 
como se fosse um composto fenólico (SULTANA et al., 2007). Além 
disso, metabólitos como as antocianinas, que participam da 
quantificação dos compostos fenólicos totais através de Folin-
Ciocalteau, não foram detectadas pela CLAE nas condições 
selecionadas para tal análise. 

A absorbância em 530 m das varreduras UV vis dos extratos 
aquosos foliares foram utilizadas para a quantificação das 
antocianinas, apresentando, todavia concentrações bem baixas, 
com média igual 0,006 mg/g de folha (dados não mostrados). 
Sendo, portanto refutada a hipótese anterior de que parte da 
discrepância observada entre a quantificação através de Folin-
Ciocalteau (Fig. 2) e a quantificação através da CLAE (Fig. 7) 
decorresse de um teor relevante destes metabólitos. Talvez o 
extrato aquoso apresente outros metabólitos (e.g. vit. C) que são 
capazes de alterar a estrutura do reativo de Folin-Ciocalteu, 
causando a alteração de cor, mimetizando deste modo, a presença 
dos compostos fenólicos. 

Aprofundando as informações associadas aos efeitos 
benéficos do extrato aquoso das folhas de milho, a atividade 
antioxidante destes extratos foi determinada através do ensaio de 
sequestro do radical livre DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazil), conforme 
metodologia adaptada de Kim et al. (2002). Os resultados obtidos 
indicaram uma inibição de aproximadamente 50% da oxidação do 
radical DPPH, após 30 minutos. Tais resultados apontaram 
capacidade antioxidante similar à observada para 0,160 mg de 
Trolox (análogo sintético da vitamina E). Não foram observadas 
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diferenças marcantes entre as variedades de milho quanto a esta 
variável em estudo, contudo, o genótipo MG mereceu certo 
destaque por seu efeito antioxidante ligeiramente superior às demais 
variedades (inibição de 66% - Fig. 8). As amostras comerciais de 
flores femininas apresentaram uma inibição da oxidação do DPPH 
ligeiramente inferior àquela observada para o tecido foliar, com 
média igual a 37%, similar a 0,120 mg de Trolox (Fig. 9).  

A capacidade antioxidante de outros extratos foliares, que não 
àqueles aquosos também foi avaliada (dados não mostrados). Foi 
observado para algumas amostras do extrato MeOH 100% uma 
capacidade de inibição da oxidação do DPPH de aproximadamente 
40%, inferior ao observado para o extrato aquoso (Fig. 8). Tal 
informação reforça a idéia de que análises sobre a atividade 
biológica das folhas do milho devam ser efetuadas no extrato 
aquoso. 

Adicionalmente, amostras de suco de uva e do extrato aquoso 
obtido a partir da erva-mate mostraram capacidade de inibição da 
oxidação do radical DPPH de aproximadamente 70%, sendo neste 
caso superiores a média obtida para todas as variedades de milho, 
mas relativamente próximas ao valor obtido para o extrato aquoso 
das folhas da variedade MG (66%). Os extratos aquosos da erva 
mate e da uva são fontes reconhecidas de obtenção de compostos 
antioxidantes para a ingestão humana, principalmente, compostos 
fenólicos (LAPORNIK et al., 2005; VIEIRA et al., 2008).  

O valor de 50% de inibição do DPPH observado para o extrato 
aquoso foliar de milho foi similar ao chá de tomilho e apenas inferior 
aos chás preto e verde de Camelia sinensis e ao chá de menta 
(BÜYÜKBALCI, NEHIR EL, 2008). 

Não foi observada correlação satisfatória entre a atividade 
antioxidante dos extratos aquosos foliares e o teor de compostos 
fenólicos totais (dados não mostrados). No entanto, uma correlação 
interessante (r = 0,725) foi estabelecida entre a atividade 
antioxidante (ensaio DPPH – Fig. 8) e o teor de quercetina destes 
extratos (CLAE – Fig. 7). Talvez a quercetina seja o flavonóide 
detectado no extrato aquoso foliar com o maior número de hidroxilas 
(Fig. 1A – capítulo 3), atuando talvez como um agente antioxidante 
mais potente. Sabe-se que o extrato aquoso de Ginkgo biloba, 
espécie de reconhecido efeito benéfico sobre distúrbios circulatórios 
e cerebrais, é rico em derivados da quercetina (DUBBER et al., 
2005).  

Conforme já exposto, os perfis espectrofotométricos dos chás 
das folhas de milho mostraram a presença majoritária de 

metabólitos que absorvem luz entre 290 e 430 m, janela típica dos 
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Figura 8: Porcentagem de inibição (equivalente Trolox) da oxidação 

do radical DPPH (1,1-difenil-2 picrilhidrazil) obtida para o extrato 

aquoso das folhas das variedades de milho.
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compostos fenólicos. Todavia, outros compostos, tais como as 

proteínas, também absorvem luz entre 190 e 380 m (LAMBERT et 
al., 2001). Em função disto, a concentração de proteínas totais nos 
extratos aquosos foliares foi determinada através do método de 
Bradford (1976 - Fig. 10). Todas as variedades de milho 
apresentaram um teor relativamente elevado de proteínas totais, em 

média 363,03 g/g de folha, para um intervalo de 292 g/g de folha 

(variedade PR) e 463 g/g de folha (variedade RX – Fig. 10). Não 
foram detectadas diferenças significativas de conteúdos de 
proteínas solúveis no chá das folhas para as variedades de milho 
em estudo (F = 1,261 e r

2
 = 0,558). 

A concentração de proteínas totais também foi determinada 
para o extrato aquoso obtido a partir das amostras comerciais de 

flores femininas de milho, obtendo-se 27 g de proteínas totais/g e 

74 g de proteínas totais/g, respectivamente para as amostras (A) e 
(B) (dados não mostrados). As amostras de flores apresentaram um 
teor bastante inferior de proteínas em solução, comparativamente ao 
observado para o tecido foliar (Fig. 10). 

O teor de proteínas solúveis nas folhas pode parecer 
interessante, mas ainda assim, é bastante inferior ao teor de 
compostos fenólicos existente nesta biomassa. Sendo assim, a 
hipótese de que a presença de proteínas ou peptídeos que reajam 
positivamente com o Folin-Ciocalteau, não pode ser utilizada para 
justificar a diferença observada entre os resultados desta técnica 
(Fig. 2) e da CLAE (Fig. 7). De modo similar, a absorbância elevada 

na região entre 290 e 430 m (Fig 1), deve estar mesmo associada 
a presença de compostos fenólicos nestes extratos. 

Um estudo efetuado no Quênia com a participação de 
agricultores familiares propõe o aproveitamento das folhas do milho 
para enriquecimento da ração de gado bovino leiteiro, 
principalmente em função do elevado teor de proteínas sugerido 
para esta biomassa (KIRUIRO et al., 2001).  

Considerando esta informação, experimentos adicionais foram 
realizados utilizando tampão fosfato salino como solução extratora. 
Esta condição físico-química é mais próxima à saliva e deve auxiliar 
na extração das proteínas da matriz foliar, no caso da alimentação 
do gado. A análise visual dos perfis UV-vis dos extratos tampão 
fosfato salino foliares (Fig. 11 A) revelou semelhança com aqueles 
oriundos dos extratos aquosos foliares (Fig. 1), com absorbâncias 

elevadas na região compreendida entre 290 e 380 m. E a 
determinação do conteúdo de proteínas totais no extrato tampão 

fosfato salino mostrou um teor médio de 577,567 g/g de folha  
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Figura 10: Concentração média de proteínas totais (g/g de folha) obtida 

para o extrato aquoso das folhas das variedades de milho.

Figura 11: Em (A), perfis espectrofotométricos de varredura (200 a 700 

m) do extrato foliar em tampão fosfato salino, variedades Mato Grosso 

Palha Roxa (MG) e Lingua de Papagaio (LP). Em (B), concentração média 

de proteínas totais (g/g de folha) no extrato tampão fosfato salino.

395,283   93,391

370,754   30,686

423,584   38,691

298,585   51,365

303,301   23,348

463,207   0,000

292,924   140,794

356,603  202,793

proteinas totais 

(ug/g de folha)

 desvio padrão

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

100

200

300

400

500

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

MG

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

LP

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

512,205

564,432

588,344

539,263

733,699

551,218

563,174

568,208

proteinas totais 

(ug/g de folha)

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

250

500

750

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

A

B

Figura 10: Concentração média de proteínas totais (g/g de folha) obtida 

para o extrato aquoso das folhas das variedades de milho.

Figura 11: Em (A), perfis espectrofotométricos de varredura (200 a 700 

m) do extrato foliar em tampão fosfato salino, variedades Mato Grosso 

Palha Roxa (MG) e Lingua de Papagaio (LP). Em (B), concentração média 

de proteínas totais (g/g de folha) no extrato tampão fosfato salino.

395,283   93,391

370,754   30,686

423,584   38,691

298,585   51,365

303,301   23,348

463,207   0,000

292,924   140,794

356,603  202,793

proteinas totais 

(ug/g de folha)

 desvio padrão

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

100

200

300

400

500

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

MG

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

LP

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

512,205

564,432

588,344

539,263

733,699

551,218

563,174

568,208

proteinas totais 

(ug/g de folha)

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

250

500

750

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

A

B

MG

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

LP

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

MG

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

LP

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

0

1

2

3



ab
so

rb
ân

ci
a

512,205

564,432

588,344

539,263

733,699

551,218

563,174

568,208

proteinas totais 

(ug/g de folha)

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

250

500

750

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

512,205

564,432

588,344

539,263

733,699

551,218

563,174

568,208

proteinas totais 

(ug/g de folha)

MG PR RX RC LP MP BR FO

0

250

500

750

ug
/g

 d
e 

fo
lh

a

MPA 01

BRS 1030

Fortuna

Língua de Papagaio

Rajado 8 Carreiras

Roxo 

Palha Roxa

Mato Grosso Palha 

Roxa

A

B



 185 

(Fig. 11B). Sendo 1,5 vezes superior a média obtida para o extrato 
aquoso foliar, indicando que a adição de sais à solução extratora 
parece realmente ter efeito positivo sobre a extração das proteínas 
da matriz foliar. A variedade RC apresentou um conteúdo protéico 
1,3 vezes superior ao teor médio das demais variedades, sugerindo 
um valor nutricional diferenciado para o seu tecido foliar. 

Também foram efetuadas extrações das folhas utilizando 
diferentes proporções de etanol: água e os perfis UV-vis indicaram 
que todas as proporções foram eficientes na obtenção de 
compostos fenólicos, principalmente aqueles que absorvem luz 

entre 290 e 380 m (Fig. 12), como os derivados do ácido benzóico 
e cinâmico. Diferenças entre as soluções hidroalcólicas se tornaram 

mais evidentes a partir de 390 m, com o aumento na proporção de 

etanol melhorando a extração de antocianinas (530 m) e também 

de carotenóides (410 a 470 m) e clorofilas (640 a 680 m).  
Aparentemente as maiores diferenças entre os perfis UV-vis 

estão associadas à proporção de água ou etanol utilizada, não a 
variedade de milho em questão. Já que não foram observadas 
diferenças marcantes entre as variedades analisadas (Fig 12), 
apesar da seleção de fenótipos de coloração distintos, MPA com 
grãos de pericarpo incolor e endosperma sem pigmentação 
antociânica, Roxo com grãos de pericarpo pigmentado e Língua de 
Papagaio com grãos de endosperma com pigmentação antociânica. 

Alíquotas dos extratos hidroalcólicos foram analisadas quanto 
ao conteúdo de fenóis totais (Fig 13) e o aumento na proporção de 
etanol na solução extratora acarretou em uma diminuição 
significativa no teor de compostos fenólicos detectados através da 
reação colorimétrica. Por exemplo, os extratos obtidos com o uso de 

solução etanol: água (30:70) apresentaram média de 32,548  7,114 
mg/g, enquanto os extratos etanol: água (90:10) apresentaram valor 

médio de 16,117  3,713 mg/g (Fig. 13). Vale observar que os perfis 
UV-vis (Fig 12) indicaram um aumento na absorbância na região 

característica dos flavonóis (380 a 410 m) e na região das 

antocianinas (530 m), conforme a concentração de etanol no 
sistema de solventes foi sendo elevada. Todavia, apesar deste 
aumento na eficiência de extração de algumas classes de 
compostos fenólicos, não foi observado acréscimo no teor detectado 
através de Folin-Ciocalteu, muito pelo contrário (Fig. 13). Sendo 
novamente sugerido que o aumento no teor de compostos apolares 
nos extratos, como os carotenóides e as clorofilas, em função do 
acréscimo de etanol (Fig. 12), dificulte a interação do reativo com as 
hidroxilas dos compostos fenólicos existentes nas amostras. 
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Figura 12: Perfil espectrofométrico de varredura (λ = 200 a 700 m) dos extratos hidroalcólicos do tecido foliar das variedades 
crioulas de milho MPA, Roxo e Língua de Papagaio.  
Foram empregadas distintas proporções de etanol: água, a saber, do ápice para a base da figura: EtOH(30): água(70), EtOH(50): 
água(50), EtOH(70): água(30) e EtOH(90): água(10). 
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Ressalta-se que o teor de compostos fenólicos observado 
para os extratos hidroalcólicos foliares foi sempre inferior ao 
observado com o emprego de água e calor, reforçando o interesse 
no chá preparado com as folhas de milho.  

Já o conteúdo de antocianinas se mostrou positivamente 
influenciado pelo aumento na concentração de etanol na solução 
extratora (Fig. 14). Com o uso de etanol: água (30:70) resultando 

em teores médios de 0,010  0,002 mg de antocianinas/g de folha, 
enquanto que para os extratos etanol: água (90:10) foi observado 

um conteúdo médio superior em três ordens de magnitude, 0,030  
0,004 mg/g. Esta informação corrobora o anteriormente observado, 
já que os extratos aquosos apresentaram concentração média de 
antocianinas igual a 0,006 mg/g de folha (dados não mostrados), 
inferior ao observado com o uso de metanol acidificado (MeOH-HCl 

1% - 0,145  0,019 mg/g de folha, capítulo 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

16,117   3,713etanol:água (90:10)

30,004   5,036etanol:água (70:30) 

35,306   7,306etanol:água (50:50)

32,548   7,114etanol:água (30:70)

compostos fenólicos totais 

(mg/g de folha)

 desvio padrão

Figura 13: Concentração média de compostos fenólicos totais (mg/g de 

folha - Folin-Ciocalteau) dos extratos hidroalcólicos das folhas. Os valores 

se referem a média observada para as três variedades avaliadas MPA, 

Roxo e Língua de Papagaio. 

Figura 14: Concentração média de antocianinas (mg/g de folha) dos 

extratos hidroalcólicos das folhas. Os valores se referem a média 

observada para as as três variedades avaliadas MPA, Roxo e Língua de 

Papagaio. 
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CONCLUSÕES  
 

Um conteúdo considerado elevado de compostos fenólicos 
totais foi observado para os extratos aquosos das folhas das VCM, 
com teor médio de 77 mg/g. Sendo similar àquele observado para o 
chá verde de Camelia sinensis e para o chá de menta (Mentha 
piperita). Além disso, mostrou ser quase 2 vezes superior àquele 
obtido com o emprego de metanol ou de etanol, como solvente. As 
análises efetuadas nas amostras comerciais de flores femininas de 
milho, biomassas reconhecidamente utilizadas para fins medicinais, 
mostraram um conteúdo de compostos fenólicos totais inferior 
àquele observado para os extratos aquosos foliares. 

Os resultados da CLAE indicaram o ácido gálico, o ácido 
clorogênico e a quercetina, como os principais compostos fenólicos 
presentes nos extratos aquosos das folhas de milho, respondendo 
por quase 60% do conteúdo total. Aparentemente, o derivado 
fenólico mais abundante nestes extratos sofre influencia genotípica, 
com RX, RC, LP, MP e FO mostrando o ácido gálico em maior 
proporção, PR e BR, o ácido clorogênico e a variedade MG, a 
quercetina.  

Chama atenção a diferença observada entre os resultados da 
quantificação através de Folin-Ciocalteau e a quantificação através 
da CLAE, com a primeira técnica indicando um conteúdo 10 vezes 
superior, comparativamente a segunda. Foi sugerido que esta 
observação possa estar relacionada à presença nos extratos 
aquosos de metabólitos que interagem positivamente com o reativo 
de Folin-Ciocalteau (e.g. vitamina C) que não foram determinados 
pela CLAE. 

A avaliação da capacidade antioxidante dos extratos aquosos 
(ensaio DPPH) indicou uma inibição média de 50% para as folhas 
de milho, ligeiramente inferior ao observado para o chá verde e para 
o chá preto de Camelia sinensis e também, para o chá de menta. A 
inibição da oxidação exercida pelo extrato aquoso da variedade 
Mato Grosso Palha Roxa (MG) se mostrou similar àquela exercida 
pelo suco de uva e também pelo extrato aquoso da erva-mate.  

Salienta-se que a atividade antioxidante dos extratos aquosos 
foliares não apresentou uma correlação satisfatória com o conteúdo 
de compostos fenólicos totais, apesar de ser extensivamente 
relatada pela literatura esta correlação, principalmente para chás 
com efeito benéfico sobre a saúde humana. Todavia, a atividade 
antioxidante dos chás da folhas de milho mostrou uma correlação 
interessante (r = 0,725), com o conteúdo de quercetina detectado 
nestes chás. Vale ressaltar que a presença de quercetina já foi 
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associada aos efeitos benéficos que o chá de Ginkgo biloba 
apresenta sobre distúrbios circulatórios e cerebrais.  

Incongruências entre as informações geradas pela varredura 
UV-vis e pela reação de Folin-Ciocalteau foram observadas para os 
extratos hidroetanólicos foliares, de modo similar ao relatado para os 
extratos metanólicos (capítulos 2 e 3). A adição de etanol parece 
ocasionar uma diminuição na quantidade de compostos fenólicos 
detectada pelo método colorimétrico de Folin-Ciocateu. Intrigante 
considerando as informações dos perfis UV-vis, pois o uso do etanol 
levou a uma melhoria na retirada dos flavonóides da matriz foliar. 
Sugere-se que neste caso, o aumento da concentração de 
compostos apolares, como carotenóides e clorofilas, atrapalhe a 
interação do reativo com as hidroxilas dos compostos fenólicos em 
suspensão.  

O conjunto de resultados obtido para o chá das folhas do 
milho indica um elevado conteúdo de compostos fenólicos totais, 
principalmente, ácido gálico, ácido clorogênico e quercetina e uma 
atividade antioxidante relevante.  

Um teor proeminente de compostos fenólicos nas folhas do 
milho interessa agronomicamente, pela relação direta existente 
entre este conteúdo e a resistência da planta do milho à ocorrência 
de pragas e doenças, conforme exposto anteriormente. Não 
interessa, todavia, apenas agronomicamente, pois, conforme 
mencionado, o efeito benéfico sobre a saúde humana de alguns 
chás se relaciona diretamente a um conteúdo elevado de compostos 
fenólicos.  

Sendo assim, é sugerido que o chá das folhas de milho 
possua efeito benéfico sobre a saúde humana. Sendo obviamente 
necessária uma caracterização muito mais aprofundada deste 
extrato aquoso, com a continuidade da pesquisa sobre o tecido foliar 
de milho. 
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CONCLUSÕES FINAIS 
 

A perda de genótipos tradicionais de milho, como as 
variedades crioulas resgatadas no município de Anchieta-SC e aqui 
analisadas, não pode acontecer. Principalmente porque tais 
variedades fazem parte do legado cultural dos agricultores 
familiares que as cultivam. E tal perda criaria uma lacuna irreparável 
no conhecimento e nas tradições destas pessoas.  

O cultivo do milho remonta há pelo menos 7000 anos, tendo 
sua origem e domesticação ocorrido na América Latina, portanto, 
em nosso continente. Muitos autores sugerem que a expansão 
humana nas Américas só foi possível em função do conhecimento e 
da prática de cultivo do milho pelos nossos ancestrais. O milho 
ocuparia para tais habitantes, o mesmo papel chave que o trigo 
ocupou para o desenvolvimento da civilização ocidental e o arroz, 
para o desenvolvimento das civilizações orientais. Sugere-se que os 
indígenas habitantes do Brasil já conheciam o milho há pelo menos 
1500 anos antes da chegada dos colonizadores europeus. Com tais 
variedades locais brasileiras cultivadas pelos povos indígenas do 
ramo Tupi-Guarani formando, provavelmente, a base genética das 
variedades crioulas de milho aqui analisadas. Sendo assim, tais 
variedades de milho e o conhecimento relacionado ao seu cultivo e 
manejo podem remontar há milhares de anos de cultura humana, 
cuja perpetuação no presente e a transmissão para as futuras 
gerações vêm sendo assegurada pelas iniciativas de agricultores 
familiares brasileiros, no Extremo-Oeste de Santa Catarina.  

Surpreende que tais variedades crioulas de milho ainda 
continuem sendo cultivadas pelos agricultores familiares na 
atualidade. Seus grãos não são utilizados na confecção de rações, 
nem alimentam os animais das grandes granjas. Fato que decorre 
principalmente do fenótipo não usual de coloração de seus grãos, o 
que também impede a comercialização para o setor industrial 
alimentício humano. Tais milhos não são comprados por serem 
diferentes das variedades de grão amarelo, consideradas normais. 
E a falta de rentabilidade econômica destas variedades tradicionais 
leva muitas vezes ao desestímulo do agricultor familiar, que acaba 
abandonando o seu cultivo, substituindo-as por variedades 
sintéticas de milho (melhoradas, híbridas ou transgênicas), por 
serem comercialmente aceitas. 

A perda dos genótipos crioulos não poderia acontecer, porém, 
infelizmente, no decorrer dos quatro anos de duração desta 
pesquisa, a obtenção de sementes de algumas das VCM aqui 
analisadas, como Mato Grosso Palha Roxa (extrato aquoso foliar 
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com atividade antioxidante proeminente) e Palha Roxa (extrato 

hexano: acetona rico em luteína e -caroteno) se tornou bastante 
difícil. Os agricultores familiares que até então as conservavam in 
situ, pararam de cultivá-las neste período. Não sendo mais 
cultivadas e não existindo em algum banco de conservação de 
germoplasma, tais variedades serão um legado permanentemente 
perdido. 

Acredita-se, todavia, que este quadro possa ser mudado e 
que o risco iminente de perda de tais genótipos de milho deva ser 
evitado. Esta tese de doutoramento se insere dentro da parceria 
estabelecida entre a UFSC e as organizações que representam os 
agricultores familiares de Anchieta-SC. Esta parceria surgiu em 
busca de soluções que auxiliem na preservação destes genótipos 
de milho crioulo e no fortalecimento da agricultura familiar da região. 
A idéia central deste projeto foi a aplicação de um conjunto de 
técnicas analíticas para obtenção do quadro metabolômico parcial 
do tecido foliar destas VCM e também de duas variedades 
comerciais. Visando ampliar o conhecimento sobre a bioquímica do 
tecido foliar do milho, auxiliando em uma melhor caracterização 
deste germoplasma e também, buscando novas formas de 
aproveitamento desta biomassa, desejando ampliar o leque de 
possibilidades comerciais dos agricultores familiares da região 
Extremo-Oeste de Santa Catarina. É proposto que se os 
agricultores familiares tiverem um maior número de possibilidades 
economicamente rentáveis para o uso destas variedades crioulas 
de milho, continuarão cultivando-as e deste modo, garantirão sua 
preservação para as futuras gerações. 

Duas categorias principais de métodos podem ser 
empregadas para a valorização da atividade agrícola familiar, os 
métodos não-comerciais e os comerciais (BRUSH, 2001).  

Os métodos não-comerciais incluem o desenvolvimento de 
novas variedades através de melhoramento participativo, ações de 
educação, conscientização ambiental e de pesquisa básica. Ações 
desta natureza vêm sendo estabelecidas pela parceria entre o 
Núcleo de Estudos em Agrobiodiversidade (NEABio), CCA-UFSC e 
as organizações representativas dos agricultores familiares de 
Anchieta-SC. Como o melhoramento participativo de variedades 
crioulas, entre elas, MPA 01 que já sofreu alguns ciclos de seleção 
visando o aprimoramento de características agronômicas 
selecionadas pelos agricultores familiares. Bem como, ações em 
práticas de cultivo orgânico e agroecológico.  

Os métodos comerciais (BRUSH, 2001) apontam para a 
produção e comercialização de produtos orgânicos, agroecológicos 
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e vinculados ao território. Também propõe o cultivo de variedades 
diferenciadas que apresentam maior valor nutricional ou efeito 
benéfico sobre a saúde humana, ao invés das commodities 
convencionais, visando assim, um retorno econômico mais 
substancial para os pequenos agricultores. Em consonância a este 
quadro, iniciativas voltadas para a comercialização de produtos 
derivados dos grãos destas VCM, como farinhas, biscoitos, pães e 
bolos vem sendo estabelecidas em Anchieta-SC, com a aquisição 
de um novo moinho financiada pelo governo brasileiro. Além disso, 
o reconhecimento da relação profunda existente entre estes 
produtos derivados das VCM e as características do território em 
que são cultivadas, deverá ser buscado através da certificação de 
origem geográfica ou de procedência garantida para estes produtos 
derivados do milho crioulo, por estes agricultores familiares. O 
estabelecimento do perfil metabolômico foliar se insere neste 
contexto permitindo uma melhor caracterização deste 
germoplasma, auxiliando no processo de melhoramento 
participativo e viabilizando novas alternativas para o uso destas 
variedades.  

 
Três hipóteses foram levantadas na época da construção do 

projeto e testadas ao longo dos últimos quatro anos, sendo elas: 
 

Hipótese 1: de que as variedades crioulas de milho apresentam 
distinção entre seus perfis metabolômicos do tecido foliar; 
 
Hipótese 2: de que as folhas das variedades crioulas apresentam 
um perfil mais interessante de metabólitos, qualitativamente e/ou 
quantitativamente, em comparação ao tecido foliar das variedades 
comerciais de milho; 
 
Hipótese 3: de que os extratos foliares das variedades crioulas são 
ricos em compostos fenólicos e carotenóides e apresentam 
atividade benéfica relacionada ao tratamento do câncer. 

 
A primeira hipótese se baseava na premissa de que a 

aparente diversidade genética apresentada por estas variedades de 
milho, inferida em função da presença de fenótipos morfológicos 
bem distintos, possa estar relacionada a uma elevada diversidade 
química presente no seu tecido foliar. A hipótese 1 se mostrou 
verdadeira, já que os resultados obtidos indicaram claramente que 
os genótipos de milho possuem uma composição química bastante 
distinta e singular nas suas folhas. Distinta o suficiente para que as 
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folhas das variedades Roxo e MPA 01, por exemplo, possam ser 
discriminadas com facilidade, apenas considerando a sua 
composição química. Singulares, pois parecem claramente apontar 
para uma relação direta entre o perfil de metabólitos e a identidade 
genética destas variedades.  

Os resultados da caracterização dos carotenóides (capítulo 1) 
indicaram que as maiores diferenças entre o tecido foliar das 
variedades de milho parecem ser de ordem quantitativa. As 
variedades crioulas Língua de Papagaio (LP), Rajado 8 Carreiras 
(RC) e Palha Roxa (PR) se destacaram como possuidora de teores 
mais elevado de carotenóides, LP e PR com concentração elevada 

de luteína e de -caroteno e RC, com teor mais elevado de luteína.  
Já o conjunto de resultados obtido para a caracterização dos 

compostos fenólicos derivados dos ácidos benzóico e cinâmico, 
presentes nas folhas do milho (capítulo 2), apontou um teor mais 
elevado e/ou composição mais interessante para as variedades 
crioulas Palha Roxa (PR), Roxo (RX), Rajado 8 Carreiras (RC) e 
Língua de Papagaio (LP). Adicionalmente, a existência de sinais m/z 
específicos para a maioria dos genótipos analisados, reforça a idéia 
da singularidade na composição química do tecido foliar. A 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) indicou a quercetina 
como o composto proporcionalmente mais abundante para a maioria 
das variedades (exceto para RX e BR). As variedades RX e BR 
mostraram o ácido clorogênico como ácido fenólico mais abundante.  

A análise dos flavonóides existentes no tecido foliar (capítulo 
3) também apontou diferenças significativas na composição química 
das folhas das variedades de milho. Com variedades como Roxo 
(RX), Fortuna (FO) e BRS 1030 (BR) mostrando uma concentração 
superior de compostos fenólicos totais em relação às variedades 
crioulas. No que concerne às antocianinas, os genótipos Fortuna 
(FO) e MPA 01 (MP) mostraram teores significativamente superiores 
aos demais.  

O conjunto de dados obtido não foi suficiente para elucidar a 
origem biossintética das antocianinas do tecido foliar de milho, i.e., 
se derivadas dos flavan-3,4-diós, ou dos flavan-4-óis, pois a 
presença das duas formas de antocianinas foi detectada na maioria 
dos genótipos. Além disto, foi observada grande diversidade entre 
as variedades de milho aqui estudadas com relação à composição 
das antocianinas presentes nas folhas, não tendo sido identificada 
uma antocianina predominante às amostras crioulas, por exemplo.  

A relação entre a composição química das folhas e a cor dos 
grãos dos genótipos em análise é sugerida, uma vez que genótipos 
de grãos amarelos (e.g., BR e RC) apresentaram maior número de 
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intermediários da via de síntese dos flavonóides e um maior número 
de derivados da apigenidina e luteolinidina, comparativamente às 
variedades com pigmentação antociânica de grãos e folhas (LP, RX, 
MG e PR, por exemplo), onde estes intermediários talvez sejam 
rapidamente convertidos nos produtos biossintéticos finais, como as 
antocianinas, pelargonidina e cianidina. 

Adicionalmente, chama atenção a possibilidade de se 
elegerem variedades de milho possuidoras de alto teor de 
compostos fenólicos em seus grãos, ao se empregar a análise 
destes metabólitos no extrato metanólico do tecido foliar deste 
vegetal (alta correlação, r = 0,98).  

No que tange aos compostos fenólicos, a CLAE demonstrou 
serem os ácidos gálico, clorogênico e a quercetina os compostos 
majoritários dos extratos aquosos foliares, correspondendo a ca. 
60% do conteúdo total destes metabólitos. Esta característica 
também se mostrou genótipo dependente, com o ácido gálico sendo 
detectado em concentrações superiores nas variedades RX, RC, LP, 
MP e FO, enquanto PR e BR se destacaram pelo conteúdo de ácido 
clorogênico e MG, pelo teor de quercetina. Como proposta de 
continuidade dos estudos, sugere-se a aplicação de métodos 
quimiométricos que permitam identificar, por exemplo, de que VCM 
determinada folha se originou, sem a necessidade de conhecimento 
prévio de sua origem. 

A segunda hipótese formulada no projeto de tese considerou 
que as VCM apresentam um teor mais elevado de certos 
metabólitos e/ou uma composição mais interessante em seus 
tecidos foliares, comparativamente às variedades comerciais 
analisadas. Neste contexto, diferenças relevantes de conteúdos 
médios e de composição de carotenóides, compostos fenólicos e 
antocianinas entre as VCM e as variedades testemunha não foram 
detectadas. Assim, ressalta-se que as VCM se caracterizam como 
fonte de metabólitos secundários de interesse à saúde humana de 
forma similar às variedades comerciais analisadas no presente 
estudo.  

Finalmente, a terceira hipótese considerou que a partir das 
folhas das variedades crioulas poderão ser obtidos extratos ricos 
em compostos fenólicos e carotenoídicos e que tais extratos 
apresentam atividade pró-apoptótica e/ou antiproliferativa sobre 
células tumorais in vitro.  

Considerando a obtenção de extratos ricos em carotenóides 
se propõe que as folhas de todas as variedades de milho aqui 
analisadas podem ser aproveitadas para obtenção de extratos ricos, 
com as variedades crioulas Lingua de Papagaio (LP) e Palha Roxa 
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(PR) mostrando destaque em função de teores elevados de luteína 

e de -caroteno. Se o tecido foliar de milho apresentar rendimento 
em mg/g de biomassa, similar ao observado neste estudo, é 
possível competir com biomassas como a calêndula e a cenoura, 
fontes usuais destes compostos para indústria. Poderão, portanto, 
ser obtidos extratos ricos em carotenóides totais ou semi-
purificados, dependendo do genótipo de milho considerado, a partir 
da biomassa foliar.  

A luteína vem sendo recomendada clinicamente com sucesso 
para o tratamento e a profilaxia do câncer, bem como na prevenção 
da catarata e da degeneração macular associadas ao 
envelhecimento. Extratos ricos em carotenóides obtidos a partir da 
biomassa foliar da variedade MP mostraram atividade inibitória 
sobre a formação de novos vasos em ensaios realizados in ovo 
(FERIGO et al., 2008). Sendo que a inibição da neo-vascularização 
pode auxiliar no tratamento de processos tumorais ainda em seu 
início.  

No que se refere ao emprego do -caroteno, há uma busca 
em escala mundial por fontes alimentares e não alimentares ricas 
em compostos pró-vitamina A. Já que uma fatia significativa da 
população mundial apresenta deficiência nutricional desta vitamina, 
principalmente crianças nos países da América Latina e do Caribe. 
Rodriguez-Amaya et al (2008) apontaram o papel estratégico que os 
recursos genéticos vegetais brasileiros possuem como fontes em 
potencial de carotenóides para a alimentação humana e para o 
aproveitamento industrial. As folhas do milho poderiam enriquecer 
naturalmente o conteúdo de carotenóides da farinha dos grãos de 
milho. Sugere-se que tal “multi-mistura” seria útil enriquecendo a 
merenda escolar brasileira, ou a alimentação dos idosos, por 
exemplo.  

Os resultados obtidos apontaram para a presença de um teor 
elevado de compostos fenólicos nas folhas destas variedades de 
milho, sendo similar, no caso do extrato aquoso, àquele observado 
para o chá verde de Camelia sinensis e para o chá de menta 
(Mentha piperita). De acordo com esta informação se sugere que as 
folhas do milho poderiam ser avaliadas visando à confecção de um 
chá medicinal, de modo similar ao que já acontece com suas flores 
femininas, cuja infusão é prescrita para o tratamento de processos 
tumorais localizados no trato urogenital, segundo informações da 
medicina tradicional obtidas em levantamentos etnofarmacológicos. 
Além disso, tais extratos aquosos ricos em compostos fenólicos 
podem interessar aos setores industriais da alimentação e 
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farmacêutico, visando à obtenção de antioxidantes e anti-
inflamatórios naturais. 

Adicionalmente, a atividade antioxidante dos extratos aquosos 
do tecido foliar do milho foi avaliada através do ensaio DPPH, 
indicando uma inibição média de 50%, ligeiramente inferior ao 
observado para os chás verde e preto de Camelia sinensis e 
também, para o chá de menta. A inibição da oxidação exercida pelo 
extrato aquoso foliar da variedade MG se mostrou similar ao 
observado para o suco de uva e para o extrato aquoso da erva-
mate. A atividade antioxidante do extrato aquoso foliar de milho se 
correlacionou (r = 0,725) em alguma extensão ao teor de quercetina 
presente nestes extratos. 

A execução deste projeto de tese gerou um volume 
significativo de conhecimento científico novo sobre estas variedades 
de milho, aprofundando o conhecimento sobre as suas 
singularidades metabólicas e contribuindo para uma caracterização 
mais detalhada deste germoplasma. Complementando os 
resultados previamente obtidos no LMBV, concernentes à análise 
do perfil metabólico de grãos e flores femininas de 26 variedades de 
milho (KUHNEN, 2007). Reforçando a assertiva de que as folhas 
mantêm um estreito vínculo fisiológico do tipo fonte-dreno com os 
grãos e também com as flores, influenciando deste modo, a 
formação e o desenvolvimento destes órgãos.  

Destaca-se que a clara distinção existente entre os genótipos 
crioulos de milho com relação ao conteúdo de carotenóides e de 
compostos fenólicos no seu tecido foliar possibilita uma ampla gama 
de possibilidades de aproveitamento. Sendo assim, a princípio, os 
agricultores poderão aproveitar todos estes genótipos para produção 
de folhas, objetivando o fornecimento de matéria-prima para a 
indústria alimentícia, de cosméticos e farmacêutica. Já que as 
peculiaridades químicas das variedades crioulas de milho podem e 
devem ser aproveitadas, gerando um leque mais amplo de 
possibilidades para os agricultores familiares brasileiros.  

Dentre os fatores de destaque que sugerem o aproveitamento 
das folhas de milho mencionam-se: 1) resíduo agrícola produzido 

em elevada quantidade (≈ 5000 Kgha), 2) produção em paralelo 
aos grãos e 3) conteúdo interessante de carotenóides e de 
compostos fenólicos, fitoquímicos com reconhecido valor de 
mercado.  
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Mato Grosso Palha Roxa (MG):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 9,4 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 9,3 mg/g de folha 

Palha Roxa (PR):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 15,5 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 9,4 mg/g de folha 
 

Roxo (RX):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 11,7 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 7,9 mg/g de folha 
 
 

Rajado 8 Carreiras (RC):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 14,3 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 5,8 mg/g de folha 
 

Língua de Papagaio (LP):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 18,8 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 6,2 mg/g de folha 
 

MPA 01 (MP):  

 
carotenóides totais (CLAE) = 15,4 mg/g de folha 
fenóis totais (extrato aquoso-CLAE) = 7,3 mg/g de folha 
 

Figura 1: Concentração média de carotenóides totais (mg/g de folha) e compostos 

fenólicos totais (mg/g de folha) obtidos através de cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE), para os extratos foliares das variedades crioulas de milho. 
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