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RESUMO GERAL

Produtos alimenticios processados podem sofreraafies na sua
composi¢do quimica durante o processamento e/oazermamento, causando
alteracdes com prejuizos do ponto de vista nutradioAssim o objetivo geral
com este trabalho foi determinar a retencdo deteraswles em milho verde
normal e biofortificado com precursores de vitamikapds processamento.
Sendo os objetivos especificos a) avaliar e comgaratencdo de carotenoides
de importancia bioldgica durante o periodo de egfn das espigas de milho
comum e biofortificadas embaladas com e sem vamudeterminar a retencao
de carotenoides em milho verde biofortificado sutisos a diferentes
tratamentos térmicos. Os carotenoides foram exisafths amostras de milho
verde em esquensequencial de solventes organicos e em seguidaifipedos
por meio da cromatografia liquida de alta eficiGn&@LAE). O experimento foi
planejado em DIC, em esquema fatorial. As anaéstetisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico SISVAR. Oslada obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendmédias comparadas pelo
teste LSD (p=0,05), quando detectado significadciaeste F. A retencdo de
carotenoides em graos verdes de milho normal eftifi¢ado com precursores
de vitamina A, ndo é influenciada pelos tipos debaagens (bandeja de
poliestireno envoltas com filme PVC 18 mm e a vagyon poli multicamadas)
aplicadas ao processamento minimo. Foi observado ajprocessamento
minimo, bem como o armazenamento ndo afetam acéstede-caroteno,
carotenoides totais e carotenoides proVA em gréeslev dos cultivares
estudados. Os efeitos estudados sobre a retenc@ardnoides em graos
verdes independem do cultivar, exceto para luteémalo as concentracdes dos
carotenoides lutein@;criptoxantina3-caroteno, carotenoides totais e o total de
carotenoides precursores de vitamina A presentesgréos verdes do milho
sintético proVA maiores do que no cultivar de milBRS1030. Quanto ao
estudo da influéncia dos tratamentos térmicos sabreetencdo de cada
tratamento aplicado aos gréos das espigas de mhde das cultivares
estudadas conclui-se em grdos verdes da cultiv&1B80, o cozimento das
espigas sem agua no micro-ondas e com agua enammeiressao resulta em
reducdo de p-caroteno. Para preservacdo dos carotenoides okomesl
tratamentos, de acordo com as condi¢cGes estudadpsesente trabalho sao:
cozimento na panela com tampa e panela sem tampa.

Palavras-chave: Minimamente processado. ProVA. &zmpéo de carotenoides.
Hipovitaminose A. Cozimento de gréos. Melhoramegygoetico.



GENERAL ABSTRACT

The chemical composition of processed food produntsy suffer
alterations during processing and/or storage, ngusutritional loss. Thus, the
objective of this work was to determine carotengatention in normal and
biofortified with vitamin A precursors corn afterqeessing. The specific
objectives were: a) evaluate and compare the feteaf biologically important
carotenoids during the storage period of normal biafortified corn ears
packaged with and without vacuum; b) determine temd retention in
biofortified corn submitted to different thermatatments. The carotenoids were
extracted from the corn samples in a sequenti@mehof organic solvents and
subsequently quantified through high-performancguil chromatography
(HPLC). The experiment was planned in CompletelypdRenized Design, in a
factorial scheme. The statistical analyses werdopeed using the SISVAR
program. The obtained data were submitted to aisabfsvariance (ANOVA)
and the means were compared by the LSD test (p5),@vhen significance was
detected by the F test. Carotenoid retention imaband biofortified green corn
grain is not influenced by the types of packagipglyethylene trays enveloped
with 18 mm PVC film and vacuum nylon poly multilag® applied to the
minimum processing. We observed that minimum prings as well as storage,
do not affect the retention op-carotene, total carotenoids and proVA
carotenoids in green grains of the studied culsivrhe effects studied on
carotenoid retention in green grains are indepenafethe cultivar, except in the
case of lutein, being that the carotenoid concéatra of lutein, B-
cryptoxanthin, B-carotene, total carotenoids and total vitamin Aecprsor
carotenoids in the green pro VA synthetic cornrggdiigher than those of the
corn cultivar BRS1030. Regarding the study on th8uénce of thermal
treatments on the retention of each treatment eghh the grains in the corn
ear, we concluded that, in green grains of cultBRS1030, cooking the corn
ears without water in a microwave and with watea jpressure cooker results in
the reduction off-carotene. In order to preserve the carotenoids, kst
treatments, according to the conditions studiethis work, are: cooking in a
pan with lid and cooking in a pan without lid.

Keywords: Minimally processed. ProVA. Carotenoid gdalation.
Hypovitaminosis A. Grains cooking. Genetic impnment.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1
Figural Unidade de isopreno (A) e estrutura qudardimo- caroteno (B).... 20
Figura 2 Conversdo dbcaroteno aretinol ...........ccoevviiiiievvcemmmm e 21
Figura 3 Estruturas dos carotenoides precursorgigairina A .................. 26
Figura4 Anatomiadograode milno .......coccceeieeiiiiiiiiiiiie e, 32
CAPITULO 2
Figura 1 Fluxograma do processamento minimo deomiéirde utilizado

no experimento de retencéo de carotenoides ao ldagempo

de armazenamento.............eiieeeeeeee e e 50
Figura 2 Imagem das espigas de milho verde acamdidas em bandejas

de poliestireno, envoltas com filme PVC 18 mm deessura ....... 52
Figura3 Imagem das espigas de milho verde acamdidas em

embalagem a vacuo de nylon poli multicamadas.................... 52
Figura4 Variacdo da retencdo aparente (%) de nhtetlurante o

Figura 5

Figura 6

armazenamento das cultivares de milho verde adACluz por

D /IR ... 62
Retencdo de zeaxantina dos grdos verdesgégas de milho
minimamente processadas no periodo de armazenamenta.... 66
Cromatogramas resultantes da analise detepaides das
amostras de graos de milho verde da cultivar BR@ Ilidas

das espigas armazenadas em bandeja de poli est#eoioerta

com filme policloreto de vinila (18 mm) ao dia 0 de

armazenamento (A) e ao dia 9 de armazenamento.(B)........... 70



Figura 7

Figura 8

Figura 9

Cromatogramas resultantes da andlise detenaides das
amostras de graos de milho verde da cultivar siatgiroVA
obtidas das espigas armazenadas em bandeja dstipatie
recoberta com filme policloreto de vinila (18mm) dia 0 de
armazenamento (A) e ao dia 9 de armazenamento.(B)........... 71
Cromatogramas resultantes da andlise detenaides das
amostras de graos de milho verde da cultivar BR@ Hitidas
das espigas armazenadas em vacuo (nylon poli mmiéidas) ao
dia 0 de armazenamento (A) e ao dia 9 de armazenart®....... 72
Cromatogramas resultantes da andlise detenaides das
amostras de grdos de milho verde do sintético probtidas das

espigas armazenadas em vacuo (nylon poli multicag)ab dia

0 de armazenamento (A) e ao dia 9 de armazenargi@nta........ 73
CAPITULO 3
Figural Cozimento das espigas de milho verde ryoagindas por 7

MINUtOS em POteNcia MAXIMA ..........cceeeeev e e eeeeeeevriiire s 84
Figura 2 Cozimento das espigas de milho verde emlpale presséo......... 85
Figura 3 Cozimento das espigas de milho verde emlpaom tampa......... 86
Figura 4 Cozimento das espigas de milho verde eralpsem tampa......... 87
Figura5 Imagem das espigas onde foram retiradgsams para analises

guimicas, mostrando em que parte foram obtidamasteas ........ 88
Figura6 Cromatogramas resultantes da analise detepaides das

amostras dos grdos verdes das espigas de milhdtd@arcBRS
1030, antes do cozimento (A) e apds o0 cozimento &gua na

panela com tampa (B).........cooviiiiiiiin i cmmmee e 109



Figura7 Cromatogramas resultantes da andlise detenaides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhdtdarcBRS
1030, antes do cozimento na panela sem tampa @jos o
cozimento na panela sem tampa, (B).........commmmmmeeeeireereinnnnnnn 110
Figura8 Cromatogramas resultantes da analise detepaides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhdtdarcBRS
1030, antes do cozimento em micro-ondas (A) ap@szonento
em MICro-oNdas (B)........ceeieeiiiiiiiii i icceemm e 111
Figura9 Cromatogramas resultantes da andlise detenaides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhdtdarcBRS
1030, antes do cozimento em panela de pressédo @9 a
cozimento em panela de pressao (B).......cccoeeeveevviiieeiiinnnnnnn. 112
Figura 10 Cromatogramas resultantes da andlise ateteaoides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhailtearc
sintético proVA, antes do cozimento com tampa (APsa
cozimento com tampa (B).......ccuvvireeieirieiiieeeeeeiin e 113
Figura 11 Cromatogramas resultantes da andlise ateteaoides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhailtizarc
sintético proVA, antes do cozimento sem tampa (fPsa
cozimento sem tampa (B) ......ccuueeeeierres e e e e eeeesnineeeeenns 114
Figura 12 Cromatogramas resultantes da andlise ateteaoides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhailtiearc
sintético proVA, antes do cozimento em micro-onfls apds
cozimento em Micro-oNdas (B)........covovveviemmeeinieeeeeiieeeeeeiannn 115
Figura 13 Cromatogramas resultantes da andlise ateteaoides das
amostras dos grdos verdes das espigas de milhailtearc
sintético proVA, antes do cozimento em panela @sgio (A)

apods cozimento em panela de presséo, (B) ..ccceeeeee..een.... 116



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Concentracao de carotenoides em base fresca expessug g

! da frac&o quantificada nas amostras de gréosltie wérde de
espigas minimamente processadas de a cultivar hoama
biofortificada............oouueuii 58
Sintese do resultado da analise de variancia (ANOAAefeito

dos tratamentos sobre as varidveis estudadas........................ 61
Médias da perda de massa (%) dos grdos verdespiga® das
diferentes cultivares de milho armazenadas em f@mnelea
vacuo, nos diferentes dias de armazenamento........c.....c.oeun.... 64
Médias da retencéo aparente de zeaxantina (% yp&oa verdes
das espigas de milho minimamente processadas duvamove
dias de armazenamento...............uuuunn e e e e e eeeeeeeeinaae 65
Médias da retencdo aparentefeeriptoxantina (%) para os gréos
verdes das espigas de milho das cultivares BRSA@BOVA........ 67
Médias de retencdo aparente (%) da fracdo quatdic de3-
caroteno, carotenoides totais e carotenoides pro&f#s

processamento minimo das espigas de milho armaaeed 9

CAPITULO 3

Tabela 1

Tabela 2

Concentracéo de carotenoides expressos em'|{gage fresca)
em graos de espigas de milho verde normal e bifidado........... 91
Sintese do resultado da analise de variancia (ANOAMAefeito

de cultivar, tipo de cozimento, processamento erescds

VaNAVEIS ESIUAATAS .. ... iee et ens 93



Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Médias de retencao real de luteina (%) dos grassile verde

das cultivares BRS1030 e proVA antes e apdés o gsaceento

1] 120 1o o TR PP 94
Médias da retencdo real de luteina (%) em gradodesemos
diferentes tipos de processamentos térmicos apkcas espigas

e MIINO ..o 95
Médias de retencéo real de zeaxantina (%) dos geides nas
espigas de milho das cultivares estudadas ...ceeuecvvvnnnnnnene.... 97
Médias da retencéo real fiecriptoxantina (%) dos graos verdes
de milho em espigas das cultivares estudadas........................ 98
Médias da retencao real flecaroteno (%) dos graos verdes das
espigas de milho das cultivares estudadas ....uueueevvnnnne..e..... 100
Médias da retencéo real de carotenoides totaisofs¢rvadas
para os graos verdes das espigas das cultivareghteestudado 103
Médias da retencéo real de carotenoides proVA @sgivadas
para os grdos verdes das espigas de milho das/acedt
EStUAAAS. ...t e 105

Tabela 10Médias da percentagem de perda de massa dos gisiesgigas

de milho verde das cultivares estudadas de acamooctipo de

(10 V4 4 11=] 01 (0 TR 107



2.1
2.11
2.1.2

2.1.3
2.13.1
2.1.3.2
2.1.3.3
2.2
2.2.1
2.3

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3

SUMARIO

CAPITULO 1 INtroduG&o Geral ..........ccceeveiueeieeeeeeieaeneennean, 17
INTRODUGAO .....ovviieieeeceeeeee et 17
REFERENCIAL TEORICO ...c..ooviiiiiieeieeeee e 19
CarotENOIAES. .. .uui et 19
Carotenoides e vitamina A.......oooouiiiiiiiniee e 24
Deficiéncia de vitamina A e a importancia dosarotenoides na
SAUAE NUMANAL ... .cciiiiiii e 27
Degradacdo dos carotenoides............cuuvueeiiiieieeeeieeeeiiiiiinnenn. 28

(@ )T I- Vo T TSRS 28
1Y) 10121 4= Tox- 1o JS SRR 29
] o 30
IMITNO L 31
MIlNO VEIde..... ..o 33
(230 (o] 1] {or=Tor= Lo TR 34
REFERENCIAS ..ottt 36

CAPITULO 2 Retencao de carotenoides em gréos de milho
verde apés o0 processamento minimo e a estocagem de

espigas em condi¢fes de comercializacdo a vargja............... 45
INTRODUGAO .....oviiiiieeeceeeeee ettt 47
MATERIAL E METODOS ....ooiiiiiieieeeeeeeee e, 49

Y = (=T = o 1 - SRR 49
Processamento minimaO............coooeoiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 49
Determinacgdo do perfil de carotenoides..............ooeeeevvvveeeennnnns 53
Determinagdo de umidade das amostras.........c.ccceeeeeeeveveeennnns 56
Delineamento experimental............cccccoevvivviiin e, 56
RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoieieeieeeeeeieee e 58
CONCLUSAO ...ttt se e 74
REFERENCIAS ...ttt 75

CAPITULO 3 Retencéo de carotenoides em gréaos de espigas
de milho verde normal e biofortificado com precursees de

vitamina a submetidos a diferentes tratamentos térinos........ 79
INTRODUGAO .....oviiiieieeceeeeee et 81
MATERIAL E METODOS ....ooiiiiiieeeeeeeee e, 83
MatEria-Prima.........ceieeiiiiiii e e 83
Higienizagcao da amoOStra.........ccooveeieeiiiieiiiiieeee e eeeeeeans 83
Processamentn........ccveuuiiiiicee e e 83
Cozimento sem adicao de agua no micro-ondas................... 84
Cozimento em 4gua COM PreSSAQ.....cccvieeeeereeeerririiiiaieeeeeaeeeans 58

Cozimento em agua em panela com tampa...............ccceeeennes 85



234
2.4
2.5
2.6
2.7

Cozimento em agua em panela sem tampa.............cccceeeeees
Preparo das amostras para analise............ccccoeeeeeeeiviiineeeeeennnn. 87
Determinacgdo do perfil de carotenoides..............cceeeevvvveeeennnes 88
Determinacédo de umidade das amostras...........cccceeeveeveennnnnnn. 89
Delineamento experimental............cccccoevvevviiiin e, 89
RESULTADOS E DISCUSSAO.......cooiiiiiiiiieieeeieeniaeneneens! 91
CONCLUSAO ..ottt ne e 117
CONSIDERAGCOES FINAIS .....coeoveieeeeeeeceeeeeee e, 118
119

REFERENCIAS ...t



17

CAPITULO 1 Introduc&o Geral

1 INTRODUCAO

Recentemente, a populacdo mundial adquiriu a dgdque alimentos
ndo sdo apenas para nutrir, mas oferecem tambérpostos ou elementos
biologicamente ativos, que proporcionam benefiadisionais a salde. Surgiu
entdo, o conceito de alimentos funcionais. Entre compostos bioativos
presentes em fontes alimenticias estdo os card&sjogue além de serem
corantes naturais dos alimentos, possuem tambeitieates bioldgicas.

Algumas estratégias sdo utilizadas para combatdvipmsitaminoses
como, por exemplo, a suplementacdo de vitaminasnpmo de distribuicdo
medicamentosa e a fortificacdo de alimentos pradess Porém, estas
alternativas séo de elevado custo e exigem infiaasts e sistemas de salde
altamente funcionais para permitirem o0 acesso dasgas a esses tratamentos
(DESENVOLVENDO..., 2011). Contudo, programas de huelmento e
transformacéo genética de plantas tém implemerdattatégias para aumentar
as concentrac¢des de nutrientes essenciais em #disntedisicos da dieta humana,
processo denominado biofortificacdo (DESENVOLVENDQO. 2011,
HARVEST PLUS, 2011).

No Brasil encontra-se em fase de desenvolvimenta anitivar de
milho biofortificado com carotenoides precursorasvitamina A (proVA) por
meio do melhoramento genético tradicional de pfantndo como foco o uso
desse na alimentacdo da populacdo que apresemt&€migd de vitamina A
(hipovitaminose A), ainda considerada problemaadgls no pais onde o milho
€ alimento basico (CARDOSO, 2007). Nesse cenarimilbo biofortificado
surge como alternativa de um produto com maior rvalatricional e,
consequentemente, com potencial para auxiliar mobate de caréncias de
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micronutrientes. Porém, até o momento sdo escassasformacdes sobre a
retencdo de carotenoides em grédos verdes de ceftiezou linhagens de milho
nas formas usualmente consumidas pela populacaddaviep sabe-se que
produtos alimenticios processados podem sofreragfies na sua composicao
guimica durante o processamento e/ou armazenantesgas alteracdes podem
acarretar prejuizos do ponto de vista nutriciomto que algumas estruturas
quimicas, como as dos carotenoides, sdo instaygisreanto, susceptiveis a
oxidagdo e isomerizacdo geométrica, principalmeqiendo ha presenca e/ou
disponibilidade de oxigénio, luz, calor, metaigiaras e peréxidos.
Considerando ser o milho verde um alimento muitee@pdo pela
populacéo brasileira, sendo consumidos tanto magate espiga cozida, graos
em conserva, como também na preparagdo de prpiosstié imprescindivel
avaliar a retencdo dos carotenoides de materiaforbficados na forma de
milho verde apés o processamento e armazenamemtan®, objetivou-se com
0 presente trabalho: a) avaliar e comparar a réterde carotenoides de
importancia biolégica durante o periodo de estavage espigas de milho
comum e biofortificadas minimamente processadasatdas com e sem
vacuo; b) determinar a retencdo de carotenoidesndho verde normal e

biofortificado submetido a diferentes tratamenésicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Carotenoides

O termo carotenoide caracteriza um grupo de pignsematurais de cor
variavel entre o amarelo e vermelho escuro (AZEVBBELEIRO, 2003).
Estdo amplamente distribuidos nos reinos animakgetal, incluindo grande
variedade em algas, bactérias, leveduras e fulR@@®;(RAO, 2007). Aqueles
encontrados em alimentos vegetais sdo menos nusseragida assim de
composi¢cdo complexa e variavel (AZEVEDO-MELEIROQ2) Além da larga
distribuicdo na natureza, possuem ampla diversidesteutural e indmeras
funcbes (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). O nome carotaloé decorrente do
nome cientifico da cenouraBaucus caroteautenticado por Wackenroder em
1831 como a primeira fonte de caroteno (GOODWIN2}9

Muitas propriedades dos carotenoides ja foram destas, como a
capacidade de serem convertidos em vitamina Ar@sipdades antioxidantes,
acao na melhora da acuidade visual e acdo corgrszde degenerativas como o
cancer, a catarata e a cegueira (PACHECO, 2009).

Ja foram identificadas mais de 600 estruturas gaisrdos carotenoides,
sendo que aproximadamente 50 delas possuem atvidalbgica e deste total
cerca de 40 podem ser encontradas em alimentos SERA BRAMLEY,
2004). Esses compostos séo classificados de acordsua estrutura quimica,
em carotenos (p.exf-caroteno e licopeno) e xantofilas (p.ex.: lutema
zeaxantina), sendo [Bcaroteno o mais estudado, dada a sua funcédo posaur
da vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004). A o#ncia dessa
vitamina apresenta-se como uma das maiores deafia@mutricionais na
populacdo mundial, gerando sérios problemas deesaéspecialmente a
cegueira noturna em criancas.
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Estes compostos sdo isoprenoides frequentemensgéitaédos por oito
unidades de isoprenos, formando uma longa cadgildmo, que pode conter
de 2 a 15 duplas ligagBes conjugadas, 0 que pecmitiiguracdeis e trans
(FRASER; BRAMLEY, 2004). Na Figura 1 sdo apreseasa@s estruturas

guimicas do isopreno e decaroteno.

CH,
I
A CH,= C — CH=CH,
isopreno
B RN e N VN R
|
a- caroteno

Figural Unidade de isopreno (A) e estrutura quardimo- caroteno (B)
Fonte: Fontana et al. (2008)

Os compostos com todas as ligacbes na fdrares exibem cor mais
escura, consequentemente, o aumento de ligagfiss resulta em
enfraquecimento gradual da cor. Isso pode ser aaahnte o processamento e
estocagem de alimentos ricos em carotenoides, emgue tais procedimentos
podem provocar a isomerizacdo das moléculas ddecaides no produto e
alterar sua cor (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

Quimicamente, esses compostos sao divididos em ghoigos: o0s
carotenos hidrocarbonetos e as xantofilas oxigemadas oxigenados

(xantofilas) consistem de diversos derivados, osisgwcostumam conter
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hidroxila, epoéxi, aldeidos e ceto. Além disso, eteres de acidos graxos de
carotenoides hidroxilados também sdo muito encdosrana natureza
(BRITTON; YOUNG, 2004).

Do ponto de vista nutricional, os carotenoidesdassificados em pré-
vitaminicos A e carotenoides inativos. A atividgaé-vitamina A tem como
requisito minimo, um angl-ionona com cadeia lateral poliénica de pelo menos
11 carbonos (Figura 2). As outras propriedadesidnacs sao independentes
desta condicdo, mas também se encontram fortertigatibs a estrutura do
carotenoide (AZEVEDO-MELEIRO, 2003kendo elas a absorcdo de luz, a
atividade antioxidante, a atividade anticancerigendransporte de oxigénio
(ROCK et al., 1996). Os carotenoid@scaroteno,a-caroteno,p-criptoxantina,
licopeno, luteina e zeaxantina sdo os mais invadtig) quanto a relacdo com a
salde humana (RODRIGUEZ-AMAYA; RODRIGUEZ; AMAYA-FARANI,
2006; ZEB; MEHMOOQOD, 2004).

Anel de p-ionona Anel de p-ionona
p-Caroteno

L A

P-Caroteno %ﬁ&h
CH, CHy He -
CHy H, He

H ¢ 3 Hy

Figura 2 Converséo dbcaroteno a retinol
Fonte: Ambrésio, Campos e F4&D06)
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Os carotenoides, principalmente o licopeno, véndeesmssociados a
protecdo de doencas cardiovasculares, canceregstatp, estbmago e pulméo,
agindo em possiveis mecanismos de modulagcdo do bafistao de
carcinégenos por meio da inibicdo da proliferacdular, aumento da
diferenciacao de células por meio dos retinoidstimelacdo da comunicacéo
intercelular e aumento da resposta imunologica (IRR; BRAMLEY, 2004,
NIIZU, 2003). J4 a zeaxantina e a luteina tém mai@o na prevengdo da
degeneracdo macular relacionada a idade (FRASERAMRRY, 2004,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Dentre os alimentos que séo fontes de carotenaldstsaca-se o milho,
um dos cereais mais cultivados no Brasil (OLIVEIRBNIOR et al., 2006) e
em diversas regides do mundo. No grdo desse cestab presentes as
xantofilas (luteinap-criptoxantina e zeaxantina), que perfazem cerc80déo
do total, além dos carotendgsdaroteno ex-caroteno), encontrados em pequena
concentracdo (JANICK-BUCKNER et al., 1999; KURILICHUVIK, 1999).
Nos milhos normais, existem diferencas significetivna concentracdo de
carotenoides totais (que varia de 0,0 a 68,0 )gegde carotenos (que varia de
0,0 a 4,1 ug 9 (BERALDO et al., 2004; BLESSIN; BRECHER; DIMLER,
1963; QUACKENBUSH et al., 1963).

Neste contexto, pode-se afirmar que as xantofdagsevalentes em tal
cereal, sendo o milho enlatado, as farinhas e resisematinais a base de milho,
boas fontes de zeaxantina. Por outro lado, os edureparados de milho,
como pamonha, curau, polenta frita e cozida ndtéoorieores apreciaveis de
carotenoides ap0s processamento, existindo dif@rsigpificativa no teor de
xantofilas entre diferentes marcas de milho en@atéatinhas e cereais matinais
a base de milho (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006).

Durante o armazenamento e a manipulacéo, tipicpsa@ssamento da

maior parte dos vegetais, 0s carotenoides sdoivestante estaveis. O
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congelamento gera poucas mudangas no seu contewmoentanto, o
branqueamento é conhecido por influenciar o comteldcarotenoides. Muitas
vezes, 0s produtos vegetais branqueados exiberméwiagarente de contetdo
relativo dos carotenoides em tecidos crus. Essaedifa tem sido atribuida a
inativacdo da lipoxigenase, a qual é conhecidacatalisar de modo indireto a
decomposicdo oxidativa dos carotenoides. A perd@aeponentes sollveis
para a &gua de branqueamento ou em tratamentosicdgérimeves,
tradicionalmente utilizados durante o branqueamemiode aumentar a
eficiéncia da extragdo do pigmento em relagdo eidderesco. Além disso, a
homogeneizacdo fisica intensa e tratamentos tésmtimmbém aumentam a
extracdo e disponibilidade dos carotenoides (HETLHQCet al., 2000).
Entretanto, dependendo da severidade do tratarasatio no processamento de
alimentos, a degradacdo oxidativa pode ser indugeReMA; SILOS, 2007).
Assim, a retengdo de carotenoides é uma preocupgacitante, e as aten¢oes
estdo frequentemente focadas ndo somente no prooedsstrial, mas nas
preparacbes caseiras que podem causar perdas,aslgesmes, em grande
extensdo (RODRIGUEZ-AMAYA; RODRIGUEZ; AMAYA-FARFANI2006).
Scott e Eldridge (2005) analisaram o efeito do @seamento de dois
cultivares de milho doce “WS” e “GWK” fresco, entdae congelado para a
composi¢do de carotenoides, tendo encontrado pavasaas cultivares e tipos
de processamento, a zeaxantina e a luteina corotecaides principais, e em
menor quantidadey-, B- criptoxantina eu-, B-caroteno. Observou em adicao,
que o processamento nédo interferiu no perfil deteaoides do milho doce, nas
condicbes estudadas. Na cultivar WS, a zeaxantimraspondia a 80,3 % dos
carotenoides e, na cultivar GWK, a luteina estavasgnte em menores
guantidades, comprovando que a composicdo dosnaides nos alimentos é

afetada pela cultivar.
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Durante o armazenamento no prazo de validade de d@as sob
refrigeracdo a 5 °C, com incidéncia de luz diaeandve horas, em espigas de
milho verde biofortificadas com precursores da miitea A, minimamente
processadas colhidas de uma colecdo anterior aoprdsente trabalho,
apresentam reducéo na retencédo de carotenoidés dopartir do sexto dia de
armazenamento (BARBOSA et al., 2012).

Santana et al. (1998), analisando o indice de gétede carotenoides
totais em cenourdD@ucus carota L) apés o processamento obteve os seguintes
resultados: 75,5% de retencdo apds o cozimentoparva 60,13% apds o
cozimento com agua sem pressao.

Em milho, a retencdo de carotenoides apés moagedurante o
armazenamento dos derivados (canjica, fuba e crasneducbes podem chegar
a 12,4% dos carotenoides pro-vitamina A na canf@a o 14° dia de
armazenamento), 24,3% no fuba (ao sétimo dia dazmmamento) e de 19,4%
no creme de milho armazenado por 10 dias (CANDIR@,0). Diante disso, 0
autor alerta para a necessidade de desenvolvirdentovos processos e 0 uso
de embalagens especiais para promover o aumentiaigdo de carotenoides
de produtos de milho biofortificado a ser validagon programa de
biofortificacdo. A determinacdo da retencdo rea darotenoides é essencial
para o estabelecimento do volume de produto acserueido para alcance do

efeito bioldgico esperado.

2.1.1 Carotenoides e vitamina A

A vitamina A pode ser consumida de duas formagadites: na forma
biologicamente ativa (obtida de alimentos de origenmal) e na forma de proé-
vitamina (obtida de alimentos de origem vegetaldeP ser encontrada em

produtos animais, mas algumas frutas e vegetaibaEofontes de pro-vitamina
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A (DUTRA-DE-OLIVEIRA; MARCHINI, 2000). Em paises daaixa renda per-
capta, 82% da vitamina A ingerida resulta do comsdm alimentos de origem
vegetal, portanto, na forma de pro-vitamina A (BE®RGI., 2000).

Essa vitamina € um nutriente essencial para mufioEcessos
metabdlicos, como a diferenciacdo celular, a visdintegridade do sistema
imunoldgico e a manutencdo e renovacdo de epitéierdo de especial
importancia durante o crescimento e desenvolvimentaumano
(UNDERWOOD, 1994; WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO01996).
Assim, a importancia do adequado estado nutricidaalitamina A para saulde
humana é incontestavel, uma vez que ela possuil gei@ogico muito
diversificado (MCLAREN; FRIGG, 1999).

A recomendacado didria de ingestdo de frutas e akgetle cinco ou
mais por¢des, o que € suficiente para fornecer de63mg/dia deg-caroteno
(INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). Vale ressaltar quge &agentes precursores
da vitamina A (Figura 2) encontrados em alimentesodgem vegetal fazem
parte do grupo conhecido de carotenoides. Estegemysdo considerados como
vitamina em potencial, mas ndo o séo na realida®o precursores do retinol,
que pode ser biologicamente transformada em viemmin (Figura 3)
(MCLAREN; FRIGG, 1999).
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w-caroteno 2x [-criptoxantina
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Retinol
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Luteina

o-criptoxantina

Figura 3 Estruturas dos carotenoides precursorggaiaina A
Fonte: Pacheco (2009)

A sintese da vitamina A da-se por meio da acdondana p-caroteno
15-15"-dioxigenase, que em mamiferos tem sua maaimalade na mucosa
intestinal. O retinol entdo formado é absorvidotgomente com o retinol pré-
formado ingerido pela dieta. Uma molécula glearoteno enzimaticamente
guebrada forma duas moléculas de retinol (SCOTTDRIGUEZ-AMAYA,
2000). Sendo assim, @-caroteno apresenta 100% da atividade biologica de
vitamina A (retinol) pelo fato de sua molécula oray duas moléculas de
retinol. Outros carotenoides comoaecaroteno e @-criptoxantina, também,
podem desempenhar essa funcdo, mas dao origennasapma molécula de
vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).
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2.1.2 Deficiéncia de vitamina A e a importancia dos car@noides na salde
humana

A deficiéncia de vitamina A pode ser definida conbaixas
concentracdes de retinol no plasma, que resultdimmuicdo da visdo em
criancas e adultos em muitas partes do mundo, tdona principal causa da
cegueira adquirida na infancia (WHO, 2002). Crianalaaixo dos cinco anos de
idade e mulheres em idade reprodutiva estdo noogdepmais elevado risco
desta deficiéncia e de suas consequéncias adesasde. E notavel também
que a sua deficiéncia aumenta consideravelmenigco de doencas e mortes
por infeccdes comuns na infancia, como diarreisarampo (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE - OPAS, 2013).

Por mais de trés décadas, a deficiéncia de vitafioa hipovitaminose
A tem sido reconhecida entre os principais probtema saude publica em
paises em desenvolvimento (BUTT; RASOOL; SHARIF,080 Essa
deficiéncia afeta cerca de 250 milhdes de pessmasundo e constitui uma das
deficiéncias nutricionais de maior prevaléncia everdos paises, resultando em
significantes perdas socioecondmicas (ALURU et 2010). Atualmente, no
Brasil, 20% das criancas menores de dois anoseayaes hipovitaminose A,
problema decorrente da alimentacdo inadequada (BRA813). O governo
reconhece como areas de risco de desenvolvimentiefi@éncia de vitamina
A, as regides Norte, Nordeste do pais e dos valdgguitinhonha e Mucuri, em
Minas Gerais (BRASIL, 2012).

Os carotenoides sdo extremamente importantes tamédmevencao da
degradacao macular relacionada a idade (DMI). €gtatlacdo representa uma
patologia degenerativa que se caracteriza peloecipagnto de mudancas
estruturais no epitélio pigmentar da retina e samento anormal de vasos
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sanguineos na zona macular. A zona macular é ug® da retina central
responsavel pela visdo das cores e pela visdchddtahue temos dos objetos.
Segundo o Conselho Brasileiro de Oftalmologia, &ate 10% da populacéo
entre 65 e 74 anos sofre de degeneracdo macusar nEimero tende a subir para
25% em pacientes acima dos 75 anos. Quanto maigadea a idade, maior a
incidéncia (BERNARDO, 2012).

A luteina e a zeaxantina funcionam como uma espcigéculos de sol
naturais, protegendo a macula dos raios mais naciomacula, uma das
regides mais nobres dos olhos, esta situada nooceatretina e é responsavel
pela visédo central. Nela encontra-se presente igaales abundantes de luteina
e zeaxantina. Porém, nos pacientes com degeneragidar, a concentracdo de
tais carotenoides é bastante reduzida (LANDRUM.e1899).

Acredita-se que a degeneracdo macular relacionaddade seja
resultado de um processo oxidativo que resulte @mentde fotorreceptor no
interior da macula. No entanto, o aumento do ridEmcorréncia dessa doenca
pode ser resultado de baixos niveis dos pigmentasulares (luteina e
zeaxantina) na dieta, no soro ou retina e/ou egposexcessiva a luz azul
(BONE et al., 2003).

2.1.3 Degradacéo dos carotenoides

2.1.3.1 Oxidagédo

7

A oxidacdo é a principal causa da degradagdo detecarides em
alimentos. Estes compostos sdo facilmente oxidaosfuncdo do grande
nimero de duplas ligagbes conjugadas. No tecidwtimt 0s pigmentos estdo
protegidos da oxidacdo, entretanto, danos fisieodeaido ou sua extracao

aumentam a suscetibilidade desses compostos acagid®s carotenoides
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podem sofrer oxida¢do na presenca de luz, calompastos pré-oxidantes. Em
funcdo de sua estrutura insaturada e conjugada;odsitos de sua degradacéo
sdo muito complexos. Uma autoxidacdo intensa isllta na quebra dos
pigmentos de descoloracdo (MELENDEZ-MARTINEZ; VICKR HEREDIA,
2004; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

A principal causa de perdas de carotenoides duranémdlise é a
degradacdo oxidativa. A oxidagdo natural de caoites depende da sua
estrutura. Ao final da oxidagdo, ocorre perda tatal cor e da atividade
biolégica, pois podem ser formados apocarotenoiges, exemplo. Na
degradacao df-caroteno sdo formados B-apo-12°-carotenal, b-apotenal e
b-apo-8-carotenal (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

2.1.3.21somerizacéo

Agentes como a luz, calor, oxigénio, acidos, e remgj como a
lipoxigenase, provocam a alteracdo nos carotenom@ssiitando na perda da
atividade pré-vitamina A, reducéo da cor, formagédasémerosis, epoxidos, e
quebra da cadeia com formacao de apocarotenoides€ooides de menos de
40 atomos de carbono) (COSTA; FLORES; PENTEADO,1200ELENDEZ-
MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2004).

Termodinamicamente, os isbmers sdo0 menos estaveis que a forma
trans A maior parte dos carotenoides, portanto, ocorrean natureza
predominantemente e inteiramente na forma togus (BRITTON; YOUNG,
2004). Com o processamento de alimentos como: giop@a desidratacédo e a
trituracdo odrans carotenos podem converter-se eis carotenos. O isémero
cis é mais polar, consequentemente, menos solavel lem & solventes
hidrocarbonados, e também se cristaliza menos. likerto, o isbmerccis

aumenta com 0 processamento térmico, mas ao ssuro@o na dieta, o
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intestino converte a formais para a forma todtrans sendo essa mais
absorvida (ROCK et al., 1998).

O isbmerccis tem menor atividade pré-vitaminica A que a formaas
sendo, portanto, muito importante evitar a formagédasdémerocis durante o
processamento de alimentos ricos em carotenoidEs ENDEZ-MARTINEZ;
VICARIO; HEREDIA, 2004).

Os carotenoides com maior atividade biolégica saeles que contém
todas as duplas ligacdes na forma de isbméarss que se transformam
parcialmente na formais durante tratamentos térmicos e esterizagdo de
produtos enlatados. E necesséaria a adicdo de imlainbes e a exclusdo do
oxigénio para diminuir as perdas dos carotenoidesigpmerizacdo durante o
processamento e a estocagem dos alimentos (MELENDERTINEZ;
VICARIO; HEREDIA, 2004).

2.1.3.3pH

Os carotenoides séo estaveis na faixa de pH daimaios alimentos
(pH 3,0 a 7,0) (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). No entanalguns carotenoides
ndo sdo relativamente resistentes a valores extrelaqH (acidos e alcalis),
podendo sofrer isomerizacans/trans de certas duplas ligacdes. Isto ocorre
principalmente na manipulacdo em laboratérios cons fanaliticos. Por
exemplo, algumas xantofilas sdo instaveis em méaliao e os epoxi-
carotenoides s&o instaveis em meio acido (MELENDMERTINEZ;
VICARIO; HEREDIA, 2004).
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2.2 Milho

O milho Zea maysL. é uma planta pertencente a familia das
Gramineae/Poaceae (MAGALHAES et al., 2002). Condompelos povos
americanos desde o ano 5.000 a.C., esse ceresitdaralimentacdo basica de
varias civilizagcdes importantes ao longo dos sé&culis Maias, 0s Astecas e 0s
Incas reverenciavam o cereal na arte e na religgtando grande parte de suas
atividades diarias ligadas ao seu cultivo. Com scaleerta da América e as
grandes navegac8es do século XVI, a cultura doonsithexpandiu para outras
partes do mundo. Hoje é cultivado e consumido afosta@s continentes e sua
producdo sé perde para a do trigo e do arroz (ASSQR0 BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS DE MILHO - ABIMILHO, 2013).

Na América Latina e Africa, o milho é o aliment@ferido de
mais de 1,2 bilhdes de consumidores, constituind@se da alimentacdo de
populacdes em areas extremamente pobres onde faltaginas, vitaminas e
minerais importantes na dieta (LOZANO-ALEJO et aR007). Partes
comestiveis de sementes ou grdos sdo usadas pgrarger refeicdes que
normalmente contém baixos teores de micronutrientgsm baixa
biodisponibilidade (ORTIZ-MONASTERI et al., 2007).

O grédo de milho é classificado botanicamente comma wariopse,
apresentando basicamente trés partes anatdmipasicarpo, o endosperma e o
embrido, conforme apresentado na Figura 4. O ppoceaa camada fina e
resistente, constitui a parede externa da semémniep em fibras e representa
5% do peso do grao. O endosperma, a parte maimgel representa mais de
80% do grao, é envolvido pelo pericarpo e conslitie substancia de reserva,
basicamente o amido. A por¢cao mais externa do eedos € em contato com 0
pericarpo denomina-se camada de aleurona, ricaretaias e enzimas que

desempenham papel importante no processo de gedoin® embrido esta
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posicionado em uma depressdo da superficie sugkriendosperma, perto da
base do grdo. O gérmen é rico em lipideos e pasteén pobre em amido
(FORNASIERI FILHO, 1992; JOHNSTON; TAYLOR; HAMPL, 0D0). A
composicao dos produtos derivados do milho, partadgpende de quais partes
do gréo estes produtos incluem (OLIVEIRA JUNIORet2006).

// Casca

" Farindceo
Endosperma
Vitres

Regido vizinha ao embrido Células eruzadas J. Pericarpo

Phimula
Escutels Gérmen
Radicula

Ponta

Figura 4 Anatomia do grao de milho
Fonte: Adaptado de Encyclopaedia Britannica (2006)

Todas as cultivares de milho amarelo contém cavates, embora a
frag8o de carotenoides com atividade de pro-vitarAir3-criptoxantinao- e -
carotenos), ou seja, que sdo convertidos em retoltipicamente pequenos
comparados as xantofilas, zeaxantina e luteina (B\RE BERALDO, 2004,
TANUMIHARDJO, 2006). As xantofilas, luteina e zeakaa, se encontram em
maior concentracdo no grdo (90%) enquant@-earoteno perfaz a menor
concentracédo (5%) (CABUELA, 1971). Em trabalho izzalo, para selecao de
germoplasmas para biofortificacdo, foram enconsadoontetdos de
carotenoides pro-VA, como na linhagem 540727-1, adn30ug ¢g' em base

Umida, indicando potencial para o desenvolvimeutdirthagens biofortificadas
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(CARDOSO et al., 2009). Sendo a média para millimabigual a (4,59 ¢g*)
(PAES; SANT’ANA; CANDIDO, 2011).

A Tao importante quanto o enriquecimento dos grémsn
micronutrientes é sua retencdo ap0s 0 processamAntetencdo de um
alimento pode ser calculada como retencdo apammteetencdo real. Na
retencdo aparente os calculos sdo baseados nesidostde nutrientes antes e
apoés processamento e a retengdo real leva em emggd a mudanga de peso

da amostra, durante o processo (LI et al., 2007).

2.2.1 Milho Verde

O milho é um alimento muito versatil podendo sepegado como
grdo ou hortalica, na preparacdo de diversos aloeerO brasileiro, em
especial, aprecia o milho verde sendo consumidoocespiga cozida ou
utilizado na elaboracdo de pratos tipicos, coma@lcar pamonha. Pode ser
oferecida também na forma de conservas ou in nataralendo, mercados com
caracteristicas diferentes.

Nutricionalmente, o milho verde é um excelente efito e, pela sua
composicdo, pode ser consumido por todas as pesseas qualquer idade.
Possui cerca de 1.290 calorias por kg; 3,3% deimas; 27,8% de glicidios e
somente 0,8% de gordura (MORAIS, 2012). J4 em nslen a composicdo é
de 72% de amido, 9,5 de proteina, 4% de lipide®%s,de fibra, 3 a 6% de
minerais (PAES, 2008). Em virtude de seu valor iciommal, o mercado
consumidor de milho verde tem se tornado cada \&g exigente com relagéo a
qualidade do produto. Para tanto, caracteristicasocaparéncia, sanidade,
concentracdo de amido, polissacarideos sollUveidgera, acUcares redutores e

sacarose, sdo comumente usadas para descreveidadpiao milho verdén
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natura Tais caracteristicas variam de acordo com odgsemente, condi¢es
climéticas e estadio de maturagcdo (MARCOS et 80891

O grédo de milho leitoso compreende o estadio azniaato pela
aparéncia amarela do gréo, e por conter no setointen fluido de cor leitosa,
gue representa o inicio da transformacao dos agsiean amido. Esses acUcares
sdo oriundos da translocacdo dos fotoassimiladeseptes nas folhas e no
colmo para a espiga e nos graos em formac¢éo. Goetimiciada normalmente
de 12 a 15 dias ap0s a polinizacdo (MAGALHAES; DUFSA 2003).

2.3 Biofortificacéo

A biofortificagdo consiste no desenvolvimento de riedades
melhoradas que apresentem contelddo aumentado deraisire vitaminas
(WHITE; BROADLEY, 2005). Trata-se da producdo diemahtos a partir do
melhoramento convencional de plantas da mesmaiesgée, com o uso de
tecnologia agricola, sdo selecionadas e cruzadagatvariedades com maiores
teores de micronutrientes sejam obtidas.

Esse trabalho é feito por aliancas de instituicdespesquisa e de
entidades executoras que desempenham papel fun@nmen combate a
desnutricdo, por meio da inser¢cdo de novas e @uidps variedades de
sementes dos principais alimentos consumidos ppal@cdo de baixa renda.
No Brasil, as atividades do programa de biofodif#io sdo coordenadas pela
EMBRAPA. Participam da Rede de Biofortificacdo wéri unidades da
EMBRAPA, além de parceiros nacionais e internaéso(MUTTI, 2008).

O programa de biofortificacdo tem seu foco em tré@sronutrientes
reconhecidos pela WHO (World Health Organizatioomo mundialmente
limitantes na dieta humana: ferro, zinco e vitanAn@ARVEST PLUS, 2011).

A proposta da iniciativa internacional de biofoctfcdo de alimentos,
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atualmente em andamento, envolve a biofortificag@oseis alimentos que
demonstraram viabilidade completa e sdo consumigglsa maioria das
populacdes pobres da Africa, Asia e América Latimmdo arroz, trigo, milho,
mandioca, batata doce e feijao (INTERNATIONAL CENREOR TROPICAL

AGRICULTURE - CIAT, 2002). No Brasil a biofortificdio ¢ uma das
estratégias do Governo Federal no combate a dasmutr Em nivel

internacional, o programa é coordenado pelo ClAdm cede em Cali, na
Colédmbia. Os principais financiadores do prograréa a Fundacgdo Bill e
Melinda Gates e 0 Banco Mundial (EMPRESA BRASILEIRE PESQUISA

AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2012).

Atualmente, o principal componente do HarvestPlosBrasil é o
Projeto de Biofortificacdo de Produtos Agricolasapa Nutrigdo Humana. O
programa teve inicio em 2004, onde foram formadasipes e realizada a
selecdo em banco de germoplasma de material coor digérsidade genética,
seu plantio e o treinamento para determinacdo determides. Os anos
subsequentes foram dedicados as analises de millwadioca e feijdo para
determinacdo de carotenoides, com énfasepamroteno, ferro e zinco. As
variedades com os maiores teores de micronutriesfiesselecionadas para
formar a base para o desenvolvimento das cultivameercial a serem
oferecidas para plantio pelos produtores (EMBRAEGJY,2).

Grandes avancos foram alcancados nesses anos o poom
caracterizacdo de linhagens elite e cultivares odaie de milho, além de
identificacdo de processos mais adequados paratencélo de sementes,
apresentando distinto perfil de carotenoides e doftgias rapidas para sua
determinacdo e disponibilidade de minerais em gd@snilho. Por meio do
melhoramento, ja foi possivel obter milho sintétiomn contetdo de precursores
de vitamina A superior (18g.g") & média para grdos de milho (4§.g%
(PAES et al., 2011).



36

REFERENCIAS

ALURU, M. et al. Generation of transgenic maizehnéhhanced provitamin A
contentJournal of Experimental Botany, London, v. 59, n. 13, p. 3551-3562,
2010.

AMBROSIO, C. L. B.; CAMPOS, F. D. C. S.; FARO, Z. ®arotenoides como
alternativa contra a hipovitaminose Revista de Nutricdg Campinas, v. 19, n.
2, p. 233-243, 2006.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE MILHO. Dispnivel
em: <http ://www.abimilho.com.br/>. Acesso em: &6.j2013.

AZEVEDO-MELEIRO, C. H.Andlise de carotenoides em alimentos
brasileiros por cromatografia liquida de alta eficéncia-espectrometria de
massas2003.246 p.Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2003.

BARBOSA, N. A. et alRetencéo de carotenoides durante o armazenamento de
espigas de milho verde biofortificado com precwesata vitamina A. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MILHO E SORGO, 29., 2012uAs de

Lindoia. Anais... Sete Lagoas: EMBRAPA, 2012. 1 CD-ROM.

BERALDO, N. et al. Carotenoids concentration amoragze genotypes
measured by near infrared reflectance spectros@diys). Innovative Food
Science and Emerging Technologiesondon, v. 5, n. 3, p. 393-398, Sept.
2004.

BERG, H. van den et al. The potential for the iny@rnent of carotenoid levels
in foods and the likely systemic effeci®urnal of the Science of Food and
Agriculture , London,v. 80, n. 7, p. 880-912, 2000.

BERNARDO, A.Degeneracao macular relacionada com a idadBisponivel
em: <http://revistavivasaude.uol.com.br/saude-catii75/artigo142248-1.asp>.
Acesso em: 15 ago. 2012.



37

BLESSIN, C. W.; BRECHER, J. D.; DIMLER, R. J. Capbids of corn and
sorghum: 5., distribution of xanthophylls and carats in hand-dissected and
dry-milled fractions of yellow dent cor@ereal Chemistry, Saint Paul, v. 40, p.
582-586, 1963.

BONE, R. A. et al. Lutein and zeaxanthin dietargaments raise macular
pigment density and serum concentrations of thasgenoids in humans.
Journal of Nutrition , Philadelphia, v. 1, n. 1, p. 28-40, Jan. 2003.

BRASIL. Ministério da SatudeAlimentacdo adequada pode reduzir mortes
de criancas Brasilia, 2012. Disponivel em:
<http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaude/ras48iL0/162/alimentacao-
adequada-pode-reduzir-mortes-de-criancas.htmi>sgcem: 21 jan. 2013.

Inicio da campanha de atualizacdo da caderneta dacinagéo e
suplementacao da vitamina ABrasilia, 2013. Disponivel em:
<http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaude/rad€6i8/162/inicio-da-
campanha-de-atualizacao-da-caderneta-de-vacinaesuplementacao-da-
vitamina-a.htnm$. Acesso em: 21 jan. 2013.

BRENNA, O. V.; BERALDO, N. Application of near-irdred reflectance
spectroscopy (NIRS) to the evaluation of carotemeaimhtent in maizelournal

of Agricultural and Food Chemistry, Easton, v. 52, n. 18, p. 5577-5582, Sept.
2004.

BRITTON, G.; YOUNG, A. J. Methods for isolation aadalysis of
carotenoids. In: Carotenoids in photosynthesisLondon: Chapman &
Hallcap, 2004. p. 409-455.

BUTT, M. S.; RASOOL, J.; SHARIF, K. Preparation artthracterisation of
cake rusks by using red palm oil fortified shontgnFood Science and
Technology International, London, v. 12, n. 1, p. 85-90, 2006.

CABUELA, I. Contribution to the study of carotensithetabolism in the maize
grain in Eucarpia. In: EUROPEAN ASSOCIATION RESISNBE PLANT
BREEDING, 5., 1971, Budapeftroceedings..BudapestAkademiai Kiado,
1971. p. 85-91.



38

CANDIDO, B. D. V.Retencéo de carotenoides apés moagem de milho
biofortificado e durante o armazenamento dos derivdos 2010. 98 p.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentth)iversidade Federal de
Lavras, Lavras, 2010.

CARDOSO, W. S. et al. Variabilidade de genotiposmi&o quanto a
composicdo de carotenoides nos gr@esquisa Agropecuaria Brasileira
Brasilia, v. 44, n. 2, p. 164-173, fev. 2009.

CARDOSO, W. SVariabilidade de genétipos quanto a composicao de
carotendides nos graos visando a biofortifcaca@007. 52 p. Dissertacédo
(Mestrado em Fitotecnia) - Universidade FederdVigesa, Vicosa, MG, 2007.

COSTA, M. A. L. da; FLORES, C. I. O.; PENTEADO, ke V. C. Interagao

dos isbmeros todo-trans, 9-cis e 13-cigdmroteno na bioconverséo desses em
vitamina A.Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticassao Paulo, v. 37,

n. 1, p. 19-25, jan./abr. 2001.

DESENVOLVENDO produtos agricolas mais nutritivossfipnivel em:
<http//www.harvestplus.org/pdfs/brochurepo.pdf>esso em: 20 jun. 2011.

DUTRA-DE-OLIVEIRA, J. E.; MARCHINI, J. SCiéncias nutricionais 2. ed.
Sao Paulo: Sarvier, 2000. 403 p.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Dispierl em:
<http://mww.embrapa.org.br>. Acesso em: 20 jul.201

ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA. Ultimate reference suite Sao Paulo,
2006. 1 CD-ROM.

FONTANA, J. D. et al. Carotenoides cores atraeetagdo bioldgica.
Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolviment®rasilia, n. 13, p. 40-45, mar./abr.
2008.

FORNASIERI FILHO, D.A cultura do milho. Jaboticabal: FUNEP, 1992. 273
p.



39

FRASER, P. D.; BRAMLEY, P. M. The biosynthesis andritional uses of
carotenoidsProgress in Lipid Research Bethesda, v. 43, n. 3, p. 228-265,
May 2004.

GAMA, J. J. T.; SILOS, C. M. Effect of thermal pastization and
concentration on carotenoid composition of Braamilélencia orange juice.
Food Chemistry, London, v. 100, n. 4, p. 1686-1690, 2007.

GOODWIN, T. W. The compative biochemistry of caratils. In:
Biochemistry. London: Chapmn & Hall, 1952. p. 207-256.

HARVEST PLUS Biofortification frequently asked questions Disponivel
em: <http://www.harvestplus.org/about.html>. Acessu 19 jun. 2011.

HET HOLF, K. H. van et al. Carotenoid bioavailatyilin humans from
tomatoes process in different ways determined ftmmcarotenoid response in
the triglyceride-rich lipoprotein fraction of plasnafter a single consumption
and in plasma after four days of consumptitizurnal Nutrition , Philadelphia,
v. 130, n. 5, p. 1198-1196, 2000.

INSTITUTE OF MEDICINE.Dietary reference intakes for vitamin C,
vitamin E, selenium, and carotenoidsWashington: National Academy, 2000.
529 p.

INTERNATIONAL CENTER FOR TROPICAL AGRICULTURE. Cal2002.
Disponivel em:
<http://www.ciat.cgiar.org/biotechnology/pdf/biote2002_1 1.pdf>. Acesso
em: 27 dez. 2012.

JANICK-BUCKNER, D. et al. Biochemical and ultraisttural analysis of the
y10 mutant of maizelournal of Heredity, Cary, v. 90, n. 5, p. 507-513, June
1999.

JOHNSTON, C. S.; TAYLOR, C. A.; HAMPL, J. S. Morewericans are eating
“5 a day” but intakes of dark green and crucifereeigetables remain lowhe
Journal of Nutrition , Philadelphia, v. 130, n. 5, p. 3063-3067, De€®0



40

KURILICH, A. C.; JUVIK, J. A. Quantification of catenoid and tocopherol
antioxidants in Zea may3ournal of Agricultural and Food Chemistry,
Easton, v. 47, n. 5, p. 1948-1955, Apr. 1999.

LANDRUM, J. T. et al. Carotenoids in the humanmratPure and Applied
Food Chemistry, Oxford, v. 71, n. 12, p. 37-44, July 1999.

LI, S. et al. Retention of provitamin a carotendidfight-carotene maizezéa
may$ during traditional, African household processidigurnal of

Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 55, n. 26, p. 10744-10750,
Dec. 2007.

LOZANO-ALEJO, N. et al. Physical properties andatanoid content of maize
kernels and its nixtamalized snackmovative Food Science and Emerging
Technologies London, v. 8, n. 3, p. 385-389, 2007.

MAGALHAES, P. C.; DURAES, F. O. M. Aspectos fisigi@os para o
consumo como milho-verde. In: PEREIRA FILHO, I.(&d.).O cultivo do
milho-verde. Brasilia: EMBRAPA Informacao Tecnoldgica, 20034p-66.

MAGALHAES, P. C. et al. Caracterizacio morfologitmmilho de diferentes
ciclos. In: CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO,.2@002,
Goiania.Anais... Sete Lagoas: EMBRAPA, 2002. 1 CD-ROM.

MARCOS, S. K. et al. Influéncia do resfriamentoaiobiente de
armazenamento e da embalagem sobre o comportapttmlheita do milho
verde.Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambieral, Campina
Grande, v. 3, n. 1, p. 41-44, jan./abr. 1999.

MCLAREN, D. S.; FRIGG, MManual de ver y vivir sobre los transtornos
por deficiéncia de vitamina A Washington: Organizacion Panamericana de la
Salud, 1999. 143 p.

MELENDEZ-MARTINEZ, A. J.; VICARIO, I. M.; HEREDIAF. J.
Importancia nutricional de los pigmentos caroteasidrchivos Latino
americanos de Nutricién Caracas, v. 54, n. 2, p. 149-155, jun. 2004.



41

MORAES, A. R. A A cultura do milho verde. Disponivel em:
<http://www.iac.sp.gov.br/tecnologias/milhoverddhoiverde>. Acesso em: 12
out. 2012.

NIIZU, P. Y. Fontes de carotenoides importantes para satde humar2003.
76 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimgnténiversidade Estadual
de Campinas, Campinas, 2003.

NUTTI, M. A. Biofortificagdo como ferramenta para combate a defiéncias
em micronutrientes. Brasilia: CPRM, 2008. Disponivel em:
<http://www.cprm.gov.br/publique/media/ geo_medpdicesso em: 22 jan.
2012.

OLIVEIRA JUNIOR, L. F. G. et al. Selecdo de genosigle milho mais
promissores para 0 consumo in natlRavista da Sociedade Brasileira de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentq€Campinas, v. 26, n. 1, p. 159-166, 2006.

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE.Evaluating the public
health significance of micronutrient malnutrition. Disponivel em:
<http://mww.who.int/nutrition/publications/micromignts/GFF_Part_2_en.pdf>
. Acesso em: 20 jan. 2013.

ORTIZ-MONASTERIQ, J. |. et al. Enhancing the mirlexad vitamin content
of wheat and maize through plant breeditfmurnal of Cereal SciencelLondon,
v. 46, n. 3, p. 293-307, 2007.

PACHECO, SPreparo de padrdes analiticos, estudo de estabilida e
parametros de validagdo para ensaio de carotenoidpsr cromatografia
liquida. 2009. 106 p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidaelderal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 2009.

PAES, M. C. DAspectos fisicos, quimicos e tecnolégicos do graemhilho.
Sete Lagoas: EMBRAPA Milho e Sorgo, 2008. v. 1p61

PAES, M. C. D. et aDesenvolvimento de cultivares de milho biofortificdas
com precursores da vitamina A, Ferro e ZincoDisponivel em:
<http://mww.embrapa.br/eu_quero/inovaecria/comuwoea/140_milhobiofortif
icadocarotenoides_cnpms_0826 1516.pdf>. Acessd @n. 2011.



42

PAES, M. C. D.; SANT'ANA, R. C. O.; CANDIDO, B. V. Milho
biofortificado . Vigosa, MG: UFV, 2011. 211 p.

QUACKENBUSH, F. W. et al. Carotenoid, oil, and tpberol content of corn
inbreds.Cereal Chemistry, London, v. 40, p. 250-259, 1963.

RAO, A. V.; RAO, L. G. A. V. Carotenoids and humiagalth.
Pharmacological ResearchLondon, v. 55, n. 3, p. 207-216, 2007.

RIBEIRO, E. P.; SERAVALLI, E. A. GQuimica de alimentos Sdo Paulo: E.
Blucher, 2004. 157 p.

ROCK, C. L. et al. Bioavaility op-Carotene is lower in raw than in processed
carrots and Spinachin Womelournal of Nutrition , Philadelphia, v. 128, p.
913-916, 1998.

. Update on the biological caracteristicgefantioxidante
micronutrients: vitamin C, vitamin E, and the caraids.Journal of the
American Dietetic Association Chicago, v. 96, n. 7, p. 693-702, 1996.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. Carotenoids and food preparation:the
retention of provitamin carotenoids in preparedcpssed, and stored foods.
Washington: USAID, 1997. Disponivel em:
<http://www.mostproject.org/PDF/carrots2.pdf>. Aegem: 12 jan. 2013.

. Critical review of provitamin A determiratiin plant foodsJournal
of Micronutrient Analysis, Essex, v. 5, n. 1, p. 191-225, 1989.

.Guide to carotenoid analysis in foodWashington: ILSI, 2001. 64 p.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B.; KIMURA, M. HarvestPlus handbook for
carotenoid analysis Washington: IFPRI; Cali: CIAT, 2004. 58 p. (Hastfelus
Technical Monograph, 2). Disponivel em:
<http://www.harvestplus.org/sites/default/fileshé2.pdf>. Acesso em: 18 jun.
2011.



43

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B.; RODRIGUEZ, E. B.; AMAYA-FARFANI, J.
Advances in food carotenoid research: chemicattecithological aspects,
implications in human healtdournal of Nutrition , Philadelphia, v. 12, n. 1, p.
101-121, 2006.

SANTANA, H. M. P. et al. Carotenoid retention arthmnin A value in carrot
(Daucus carotd..) prepared by food servicEood Chemistry, Essex, v. 61, n.
1, p. 145-151, 1998.

SCOTT, C. E.; ELDRIDGE, A. L. Comparison of carat&hcontent in fresh,
frozen and canned cordournal of Food Composition and Analysis San
Diego, v. 18, n. 6, p. 551-559, Sept. 2005.

SCOTT, K. J.; RODRIGUEZ-AMAYA, D. Pro-vitamin A catenoid
conversion factors: retinol equivalents: fact cotifin?Food Chemistry,
London, v. 69, n. 2, p. 125-127, May 2000.

TANUMIHARDJO, S. A. Factors influencing the conviers of carotenoids to
retinol: bioavailability to bioconversion to biogficy. International Journal
for Vitamin and Nutrition Research, Berne, v. 72, n. 1, p. 40-45, 2006.

UNDERWOOD, B. A. Maternal vitamin A status andiitgportance in infancy
and early childhoodAmerican Journal of Clinical Nutrition , New York, v.
59, p. 517s-524s, 1994. Supplement.

WHITE, P. J.; BROADLEY, M. R. Biofortifying crops it essential mineral
elementsTrends in Plant Science Oxford, v. 10, n. 12, p. 586-593, Dec. 2005.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Indicators for assessing vitamin A
deficiency and their application in monitoring andevaluating intervention
programmes Geneva, 1996. 66 p. (Micronutrient Series, 10).

.The world health report: childhood and maternam undemutrition.
Geneva, 2002. Disponivel em:
<http://www.int/whr/2002/chapter4/en/index4/en/ir@eéhtmI>. Acesso em: 29
jun. 2011.



44

ZEB, A.; MEHMOOD, S. Carotenoids contents from was sources and their
potential health application¥he Journal of Nutrition , Bethesday. 3, n. 3, p.
199-204, 2004.



45

CAPITULO 2 Retencdo de carotenoides em grdos de i verde apds o
processamento minimo e a estocagem de espigas em

condi¢cbes de comercializagdo a varejo

RESUMO

Os carotenoides sdo compostos naturais de progésdaxpressivas.
Porém, notéria € a sua instabilidade na presenga @isponibilidade de
oxigénio, luz, calor, metais, enzimas e peroxi&abe-se que 0 armazenamento
em longo prazo de produtos alimenticios processpdde causar alteracdes na
sua composicdo quimica durante o processamentoaefimezenamento. Essas
alteracbes podem acarretar prejuizos do ponto d&a vinutricional,
principalmente em se tratando de carotenoides. &Sasgsim, com o presente
trabalho objetivou-se determinar a retencdo deteaoides em gréos de milho
verde normal e biofortificado com precursores dmmina A em espigas
minimamente processadas embaladas em bandejaidstipetho com cobertura
de filme comercial e embalagem nylon poli multicdasmao longo do periodo
de estocagem do produto. Os carotenoides foramaidsr das amostras em
esquema sequencial de solventes organicos e dqoamdé por CLAE. O
experimento foi planejado em delineamento estaigtiteiramente casualizado,
em esquema fatorial constituido de trés fatoreléiiayy embalagem e tempo de
armazenamento). Os dados obtidos foram submetidasabse de variancia
(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste (Bf0,05), quando
detectado significancia do teste de F. Espigas illeoerde das cultivares
BRS1030 e proVA apresentaram semelhanca no pegficatotenoides nos
grdos, sendo zeaxantina o principal carotenoidesepte nesses materiais.
Entretanto, maiores concentracfes dos carotenhitkisa, B-criptoxantina,p-
caroteno, carotenoides totais e do total de cav@es precursores de vitamina
foram identificadas nos graos do sintético proVAmo comparado a cultivar
BRS1030. A retencdo de carotenoides em gréos veteesilho durante o
periodo de estocagem das espigas minimamente paoess ndo foi
influenciada pelos tipos de embalagens estudadas$s A processamento
minimo e a estocagem do produto, a retencdo dastecaides estudados
independe da cultivar, exceto para os carotendige$na e zeaxantina. Os
efeitos estudados néo influenciaram a retencado agletenoidesp-caroteno,
carotenoides totais e carotenoides proVA nos grémdes de milho das espigas.
Independente do tipo de embalagem e da cultivarr@@umento de zeaxantina
em graos de milho verdes em espiga apés a estocagem
Palavras-chave: Embalagem. Armazenamento. Bilidatdo. Cromatografia.
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Carotenoid retention in corn grains after minimum processing and stocking
of corn ears in retail commercializing conditions

ABSTRACT

Carotenoids are natural compounds with expressivepepties.
However, its instability in the presence and/orilabdity of oxygen, light, heat,
metal, enzymes and peroxides is notorious. It @anthat long term storage of
processed food products may cause alterationssirchiemical composition
during processing and/or storage. These alteratimslead to nutritional loss,
especially in regard to carotenoids. Thus, thegmework aimed at determining
carotenoid retention in normal and biofortified lwititamin A precursors corn
grains in minimally processed corn ears packagegoiyethylene tray with
commercial film and nylon poly multilayer packaderay the storage period of
the product. The carotenoids were extracted froemslimples in a sequential
scheme of organic solvents and quantified by HPI8e experiment was
planned in a completely randomized block designa ifactorial scheme with
three factors (cultivar, packaging and time of ag@&). The obtained data were
submitted to analysis of variance (ANOVA), and theans compared by the
LSD test (p = 0.05), when significance was detetigthe F test. Corn ears of
cultivars BRS1030 and proVA presented similar aarotd profile in the grains,
with zeaxanthin as the main carotenoid presenh@sd materials. However,
higher concentrations of carotenoids lutgirgryptoxanthin,B-carotene, total
carotenoids and total vitamin precursor carotenwidee identified in the grains
of the synthetic proVA when compared to cultivar 8R30. Carotenoid
retention in corn grains during the minimally presed corn ear storage period
was not influenced by the types of packaging stlidiafter minimum
processing and storage of the product, we obsethaidthe retention of the
studied carotenoids is independent of the cultieacept for carotenoids lutein
and zeaxanthin. The studied effects did not infbeetime retention of carotenoids
B-carotene, total carotenoids and proVA carotenditsthe corn grains.
Independent of the type of packaging and of théweu| there is an increase in
zeaxanthin in grains in the corn ear after storage.

Keywords: Package. Storage. Biofortificatiorhr@matography.
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1 INTRODUCAO

A propriedade dos carotenoides de absorver luzegéo visivel e,
portanto, apresentar cor, deve-se ao sistema diasdlipacdes conjugadas
presente em suas estruturas, que também se rela@fomutras importantes
funcbes/acbes biologicas atribuidas aos carotesjoidemo atividade pro-
vitaminica A e antioxidante, importantes para adeaiumana. No entanto, a
estrutura altamente insaturada, torna-os bastastegtiveis a degradacéo.

Nos alimentosin natura, os carotenoides encontram-se naturalmente
protegidos pela complexa estrutura do tecido végetas o rompimento da
estrutura celular dos alimentos durante as opesag@®o descascamento corte
e/ou desintegracdo, aumentam a area superfigi@resonseguinte, a exposi¢ao
dos carotenoides ao oxigénio, bem como os cologancantato com enzimas
oxidativas e os expBem a luz, dando inicio a unm@e sde reacdes de
degradacao: isomerizacdo, oxidacdo e epoxidac&tan®m a possibilidade de
ocorréncia de oxidacdo dos carotenoides durante rocegsamento
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997) faz com que a reten¢do sejaa preocupacao
constante e as atencdes estejam focadas, ndo sonwmrocesso industrial,
mas também nas preparacdes caseiras que podengéntamdusar perdas em
grande extensdo dos derivados desses materiaistifichdos (GAMA; SILOS,
2007). Por outro lado, o processamento tem denamlts&feito positivo sobre a
biodisponibilidade dos carotenoides por quebrarsautira das células e
desnaturar proteinas complexadas com os pigmefdoditando, entdo, a
liberacdo desses compostos da matriz das céluigtaie (SAUNDERS et al.,
2000). Logo, o processamento pode afetar o conteadatividade e a
biodisponibilidade de compostos bioativos nos atitoe (NICOLI; ANESE;
PARPINEL, 1999). Qualquer que seja o método degasamento escolhido, a

degradacdo de carotenoides pode aumentar ou dingooforme o tempo, a
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temperatura, o tamanho e a desintegracdo das ybasticdo alimento
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). A retencdo dos carotenaiderd-vitaminicos,
durante a estocagem, € favorecida pela baixa tewoper protecdo da luz,
exclusdo do oxigénio, e antioxidantes presentegralaiente ou adicionados
como meio de preservacdo do alimento (LOPES; MATTI®; MENEZES,
2005; RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Observa-se, que o fator nutricional e a converégénontinuam sendo
fatores desejaveis pelos consumidores. Essa Ultqnando atribuida aos
alimentos, relaciona-se com a facilidade de eswna(SGARBIERI, 1986),
porém, o armazenamento de um produto torna-se imai®ssante quando é
preservado o valor nutricional do mesmo. Assim.egstigar a retencdo de
carotenoides ap0s o processamento minimo e a gstocdo milho verde é
essencial, uma vez que representa forma usualndemo deste produto. Diante
do exposto, 0 objetivo com o presente trabalhod&erminar a retencédo de
carotenoides em espigas de milho verde normalferbfccado com precursores
de vitamina A minimamente processadas embaladdsadejas de poliestireno
com cobertura de filme comercial (PVC 18 mm) e euga(embalagem nylon
poli multicamadas) ao longo do periodo de estocatproduto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

O cultivo do milho foi conduzido na area experinaéndo Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagus, em condicdes
controladas de manejo de solo, adubacéo, irrigacde controle de pragas e
doencgas. A colheita foi realizada nas primeiraa$iala manha, sendo o milho
colhido no ponto em que os graos apresentavam dadi@s“leitoso”
(aproximadamente 110 dias apos o plantio), conbeoinno “ponto de milho
verde”. As espigas empalhadas foram acondicionad&ansportadas para o
laborat6rio, onde foi realizado o processamentamanForam utilizadas para o
estudo duas cultivares de milho, sendo essas @tismtproVA -cultivar
experimental biofortificada com precursores de mitea A, e a cultivar
comercial BRS 1030.

2.2 Processamento minimo

O processamento minimo das espigas de milho veisldubs cultivares
foi realizado imediatamente apds a chegada dagasspb laboratério. Esse foi
conduzido adotando-se as condi¢bes higiénicas s@i@s das bancadas e
utensilios, que foram previamente lavados com getée Alconox (apropriado
para lavagem de vidrarias de laboratério) e saitz com solucdo de
hipoclorito de sédio a 200 mg'L Os manipuladores usaram mascaras, toucas,
jalecos e luvas descartaveis, sempre higienizasdaadms com etanol 70% (v/v)
elou com a solucéo de hipoclorito de sodio a 200LrhgAs espigas foram
processadas seguindo o fluxograma da Figura 1ndeguqual, primeiramente,

realizou-se uma pré-lavagem das espigas com aguent®) seguida de selecéo,
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onde foram eliminadas aquelas mal granadas, atgaolainsetos ou com

comprimento inferior a 15 cm.

Colheita das espigas

{

Transporte para @boratorit

v

Lavagem das espigas com agua cor

v

Sanitizacdo das espigas empalhadas com solugi
hipoclorito de sédio 200 mg“Lpor 15 minutos

v

Retirada das palh

A
Selecao das espi¢

v

Sanitizacdo das espigas despalhadas corucdo de
hipoclorito de sédio 100 mg™ por1f minutos

v

Drenagem do excesso de &

v v

Espigas embaladas ¢

bandeja de poliestireno & Espigas embaladas a
cobertas com filme (PVC vacuo (nylon poli
18 mm) multicamadas)

Figural Fluxograma do processamento minimo deomiltrde utilizado no
experimento de retencdo de carotenoides ao longoemipo de
armazenamento
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Apdés a primeira lavagem, as espigas ainda com fathen sanitizadas
em solucdo de hipoclorito de sédio 2% (10 mL pabal5de &gua) por 15
minutos. Em seguida, as espigas foram despalhbdsta etapa, promoveu-se
nova selecdo das espigas retirando-se aquelas na@hdas e atacadas por
lagartas que, porventura, ndo foram detectadatapa anterior. As espigas nao
eliminadas foram novamente sanitizadas em solug&uopaclorito de sodio 2%
(5 mL hipoclorito de sddio 2% para 50 L de &gua) pb6 minutos. Para a
retirada do excesso de &gua, as espigas foramstisptogo apds, em bandejas
plasticas sanitizadas, sendo essas cobertas coeh fo@tha e mantidas em
bancada, em temperatura de 20 °C.

Para cada cultivar foram preparadas 12 bandejgmlifestireno e 12
embalagens de nylon poli multicamadas, contends #€pigas (unidade
experimental), sendo trés unidades de embalagapiicéitas) por cultivar
avaliadas aos dias 0, 3, 6 e 9 pds-colheita.

Foram utilizadas como embalagem das espigas: ajlefzen de
poliestireno, com dimensdes de 23,5 cm de comptioneri8,2 cm de largura,
envoltas com filme policloreto de vinila (PVC) d& thm de espessura (Figura
2) e b) embalagem nylon poli multicamadas (tama2®x25 cm), da marca
TecMagq, propria para embalagem de alimentos (Fi@)raFoi utilizada a
seladora a vacuo modelo TM 150 para a selagemrdbalagens a vacuo. As
espigas de milho verdes devidamente embaladas fararazenadas em BOD
com temperatura fixa em 5 °C com luz por 9 horasial, durante um periodo
de nove dias. Os produtos foram distribuidos ateait@nte na BOD. Para as
determinacfes de retencdo de carotenoides, asassfuitam debulhadas em
debulhador automatico da marca Mecapau (modelo B) 0s graos
guarteados e triturados em moinho de café marcatfaater grinder (modelo
1119) por 20 segundos. A analise de retencdo aeecaides foi realizada nos

dias 3, 6 e 9 de armazenamento.
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Figura2 Imagem das espigas de milho verde acamdidas em bandejas de
poliestireno, envoltas com filme PVC 18 mm de espes

Figura 3 Imagem das espigas de milho verde acamdidas em embalagem a
vacuo de nylon poli multicamadas
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2.3 Determinacao do perfil de carotenoides

Os carotenoides foram extraidos das amostras enemsgsequencial
de solventes organicos, conforme protocolo despatdKurilich e Juvik (1999)
com modificagBes. A sequéncia do processo de étraglescrita a seguir.

Em balanc¢a analitica (marca GEHAKA AG200), pesel3$ gramas
da amostra, triturada em moinho de café, em duplieastransferiu-se para tubos
de ensaio de capacidade de 25 mL com tampa rosgjuédlicionou-se ao tubo
7 mL de etanol grau HPLC (marca Vetec) com 0,19Bld& (2,6-Di-ter-buthyl-
4-methylphenol) (marca Sigma) e agitou-se em vo(itéS1 Minishaker IKA)
por 10 segundos. Os tubos foram dispostos em bamaina (marca Precision
Scientific modelo 66722) a 85 °C por 5 minutos dmpa dos tubos foram
levemente rosqueados para evitar explosao do vidogp apos, os tubos foram
removidos do banho maria e adicionados aos mesmuog 2le etanol grau
HPLC com 0,1% de BHT e 500 ul de solucdo de 80% K@idroxido de
potassio) (marca Merck), agitando os tubos em xoadigrante 10 segundos.
Retornou-se o0s tubos para o banho maria &@@5or outros 5 minutos.
Agitaram-se 0s tubos em vortex e retornou para mhdamaria durante 5
minutos. Removeram-se os tubos do banho, trandteoe para o banho de
gelo, seguido de adicao de 4 mL de agua deionigeldala aos tubos, deixando-
0s permanecer no gelo durante 2 minutos apés d@adim seguida foram
adicionados 7 mL de hexano grau HPLC (marca Vetagi)ando o conteldo
usando vortex. Os tubos foram centrifugados a 120@or 60 segundos em
centrifuga da marca Jouan, modelo B4i 1-800-62424H6s centrifugacéo,
procedeu-se a coleta da fase superior contendonbexacarotenoides com
pipeta Pasteur de vidro, transferindo-a para tuds®nsaio limpos, cobertos
com aluminio e devidamente identificados. Os tr@gnds passos foram

repetidos juntando as fases contendo carotenoidetmdas da primeira a ultima
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extracdo. As extracBes com hexano foram repetigague a camada superior
ficasse bem clara, ou seja, até que todo o caidienfosse extraido
(aproximadamente por 5 vezes). Logo ap6s foramiadidos 2 mL de agua
deionizada a cada tudo contendo o extrato de canidies. A adicdo da agua foi
feita cuidadosamente na parede do tubo a fim darewiformacéo de emulséo
entre as fases. Os tubos foram mantidos em reppasd que houvesse a
separacgdo das fases aguosa e ndo aquosa. Coletdassesuperior do tubo com
auxilio de pipeta pasteur, transferindo-a paraguimopos de fundo cénico. Os
carotenoides remanescentes na camada aquosa fateafd@s outras duas
vezes usando 2 mL de hexano, e combinando commadeanao aquosa obtida
de cada extracdo com a primeira. Os extratos feraio, secos em evaporador
rotativo marca Buchi (modelo R-144) aclopado comhigamaria (Waterbath B-
480, Switzerland) com temperatura entre 25 e 30L&@o apds foi realizada a
troca de atmosfera na superficie do extrato cogngBsoso (cilindro de
nitrogénio - Nitrogénio comprimido 6,0 — 5,0 ECDadfitico - 4,6 FID Emissao)
e armazenado em geladeira até a ressuspensaajpaémino cromatografo.

Os carotenoides foram quantificados em técnica denatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatégrafquido Alliance Waters,
modelo e 2695, equipado com coluna polimérica YMB0Q3 um, 4,6 x 250
mm, Waters, Milford, MA, USA) e acoplado a detectie arranjo de diiodo
(modelo 2998 Waters). O gradiente de eluicdo fadoaido a 0,8 mL.miff em
condicBes de gradiente 80:20 a 20:80 de metarml: réetil tert-butil em 16
minutos, seguido por constante de 80:20 em 4 nsnuinalizando com 6
minutos de equilibrio. A temperatura de forno miitla foi de 30 °C,
comprimento de onda 450 nm e volume de injecad0del4 A temperatura do
laboratdrio foi mantida a 20 °C durante todo o psso. Para identificagdo dos
compostos foram utilizados padrdes purificadosréirpgie cenourac-caroteno

94,64% de pureza), mamao formogiciiptoxantina 92,72% de pureza),
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seguindo protocolo descrito por Rodriguez-Amayarauta (2004). Os padrdes
dos carotenoides luteina (Lutein 40 mg, Vision Hga{98,68% de pureza)
Zzeaxantina (Swanson, ZeaGold zeaxanthin 4 mg (fpaprika  (97,99% de
pureza)) ep-caroteno (Beta Carotene (vitamina A) 25,000 IU Bement ,
Swanson SWO007 (94,57% pureza)) foram obtidos desuta® da marca
Swanson, sendo cada caroteno de sua respectivalaa@s resultados da
andlise de carotenoides foram expressos em basa fre

A concentracdo de carotenoides totais (CT) foidabtiela soma dos
valores totais de todas as fragBes quantificadadosdotal de luteina, total de
Zzeaxantina, total d@-criptoxantina, total des-caroteno e total d@-caroteno,
como descrito por Candido (2010).

A concentracdo de carotenoides com atividade pedriica A
(proVA) foram obtidos por meio da seguinte formudaal [3-caroteno + Y2 total
de o-caroteno+ % do total de R-criptoxantingg (g'), como descrito por
Céandido (2010). O percentual de retencao aparentaliculado de acordo com
a formula proposta por Murphy, Criner e Gray (19P8ya cada variavel
estudada. Esse célculo é baseado nas caractsrigtidaicas inerentes a cada
uma dessas moléculas. Aquelas estruturas quimiesgagsuem pelo menos um
anel p-ionona e uma cadeia de onze carbonos apresenizidade pro-
vitaminica A. A estrutura molecular diecaroteno é formada por dois anpis
ionona que dardo origem a duas moléculas de resimulo, portanto, atribuida a
esse carotenoide 100% de atividade pro-vitamirica.menor extensao, &
criptoxantina e oa-caroteno apresentam cerca de 50% de atividade por
apresentarem em suas estruturas quimicas apenasnahp-ionona. Os
isbmeroscis ndo foram quantificados, uma vez que ndo apraseatvidade
biolégica significativa. O percentual de retencgmarante foi calculado de

acordo com a férmula proposta por Murphy, Crin€@ray (1975):
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% de retencao = (teor de carotenoides/g de alimentegsado) x g de alimento apds processamento

(teor de carotenoides/g de alimentoxiujle alimento antes do processamento

2.4 Determinacdo de umidade das amostras

As amostras foram analisadas quanto ao teor de admidsendo
utilizadas na analise 2g da amostra trituradampéeeatura de secagem de 60 °C
com tempo de secagem de 72 horas, em estufa mt@leld-X (marca SL Shel
Lab). O calculo de umidade foi realizado de acardm o método 44- 15, da

American Association of Cereal Chemists - AACC @08endo:

% umidade =_((massa capsula + massa amostra)fresnassa capsula + massa amostra seca))

massa amostra integral

2.5 Delineamento experimental

O experimento foi planejado em delineamento efitati$nteiramente
casualizado, em esquema fatorial constituido defatéres cultivar, embalagem
e periodo de armazenamento (dias). Sendo dezésdaigentos (T1 =sintético
proVA/embalagem a vacuo tempo 0; T2 =sintético pu@vhbalagem a vacuo
tempo 3; T3 =sintético proVA/embalagem a vacuo tndp T4 =sintético
proVA/embalagem a vacuo tempo 9; Tbh=sintético priambalagem em
bandejas tempo 0; T6=sintético proVA/embalagem emndbjas tempo 3;
T7=sintético proVA/embalagem em bandejas tempo 63=sihtético
proVA/embalagem em bandejas tempo 9; T9 =BRS108®agem a vacuo
tempo 0; T10=BRS1030/ embalagem a vacuo tempo 3I=BRS1030/
embalagem a vacuo tempo 6; T12=BRS1030/ embalageroud tempo 9; T13
=BRS1030/ embalagem em bandejas tempo 0; T14 =BR$Enbalagem em
bandejas tempo 3; T15 =BRS1030/ embalagem em tmndempo 6; T16
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=BRS1030/ embalagem em bandejas tempo 9) e 3 ¢gépstpara cada dia de
avaliacdo, sendo esses aos dias 0, 3, 6 e 9 deaaramaento.

A unidade experimental foi constituida por uma dadgEm com trés
espigas de milho verde. Foram avaliados no estadmltivares BRS1030 e o
sintético proVA. As andlises estatisticas foramlizadas com o auxilio do
programa estatistico SISVAR versado @88ild. 77) (FERREIRA, 2000).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise dénga (ANOVA),
sendo as médias comparadas pelo teste LSD (p=0g@Bido detectado

significancia para o teste de F.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo média dos carotenoides estudadogréos verdes de
milho diferiu significativamente entre as cultivereNa Tabela 1 s&o
apresentadas as concentracdes (fip dp fracdo quantificada de luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina, p-caroteno, carotenoides totais e carotenoides
precursores da vitamina A, obtidas para os gracdesedas espigas de milho
minimamente processadas antes do armazenamento.

O teor médio de carotenoides em graos verdes gagesde milho no
tempo zero expressos epy g' (peso fresco) foi considerado como 100% para

o0 estudo da retencdo aparente.

Tabela 1 Concentracéo de carotenoides em basea fe&peessos em pg gla
fracdo quantificada nas amostras de grdos de mdide de espigas
minimamente processadas de a cultivar normal eiiiiéada

'Concentracéo de carotenoides (1) ¢

Carotenoides

BRS 1030 proVA
Luteina 1,03+0,28 1,88+0,52
Zeaxantina 8,38+1,60 9,26+2,00
B-criptoxantina 1,36+0,22 2,95+0,94
B-caroteno 0,71+0,%6 1,86+0,58
Carotenoides totais 11,47+2°01 15,96+3,283
Carotenoides proVA 1,38+0,22 3,33+0,94

'Médias seguidas de mesma letra na linha néo difestatisticamente pelo teste de
LSD a 5% de probabilidade (p<0,05)
DP: Desvio padréao
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Os gréos de milho verde da cultivar proVA apresantaconcentracdes
de carotenoides maiores que aguelas da cultivail BBB(p<0,05), exceto para
a variavel zeaxantina (p>0,05).

A concentracdo média dos carotenoides totais dassgle milho verde
da cultivar biofortificada proVA, além de ser madtar que da cultivar BRS1030,
apresenta-se superior quando comparados aos ds outtivares comerciais de
milho QPM brasileiras de grdo amarelo como a AsBueto (11,7 ug9 e a
BR 473 (9,17 ug9, estudados por Kimura, Rodriguez-Amaya e Ne2@0T).
Vale ressaltar que os grédos estudados no presab@ho sdo grédos frescos
enquanto os estudados no trabalho citado sao ge#os.

Candido (2010) encontrou valores médios de carmtesdotais iguais a
34,499 ¢', em gréos de milho seco sintético também biofoaiifo com pro-
vitamina A em outro ciclo de desenvolvimento e matéo fisiologica. Este
valor foi superior ao encontrado no milho verdeliém biofortificado com proé-
vitamina A, estudado no presente trabalho. Iste st justificado por motivo
da interrupcdo da sintese de carotenoides logo apoO<olheita e
consequentemente o processamento minimo. Lemb@umelas espigas foram
colhidas no estadio leitoso, sendo este o pontal igara colheita de milho
verde, difere do trabalho citado, uma vez quefestnalisado em gréos secos.

Aumento de carotenogése com maturacdo ou amadergoinfoi
documentada em Momordica charantia (RODRIGUEZ-AMA¥Aal., 1976)
pimenta vermelha (RAHMAN; BUCKLE, 1980), manga baila(JOHN;
SUBBARAYAN; CAMA, 1970). Segundo Rodriguez-AmayaO(), o Unico
fator que decisivamente aumenta o teor de caratesogé a maturidade do
alimento ou da planta quando colhida e oferecida pgonsumo.

A umidade seria outro fator que poderia ter infltiado, os grédos secos

apresentam em média 13% de umidade (NUNES, 20b8yaato os graos
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Umidos entre 70 a 80% de umidade (OLIVEIRA, 208®)is em grados secos 0S
carotenoides poderiam supostamente, estarem nraierdoados.

Segundo Rodriguez-Amaya, Kimura e Amaya-Farfan &200a
biossintese dos carotenoides pode continuar apétheita aumentando o teor
de carotenoides em frutas, hortalicas, tubércydosm desde que o material
seja mantido totalmente intacto, preservando ersistenzimatico responsavel
pela caracterogenese. Porém, o processamento mimi&smo que ocorra com
todos os cuidados recomendados, ainda assim, nddemmao material
totalmente intacto apods a colheita. Segundo Mo(2@04), o processamento
minimo consiste na aplicacdo de operacdes tais csebecdo, lavagem,
sanitizacdo, descasque e corte, seguidos de oegaggdo, embalagem e
refrigeracdo, fornecendo alimentos de qualidadeyemiéncia e frescor.

Na Tabela 2 s@o apresentados os resultados daeadélivariancia para
as variaveis estudadas. Para a variavel luteinagefectado efeito significativo
(p<0,05) da interacdo do fator cultivar x dias angb do armazenamento. O
efeito dessa interacdo néo foi significativo (p5) fara as variaveis zeaxantina,
B-criptoxantinap-caroteno, carotenoides total e carotenoides prdokém, foi
identificada significAncia do fator dias para aidl zeaxantina e do fator
cultivar para a variavedl-criptoxantina.

Apés o desdobramento, foi aplicada andlise de segcepara o fator
dias dentro das cultivares. A concentracaa-garoteno foi abaixo do nivel de
deteccao da curva, portanto, ndo foi aplicadote &statistico para os resultados

obtidos da analise para essa variavel.



Tabela 2 Sintese do resultado da analise de vai@adOVA) do efeito dos tratamentos sobre as vaigestudadas

FV GL Quadrado médio
Luteina Zeaxantinap-criptoxantina p-caroteno Carotenoides Carotenoides Umidade
totais provA
Cultivar 1 202,66 0,39™ 4541,38* 2709,16° 11,77 0,69™ 108,18*
Embalagem 1 1326,89° 6,19" 1317,86"° 624,17 254,52 995,54 7,29*
Dias 3 1636,70° 1895,17* 422,21° 523,77° 1154,83° 281,79% 260,39*
Cultivar x 1 236,34"° 239,59* 4,52 260,45 16,21° 67,21 42,45*
embalagem
Cultivar xdias 3 2000,89* 209,98 931,94" 1065,99* 280,11° 16,81™ 1,33*
Embalagem x 3 888,62 89,14 213,79% 465,85 141,98 286,36 0,24
dias
Cultivar x 3 183,75" 591,26 784,67° 1253,39° 303,69 916,27" 3,28*
embalagem x
dias

* significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns ndo significativo

T9



62

Independente do tipo de embalagem, no 3° dia dazemamento 0s
graos verdes das espigas de milho da cultivar BREBapresentaram retencao
aparente de luteina igual a 67,92%, enquanto qugr&ns verdes das espigas de
milho da cultivar sintética proVA a retencdo foiua a 105,67%, nao
apresentando perda aparente de luteina nesse qéEietanto ao 9° dia de
armazenamento, os grédos verdes das espigas de dailloniltivar BRS1030
foram 0s que apresentaram maior retengéo aparemiedha (124,07%), o qual
foi significativamente superior ao da cultivar étito proVA, com diferenca de
26% a mais na retencao.

Na Figura 4 é apresentado o modelo polinomial dgr&d, da variacdo
da retencao de luteina durante o periodo de armamsio dos gréos verdes das
espigas de milho da cultivar BRS1030.

140,00
120,00
100,00

80,00

60,00

40,00 y =1,9528x%- 14,57x+ 98,511
R?=0,9738

Retenc¢dode luteina (%)

20,00

0,00
0 2 4 6 8 10
Periodo de armazenamento (dias)

Figura4 Variacdo da retencdo aparente (%) de nhteidurante o
armazenamento das cultivares de milho verde a &of luz por 9
h/dia
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Para o sintético proVA o indice de retencéo enedotno 9° dia foi de
98,97%. Os dados néo se ajustaram ao modelo dessagr definido para este
cultivar, porém, a retencéo estimada no final ddoge avaliado esta proxima a
100% sugerindo que as perdas sao inexpressivasepsrecultivar durante o
periodo de armazenamento.

Ao desdobrar a interacdo cultivar x dias de arm@mpento e
analisarmos dias de armazenamento dentro de culipeacebe-se variacdo
significativa da retencdo de luteina ao decorrefadnazenamento em gréos
verdes das espigas de milho da cultivar BRS1036,méa em gréos verdes das
espigas de milho da cultivar proVA. No Ultimo dia @rmazenamento os gréos
verdes das espigas de milho da cultivar BRS103€saptaram a maior média
de retencdo. Possivelmente ocorreu perda de lutedsagrdos verdes das
espigas de milho desta cultivar como pode serizadid nos dias 3 e 6, porém a
perda de umidade (Tabela 3) favoreceu a concentrdgduteina no final do
armazenamento. Sendo assim, 0 aumento de reteadétetha observada nos
graos verdes das espigas de milho da cultivar BBESuperior ao encontrado
em graos verdes das espigas de milho da cultieAgrpossivelmente ocorreu
em funcdo da concentracdo de componentes da masidfado da perda de
umidade no final do armazenamento. Ja os grédoswvelas espigas de milho da
cultivar sintética proVA néo apresentaram diferesigaificativa na retengéo de
luteina entre os dias de armazenamento apds o ldastento da interacéo,
revelando que para esta cultivar a retencdo seer@obnstante, ao decorrer do
armazenamento.

Durante o periodo de armazenamento houve redugadicitiva de
umidade (Tabela 3) o que revela a maior concerdragf carotenoides em

decorréncia da perda de massa.
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Tabela 3 Médias da perda de massa (%) dos grédesvelas espigas das
diferentes cultivares de milho armazenadas em lgede vacuo, nos
diferentes dias de armazenamento

'Perda de massa (%)

Periodo de BRS1030 provVA
armazenamento Bandeja Vacuo Bandeja Vacuo
0 72,79+0,16° 72,79+0,16* 75,67+1,08 74,29+0,38°
3 66,06+0,67° 66,50+0,18* 70,47+0,86° 67,6420,08°
6 62,91+0,44" 64,61+0,36° 68,2240,16°  65,54+0,24°
9 59,930,65" 62,61+0,46° 66,87+0,58%  63,11+0,9%"

*Médias seguidas de mesma letra mailiscula na celunmGscula na linha, dentro do
fator cultivar, nao diferem entre si pelo TeseSD), com nivel de significaAncia de 5%.
DP: Desvio padréao

Os gréos verdes das espigas de milho da cultiv&1BB0 bem como os
gréos verdes das espigas de milho da cultivar prapkesentam reducdo de
umidade ao longo do periodo de estocagem do prodintiependente da
embalagem. Aos dias 0 e 3 de armazenamento, os geddes das espigas de
milho da cultivar BRS1030 ndo apresentam diferengapercentagem de
umidade para os armazenamentos das espigas enjebaraleacuo. J4 aos dias
6 e 9 a maior média de umidade é observada nos g&ides das espigas
armazenadas a vacuo. Entretanto, em gréos verdesspégas de milho da
cultivar proVA a umidade é maior em todos os diasadnazenamento em
bandeja.

O efeito do processamento minimo e a estocagenmtéucaco dias a
temperatura de 5-7 °C em couve propiciaram a rednedretencao de luteina

(27%), violaxantina (20%) e neoxantina (31%), edperainda maiores gk
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caroteno. A perda maior foi do dia 0 para o diadh havendo alteracéo do dia 1
até o dia 5 (AZEVEDO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005).

A retencdo de zeaxantina nos grdos verdes dasasspig milho
minimamente processadas armazenadas durante ras/@puiesentou aumento
significativo ao final do periodo (dia 9), indepente da embalagem utilizada.
Esse resultado evidencia como relatado anterioemgata a luteina, possivel
aumento de concentracdo desse carotenoide em fuleac@erda de umidade
(Tabela 3).

Na Tabela 4 s@o apresentados os valores médiostdacdio de

zeaxantina nos diferentes dias de armazenamento.

Tabela4 Médias da retencdo aparente de zeaxd#i)npara gréos verdes das
espigas de milho minimamente processadas durantevesdias de

armazenamento
Dias de armazenamento 'Retencéo aparente de
zeaxantina (%)
0 100,00
3 95,86+11,3%
6 93,03+15,59
9 120,77+17,40

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo miifestisticamente pelo teste de
LSD a 5% de probabilidade (p<0,05)
DP: Desvio padréao

Na Figura 5 é apresentado o modelo polinomial dgr2d da variacéo

da retencdo de zeaxantina durante o periodo deenaaento.
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Figura5 Retencdo de zeaxantina dos grédos verdesesfsigas de milho
minimamente processadas no periodo de armazenamento

A retencdo aparente @ecriptoxantina diferiu significativamente entre
0s gréos verdes das espigas de milho para as ditisares. Os graos verdes da
cultivar proVA apresentaram menor média de retemlgd®criptoxantina, com
diferenca de 19,46% a menos comparada aos grasdesvéas espigas de milho
da cultivar BRS 1030. Na Tabela 5 sdo apresentasasiédias da retencéo
aparente d@-criptoxantina dos graos verdes das espigas d® mdh diferentes
cultivares estudadas.
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Tabela5 Médias da retencdo aparentel-@eiptoxantina (%) para os gréos
verdes das espigas de milho das cultivares BRSA@BOVA

Cultivares 'Retencéo aparente fle
criptoxantina (%)
BRS 1030 109,22+4,70
proVA 89,76+4,78

*Médias seguidas de mesma letra na coluna n#o miifestatisticamente pelo teste de
LSD a 5% de probabilidade (p<0,05)
DP: Desvio padrao

Para as demais variaveis o processamento minimointéderiu na
retencdo para todos os fatores e suas respeatieaagdes (Tabela 2). Sendo
assim ndo houve diferenca significativa na retergi@wente dos carotenoidies
caroteno, carotenoides totais e carotenoides praWdependente dos graos
verdes das espigas das cultivares de milho e dalagdgm ao longo do
armazenamento. Embora, os dados das analisessisglicaumento na retencao
de carotenoides, este aumento ndo foi estatistit@neensiderado significativo.
Todavia, 0 resultado estatistico permite identifio@aior estabilidade destes
carotenoides no produto estudado, nas condicoemdgs no processamento e
armazenamento do estudo. Essas condi¢cfes, espatialian temperatura de 5
°C e o curto periodo de armazenamento podem ténilmaido para preservacao
destes carotenoides na matriz. As médias dos adssltestdo apresentadas na
Tabela 6.
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Tabela 6 Médias de retencdo aparente (%) da frag@mtificadas def-
caroteno, carotenoides totais e carotenoides prodpos
processamento minimo das espigas de milho armazepad 9 dias

Retencéo de carotenoides (%)

B-caroteno Carotenoides Carotenoides pro-
totais vitaminicos
Média minima 85,93 79,90 81,16
Média maxima 122,24 127,90 129,47
Média geral 106,53 100,86 101,62
CcVv 3,22 4,56 3,64

Cinquenta carotenoides possuem atividade provieamjrsendo o mais
importante precursor @caroteno (OLSON, 1987). Os outros s&o-@aroteno e
B-criptoxantina, pois apresentam pelo menos um @mana no final de sua
estrutura (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 209).

O processamento e a estocagem dos alimentos pod&mar a
significativamente a composi¢do qualitativa e qiteita dos carotenoides
(CAVALCANTE, 1991; CAVALCANTE; RODRIGUEZ-AMAYA, 19%).
Contudo, a reten¢do dos carotenoides pro-vitansnitmante a estocagem de
alimentos processados é favorecida pela baixa tatupa, protecdo da luz, e
antioxidantes, presentes naturalmente ou adicianeoimo meio de preservacao
do alimento (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

Trabalhos prévios relatam que, reduzindo-se o tetepprocessamento
e a temperatura, e 0 tempo entre o descascamesttecou a desintegracéo e o
processamento, a retencdo pode melhorar significagnte. Dessa forma,
processamento com baixa temperatura em menor témymoa boa alternativa
para se preservar os carotenoides (RODRIGUEZ-AMAY393).

Hussein et al. (2000), estudando o efeito de dodmkgensqqueeze

a vacuo) na retencdo d¢ecaroteno em brocolis minimamente processado e
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armazenado durante o periodo de varejo para estieitpr(10 dias), percebeu
gue ndo ha diferenca significativa entre as embakgO mesmo aconteceu no
presente estudo. O tipo de embalagem (poliestieemgon poli multicamadas)
nao influenciou na retencdo de nenhuma das vasidstudadas, independente
da cultivar.

Nas Figuras 6, 7, 8 e 9 sdo apresentados os crpraatas dos
carotenoides da cultivar BRS 1030 e da cultivarétita proVA resultante do
processamento minimo e armazenamento. Sugere-seent@tao de
carotenoides quando ocorrido, uma vez que ndo howwdanca no perfil

cromatografico como ilustra as Figuras 6, 7, 7 e 9.
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Figura 6 Cromatogramas resultantes da analise ri¢enaides das amostras
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4 CONCLUSAO

a)

b)

d)

Os grdos verdes das cultivares de milho BRS1030 sintaética
proVA apresentam semelhanca no perfil de carotespidendo
Zzeaxantina o principal carotenoide presente nossgrérdes desses
materiais.

As concentracdes dos carotenoides luteiprriptoxantina, p-
caroteno, carotenoides totais e o total de car@tesgrecursores de
vitamina A presentes nos graos verdes do milhétsiot proVA séo
maiores do que na cultivar de milho BRS1030.

A retencdo aparente de carotenoides em espigadiie mormal de
a cultivar BRS1030 e biofortificada com precursatesvitamina A,
nao é influenciada pelo tipo de embalagem.

O processamento minimo e o armazenamento das esfegailho
verde normal e biofortificada com precursores damina A, no
periodo de armazenamento de nove dias ndo afetaeteacao
aparente dos carotenoideB-caroteno, carotenoides totais e
carotenoides proVA.

Independente da cultivar e da embalagem, ocorreicéed de
umidade durante o periodo de 9 dias de armazenament
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CAPITULO 3 Retencdo de carotenoides em graos de égaps de milho
verde normal e biofortificado com precursores de ¥amina
a submetidos a diferentes tratamentos térmicos

RESUMO

A introducdo de produtos agricolas biofortificadmsm carotenoides
precursores da vitamina A, como o milho, tem sidtavcomo uma forma
complementar de programas intervencionistas jaemtiss para 0 combate a
hipovitaminose A. Entretanto, a possibilidade derdcia de oxidacdo dos
carotenoides, durante o processamento dos alimeatogom que a retencéo
desses compostos seja uma preocupacdo constanse atergcdes estejam
constantemente focadas ndo somente no processstriatjumas também nas
preparacfes caseiras. Sendo assim, 0 objetivo cqmesente trabalho foi
determinar a retencdo de carotenoides em graoesedd milho normal
BRS1030 e o sintético proVA submetidos a diferetit@mmentos térmicos. O
experimento foi planejado em delineamento estetistiteiramente casualizado
em esquema fatorial constituido de trés fatorekiviau x tipo de cozimento x
processamento). Os carotenoides foram extraidosanfestras em esquema
sequencial de solventes organicos e quantificadosGhAE. Os resultados
obtidos foram submetidos a ANOVA, guando detectidnificAncia as médias
foram comparadas pelo teste LSD (p=0,05) utilizandprograma SISVAR.
Graos verdes da cultivar BRS1030 apos cozimentminm-ondas e panela de
pressdo apresentaram reducdo na concentragioadeteno, sendo as retencdes
iguais a 29,41% e 32,88% respectivamente. Paraultivac provVA o
processamento das espigas de milho verde no mictasce panela com tampa
resultou em reducao glecaroteno, sendo a retencdes iguais a 44,65% 4%8,5
respectivamente. Independente da cultivar, ocatdegdo na concentracdo de
carotenoides precursores da vitamina A e carotesdiotais nos graos verdes
apds o0 cozimento das espigas em micro-ondas e petapde pressdo. Ainda
para a cultivar proVA ocorre perda na retencéo atetenoides totais apds o
processamento na panela com tampa. Para preserdagdoarotenoides os
melhores tratamentos, de acordo com as condicieslagas no presente
trabalho sé@o: cozimento na panela com tampa egaasi tampa.

Palavras-chave: Milho cozido. Biofortificacdo. Qudres de milho.
Cromatografia. Oxidacao de carotendidisaroteno.
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Carotenoid retention in normal and biofortified with vitamin A precursor
grains of corn ears submitted to different thermaltreatments

ABSTRACT

The introduction of agricultural products bioforidl with vitamin A
precursor carotenoids, such as corn, has beenaseariorm to compliment the
interventionist programs already existent to comlbgfpovitaminosis A.
However, the possibility of occurring carotenoid idation during food
processing makes of the retention of these compoarmbnstant preoccupation
and the attentions are constantly focused on nigtiarnthe industrial process,
but also in homemade preparations. Thus, the dbgecf this work was to
determine carotenoid retention in normal BRS103@ synthetic proVA corn
grains submitted to different thermal treatmentse €xperiment was planned in
a completely randomized block design in a factos@ieme with three factors
(cultivar x type of cooking x processing). The ¢armids were extracted from
the samples in a sequential scheme of organicshand quantified by HPLC.
The obtained results were submitted to ANOVA and@iemw significance was
detected, the means were compared by LSD (p = Q6klg the SISVAR
program. The concentration pfcarotene decreased in green grains of cultivar
BRS1030 after cooking in a microwave and pressaoker, with retentions of
29.41% and 32.88%, respectively. For cultivar proMie processing of the
corn ears in the microwave and in a pan with liguted in reduction of-
carotene, with retentions of 44.65% and 58.54%peaetsvely. Independent of
the cultivar, the concentration of vitamin A presur carotenoids and total
carotenoids in green grains decreased after codkimgorn ears in microwave
and pressure cooker. We also observed, for thisvayl the loss of total
carotenoid retention after processing in a pan ViithThe best treatments for
preserving carotenoid retention, according to threditions studies in this work
are: cooking in a pan with lid and in a pan withiadt

Keywords: Cooked corn. Biofortification. Corn culirs. Chromatography.
Carotenoid oxidatiorf-carotene.
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1 INTRODUCAO

A hipovitaminose A e a deficiéncia de ferro sdodairproblemas
nutricionais prevalentes nas populacbes brasileirenundial para as quais
esforcos ainda sé@o envidados na solu¢do. O pregdendesenvolvimento de
milho biofortificado para minerais e carotenoidescprsores de vitamina A
(proVA), iniciado no ano 2004, é uma das estragégiara reducdo desses
problemas (GUIMARAES et al., 2005).

O milho biofortificado em desenvolvimento no prage de
melhoramento nacional coordenado pela Embrapa éémmno programa
africano (Za&mbia) apresenta conteddo aumentado dw®tenoides de
importancia reconhecida na saldde humana, espeot@maqueles que
apresentam atividade bioldgica de provitamina Asexantofilas presentes na
composi¢cdo da macula ocular. Contudo, sabe-se sj@arotenoides presentes
nos alimentos apresentam instabilidade na preséacalta temperatura, luz,
calor, acido e oxigénio e podem, com o processaménos$ alimentos, sofrer
alteracdes na sua composicdo quimica ocasionamgitizar do ponto de vista
nutricional. Assim sendo, o valor nutricional de alimento pode ser reduzido
durante as diversas etapas a que sdo submetidies aleslheita até a ingestéo
pelo consumidor, consequéncia da alta capacidadeoxigacdo desses
compostos, bem como do grande nimero de insatsrapdesuas estruturas que
0s tornam susceptiveis a degradacdo (BIANCHI; ANE3N 1999; ESKIN,
1990).

Embora cultivares de milho biofortificados estardivevemente
disponiveis para comercializagdo, alteracdes qaBnéicfisicas decorrentes do
processamento dos graos verdes desses materi@asngio foram determinadas.
Assim, o presente estudo foi realizado tendo comg@riacipal objetivo

determinar a retengdo de carotenoides em graoside werde em espigas de
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cultivares de milho normal e biofortificada com atenoides precursores de

vitamina A ap6s serem submetidas a diferentestiattos térmicos.



83

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

O cultivo do milho utilizado no experimento foi cuzido na area
experimental do Centro Nacional de Pesquisa dedwltiSorgo, Sete Lagoas,
MG, em condicbes controladas de manejo de solobagdw, irrigacdo e
controle de pragas e doencgas. Para o estudo fdil@mados a cultivar comercial
BRS1030 (comum) e o sintético proVA (biofortificadmm carotenoides
precursores da vitamina A. A colheita das espigasefalizada nas primeiras
horas da manha, sendo o milho colhido no ponto wnog grados apresentavam
fase leitosa (aproximadamente 110 dias apés oi@lacbnhecido como “ponto
de milho verde”. As espigas empalhadas foram acamdidas em caixas de
poliestireno contendo gelo e transportadas, palaboratorio imediatamente

apos a colheita.

2.2 Higienizacdo da amostra

A higienizagdo das amostras utilizadas nos difesertratamentos

térmicos foi idéntica as espigas do capitulo 2.

2.3 Processamento

Para o estudo do efeito do tratamento térmico rangéo de
carotenoides nos grados verdes das espigas de foilhm avaliados quatro
diferentes tratamentos: 1) cozimento sem agua emofondas 2) cozimento em

imersdo na dgua com pressao 3) cozimento em imeesdgua em panela com
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tampa e 4) cozimento em imersdo na agua em paewiatampa. Para cada
tratamento foram preparadas 3 repeti¢des, comktiude 3 espigas cada.

2.3.1 Cozimento sem adicdo de agua no micro-ondas

A coccdo foi realizada em micro-ondas da marcaSgmuténcia 1100
v). Para tanto, as espigas foram individualment®leidas por trés vezes com
filme PVC de espessura 18 mm, e dispostas no gmatoicro-ondas, conforme
ilustrado na Figura 1. A coccéo foi realizada dtean minutos em poténcia
maxima. As espigas de milho verde foram arrefecd@&snperatura ambiente de
22 °C durante 30 minutos sobre bandejas de poliestiigastes 30 minutos, as
espigas foram mantidas envoltas em filme (PVC) mterd minutos apés a
cocgdo. A unidade experimental foi constituidarée eéspigas de milho, sendo o

processamento realizado em trés repeticdes.

Figural Cozimento das espigas de milho verde ooraindas por 7 minutos
em poténcia maxima
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2.3.2 Cozimento em agua com pressao

A coccao foi realizada em panela de pressdo daraestitiaderente da
marca Marcolar, capacidade 10 L. Para tanto, agassforam imersas em 5 L
de &gua deionizada na panela de pressdo e subsnetida@alor em fogao
industrial por 15 minutos contados a partir doioita emissdo de vapor pela
valvula. Em seguida, as espigas foram retiradasagass de cozimento e
arrefecidas a temperatura ambiente dé8urante 30 minutos sobre bandejas

de poliestireno. A unidade experimental foi conétia de trés espigas de milho.

Figura 2 Cozimento das espigas de milho verde eralpae pressao

2.3.3 Cozimento em agua em panela com tampa

O cozimento foi realizado por imerséo das espigaggua fervente em
panela de inox com tampa contendo 5 litros de égignizada em ebulicdo (98
°C) por 30 minutos, contados a partir do inicio fdavura. Logo apds o
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cozimento, as espigas foram retiradas da aguaneferadas a bandejas de
poliestireno onde foram arrefecidas a temperatomiente (22°C) durante 30
minutos antes da obtencdo das amostras para andlismidade experimental
foi constituida de uma panela com trés espigas itteo,meendo realizado o
processamento em trés repeticoes.

Figura 3 Cozimento das espigas de milho verde eralpaom tampa

2.3.4 Cozimento em agua em panela sem tampa

O cozimento sem tampa foi realizado por imersdaedpgas em panela
de inox contendo 5 litros de agua deionizada emigétau (98 °C) por 30
minutos, contados a partir do inicio da fervuragdh.apds o cozimento, as
espigas foram retiradas da agua e transferidas\dejzes de poliestireno para
serem arrefecidas a temperatura ambiente duranteniBQtos. A unidade
experimental foi constituida de uma panela comeggsgas de milho, sendo o
processamento realizado em 3 repeti¢cdes.
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Figura 4 Cozimento das espigas de milho verde eralpaem tampa

2.4 Preparo das amostras para analise

Para as andlises de carotenoides e umidade, asfgram retirados da
mesma espiga antes e apdés 0 processamento. Paoa senidentificou
transversalmente trés partes na espiga, recolhesidpdos de uma fileira da
regido proximal, outra da regido medial e aindaraodla porcéo distal das
espigas (Figura 5) a fim de obter amostras home@ggp0s o processamento,
os gréos foram retirados de fileiras imediatameabiExo daquelas que tiveram
0s grdos anteriormente retirados antes do processamAs espigas foram
pesadas antes e ap0s o processamento a fim del@rdceorrecdo quanto ao
ganho ou perda de massa na avaliagéo de retencaoadenoides.

As analises foram realizadas nos gri@iasaturae cozidos.
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Figura5 Imagem das espigas onde foram retiradogréss para analises
guimicas, mostrando em que parte foram obtidasmasteas

2.5 Determinagéo do perfil de carotenoides

Os carotenoides foram extraidos das amostras eugmsgsequencial
de solventes orgéanicos, conforme protocolo despdtdKurilich e Juvik (1999)
com modificagBes. A sequéncia do processo de éxtragta descrita no capitulo
1 desta dissertacdo. A concentracdo de carotentuitiés (CT) foi obtida pela
soma dos valores totais de todas as fragbes quadtf sendo: luteina,
zeaxantinaB-criptoxantinao-caroteno é-caroteno, como descrito por Candido
(2010).

A concentragdo de carotenoides com atividade pedravhica A
(proVA) foi obtida por meio da seguinte formulatal 3-caroteno + Y2 total de
o-caroteno+ ¥ do total de R-criptoxantingy @), como descrito em Céandido
(2010). O percentual de retencdo aparente foi lemloude acordo com a
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férmula proposta por Murphy, Criner e Gray (197&)apcada variavel estudada.
Esse célculo é baseado nas caracteristicas quiimérastes a cada uma dessas
moléculas. Aquelas estruturas quimicas que posqfsonmenos um angl-
ionona e uma cadeia de onze carbonos apresentadadé pré-vitaminica A. A
estrutura molecular dp-caroteno é formada por dois angionona que dardo
origem a duas moléculas de retinol sendo, portattipuida a esse carotenoide
100% de atividade pro-vitaminica. Em menor extena@iecriptoxantina e @-
caroteno apresentam cerca de 50% de atividade gresemtarem em suas
estruturas quimicas apenas um apfébnona. Os isdbmerosis ndo foram
guantificados, uma vez que ndo apresentam atividiattegica significativa.

O percentual de retencdo aparente foi calculadcactedo com a

férmula proposta por Murphy, Criner e Gray (1975):

% de retencao real = (Concentragdo de carotengidesdlimento processado) x g de alimento apé®psacnento
(Concentrac@&acdrotenoides/g de alimento cru) x g de alimentesado processamento

2.6 Determinacdo de umidade das amostras

As amostras foram analisadas quanto ao teor de admidsendo
utilizadas na analise 2 g da amostra trituradanpéeatura de secagem de 60 °C
com tempo de secagem de 72 horas. O calculo deadmitbi realizado de
acordo com o método 44- 15, da American Associadib@ereal Chemists -
AACC (2000).

2.7 Delineamento experimental

O experimento foi planejado em delineamento efitaiisnteiramente
casualizado, em esquema fatorial constituido defa#@res cultivar x tipo de

cozimento X processamento, sendo dezesseis tratmsmdgml =sintético
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proVA/antes do cozimento panela com tampa; T2=tbotéproVA/apos
cozimento panela com tampa; T3=sintético proVARrde cozimento panela
sem tampa; T4=sintético proVA/apdés cozimento panskm tampa;
T5=sintético proVA/antes do cozimento panela semmptg T6=sintético
proVA/apés cozimento panela sem tampa; T7=sintéficoVA/antes do
cozimento em micro-ondas; T8=sintético proVA/apa@zimento em micro-
ondas; T9=BRS1030/antes do cozimento panela com patam
T10=BRS1030/ap6s cozimento panela com tampa; T18iBR0/ antes do
cozimento panela sem tampa; T12=BRS1030/ apds eozimpanela sem
tampa; T13=BRS1030/antes do cozimento panela de ssfwe
T14=BRS1030/ap6s cozimento panela de pressdo; TRS*B830/ antes do
cozimento em micro-ondas; T16=BRS1030/ apds cozioneam micro-ondas).

A unidade experimental foi constituida de trés gapide milho verde.
As analises estatisticas foram realizadas com #i@uao programa estatistico
SISVAR verséao 5.8Build. 77) (FERREIRA, 2000)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As cultivares apresentaram diferengas significatpaa a concentragédo
dos carotenoides nos graos de espigas de milhce.véd Tabela 1 sao
apresentados os teores médios em hguantificados de luteina, zeaxantipa,
criptoxantina, B-caroteno, carotenoides totais e carotenoides pr@#éfa as
cultivares de milho normal e proVA.

A concentracdo de carotenoides dos gréos verdesspigas de milho
expressos enug g (peso fresco) foi considerado como 100% parawdesta

retencao.

Tabela 1 Concentracdo de carotenoides expressqsyegh (base fresca) em
gréos de espigas de milho verde normal e biofoatifd

'Concentracéo de carotenoides
Carotenoides

BRS1030 provA
Luteina 0,91+0,24 1,74+0,38
Zeaxantina 7,18+3,89 7,22+2,18
B-criptoxantina 1,12+0,59 2,22+0,67
B-caroteno 0,71+0,34 1,03+0,54
Carotenoides totais 9,91+4%2 12,20+3,37
Carotenoides proVA 1,27+0,62 2,13+0,79

!Médias seguidas de mesma letra minGscula na liéibadiferem estatisticamente pelo
teste de LSD a 5% de probabilidade (p<0,05).
DP: Desvio padréao

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores do teste &ndlise de
varidncia para as variaveis estudadas. Signifieafimi identificada para a
interacdo tipo de cozimento e processamento e erag#o cultivar X
processamento para a variavel luteina. Para asive#®i zeaxantinaf-
criptoxantina, p-caroteno e carotenoides totais foram detectad@stogf

significativos (p<0,05) da interacdo dos fatoreltivar, tipo de cozimento e
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processamento. Para a variavel carotenoides prodA détectado efeito

significativo na associacao tipo de cozimento xxpssamento.



Tabela 2 Sintese do resultado da analise de vaiéaNOVA) do efeito de cultivar, tipo de cozimenfwocessamento
e sobre as variaveis estudadas

FV GL Quadrado médio

Luteina Zeaxantina f3- B- Carotenoides Carotenoides Umidade

criptoxantina caroteno totais proVA

Cultivar 1 5673,27* 17,27 514,44* 98,70° 17,14 442,26" 488,58*
Tipo de 3 2372,78* 6298,23* 5054,07* 3287,63* 4973,79* 4068 276,16*
cozimento
Processamento 1 329,18® 6722,99* 8660,74* 7402,57* 6553,42* 7454,57* 170%,8
Cultivar x 3 17,76™  602,68* 1460,16* 1657,90* 711,96* 287,42 36,09*
Tipo de
cozimento
Cultivar x 1 5673,27* 17,2% 514,44* 98,70° 17,14 442,26" 95,82*
Processamento
Tipo de 3 2372,78* 6298,23* 5054,07* 3287,63* 04973,79* aam* 180,16*
cozimento x
processamento
Cultivar x 3 17,76" 602,68* 1460,16* 1657,90* 711,96* 287,42 33,01*
Tipo de
cozimento x
processamento

* significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns nao significativo

€6
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Apés o desdobramento da associacdo dos fatoredvacule
processamento aplicou-se o teste LSD a 5% de pliolaale. Observou-se
diferenca na resposta das cultivares submetidasaamentos térmicos quanto
a retencao de luteina em gréos de milho verde. af&l& 3 estdo apresentadas
as médias de retencdo de luteina dos gréos veademulivares estudadas antes

e apds o tratamento térmico.

Tabela 3 Médias de retencao real de luteina (% gdiss de milho verde das
cultivares BRS1030 e proVA antes e apds 0 processanérmico

'Retencao real de luteina (%)

Cultivar Processamento
Milho in natura Milho Cozido
BRS 1030 100,09 83,49+12,72
provA 100,004° 126,98+14,6%

*Médias seguidas de mesma letra mailscula na medomace mintscula na linha, néo
diferem estatisticamente pelo teste de LSD a S5%raleabilidade (p<0,05).
DP: Desvio padréao

Os gréos verdes das espigas de milho normal ngéseagaram reducao
de luteina apés o processamento. Todavia, a auitre® A apresentou aumento
na retencdo real de luteina, porém néao existes&rde carotenoides apds o
processamento. Assim sendo, o aumento na concgotide luteina para a
cultivar proVA, possivelmente, pode ser explicado @alteracdes sofridas pelo
material em func¢é@o do processamento favorecend as&xtracéo da luteina.

Alguns estudos avaliando o conteldo de carotencédesalimentos
reportaram que ha maior facilidade de extracdo car®tenoides apds o
processamento térmico, induzindo a um aumento deeotracdo total de
carotenoides pro-vitaminicos A em relacdo aos eegftescos. Provavelmente,
devendo-se a uma desnaturacdo (desagregacédo) ficiste do complexo
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carotenoide-proteina pds-cozimento (CAMPOS; ROSARIDS5; KHACHIK et
al., 1992; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

Outro fator que pode acarretar o aumento da coragEt de
carotenoides apds o processamento térmico é mdgat de enzimas oxidativas
presentes no tecida naturaas quais estimulam a isomerizacdo e degradacao
oxidativa dos carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001Xomo, por
exemplo, a lipoxigenase, conhecida por -catalisar ndedo indireto a
decomposicdo oxidativa dos carotenoides (HET HOBBER; TIJBURG,
2000). No entanto, durante o processamento térestas enzimas podem ser
inativadas.

Ainda, percebe-se que o tipo de processamentddritema retencao
real de luteina nos graos verdes das espigas te apbs o tratamento térmico.
Na Tabela 4 encontram-se os valores médios dacBiate luteina (%) para os

diferentes tipos de processamento térmico.

Tabela4 Médias da retencdo real de luteina (%) geéms verdes, nos
diferentes tipos de processamentos térmicos apkicad espigas de

milho
'Retencéo real de luteina (%)
Tipo de cozimento Processamento
Milho In natura Milho Cozido
Sem agua em micro-ondas 104700 73,86+15,1%
Com agua em panela de pressio 106,00 92,08+12,4%@
Com agua em panela com tampa 101,00 116,96+10,56°
Com agua em panela sem tampa 109,00 138,06+13,48

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na celumaGscula na linha, néo diferem
estatisticamente pelo teste de LSD a 5% de protabté (p<0,05)
DP: Desvio padréao
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Os graos verdes das espigas de milho cozidas cdaeremnties
tratamentos térmicos tiveram menor retencdo apadentuteina apos cozimento
no micro-ondas, ndo havendo diferenca entre esgmst e a retencdo real
obtida para as espigas cozidas em panela de pré3sé@on, as médias para
retencdo de luteina dos gréos das espigas cozidpareela de pressdo e panela
com tampa, bem como esse e panela sem tampa, féfivadi, indicando
similaridade de efeito desses tratamentos na @&bede luteina. Estes trés
processamentos tém em comum a submersdo das espigdgua durante a
coccéo.

Segundo Chandler e Schwartz (1987) e Lessin, GatigaSchwartz
(1997), a maior biodisponibilidade de carotenoides alimentos é alcancada
guando o cozimento em agua € empregado. Entretap&rda de componentes
sollveis para a 4gua de coccdo pode aumentar i@nefec da extracdo dos
carotenoides (HET HOF; BOER; TIJBURG, 2000). O ¢pederia ter
influenciado na extracdo dos grdos verdes cozidosatamento micro-ondas,
uma vez que nao foi utilizada agua no process@dgho.

Para a variavel zeaxantina, a associacdo dos gatmévar, tipo de
processamento e processamento foi significativaT&lzela 5 sdo apresentados
os valores médios da retencdo de zeaxantina dos g€l milho verde das

cultivares estudadas.
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Tabela5 Médias de retencdo real de zeaxantinad(¥)grdos verdes nas
espigas de milho das cultivares estudadas

'Retencéo real de zeaxantina (%)

BRS1030 royA

Tipo de m

i Milho in
cozimento natura Milho cozido Milhim natura ~ Milho cozido
Semaguaem ., g 26,70+2,018 100,064 50,79+7,818
micro-ondas
Comaguaem 4, gga 24,31+1,81° 100,064 53,78+7,9%
panela de pressao
Com agua em
panela com 100,064 107,631,568 100,064 82,68+5,01"
tampa
Com agua em
panela sem 100,06 134,89+2,18" 100,064 120,87+7,18

tampa

*Médias seguidas de mesma letra mailiscula na celunmGscula na linha, dentro do
fator cultivar, ndo diferem entre si pelo TesteSD), com nivel de significAncia de 5%.
DP: Desvio padréao

Apéds o cozimento no micro-ondas e na panela defodsouve reducao
de zeaxantina nos gréos verdes das espigas de millependente da cultivar.
Diferentemente, o tratamento na panela com tamgenetampa ndo afetou a
concentracdo de zeaxantina em gréos verdes de, inittependente da cultivar.

Para a variavei-criptoxantina, a associacao dos fatores cultiipo, de
cozimento e processamento foi significativa. Na€elalb sdo apresentados os
valores médios da retencao pleriptoxantina nos gréos verdes das cultivares

estudadas.
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Tabela 6 Médias da retencao realpderiptoxantina (%) dos gréos verdes de
milho em espigas das cultivares estudadas

'Retencéo real dg-criptoxantina (%)

Tipo de BRS1030 proVA
cozimento Milho in natura Milho Cozido Milhain natura Milho cozido
Sem agua 100,04° 32,47+4,3% 100,06 37,0122,1%
micro-ondas

Com agua

panela de 100,04% 27,78+1,76°  100,06° 67,08+1,5%
pressao

Com agua em

panela com 100,042 101,98+4,2%*  100,08% 66,79+1,6%
tampa

Com agua em

panela sem 100,00 125,49+3,8%*  100,00% 95,47+1,48

tampa

*Médias seguidas de mesma letra mailscula na celunmuscula na linha dentro do
fator cultivar, ndo diferem entre si pelo TesteSD), com nivel de significAncia de 5%.
DP: Desvio padréao

Assim como a variavel zeaxantina, o processo dedoodas espigas de
milho verde no micro-ondas e na panela de pressdtaram em perdas @e
criptoxantina nos graos das cultivares BRS103fb¥A. Essa tendéncia ainda
foi observada para os graos verdes cozidos dest@autultivar por meio do
processamento em panela com tampa. O processameerganela sem tampa
nao alterou a concentracdo Beriptoxantina nos grdos de milho verde nas
espigas para ambas cultivares.

Apébs o processamento das espigas de gréos verdegtidar BRS1030
nos diferentes tratamentos, a menor reten¢dp-aétoxantina foi observada
para o cozimento em micro-ondas e panela de prességuido do

processamento na panela com tampa. Entretantopar metencao foi observada



99

em graos verdes da cultivar proVA apés o cozimawatanicro-ondas, seguido
pelo cozimento em panela de pressdo e panela compatando havendo
diferenca na retencdo decriptoxantina nas espigas de milho verde cozidas
usando estes dois Ultimos tratamentos.

Para a variavdl-caroteno, a associacao dos fatores cultivar, aione
processamento também foram significativa para posta. Na Tabela 7 sdo
apresentados os valores médios da reten¢cfacdeoteno em graos verdes em
espigas das cultivares estudado antes e apds setametidas aos diferentes

cozimentos.
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Tabela 7 Médias da retencdo real flearoteno (%) dos grdos verdes das
espigas de milho das cultivares estudadas

'Retencéo real dg-caroteno (%)

Tipo de BRS1030 provVA
cozimento ~iho Milho Milho Milho

In natura Cozido In natura Cozido
Sem agua
em micro- 100,04° 29,41+2,0%  100,08° 44,65+2,87"
ondas
Com agua
em panela 100,00% 32,88+4,07  100,06° 97,9545 4%
de presséo
Com agua
em panela 100,002 105,27+3,0# 100,002 58,54+3,2%°
com tampa
Com agua
em panela 100,00% 121,62+5,76* 100,00° 110,99+4, 4P
sem tampa

*Médias seguidas de mesma letra maiGscula na celunmiscula na linha, dentro do
fator cultivar, ndo diferem entre si pelo TesteSD), com nivel de significAncia de 5%.
DP: Desvio padrao

Para os gréos verdes nas espigas da cultivar BRS408s o cozimento
no micro-ondas e na panela de pressao, foi obsemextlicdo dg-caroteno,
enguanto a mesma foi mantida quando aplicado coxamam panela com e sem
tampa. Todavia, houve reducdo [learoteno nos gréos verdes nas espigas de
milho proVA cozidos no micro-ondas e na panela ¢ampa, diferentemente
dos cozimentos na panela de presséo e panelasga. ta

A retencédo real d@-caroteno observada para os grdos em espigas da
cultivar BRS1030 cozidos em micro-ondas e panela pdessdo nao
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apresentaram diferenga, assim como a retencgbcdeoteno apds cozimento
das espigas em panela com e sem tampa. Porémjaesmaédias de retencao
de B-caroteno foram observadas para os dois Ultimtantentos citados. Para as
espigas da cultivar proVA, a diferenca nao foi datana retencdo entre 0s
tratamentos micro-ondas e panela com tampa, e eainela de pressao e panela
sem tampa. Sendo as menores médias de retenc&wvaalasaos dois primeiros
tratamentos citados.

Almeida-Muradian e Penteado (2000) relataram ped#a8-caroteno
em folhas preparadas por coccdo em 4gua fervemtd(Qooninutos ou por 7
minutos em forno de micro-ondas. As perdag-daroteno foram de 21 e 20%
em serralha e 11 e 26% em aipo cozidos convenaiemée € em micro-ondas,
respectivamente. Estas perdas sdo menores comparaoas perdas obtidas
apds 0S mesmos processamentos nas espigas denorithal e proVA. Porém o
tempo de coccdo na agua fervente foi menor, umaquez os materiais
estudados pelos autores requerem um tempo de cowgdmr que as espigas de
milho, e no caso do micro-ondas, diferentementgrégente dissertacdo foi
utilizada agua para coccéo.

Nascimento (2006) encontrou percentuais de retede@ecaroteno
que variaram de 108 10?6, em amostras de batata doce amarela, cozidas
por imersdo em agua e, nas amostras fritas ae/B%.

Campos et al. (2003), apés avaliarem preparacfeggktais cozidos
concluiram que, de uma forma geral, o cozimentagguoa melhor preservou o
B-caroteno em vegetais folhosos, ainda que tenhdm abservadas perdas
préximas a 30%.

Oliveira et al (2007), analisando mandioca amarela mansa cozida po
imersdo em agua, encontraram percentual de retelegioaroteno de 79,80%.
Dentre os métodos utilizados pelos autores, faiergelhor preservou o teor de
B-caroteno.
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Nascimento (2006) encontrou um percentual de rétemeal dep-
caroteno de 102% em abdbora branqueada e secd&a 80

Pesquisas com outros alimentos apontam perdas od#eraides
provocadas pelo cozimento. Pinheiro-Santana €1.888) relataram perdas de
39,87% nos carotendides totais e 22 ¥Prxaroteno de cenouras cozidas por
fervura. Enquanto Bianchini e Penteado (1998) easam perdas de 33,23% no
B-caroteno de piment8es amarel@apsicum annuujrl.), apés 10 minutos a
100 °C.

A interacdo dos trés fatores estudados cultivarzintento e
processamento, também influenciaram a respostaréavel carotenoides totais.
Na Tabela 8 séo apresentados os valores médiostatacdio de carotenoides

totais em gréos verdes das cultivares estudadas.
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Tabela 8 Médias da retencao real de carotenoithss (80) observadas para os
graos verdes das espigas das cultivares de milhdaso

'Retencéo real de carotenoides totais (%)

Tipo de BRS1030 provA

cozimento Milho Milho Milho Milho

In natura Cozido In natura Cozido
Sem agua
em micro- 100,00 29,41+2,08*  100,00% 51,77+4,38°
ondas
Com agua
em panela 100,06* 28,24+2,18"  100,08° 63,26+6,92°
de presséao
Com agua
em panela 100,06® 106,33+2,86¢  100,06° 82,87+5,9%°
com tampa
Com agua
em panela 100,00" 137,77+4,3%  100,06° 113,45+6,4%
sem tampa

*Médias seguidas de mesma letra mailiscula na celunmGscula na linha, dentro do
fator cultivar, ndo diferem entre si pelo TesteSD), com nivel de significAncia de 5%.
DP: Desvio padréao

Apbs o cozimento das espigas do milho verde BRS16&% agua no
micro-ondas e com Agua na panela de pressdo fanaos reducdo de
carotenoides totais nos gréos. De forma contrésigraos de milho cozidos em
agua na panela com tampa apresentou maior reteirgdioando possivel
concentracéo dos carotenoides. Para a cultivarArif identificada perda na
concentracdo de carotenoides apds 0 cozimento gjigae no micro-ondas,
com agua na panela de pressdo e com agua em panetampa, ndo havendo

alterac@o ap6s o cozimento na panela sem tampa.
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O indice de retencéo real de carotenoides totaisqsmdos gréos verdes
em espigas da cultivar proVA cozidas na panela mompa e sem tampa, bem
como os indices de retencdo dos grdos verdes tlmacUBRS1030 apds o
cozimento na panela com e sem tampa foi maior &or \encontrado por
Sant’Ana et al. (1998) para cenouf2afcus carota L), posteriormente, ao
cozimento com &gua sem pressdo 60,13 %. Todaviagréos verdes das
cultivares estudadas, o melhor tratamento parag&tede carotenoides totais
foi 0 cozimento em agua sem pressdo em panela cam ¢ampa.

Percentual de retencdo real de carotenoides to@i93,73% foi
reportado por Oliveira et al. (2007) para mandiao@arela mansa cozida por
imersdo em agua. Este valor é menor aos encontrexsogréos verdes apds o
cozimento das espigas das cultivares BRS1030 efpenl¥ agua na panela sem
tampa, bem como os grdos verdes da cultivar BRS2p88 cozimento em
agua na panela com tampa. Apesar de que a esideilidos carotenoides
depende da matriz do alimento e pode diferir dealio para alimento, mesmo
em se tratando das mesmas condi¢fes de processaynezdtocagem. Por isso,
as condi¢Bes de maxima retengéo variam de um atinpana outro.

A concentragcdo de carotenoides totais nos graakeyatas espigas da
cultivar BRS1030, apés o cozimento em agua na pas&h tampa, pode ser
explicada pela possivel desintegracdo celular apdésatamento térmico,
favorecendo a disponibilidade exposicdo dos caoides aos solventes usados
na extracdo, consequentemente favorecendo a extpack durante a andlise.
Ou seja, a coccdo possivelmente ocasionou a maiantificacdo dos
carotenoides totais ter favorecido a extracdo nast processada, uma vez
que, segundo Campos (2006), o tratamento térmiém ale inativar enzimas
oxidativas desnatura complexos carotenoide-protaixiatente nas células
vegetais. O rompimento das estruturas do complasatenoide-proteina facilita

entdo a liberacdo dos carotenoides durante a daelsta literatura € relatado
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gue a disponibilidade do licopeno é maior em tomptecessados termicamente
em comparacdo com o tomate natura (GARTNER; STAHL; SIES, 1997;
HET HOF; BOER; TIJBURG, 2000; STAHL; SIES, 1992httetanto, a perda
de carotenoides na amostra fresca, catalisadanzimas liberadas durante o
preparo para a analise, a maior extratibilidadertito na amostra processada,
as perdas de 4gua ndo contabilizadas e a lixivided®lidos da matriz para a
agua de coccdo sao fatores que podem levar aosstespaumentos de
carotenoides (RODRIGUES-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN 2008).

Na Tabela 9 estdo apresentadas as médias da ewmgirotenoides
proVA observadas para os grdos verdes nas espigasalddo com o tipo de

processamento antes e apds o processamento térmico.

Tabela9 Médias da retencéo real de carotenoid®é?p(%) observadas para
os graos verdes das espigas de milho das cultigatedadas

'Retenco real de carotenoides proVA (%)

Milho In natura Milho Cozido

Tipo de cozimento
Sem agua em micro- 100,00 36,42+8,08°
ondas
Com agua em panela de 100,00 50,92+4,34°
pressao
Com agua em panela 100,002 104,376,607
com tampa
Com agua em panela seni00,06* 108,60+7,1%
tampa

*Médias seguidas de mesma letra mailiscula na celunmGscula na linha, dentro do
fator cultivar, ndo diferem estatisticamente pealst¢ de LSD a 5% de probabilidade
(p<0,05).

DP: Desvio padréao
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O cozimento das espigas de milho verde em micra®edm 4gua e em
imersdo na agua em panela de pressdo resultou emor metencdo para
carotenoides proVA. Os demais tratamentos nao rafata retencdo desses
carotenoides nos graos verdes em espigas. Seridg assozimento dos graos
verdes das espigas nos outros dois tratamentotapzome e sem tampa, seria o
melhor processo de cocc¢do para que a concentragdcardtenoides com
atividade pro-vitaminica A fosse preservada.

Para a variavel umidade nos graos, significandisdémntificada para a
interacdo dos fatores cultivar, tipo de cozimenprazessamento. Na Tabela 10

sdo apresentados os teores médios da percentagmrddade massa.
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Tabela 10 Médias da percentagem de perda de massgrdbs das espigas de
milho verde das cultivares estudadas de acordo cotipo de

cozimento
'Perda de massa (%)

Tipo de BRS1030 provVA

cozimento Milho In natura Milho Cozido Milhdn natura  Milho cozido
Sem agua er a b a b

. 73,67+0,58 58,51+0,98° 74,78+0,86 60,61+0,57
micro-ondas
Com agua
em panela de 73,22+0,98°  76,72+0,73%  79,20+0,36° 82,89+0,81%
pressao
Com agua
em panela 75,75+0,3%° 67,26+1,97°  76,96+0,4%° 83,02+0,22%
com tampa
Com agua
em panela 71,98+1,85% 65,55+0,68° 77,89+0,10% 78,34+0,47
sem tampa

*Médias seguidas de mesma letra mailiscula na celunmGscula na linha, dentro do
fator cultivar, ndo diferem entre si pelo TesteSD), com nivel de significancia de 5%.
DP: Desvio padréao

Os gréos verdes das espigas de milho da cultiv&1BB0 apresentaram
perda de massa apds cozimento no micro-ondas, goi@ ém panela com
tampa e com agua em panela sem tampa, sendo admaptss 0 cozimento em
agua na panela de pressdo. Todavia, os grdos vealesultivar proVA
apresentou perda de massa apés 0 processamentoicr@ontdas, sendo
conservada apds o processamento na panela sem tmapmentada apds

cozimento na panela de presséo e na panela cora.tamp
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Conforme dados apresentados na Tabela 10, as ®$pigm colhidas
respeitando o padrdo comercial para milho verd&des leitoso), quando os
graos apresentam de 70 a 80% de umidade.

O cozimento no micro-ondas resultou em perda desandss graos
verdes nas espigas de milho, independente da aulide forma contraria, o
cozimento em panela de pressdo para ambas asamstivO cozimento na
panela com tampa e panela sem tampa para os @gndites a cultivar BRS1030
também resultou perda de massa. Entretanto o cowme panela com tampa
para os graos verdes da cultivar proVA resultou ganho de massa ja o
cozimento sem tampa néo alterou o teor de umidasigmdios.

Nas Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 estdo ap@ios 0s
cromatogramas dos carotenoides das cultivares BRSA@roVA resultante do

processamento térmico.
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4 CONCLUSAO

a)

b)

c)

d)

Os graos verdes das cultivares de milho BRS1030 sintético
proVA apresentam semelhanca no perfil de carotespidendo
Zeaxantina o principal carotenoide presente.

Em graos verdes da cultivar BRS1030, o cozimensoedpigas sem
agua no micro-ondas e com agua em panela de pressilta em
reducdo dep-caroteno, sendo as retencdes iguais a 29,41 892,8
respectivamente. Para a cultivar proVA a retemigiiycaroteno em
gréos verdes em espigas cozidas sem agua no omdes e com
agua em panela com tampa séo, respectivament®%44 58,54%.
Independente da cultivar, ocorre reducdo na coraEd de
carotenoides precursores da vitamina A e carotenoidtais nos
grédos verdes ap6s o0 cozimento das espigas em ondas e em
panela de pressdo. Ainda para a cultivar proVA recperda na
retencdo de carotenoides totais ap0s 0 processamipanela com
tampa.

Para preservacdo dos carotenoides os melhoresnératizs, de
acordo com as condi¢cdes estudadas no presentdhtrabao:
cozimento na panela com tampa e panela sem tampa.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados de retencéo de carotenoides em graossveedenilho do
biofortificado com precursores de vitamina A, eaflm no processamento
minimo e nos diferentes tipos de tratamentos té&snjgsoderdo auxiliar os
programas intervencionistas que desejam utilizanilbo verde na dieta de

populagdes que sofrem de hipovitaminose A.
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