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RESUMO

Tendo em vista que a cultura do milho tem grande importincia econdmica
e que 0 Oleo pode ser considerado uma fragio nobre deste cereal, a composicio lipidica
de uma nova cultivar de mitho, duplo mutante denominada Nutrimaiz, foi estudada
comparativamente em relagdo aos seus progenitores Opaco e Pajimaca, bem como em

relacdo ao milho Normal.

Os lipidios foram extraidos da farinha de milho integral. As variedades

Nutrimaiz e Pajimaca apresentaram teores mais elevados de lipfdios em relagéo as demais.

Determinou-se na fragdo lipidica de cada variedade os indices de refracéo,
iodo, saponificagio, teor de matéria insaponificdvel, tocoferdis totais, carotenséides, por-
centagem de {6sforo e fostolipidios, cor, composi¢io em 4cidos graxos. A composicio
trigliceridica foi determinada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e por dois métodos estatisticos de cédleulo, “Random” e “1,3-Random 2-Random”. Efe-
tuou-se ainda a separagio, identificagdo e quantificagio de classes de lipidios através de
TLC-FID das quatro variedades, técnica esta rdpida, de relativa simplicidade e de facil

quantificacio.

As variedades estudadas apresentaram f{ndice de refracgio
na faixa de 1,4703 e 1,4710 e o teor de matéria insaponificavel compreendido entre 3,07
¢ 4,72%, sendo que o Nutrimaiz apresentou o0 menor valor em ambos o0s casos. O {ndice
de saponificacdo encontrado variou de 187,01 a 190,55 mg de KOH/1(00g de amostra, onde
o Nutrimaiz situou-se com valor muito préximo ao do seu progenitor Pajimaca, 189.91. O
indice de iodo variou entre 119,28 ¢ 122,57 gl2/100g de amostra, com a variedade
Nutrimaiz apresentando o valor de 120,70. A cor esteve na faixa de 101 a 551 e os teores
de carotendides na faixa de 23,62 a 36,17 ppm com o Nutrimaiz apresentando um valor
- intermedidrio em ambos 0s casos, de 216 para a cor e 30,00 ppm para os carotendides. As
porcentagens de fosforo se mantiveram entre 0,0866 e 0,0950 sendo que o Nutrimaiz
apresentou o mator valor. Quanio aos teores de dcidos graxos saturados, o Nutrimaiz
apresentou teor proximo da variedade Opaco, enquanto que o teor de monoinsaturados

foi similar a variedade Pajimaca. No entanto, para o teor de polinsaturados, o Nutrimaiz



apresentou valor médio entre o Opaco e o Pajimaca. f§ sitosterol foi o esterol predomi-
nante nas quatro variedades, sendo que o Nutrimaiz apresentou o menor teor desse esterol

dentre as variedades analisadas.

Quanto ao perfil de trigliceridios, observa-se que a expectativa estatistica,

seja levando em conta uma distribui¢do “Random”, quer considerando uma distribuicio

“1,3-Random 2- Random”, se aproxima com boa correlagio dos resultados experimentais
obtidos por CLAE. Em todos os casos o trigliceridio predominante é o oleoildilinoleina

(OLILI), prevalecendo os insaturados. A variedade Nutrimaiz apresentou um teor de

trigliceridios saturados inferior ao encontrado em seus progenitores.
Nas quatro variedades houve predominincia de fosfatidilcolina, sendo que

o teor deste fosfolipidio no hibrido Nutrimaiz foi detectado muito préximo do nivel

existente na variedade Pajimaca.

I



SUMMARY

Considering that maize cultivation has a big economical importance and
that the oil can be considered a noble component of this cereal, the lipid composition of
a new maize cultivar, 2 double mutant denominated Nutrimaiz, had been studied compa-

ratively to its progenitors Opaque and Piramex, as well as in relation to normal maize.

The lipids were extracted from integral maize kernel flour. The varieties

Nutrimaiz and Piramex presented higher lipid contents than the Opaque and Normal corn.,

In the lipid fraction of each variety following properties were determined:
refractive, iodine, saponification indexes; The percentages of unsaponifiable matter, total
tocopherols, carotenoids, phosphorus and phospholipids; colour and composition in fatty
acids. The triglyceride composition was determined by means of high efficiency Hquid
chromatography (HPLC) and by two statistical calculation methods, “Random™ and
1,3-Random 2-Ramdom. The separation, identification and quantification of the lipid
classes werw also accomplished by means of TLC-FID, a fast, relatively simple and of easy

quantification technique,

The varieties studied presented a refractive index in the range of 1.4703 and
1.4710 and the unsaponifiable matter content ranged from 3.07 and 4.72%, with Nutrimaiz
presenting the lower vatue in both instances. The saponification index ranged from 187.01
to 190.55mg of KOH/1(0g of sample; Nutrimaiz’s value, 189.91, was very close to that of
its progenitor Piramex. The iodine index ranged from 119.28 to 122.57 gl2/100g of sample,
with the variety Nutrimaiz presenting the value of 120.70. The colour ranged from 101 a
551 and the carotenoid content from 23.62 to 36.17ppm, with Nutrimaiz presenting an
intermediate value in both cases, 216 for colour and 30.00 ppm for the carotenoids. The
phosphorous percentage varied from 0.0866 to 0.0950 and Nutrimaiz presented the
highest value. As to the saturated fatty acids, Nufrimaiz’s content was close to that of the
variety Opaque; monoinsaturated acid level was similar to that of the variety Piramex. The
polyunsaturated content of Nufrimaiz, however, was situated between those of the Opa-
que and the Piramex. B sitosterol was the prevailing esterol in all four varieties, and

Nutrimaiz presented the lowest content of this estero} among the varieties analysed.

HI -



As to the triglyceride profile, it was noticed that the statistical expectation,
either considering a Random distribuition or a “1-3-Random 2-Random” distribution,
aproached the experimental results obtained by HPLC with a good correlation . In all
cases the prevailing triglyceride is the oleoildilinolein (OLILI), with a predominance of
the unsaturated. The variety Nutrimaiz presented a content of saturated triglyceride

inferior to that found in its progenitors.

. In all four varieties there was a predominance of fostatidileolin, and the
content of this fosfolipid in the hybrid Nutrimaiz was very close to that found in the variety

PirameXx.

v



1. INTRODUCAO

_ O mitho vem desempenhando, através dos tempos, um papel importante na
alimentaciio do homem, tendo constituido a dieta bdsica de vdrias civilizagées como a dos
Incas, dos Mayas e dos Astecas. Atualmente, este cereal € muito difundido, € sua aceitagio
se deve principalmente ao ficil cultivo e ao bom rendimento, além do que o milho é capaz
de desenvolver-se em diferentes regides e sob condicoes bastante adversas. B considera-
do o cereal que maior nimero de produtos industrializados apresenta, sendo largamente
empregado na alimentacdo humana e animal, devido ao seu alto contedido de carboidratos,
principalmente amido, ¢ a presenga de outros nutrientes como proteinas, lipidios e
vitaminas. Energia é obviamente um requerimento nutricional muito importante e esta é
uma das razdes pela qual 0 milho € largamente empregado na alimentagéo. O significativo
aporte energético que o milho proporciona decorre, de um lado, do elevado teor de amido
facilmente digerivel,de outro, pelo baixo custo. Isso o coloca a frente de todos os outros

cereais.

A importincia deste cereal ndo se restringe apenas & grande produgio
mundial, mas também ao papel sOcio-econbémico que representa. Constitui-se numa
matéria-prima bésica, de inestimdvel valor, para uma expressiva série de produtos indus-
trializados, movimentando grandes complexos industriais onde mithares de empregos séo

gerados.

O Brasil, ocupa uma posi¢éo de destaque no cendrio mundial em termos de
producio de mitho, detentor de aproximadamente 4,5% da producio global (terceira
maior produgio de acordo com a FAO, 1986). Contudo, 0 milho € ainda pouco consumido
pela populagio brasileira, sendo sua utilizagdo bem mais expressiva na alimentacéo
animal, Entretanto, o mitho é uma das culturas que vém sendo muito estudada recente-
mente, tanto do ponto de vista de sua constituigio genética, quanto de sua composi¢io
quimica e valor nutricional. A importincia dessa cultura tem motivado a realizacio de
pesquisas que visam a obtencdo de cultivares que apresentem maior rendimento por drea
plantada, maior rendimento de graos em relaciio ao riquis (sabugo), maior resisténcia ao

ataque de pragas ¢ doengas, além de valores nutricionais mais elevados.



As pesquisas sobre melhoramento genético da qualidade nutritiva do milho
foram intensificadas a partir da descoberta de genes que afetam a sintese de prdtefnas no
endosperma das sementes, genes estes capazes de aumentar os teores de lisina e triptofano
no grio. |

Existe também uma preocupagdo em se obter cultivares que possuam altos

teores de agiicares soltveis no endosperma do grio.

A combinagio de mutantes que alteram a composi¢do da protefna, com
aqueles que modificam a composi¢io de carboidratos se potencializam, num efeito
sinergistico, resultando no incremento do valor nutricional, representado porum aumento
ainda maior nos teores de lisina e triptofano, associado ao beneficio determinado pela

presenca de polissacarideos e agucares soldveis (MISRA et alii, 1975; SILVA et alii, 1978).

O presente trabalho teve como objetivo o estudo comparativo da composi-
cio lipidica de uma nova cultivar de milho, o Nutrimaiz, com a dos seus progenitores
Opaco e Pajimaca, e a do mitho comum, visando conhecer até que extensdo mudangas no

componente lipidico foram causadas pela influéncia dos genitores.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Producio e consumo de milho

O milho (Zea mays, Linneus) estd classificado como uma planta monoco-
tiledOnea, mondica, pertencente a familia das gramineas (INGLETT, 1970a; MINISTE-
RIO DO INTERIOR, 1974). Considera-se este cereal como origindrio do México e da
América Central, tendo sido um alimento basico das antigas civilizagdes Maya, Azteca e
Inca, que povoaram o hemisfério ocidental (INGLETT, 1970b; FANCELLI, 1981).

2.1.1. Producao

Atalmente, o milho constitui-se num dos mais importantes cereais culti-
vados no mundo, sendo suplantado em produgio apenas pelo trigo e arroz (ROSEN-
THAL, 1988).



A produgio mundial da safra 1990/91 (ano comercial de outubro/90 a
setembro/91) deverd atingir 470,4 milhdes de toneladas, com incremento de 2,2% em
relagéo & t.empomda anterior, de acordo com previsoes do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA), divulgada em 10/08/90.

‘ A produgio brasileira de milho na safra 1989/90, foi prevista pela Fundacéo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em junho, em 22 milhées de
toneladas, sendo a regido centfo—sui do pais responsdvel por 92% da colheita nacional.
Embora nio seja possivel quantificar, pode-se prever no momento uma expansio na drea
plantada de mitho em toda a regido centro-sul, inclusive em Sdo Paulo. A previsio do
governo, de aumento de 14% da produgio em relagdo a safra 1989/90 (22 milhoes de
toneladas), significa um volume a ser colhido de 25 milhoes de toneladas, segundo as
informagoes econdmicas do Progndstico Agricola 1990/91 do governo do estado de Sio
Paulo, de 1990.

O Brasil, apesar da elevada produgio, apresenta baixo indice de produtivi-
dade agricola, mas € a cultura mais extensamente cultivada no territério nacional (RO-
SENTHAL, 1988).

2.1.2, Consumo

O consumo mundial em 1990/91 deverd manter-se no nivel anterior 475,1
milhées de toneladas conforme progndstico agricola 1990/91 do governo do estado de Sdo
Paulo 1990,

Ao contrdrio do que ocorre no Brasil, o milho € o principal ingrediente na
dieta de uma grande parcela da populacio mundial (ROSENTHAL,‘1988), sendo o
México, a América Central, a América Latina e a Africa as principais regides de maior

consumo “ per capita ” de milho.

- Os principais pafses latino-americanos consumidores de mitho sio: Guate-
mala, México, Nicaragus, El Salvador, Honduras, Coldmbia, Venezuela e Bolivia, onde o
consumo didrio oscila entre 120 € 350 gramas por habitante.O consumo “per capita ™ de
milho no Brasil se situava, entdo, segundo 0s mesmos autores, em torno de 100 gramas
por dia (ROSENTHAL, 1988).



a) Formas de consumo

O mitho consumido diretamente na alimentagio humana, no Brasil, &
empregado em diversos tipos de culindria, que podem ser genericamente enquadrados

‘em duas categorias bdsicas: a culindria do milho verde e a culinéria do milho seco.

Na culindria do milho verde sdo empregados grios colhidos em determina-
do ponto da fase leitosa de maturagiio do grio. J4 na culindria do milho seco, por outro
lado, séio empregados grios colhidos no estagio farindceo de maturagio, 50 a 80 dias apés
o florescimento, dependendo do cultivar considerado (MINISTERIO DO INTERIOR,
1974).

Nos paises industrializados, o mitho seco para consumo humano € proces-
sado por inddstrias que utilizam processos sofisticados de moagem por via seca (“dry-
milling”) ou por via imida (“ wet-milling ) (INGLETT, 1970b) enquanto que, em pafses
em desenvolvimento, a matéria prima ainda € processada em rmuitos casos por métodos
tradicionais ¢ limitados, envolvendo operages de torrefagio e moagem dos grios (MI-
NISTERIO DO INTERIOR, 1974).

2.2. Composicio Quimica e valor nutricional do milho

2.2.1. Milho Normal

A composi¢do quimica domilho varia de acordo com o gendtipo do cultivar
utilizado, com o tipo de solo, clima, disponibilidade de nutrientes para a planta no estdgio
de maturacdo do grao (FANCELLI, 1981).

O milho normal seco € um alimento com baixo teor de proteinas ¢ alto teor
de carboidratos,o que faz com que o milho, como todos 0s cereais, seja considerado uma
excelente fonte calérica (BRESSANI, 1972). O principal carboldrato encontrado no
milho € o amido, que perfaz mais de 70% do grio, sendo 27% do amido composto por

amilose e 73% composto por amilopectina.



Os lipidies constituem outro importante componente do milho, perfazendo
cerca de 5% do grao, 85% dos quais sdo encontrados no germe (HAUMANN, 1985).

O teor de proteinas se situa em torno de 10%, sendo a maior parte localizada

no endosperma.

Com relagao a qualidade nutricional, a- maior limitacdo apresentada pela
proteina do milho normal € a deficiéncia dos aminodcidos lisina e triptofano, decorrente
do alto teor de proteinas da classe prolamina (soltveis em solugio aquosa de etanol)
perfazendo cerca de 50% da protefna total do grio. As prolaminas, sio também conside-
radas de baixa digestibilidade para os animais monogastricos, determinando o baixo valor

nutricional da fracdo protéica do milho Normal.

Quanto aos componentes minerais, o milho apresenta teores de potdssio e
féstoro na faixa de 0,35% como elementos minerais mais abundantes e baixo teor de
célcio, aproximadamente (L,03% (MERTZ, 1970).

Finalmente, com relagdo as vitaminas, enquanto o mitho amarelo pode ser
considerado uma fonte razodvel de pré-vitamina A, proporcionando umvalor de vitamina
A de apmximadamente 490 Ul por 100 gramas, o milho branco praticamente nfo tem
atividade dessa vitamina (MERTZ, 1970). Essa diferenca se deve apresencga de carotenos,
pigmentos pertencentes i classe dos carotendides, e precursores da vitamina A, cerca de
22 mg/Kg no mitho amarelo e que inexiste no mitho branco. Deve-se salientar que parte
dos pigmentos carotendides presentes no mitho amarelo pertencem a outra categoria de
substincias que ndo a dos carotenos, contribuindo para coloracio dos grios amarelos
embora sem atividade vitaminica (WRIGHT, 1987).

Além da presenga da pré-vitamina A, milho amarelo e branco possuem
certa quantidade de vitamina E, correspondente a cerca de 1,6 Ul por 100 gramas de milho
normal seco (CONTRERAS-GUZMAN et alii, 1982). J4 as demais vitaminas lipossoli-
vels estdo presentes em pequenas quantidades (MERTZ, 1970). | '

A finica vitamina hidrossoliivel ndo detectada no milho é a vitamina B-12
(WRIGHT, 1987).



2.2.2 Milho Opaco ¢ Pajimaca

Através dos anos, pesquisadores tém procurado melhorar a qualidade da
proteina do milho. Aproximadamente hd vinte anos um grupo da Universidade de Pardue
nos Estados Unidos liderado por MERTZ e NELSON fez um relato sobre a descoberta
do gene opaco-2, capaz de modificar a qualidade da protea’na do endosperma do milho
(MERTZ et alii, 1964). O gene opaco-2 € um gene mutante recessivo para endosperma,
contido no cromossoma 7 que confere a semente de milho uma textura farindcea, ou seja,
o endosperma ¢ do tipo macio ¢ ndo se apresenta translicido como um grao normal,

mostrando alta opacidade num exame contra a luz.

MERTZ et alii (1965) verificaram que a intredugio do gene 02 em uma
linhagem de mitho acarretou em aumento de aproximadamente 69% de lisina. O aumento
em lisina no mitho contendo o gene 02 se deve primariamente a redugdo da fragiio protéica
solivel em dicool, a zefna, com consequente aumento nas frages albumina, globulina e
glutelina (MOSSE et alit, 1966).

Em decorréncia de suas qualidades protéicas superiores, o mitho Opaco
tem sido recomendado para alimentacdo humana e animal. Ratos e porcos alimentados

com mitho Opaco engordam até 509% mais que os alimentados com miiho comum.

Outro gene que afeta a composigdo quimica dos graos € o su (“sugary™).
Este € responsdvel pela formagdo de endosperma rico em aglicares, gerando grios muito
apreciados pelo seu sabor delicado e adocicado, principalmente no estégio de milho verde
ou leitoso. Denominado Pajimaca, o milho portador do gene su € muito utilizado na
alimentagao humana nos EUA, tanto “in natura”, como enlatado, Quando seco apresenta
cristalizaciio dos aglicares do endosperma, seus graos tornam-se enrrugados e o endos-

perma vitreo.

Certas combinagbes duplas e triplas desses vérios genes resultam em alte-
raghes favoraveis na composigio quimica das sementes,podendo ser exploradas pelas

inddstrias de éleo, amido, dextrose, ragio, mitho verde, etc.



2.2.3 Nutrimaiz

MERTZ et alii (1964) e NELSON et alii (1965) descobriram que os genes
opaco-2 (02) e floury-2 (fi2) atuam na modificagio das proteinas do endosperma do
~milho, diminuindo o teor de zeinas e aumentando o teor das fracies albumina, globulina
e glutelina. A partir destas observages, foram constatados os aumentos nos teores de
lisina e triptofano { SGARBIERI et alii, 1977; SCHONHAUS e SGARBIERI, 1983) e
muitos autores incrementaram pesquisas com vistas A obtenciio de cultivares de valor

nutricional mais alto.

O desenvolvimento da variedade Nutrimaiz, resultante do cruzamento
entre 0 milho Opaco e Pajimaca tem sido estudada extensivamente em Campinas por da
SILVA et alit e SGARBIERI et alil. Estes tiltimos autores detectaram valores nutricionais

elevados no Nutrimaiz comparativamente ao milho Normal e parentais Opaco e Pajimaca.

A andlise da composigio quimica revelou que na maioria dos hibridos o teor
de lipidios totais € semelhante ao parental Pajimaca. Esta constatacdo satisfaz dados
obtidos em publicagoes anteriores as quais sugerem que ¢ gene opaco-2 tem reduzida
influéncia no teor e na composigio de dcidos graxos (CONTRERAS-GUZMAN, 1982).

Uma caracterfstica tipica dos hibridos é verificada pelo aumento rédpido do
tamanho do germe vinte e quatro dias apds polinizacio detectando-se teor de lipidios

semelhante ao do milho comum completamente maduro.

2.2.4 Dados comparativos da composicio centesimal das varie-
dades de milho Nutrimaiz, Pajimaca, Opaco ¢ Normal

Segundo SGARBIERI et alii (1982) a composiciio centesimal das quatro
variedades de milho em questdo,no estdgio maduro, 60 dias apds polinizacdo, é mostrada

na Tabela 1.



Tabela 1: Composigao centesimal de 4 cultivares de milho 60 dias dpos

polinizagéo

DETERMINAGAO MILHO
NORMAL PAJIMACA OPACO NUTRIMAIZ

‘Umidade (%) - 7,8 8,9 8,2 10,6
Partes do grio (1) '
Endosperma 73,7 75,3 812 70,9
Germe 9,7 13,5 12,7 18,8
Pericarpo 6,6 11,2 6,1 10,6
Componentes (1)
Proteina bruta 10,3 11,2 10,1 14,0
NNP (2) (% N x 6.25) 0,8 1,1 0,9 2,2
Cinza L5 1,6 1,3 1,6
Lipidios totais 50 81 5,6 8,5
Aclicares totais 33 6,0 3,1 55
Aglicares redutores - 0,5 14 1,4 0,9
Fibra crua 1,6 2,3 1,6 32
Polissacarideos (3) 78,3 70,8 78,3 70,2

(1)= Base seca (2) = Nitrogénio nfo protéico (3)= Por diferenca
2.3 Lipidios do mitho

2.3.1 Extracao

O-milho comum contém aproximadamente 5% de 6leo, sendo que 85%
deste se concentra no germe (HAUMANN, 1985).

Por causa da riqueza em matéria graxa, o germe deve ser removido durante
o preparo do amido, ¢ vem a constituir um sub produto da indastria de derivados de milho.
Para as fabricas de fubd, canjica e farinha de miltho, a venda do germe chega a proporcionar

maior lucratividade do que os produtos que ddo nome 4 indastria.

O 6leo de milho é usado, domesticamente, como 6leo de cozinha e de mesa,



em panificacio, na fabricacio de maionese, de sabdo, de produtos farmacéuticos e em
indistrias téxteis. Ele é rico em dcidos graxos insaturados, com alto teor de dcidos linoléico
e oléico. Devido ao seu valor nutricional, tem grande procura e torna-se mais importante
do que o proprio amido de milho. Este fato tem despertado interesse pela selegdo de

cultivares com germes grandes e ricos em dleo.

Apesar do valor do 6leo, ele nfo & obtido nas indistrias de amido. Sua
extracdo ¢ feita em fabricas especialmente projetadas para tanto, com capacidade de
operar 2000-3000 toneladas de germe por dia (FANCELLI, 1981).

Os processos mais extensamente utilizados para a extragdo do 6leo de
milho, sdo os de extragiio direta com solvente, de prensagem continua (expeller) e de
pré-prensagem seguida de extragio com solvente, a partir do germe obtido quer por “dry-

milling” ou por “wet-milling”.

O germe proveniente de moagem timida possui alta porcentagem de éleo
(cerca de 50%) e & processado pela combinagiio de extragio mecénica e solvente. Na
prensagem (expeller) o contelido de 6leo na torta € reduzido a uma porcentagem de
20-25% e em seguida, pela extracio por solvente a uma porcentagem de 1,5%. A maioria
das indistrias por moagem Gmida utilizam este processo, embora existam algumas indis-
trias que recuperam o 6leo apenas por prensagen. O 6leo bruto obtido pela prensagem
é mais escuro do que o obtido pelo processo combinado pré-prensagem e solvente, mas
ambos, por refinacgéio, geram idéntico produto final (MINISTERIO DO INTERIOR,
1974).

Com a proposicio de urma nova tecnologia para fabricacfio de farinha de
milho integral desengordurada, pela trituracdo do milho inteiro, subsequente laminagéo
.e posterior tratamento com solvente, pode ser conseguido um aumento substancial da
producio de 6leo de milho, além dos beneficios para a produgéo de farinha panificdvel.
Segundo FANCELLI (1981) esta nova tecnologia aumenta o rendimento em éleo em48%
ou mais. O aumento do 6leo decorre do fato de se extrair a percentagem da gordura que

existe no endosperma, além do que naturaimente € encontrado no germe.

Normalmente a inddstria viiliza hexana para extracdo do 6leo de mitho,

contudo em laboratério,o estudo dos componentes lipidicos requer uma extracio mais



exaustiva que pode ser realizada com outros sistemas de solventes como por exemplo
cloroférmio-metanol, benzeno-etanol-dgua, ou butanol saturado com dgua. O endosper-
ma do mitho apresenta baixo teor de lipidios complexos, de natureza polar, que nio sdo
facilmente extraidos com solventes como hexana e éter de petrdleo, em contraste com 0s
lipidios do germe de natureza apolar (JELLUM, 1971).

Lipidios ocorrem nos tecidos em variadas formas fisicas. Os lipidios simples
540 sempre a maior parte dos lipidios armazenados nos tecidos, de onde sio extraidos com -
relativa facilidade. Por outro lado, os lipidios complexos sdo usualmente constituintes das
membranas, onde ocorrem associados com outros compostos como proteinas ¢ polissa-
carfdeos e, por causa desta interagdo, ndo sho facilmente extrafdos. Geralmente, lipidios
estdo ligados aos outros componentes celulares através de forgas hidrofobicas ou de Van

der Waals, por pontes de hidrogénio ou iénicas.

Para a extragdo dos lipidios dos tecidos, é necessdrio encontrar solventes
que dissolvam os lipidios e vengam as interagGes entre estes € o tecido matriz. Vérios
solventes ou combinagoes de solventes tem sido sugeridds para extrair hipidios. A maioria
dos pesquisadores utilizam cloroférmio- metanol (2:1}, com dgua como componente
terndrio no sistema (CHRISTIE, 1989).

Trabalhos realizados anteriormente por CONTRERAS-GUZMAN e
STRONG III (1982), SGARBIERI et alii (1982), MACHADO (1988) e SCHONHAUS
(1980), com variedades de mitho Normal, Pajimaca, Opaco e Nutrimaiz apresentaram os

teores de lipidios mostrados na Tabela 2 através de diferentes métodos de extracio.
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Tabela 2: Porcentagem de lipidios das variedades de milho Normal,
Opaco, Pajimaca e Nutrimaiz.

VARIEDADE LIPIDIOS (96)
A B c* D
Normal  se2 5,00 480 500
Opaco 6,00 5,60 4,60 6,40
- Pajimaca 9,14 8,10 5,80 8,00
Nutrimaiz 9,15 8,50 4,80 9,30

A CONTRERAS-GUZMAN et alii (1982).
B SGARBIERI et alii (1982).

C MACHADO (1988) * % base seca,

D SCHONHAUS (1980).

2.3.2 Caracteristicas

As caracteristicas do 6leo de milho sido apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas do oleq de milho (SWERN, 1879)

CARACTERISTICAS VALOR
fndice de Iodo (g 12/100g amostra) 103-133
fndice de Saponificacio (mg KOH/g amostra) 187-193
fndice de Refragio (25 °C) 1,470-1,474
Densidade (25°C) ©0,916-0,921
Matéria insaponificivel(%) : 0,8—2,'9
Tiwlo (° C) 14-20

i1



a) Acidos graxos

A quantificagfio rotineira de 4cidos graxos é realizada através cromatografia
gas-liquido apds conversio em ésteres metilicos. Colunas empacotadas, em geral de
poliester, como DEGS (Dietilenoglicol succinato) sao frequentemente usadas com boa
eficiéncia. Colunas capilares, exigindo equipamentos mais sofisticados, vém sendo empre-

gadas apenas em laboratdérios com maiores recursos.

O emprego do 6leo de mitho na alimentaciio humana tem side muito
favorecido pelo fato do mesmo possuir um elevado teor de dcidos graxos polinsaturados,
que reduzem o nivel de colesterol do sangue e exercem influéncia benéfica nas alteragoes
vasculares. Esta concepgdo ndo € sem contestagdo, mas sua validade fol comprovada por
inimeras experiéncias em animais e por observagdes clinicas e epidemioldgicas, isto é,
por experiéncias feitas em grandes contingentes populacionais como atesta ¢ “Anti-Coro-
nary Club Study” (ROHR, 1981).

O 6leo de mitho € rico em dcido linoléico, aproximadamente 59% e apre-
senta baixo nivel de dcido linolénico (menos de 1,5%), que ihe confere boa estabilidade

oxidativa.

A composigio em dcidos graxos do 6leo de mitho Normal e das variedades

Opaco, Pajimaca e Nutrimaiz € mostrada na Tabela 4.
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Tabela 4. Composigdo em &cidos graxos da fragéo lipidica de 4
variedades de milho -

VARIEDADE DE MILHO
% AC., GRAXO NORMAL OPACO PAJIMACA NUTRIMAIZ

1 2 12 1 2 1 2
C16:0 13,4 150 13,4) 4,1 13,8 13,2 13,7 126
C18:0 28 1,9 20 1,2 30 20 24 19
C18:1 355 24,1 32,2 31,9 333 349 349 36,3
C18:2 46,8 556 51,4 51,7 483 485 473 47,7.
C18:3 1,1 21 69 1,0 L1 1.2 1,3 1,3
C20:1 05 - 64 - 05 - - -

1 SGARBIERI et alii (1982).
2 CONTRERAS (1982).

b) trigliceridios

Nos trigliceridios os dcidos graxos apresentam-se esterificados com as

hidroxilas dos carbonos 1, 2 e 3 da molécula do glicerol.

Ao longo dos anos, indmeras investigagbes tém acumulado informacgées
quantitativas relacionadas a composi¢io trigliceridica e, a partir delas, t&ém-se tentado
distinguir determinados padrdes da distribui¢do dos dcidos graxos nas posi¢ies 1,2 e 3 do

glicerol.

Pensou-se, a principio, que as gorduras naturais fossem misturas de apenas
trighiceridios simples, ou seja, por exemplo, que todo 4cido estedrico ocorresse como
triestearina e todo 4cido oléico como trioleina. E a teoria do “mono-4cido”, hoje comple-

tamente abandonada.

A teoria da distribuigiio uniforme (“even distribution”™) surgiu do trabatho
de HILDITCH e WILLIAMS (1964), que acumularam dados suficientes para demons-
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trar que 0s 6leos e gorduras naturais sdo formados, na maior parte, de trigliceridios mistos.
A teoria de HILDITCH e WILLIAMS forneceu a base para todas as investigacoes
subsequentes. Andlises detathadas de estruturas trigliceridicas s6 se tornaram possiveis
com a descoberta de lipdlise especifica e do desenvolvimento da cromatografia de camada

delgada e cromatografia gas-liquido.

A teoria da distribuigao casual, “random distribution”, estabelece que 0s-
&cidos graxos componentes se encontram distribuidos ao acaso, estatisticamente, entre as
trés posi¢oes da molécula do glicerol. O teor de determinado trigliceridio é caleulado com
base no teor de 4cidos graxos constituintes. Em oposigio & aceitagiio geral destd teoria
tem-se duas importantes observacdes: o teor de trigliceridios completamente saturados
ndo equivale ao teor pré-estabelecido na teoria e segundo, como demostrado por hidrdlise
enzimdtica, que as proporgies de dcidos ligados na posicio 2 do glicerol sio diferentes
das proporcoes de &cidos totals na gordura. Além disso, foi reconhecido que, a respeito
da natureza dos &cidos graxos-constituintes, as posigdes 1- ¢ 3- do glicerol sdo estereoqui-

micamente diferentes.

Estas observaghes levaram ao conceito da chamada distribuicio casual
restrita (VANDER WAL 1960), que nfio constitui propriamente uma teoria mas traduz,
antes, por tentativas de englobar as discrepéncias relativas a teoria da distribui¢do casual,

ndo restrita.

A composicdo triglicerfdica de um éleo ou gordura seré calculado de acordo
com uma distribuicio 1, 2, 3-casual quando sé contar com a composicio total dos dcidos
graxos (KAUFMANN e WESSELS, 1964); serd calculado de acordo com a distribuigio
1, 3-casual 2- casual quando a metodologia resultar no estabelecimento da composigéo
dos dcidos graxos na posicdo 1,3 e na posigdo 2 e, finalmente, serd calculado de acordo
com uma distribuigio I-casual 2-casual 3~casual quando se puder dispor da composicido
dos 4cidos graxos para cada posi¢do da molécula trigliceridica (BROCKFERHOLKTF e
YUKORWSKY, 1966).

O estabelecimento da estrutura trigliceridica e da contribui¢iio de cada
espécie molecular para a mistura total requer extensas manipulacdes algébricas, sobretu-
do devido 4 incapacidade atual de se separar e medir as espécies em uma finica operacio

analitica.
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Cromatografia liquido-sélido usando colunas empacotadas com 4cido sili-
cico tem sido amplamente empregada para separagdes gliceridicas. Os componentes
triglicer{dicos podem ser separados dos digliceridios e dos monogliceridios através da
elui¢do com misturas 95:5; 75:25 ¢ 20:80 de hexana:éter etlico (SINSEL et afii, 1975).

'Cromatografia de camada delgada utilizando silica gel impregnada com
nitrato de prata, tem sido empregada para separar trigliceridios de acordo com o grau de
insaturagio (VRIES, 1962, 1964; ROEHM e PRIVETT, 1970), contudo, uma molécula
com quatro insaturagdes, por exeraplo, pode ser constituida por diversas combinacées de
trés diferentes dcidos graxos, com diferentes graus de insaturagbes. Assim a metodologia
apresenta sérias limitagdes que podem ser agravadas por uma resolugdo insatisfatéria

entre as bandas.

A cromatografia gés-liquido (CGL) separa trigliceridios de acordo com o
nimero de carbonos (NC) e inmeros trabalbos tém sido publicados nesta drea (KUKSIS,
1976). A semethanca do que ocorre com a téenica de argentacdo obtem-se de componen-
tes com igual NC, os quais deverdo ser de novo submetidos a um processo de separagéo.
A combinagio das duas téenicas, (LITCHFIELD et alii, 1965; JURRIENS ¢ KROESEN,

1965), melhora a separagiio mas é tediosa e os calculos sdo complicados.

Nos @iltimos anos vém sendo demonstradas as vantagens de se usar colunas
capilares para andlise gds-cromatografica de trigliceridios (GROB et alii, 1980; D ALON-
Z0O et alii, 1981).

Mais recentemente, D’ALONZO et alii (1982) descreveram técnicas na
qual amostras de 6leo sio analisadas por cromatografia de gds com coluna capilar, apés
derivatizagio dos dcidos graxos, mono e digliceridios com BSTFA [(N,0)-bis (Trimetilsi-
1il} triflooracetamida). Quando CGL é usada sdo requeridas altas temperaturas que
afetam a elui¢io destes compostos de alto peso molecular através da coluna. Isto poderd
ocasionar hidrélise da gordura, Porém quando a temperatura é mantida baixa para evitar

este problema, a andlise torna-se muito demorada.

A cromatografialfquida de alta eficiéncia CLAE, é a técnica cromatogréfica

que vem revolucionando o campo da separacido ¢ andlise de lipidios.

15



O primeiro trabalho sobre CLAE de trigliceridios foi publicado por PEI et
alii (1975) que empregaram uma coluna de VYDAC, fase reversa (35-44u) e comio eluente

uma mistura metanol/dgua (9:1).

Devido a problemas de solubilidade, sistemas de fase reversa ndo aquosa

tornaram-se mais populares para a determinagio de trigliceridios,

Em tais sistemas a sequéncia de eluicio é essencialmente determinada pelo
nimero de carbonos, & semelhanga da CGL sendo que o tempo de retengdo aumenta
progressivamente com o niimero de carbonos, tratando-se apenas de trigliceridios satu-
rados (PLATTNER et alii, 1977). Todavia, a introdugdo de uma insaturagio antecipa a
eluigdo do trigliceridio, Trighceridios contendo uma dupla ligagdo comportam-se como

se tivessem dois carbonos a menaos.

AITZETMULLER (1982) em sua excelente revisio define, em consequén-
cia, 0 chamado niimero de particio, NP, que governa, de maneira mais global, a ordem de

eluigao de trigliceridios em CLAE, fase reversa ndo aguosa:

NP =NC-2DL

onde DL indica o nimero de duplas ligagdes presentes na molécula.

PARRIS (19784, 1978b) se refere 4 separagdo de trigliceridios numa coluna
de Zorbax QDS (particula de 6 &, dimensdes de 250 x 4.6 mm), usando como eluente
gradientes de tetrahidrofurano e/ou cloreto de metileno em acetonitrila, e detector infra-

vermetho, com comprimento de onda fixado em 575nm,

Contudo, anélises em fase reversa ndo aquosa sdo normalmente efetuadas
isocraticamente, com detector de Indice de refraciio. Diferentes colunas tém sido empre-
gadas como y- Bondapac (PAYNE-WAHL et alii, 1979), Spherosorb 5-ODS (PEI et alij,
1975), Supelcosi! LC-8 e L.C-18 ¢ Partisil ODS-2 (EL-HAMBY e PERKINS, 1981) ¢, para

cada uma, os pesquisadores tecem vantagens e apontam limitagoes.
De acordo com PLATTNER et alii (1977) sistemas contendo acetonitrila

fornecem dados de mais facil interpretacio do que misturas de metanol:acetona. PE-

TERSSON et alii (1981), empregaram acetona/acetonitrila 50:50 e 40:60, como eluente.
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Comphrando diversas temperaturas, JENSEN (1981) observou maior efi-
ciéncia na separagao conduzida i temperatura de 15,5 C do que as temperaturas de 17,5°
C;205°C.

DEFFENSE (1984} analisou amostras de éleo, usando colunas em série:
uma de Bondapak C18, didmetro das particulas de 5 x, comprimento 10 cm, 8 mm de
‘diametro, e outra de Hibar com Licrosorb RP-18, didmetro das particulas de 5 g,
comprimento de 25 em, e difmietro de 4 mm. A separa¢do em 45 minutos foi conduzida a
300 C, com acetona/acetonitrila 62,5:37,5 e a amostra foi dissolvida em metanol clorofér-

mio.

A andlise por espectrometria de massa, EM, de trigliceridios foi iniciada.
por RYHAGE e STENHAGEN (1960) e por BARBER et alii (1964). O assunto foi objeto
de revisdo por parte de HITES (1975).

A abundincia de fon molecular (M +) no espectro de trigliceridios de
cadeia longa ¢ usualmente baixa, diminui com a diminuigéo do tamanho da cadeia e, por
conseguinte, a interpretacdo do espectro é complexa. Apesar disso, HITES (1970) anali-
sou amostras de misturas de triglicerfdios e conseguiu determinar o niimero de duplas
ligagdes de fons moleculares com NC 48, 50, 52 ¢ 54. MURATA e TAKAHASHI (1973)
usaram win sistema combinado CG-EM {cromatografia de gis-espectrometria de massa)

e reportaram separaghes mais completas do que as obtidas por HITES (1970).

MERRITT et alii (1982) ao invés de usarem espectro de impacto eletrdnico
langaram mdo da téenica de ionizagdo quimica pbr dessor¢do tendo amodnia como gis
reagente. Neste caso o pico M+ 18 foi o mais abundante no espectro de trigliceridios
individuais e foi proporcional 2 quantidade de fon molecular na mistura. Os autores
empregaram CLAE para separar previamente grupos de trigliceridios a serem analisados

por espectrometria de massa.

DONG e DICESARE (1983) analisaram 6leo de miltho, usando 2 colunas
de 3pm C18 de 100 x 4,6 mm de dimensdes, conectadas em série, usando acetona/aceto-
nitrila 7:3 com fluxo de 2,5mL/min determinando a composi¢do trigliceridica através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. J4 GROSSBERGER e ROTHSCHILD (1987)

determinaram a composi¢iio trigliceridica do 6leo de milho usando virias colunas e
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detector de massa utilizando como fase moével um gradi:e.nte linear de 40%.a 75% de
cloreto de metileno em acetonitrila sob fluxo de 0,6 mL/min.

_ SWERN (1979) apresenta a seguinte composigo trigliceridica para o 6leo
de mitho mostrada na Tabela 5.

Tabela &: Estrutura trigliceridica do 6leo de mitho (SWERN 1979).

TRIGLICERIDIOS %
Trissaturados (GS3) 0
Dissaturados  (GS2U) 2,2
Diinsaturados (GSU2) 40,3
Triinsaturados (GU3) 575

GUNSTONE ¢ PADLEY (1965) determinaram a seguinte composicio
trighiceridica para o 6leo de milho apresentada na Tabela 6,
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Tabela 6: Composigdo trigliceridica do dleo de milho (GUNSTONE e
PADLEY, 1865). '

TRIGLICERIDIO mol%
LLL - 15
LLO 21
LLS 17
LOO | 14
LOS 17
LSS | 5
000 6
00Ss 4
0SS 1

L. (Linoléico), O (Oléico), § (Saturados)

¢) Constituintes menores

Os constituintes menores mais significativos no 6leo de mitho compreen-
dem os fosfolipidios, glicolipidios e os representados pela fragio insaponificével, que por
sua vez é constituida principalmente de tocoferdis, esterdis e carotendides. A quantidade
total destes cbmponentes representamenos de 3 % do 6leo. Ainda assim esses compostos
desempenham papel importante na estabilidade do éleo. Alguns deles, por sua vez

conferem ao 6leog maior valor nutricional.

c.1) Fosfolipidios

Qs fosfolipidios sdo constituintes importantes da membrana celular que
possuem na sua estrutura grupos polares e apolares (ONG e GOH, 1983). Sao conside-
rados impurezas indescjdvels nos 6leos e gorduras pelos problemas que geram na refina-
¢ao e pelas perdas de 6leo que acarretam (LIST etalii, 1978). As propriedades sinergisticas
dos fosfolipidios com antioxidantes sdo de efeito benéfico para os dleos e gorduras
(HUDSON e MAHGOUD, 1981). Atribui-se a0s fosfolipfdios a propriedade de atuar

19



comao sequestrante de fons pré-oxidantes (Fe e Cu), formando espécies inativas (GOH et
alii, 1984). |

_ Segundo SWERN (1979)os fosfolipidios no 6leo de milho encontram- se
na faixa de 1 a 3%. SGARBIERI et alii (1982) encontraram o0s seguintes teores de

fosfolipidios na fragfo lipidica de 4 cultivares de milho estudadas como mostra a Tabela
7.

Tabela 7: Teor de fosfolipidios em quatro cultivares de mitho (SGARBIER!
et alii 1882).

VARIEDADE FOSFOLIPIDIOS (%)
Normal 32
Opaco 3,7
Pajimaca 4,2
Nutrimaiz 31

“Segundo WEBER (1978) fosfatidilcolina é o fosfolipidio predominante,
cerca de 649 do total, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol representam 7,4% e 10,8%
respectivamente, estes sdo os principais fosfolipidios do éleo de mitho. A composigio

fosfolipidica do 6lec de milho € apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8: Fosfolipidios do milho (WEBER, 1978).

FOSFOLIPIDIO %
Fosfatidilcolina 63.8
Fosfatidilinositol ' 10,8
Difosfatidilglicero! 8,4
Fosfatidiletanolamina 74
Lisofosfatidilcolina 7.1
Acido fosfatidico 1,6
Fosfatidilglicerol 0,9

¢.2) Glicolipidios

Os glicolipfdios a semethancga dos fosfolipidios também apresentam em sua
estrutura grupos polares e apolares.

A'Tabela 9 apresenta os teores de glicolipidios encontrados por SGARBIE-
Rietalii {(1982) na fmgdo lipidica de 4 variedades de milho estudadas

Tabela 9: Teor de glicolipidios na fragéo lipidica de 4 cultivares de‘milho
60 dias apds polinizagdo (SGARBIERI et alii 1982).

VARIEDADE DE MILHO : GLICOLIPIDIO (%)
Normal 2,5
Opaco ' : 14
Pajimaca 1,2
Nutrimaiz : 1,7
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De acordo com WEBER (1978) os glicolipidios estio presentes no milho
na faixa de 3%. Destacam-se como principais glicolipidios digalactosildigliceridio, sulfo-
lipidios e 0 monogalactosildigliceridio. Na Tabela 10 ¢ apresentada a composigio dos
glicolipidios. | '

Tabela 10: Glicolipidios do mitho (WEBER, 1978).

GLICOLIPIDIO %

Digalactosildigliceridio 27,3
Sulfolipidios 24,5
Monogalactosildigliceridio 18,6
Cerebrosidio 10,9
Ester de esterilglicosidio 9,1
Esterilglicosidio 5,0

¢.3) Esterdis

Esterdis sdo alcoois cristalinos, de elevado ponto de fusio e de estrutura
bastante complexa. Os esterdis de fontes vegetais sdo coletivamente designados fitoste-

rdis.

Os esterdis compreendem a maior por¢io da fracio insaponificivel em
Gleos vegetais. No 6leo de milho estes encontram-se em concentragbes proximas de 1%
(SWERN,1979),

Os principais esterdis do 6leo de mitho sdo segundo POMERANZ. (1978)

B sitosterol (69%), campesterol (26%) e stigmasterol (392). Na Tabela 11 ¢ apresentada

a composicio dos esterdis do éleo de milho,
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Tabela 11: Composigio em esterdis do dleo de milho

ESTEROL mg/100g

| A B
Campesterol 269,1 148,7
Stigmasterol _ 70,2 67,6
B Sitosterol : 7722 5873
ASAvenasteml 46,8 .-
A’Stigmasterol 11,7 -

A (ITOH et alij, 1973)
B (SLOVER et alii, 1983)

c.4) Tocoferéis e tocotriendis

Os tocoferdis, antioxidantes mais conhecidos e universalmente distribuidos,

constituem a vitamina E lipossolivel.

Segundo GUTFINGER e LETAM (1972), parece existir uma correlagéo
entre a composi¢do em 4cidos graxos ¢ o tipo de tocoferol encontrado nos 6leos. Oleos
ricos em 4cidos graxos insaturados apresentam teores mais elevados de tocoferfis. A
composicio qualitativa e quantitativa em tocoferdis parece estar estreitamente ligada a

espécie de planta oleaginosa da qual o dleo € obtido.

Presentes no 6leo de milho em niveis de 0,1% aproximadamente (SWERN,
1979), os tocoferdis além de atuarem como antioxidantes naturais, sdo fisiclogicamente
ativos como vitamina E, alcan¢ando nos 6leos de milho uma atividade vitaminica entre 3
e 4 Ul/100g.

SGARBIERI et alii (1982) encontraram as seguintes concentrages de

tocoferdis em 4 cultivares de milho, como mostra a Tabela 12,

23



Tabela 12: Concentracdo de tocoferdis e de vitamina E em quatro
cultivares de milho aos 60 dias apds polinizacio (SGARBIERI et alii, 1982).

COMPOSTOS VARIEDADE DE MILHO
NORMAL OPACO PAJIMACA NUTRIMAIZ

Tocoferdis totais (mg/100g) 7,1 7,3 99 9,5
Tocoferdis (% total) '

a Tocoferol 16,4 17,9 17,2 16,4
a Tocotrienol 14,2 8.4 72 7.0
v Tocoferol 49,0 59,6 61,7 63,6
y Tocotrienol 15,2 14,0 7,9 8,9
0 Tocoferol 5,2 t 6,0 52
Vitamina E (Ul/100g) 33 4,0 4,8 4.5

¢.5) Carotendides

A cor do milho resulta principalmente da presenga de duas classes de
pigmentos carotendides, as xantofilas e os carotenos. Xantofilas estio presentes no mitho

na faixa de S a 50 ppm enquanto que os carotenos estdo entre 0 ¢ 7 ppm.

SGARBIERI et alii (1982) encontraram os seguintes teores de carotendides
em 4 variedades de mitho estudadas como mostra a Tabela 13.
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Tabela 13: Concentragao de carotendides em 4 cultivares de mitho

(SGARBIERI et alii, 1882).

VARIEDADE CAROTENOIDES CAROTENOS XANTOFILAS

DE MILHO TOTAIS (ppm) {(pom) (bpm)
Normal 324 34 28,7
Opaco 13,8 _ 1,5 12,3
Pajimaca . 21,6 3,0 18,6
Nutrimaiz 13,3 1,4 11,9

¢.6) Outros constifuintes

a) Alcoois triterpénicos

A composi¢do em dlcoois triterpénicos do 6leo de germe de milho é

mostrado na Tabela 14,

Tabela 14: Composicdo em élcoois triterpénicos do oleo de germe de

milho.

ALCOOL TRITERPENICO \ ma/Kg

A B
Cicloartanol 2 3
£ Amirina 4-5
Butirospermol - 49
Cicloartenol 38-41,7 -
24 cicloartanol metileno 42.5-53 69
Ciclobranol _ 2 3
Outros 2-10,7 - 1

A (FEDELIe MARIANI et alli, 1974) B (ITOH et alii, 1973)
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b) Metil esterdis

Os principais metil esterdis presentes no éleo de milho estio relacionados
na Tabela 15. A principal dlferenga do 6leo de milho com relagio aos Sleos dos demais

cereais € que o 6leo de milho apresenta uma quantidade muito maior de obtusifoliol.

Tabela 15: Metil esterdis do dlec de milho.

METIL ESTEROL A B
mg/Kg %
Obtusifoliol 39 30
-~ Gramisterol 44 34
Citrostadienol 39 30
Outros 6 "6

AITOH et alii (1973) B POMERANZ (1978)

¢) Ceras

Oleo de mitho contém tragos de ceras, que sdo ésteres de alcool de miricila
com 4cido tetracosanoico (C24 lignocérico). De acordo com a literatura, éster de dlcool
cerilico também pode ser encontrado. O ponto de fusdo destas ceras € de 81 a 82° C
(LEIBOVITZ ¢ RUCKENSTEIN', 1983).

2.4. Emprego de técnica de TLC/FID para separaracio e quan-
tificacao de classes de lipidios

A cromatografiaem camada delgada (T1.C) é uma importante € convenien-
te ferramenta analitica na andlise de lipidios. Vdrias técnicas tem sido experimentadas
visando a quantifica¢do dos componentes identificados cromatograficamente (MAN-
GOLD e MUKHERIJEE, 1970). O procedimento mais simples consiste em se pesar as

diferentes classes de lipidios apds a sua eluicio do adsorvente (geralmente silica gel).
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Pulverizagio com solugdo de 4cido sulftrico, seguido de carbonizagio é um método
popular para a visualizaglo e detecgio densitométrica. Espessura uniforme de adsorvente
e homogénea dispersio do revelador sdo pré-requisitos para uma quantificaciio reprodu-
tiva. A precisdo € um problema porque a intensidade das manchas, no é necessariamente

proporcional ao teor de carbono do composto em questio.

Existem outros métodos usados para compostos especificos ou classes de
compostos, mas em geral as andlises quantitativas ndo tem sido satisfatérias por cromato-

grafia em camada delgada.

A popularidade do detector de jonizagdo em chama (FID) em cromatogra-
fia gds-liquido (CGL), devido a sua alta sensibilidade e linearidade, é especialmente
desejdvel para examinar a possibilidade de seu uso na detecgiio de zonas de solutos nos
cromatogramas de camada delgada. Desde 1967 COTGREAVE e LYNES propdem o
uso de TLC quantitativo com o uso de um detector de FID usando um tubo de quartzo,
onde as manchas de compostos eram sucessivamente vaporizadas da placa e queimadas
no FID. PADLEY em 1969 desenvolveu uma pesquisa diferente e simples de combinagio
entre TLC e FID, na qual utilizou uma fina haste de quartzo como depdsito de silica gel
e passou este através da chama de um FID. SZAKASITS et alii (1970), usaram uma haste

fina de metal para a mesma funcéo.

OKUMURA e KADANO (1973) desenvolveram uma haste de TLC com
uma camada de silica gel sinterizada, que pode ser reuti[izada, em conjunto com latron
Laboratories do Japdo nam detector “Thinchrograph TFG-10" baseado no principio do
FID. A mesma companhia colocou no mercado um instrumento semethante chamado
Iatroscan TH-10 Analyser, para ser usado juntamente com as hastes de TLC sinterizadas,
que foram chamadas de “Chromarods”. A combinacio destas duas féz um método ripido,
facil de TLC quantitativo para anélises de rotina de quase toda a matéria quimica de baixa
volatilidade que pode ser separada por TLC normal, e certos laboratérios tem relatado

~a aplicaclio deste instrumento para suas necessidades especificas na drea de lipidios
(SIPOS e ACKMAN, 1978).

METCALFE (1979) relatou que o equipamento chamado de Tatroscan, é
usado em conjunto com as hastes de TLC “Chromarods”, Estas sio de quartzo recoberto

com silica gel ou alumina, onde de 0,1 a 10 ug de amostra € aplicada, e o cromatograma
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€ desenvolvido de maneira usual em cuba com fase movel adequada para a separagio dos
componentes em questdo, Os “Chromarods” sio entdo passados através de um detector
de ionizagio em chama para a andlise. Ocorre a pirélise dos compostos orginicos, e um
sinal € gerado no FID, da mesma maneira que ocorre na cromatografia gasosa. Desta
forma € obtido o cromatograma, Neste trabalho METCALFE comentou que os resultados
guantitativos obtidos ndio sfio tdo bons quanto os obtidos em cromatografia gasosa,
contudo s&o tdo bons quanto os de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Com maior
desenvolvimento, este instrumento serd tao importante nos estudos dos componentes

lipidicos tanto quanto a cromatografia gasosa ou liquida de alta eficiéncia.

NEWMAN(1985) afirmou que em comparagiio com outras técnicas croma-
togréficas, a cromatografia em camada delgada com detector de ionizacio em chama é

relativamente recente.

O primeiro TLC/FID foi desenvolvido pela Unilever,o que culminou com
‘& obteng@o de patente nos anos 60. O equipamento foi utilizado para a quantificagio de
lipfdios. Do ponto de vista conceitual, o projeto da Unilever foi um sucesso, mas do ponto
de vista pritico, ele foi um quase fracasso por causa da falta de tecnologia relativa ao
mecanismo eletronico de precisio, e as modificagbes das silicas inibiram o progresso do
uso do equipamento em laboratdrio. Em paratelo, mas totalmente isolado da Unilever,
os laboratérios da latron em Tokyo e Shionogi de Osaka, uma das principais companhias
farmacéuticas do Japdo, estava engajada em desenvolver um equipamento comercial com
0 mesmo proposito, um “Thinchrograph” (agora conhecido como latroscan TLC/FID), e

conseguiu a licenga para a fabricacio do equipamento.

O principal problema foi como proceder modificagbes ern uma coluna para
tornd-la capaz de suportar as altas temperaturas da chama de hidrogénio com capacidade

de detecgdo, e recoberto com um substrato que permitisse o uso repetido,

Uma solug¢io técnica para o problema foi encontrado através do processo

de sinterizar silica gel ou alumina em um suporte de quartzo.
Essencialmente, quando se acopla um TLC com um detector de CG tem-se

um sistema cromatogréafico em “fase s6lida”, onde as amostras devem ser desenvolvidas

numa série de 10 microcolunas inertes. Os componentes da amostra sdo localizados no
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suporte fixo de acordo com o valor de seu Rf, e as colunas sio programadas para passar
através do detector de ionizagio em chama mecanicamente. Este termo “fase s6lida” é
usado para descrever o substituto do gés de arraste convencionalmente empregado para

transportar componentes através de uma coluna fechada no cromatégrafo a gés.

Cada coluna, chamada de “Chromarod”, é uma haste de quartzo com 1mm
de espessura por 150mm de comprimento, onde sflica gel ou alumina sfo sinterizadas com
uma espessura de 754 e sobre a qual, a separacio ocorre como em TLC. Amostras sélidas
e néo volateis com alto ponto de ebulicdo , ndo fluorescentes, e materiais que ndo
absorvem na faixa do UV podem ser examinados rapidamente. Esta sugestdo de ampla
aplicagdo nfo existe nas separacaes ¢ detecgdes em CG, CLAE, e TLC densitométrica.
Em outras palavras, a complementagio do TLC/FID com outros métodos € a caracteristica

pela qual sua presenca ¢ colocada ao lado destes outros métodos.

Do ponto de vista da aplicagio, o TLC/FID tem se difundido extensivamen-
te no campo onde compostos orginicos requerem exame quantitativo tem sido demons-
trado que em muitas aplicaces industriais onde a rapidez e a repetitividade sio necessé-
rias para propositos de caracterizagdo e quantificagio. Por exemplo, no caso particular
dos hidrocarbonetos policiclicos aromdticos tem-se observado uma inexatidio por CG e
CLAE, emambos 0s casos pelas perdas de material nos estdgios de preparacio da amostra

ou por efeitos de adsor¢iio na coluna,

Na Europa e no Canadé, forte énfase tem sido dada para o uso do latroscan
no setor industrial, especialmente em relacdo a combustiveis, lubrificantes, andlise de
emulsdes e surfactantes, Muitas aplicactes tem sido encontradas para classificacdo de
materiais de acordo com sua origem, ou para a gqualidade dos produtos. Isto oferece um
largo espectro para o uso do latroscan em relagio aos 6leos comestiveis em indistrias ,

tanto na anélise da matéria prima, conto durante o processo de refinacgo.

Como o FID, um FTID (detector de ionizagio em chama termoibnico)
especifico para nitrogénio, e um FED {detector de emissdio em chama) para deteccio de
enxofre, estdo sendo desenvolvidos. Ambos irfio servir para ilustrar a flexibilidade desta

téenica hibrida.

Imimeros trabalhos na drea de lipidios tem sido realizados com 6 TLC/FID.
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- KANEKO et alii(1976) determinaram quantitativamente através de latroscan TH-10
lipidios neutros da fragéo lipidica de 30 espécies de leveduras, utilizando hastes de sflica
gel, desenvolvendo em sistema de solvente com éter de petréleo/éter etilico/acido acético
(90:10:1). Jd MORDRET et alii (1977) utiliza latroscan, eluindo as hastes em clorofér-
mio/4cido acético (99,5:0,5) para separar mono, di e trigliceridios e relata que esta técnica
¢ considerada rdpida, pois neste caso pode-se fazer 10 determinagdes em apenas 40

minutos. -

SIPOS e ACKMAN (1978) utilizaram éter de petréleo/éter etilico/acido
formico 98% (97:3:1) para separar esterol, trigliceridio, 4cido graxo e esterol esterificado,
e obtiveram em 1 hora com Iatroscan resultados comparéveis e muito favoraveis com a
composi¢do da mesma amostra lipfdica separada pelo tedioso e convencional método de

cromatografia em coluna com dcido silicico, com gravimetria e analises quimicas.

VANDAMME et alii (1978) também concluem apss seu trabalho de sepa-
ragdo de classes de lipfdios do plasma através de Iatroscan, que esta técnica é simpies e

répida.

CHRISTIE ¢ HUNTER (1979) utilizaram Iatroscan para separar lipidios
neutros em “Chromarods” eluindo-os em 1,2- dicloroetano/cloroférmiofécido acético
(92:8:0.1) duas vezes para o desenvolvimento, J& VAN TORNQOUT et alii (1979) utiliza-
ram 1-octadecanol como padrio interno para quantificagdo de lipidios de plasma em
“Chromarods” desenvolvendo com sistema de éter de petrdleo (60—800C)féter etflico/aci-
do formico (85:15:0.1) e comenta que o uso potencial do FID para a quantificagdo de
lipfdios separados por TLC em hastes de silica gel representam um importante avanco na

metodologia analitica.

ACKMAN(1980) comentou que outra vantagem da téenica de TLC/FID é
que as cubas de desenvolvimento das hastes sio menores que as utilizadas em TLC
convencional, onde as perdas de solventes séo minimizadas (importante aspecto econd-
mico), aliado ao fato de que cada haste pode ser reutilizada muitas vezes valorizam em
muito esta técnica. KRAMER (1980) em seu trabalho utilizou latroscan para determinar
a composicao relativa de classes de lipidios cardiacos de ratos alimentados com dietas
base de dleos vegetais, e conclui que o latroscan € um instrumento que combina a

capacidade de resolugio da cromatografia em camada delgada, com a possibilidade de
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quantificagio pelo uso do detector de ionizacfio em chama. KRAMER et alii (1980)
discutiram os efeitos de diferentes solventes na resolugéo de lipidios neutros em “Chro-

marods”,

KAITARANTA(1981) analisou o conteiido de lipidios polares de dleo de
peixe através de TLC/FID durante teste de oxidagio acelerada e conclui que o TLC/FID
€ um método simples e rapido para anélise de lipidios polares, comparével com o método
“cromatografico em coluna, sugerindo que este novo método pode ser utilizado no controle
de qualidade de 6leos comestiveis, Neste mesmo ano KAITARANTA e NICOLAIDES
(1981) determinaram a resposta e a linearidade de cerca de 20 diferentes componentes

lipidicos quando analisados por TLC com detector de ionizacdo em chama.

KRAMER et alii {(1982) analisaram a reducio de necroses no miocardio de

ratos albinos por manipulacdo de niveis de 4cidos graxos através de latroscan.

FOOT e CLANDININ (1982) utilizaram nonadecano como padrio interno
e separaram lipidios neutros com éter de petrdleo (50- 110Y/éter etilico (85:15) e fosfali-

pidios com cloroférmio/metancl/dgua (80:35:3) em “Chromarods™.

HIRAMATSU e ARIMORI (1982) usaram acetato de colesterol como
padrdo interno e separaram lipidios neutros em “Chromarods” através do sistema n
hexana/éter etilico (9:1), e fosfolipidios com cloroférmio/metanol/dgua (60:30:3,5), ¢
recomendam o uso desta técnica em exames clinicos por causa de sua simplicidade e alta
sensitividade, concluindo que as principais vantagens desta técnica sio gque: varios lipfdios
podem ser determinados em um Gnico procedimento, o “Chromarod” pode ser utilizado
repetidas vezes, a quantidade de amostra necessdria € muito pequena. Com relagio as
desvantagens comenta a respeito da separagdo incompleta do fosfatidilinositol da fosfa-
tidilserina, pela razdo da impossibilidade de se fazer desenvolvimento bidimensional no

- “Chromarod”.
FARNWORTH et alii (1982) em seu trabalho de determinagio quantitativa.
de lipidios neutros em “Chromarods” concluiram que o uso de padréio interno no método

acarreta melhora considerdvel na precisdo dos resultados.

DU PLESSIS ¢ PRETORIUS (1983) analisaram fosfolipidios em diferen-

31



tes estagios de refinac¢do de 6leos através de latroscan utilizando um primeiro desenvol-
vimento dos “Chromarods” em acetona, com posterior queima parcial acima da banda de
lipfdios polares que permanecem na origem, e novo desenvolvimento em cloroférmio/me-
tanol/dgua(80:35:3). Determinaram os fatores de resposta para cada fosfolipidio, obser-
vando que fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina apresentam fator de resposta guase

idéntico e que o fosfatidilinositol possue resposta pobre.

TATARA et alii (1983) fizeram determinagéio quantitativa de triglicer{dio,
digliceridio, monogliceridio ¢ 4cido graxo em “Chromarods™ impregnados com 4cido
bérico, desenvolvendo-os em benzeno/cloroférmio/écido acético (70:30:2) ou hexa-
na/éter etilico/dcido acético (70:30:1). '

ELDRIDGE et alii (1983) analisaram extratos lipidicos por Iatroscan de-
senvolvendo os “Chromarods” em hexana/éter etilico/dcido formico (85:15:0,02) usando
fatores de corregdo obtidos através de anélise de padrdes para a quantificagio das classes

de lipidios.

Conforme relataram PARRISH e ACKMAN (1983) no trabalho realizado
com latroscan, analisando lipfdios neutros, com separaciio inicial usando sistema de
solvente apolar, resolvendo classes de hidrocarbonetos a dcidos graxos livres. Apés
gqueima parcial , as classes de lipidios remanecentes sdo separadas em sistema de solvente
polar. Bons resultados foram obtidos com hastes usadas em mais de 150 desenvolvimen-

{os.

Comparando TLC/FID com CG MARES et alii (1983) concluiram que a
reprodutibilidade dos resultados obtidos por ambos os métodos foram comparaveis e a

linearidade foi similar.

TANAKA et alii{(1984) relataram sobre a aplicagio de TLC/FID para
determinagdo de lipidios complexos analisando produtos da metandlise de esfingoglico-

lipidios, e consideraram esta téenica simples e rdpida.
Impregnagio em “Chromarods” com sulfato de cobre II, foi feita por

KAIMAL ¢ SHANTA (1984), que consideraram TLC indispensdvel na separagdo ¢

analise de lipfdios complexos, e o latroscan, um equipamento que combina a capacidade
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de resolugdo do TLC com a possibilidade de quantificacio pelo FID, consideraram que
o sistema “Chromarod-FID” apresenta muitas vantagens, no todo a operagio é simples ¢
répida, vdrios lipidios podem ser quantificados numa simples determinagio, até mesmo
componentes que ndo podem ser analisados por CG podem ser convenientemente

analisados através do Iatroscan.

HARVEY et alii (1985) descreveram o uso do Tatroscan para andlise de
componentes lipidicos de bile humana pela rapidez e quantificagdo satisfatéria do méto-
do.

KRAMER et alii (1985) quantificando lipfdios cardfacos, comparando o0s
resultados obtidos usando o método latroscan com as técnicas de determinacio de fésforo
e gis cromatogréfica, na separa¢do de lipidios neutros e fosfolipidios, relataram que os
resultados obtidos demonstraram que a precisdo do método Iatroscan foi comparavel com
a obtida através das outras duas técnicas. Concluiram que este fato aliado a vantagem do
curto tempo requerido para a realizacdo da andlise através do latroscan foram muito

favordveis na andlise de lipidios complexos.

RAQ et alii (1985) também compararam a técnica TLC/FID com outros
métodos ¢ concluiram que os resultados obtidos sdo similares aos obtidos por outras

técnicas na quantifiacgio de lipidios.

Segundo PARRISH ¢ ACKMAN (1985),que realizaram um trabalho de
calibracdo do sistema latroscan para anélise de classes de lipidios marinhos. Neste mesmo
trabatho avaliou-se os efeitos da temperatura, humidade, tratamento com écido e duplo
desenvolvimento nos “Chromarods” , conchiindo que todos estes fatores exercem alguns
efeitos sob os valores de Rf dos componentes, contudo nio sdo causa de variabilidade no

sistema Iatroscan,

HAZEL (1985) determinou a composicio {osfolipidica através da técnica
de Iatroscan e também pelo método de andlise de fosfato, concluindo que sémente no
caso do fosfatidilinositol os dois métodos apresentam diferengas significantes, contudo a

apreciagio de fatores que influenciam na andlise poderia eliminar o erro.

A resposta relativa do FID-Jatroscan em andlise de isbmeros cis trans de
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ésteres metilicos de dcidos graxoé em “Chromarods™S impregnados com nitrato de prata
foram estudados por SEBEDIO et alii (1985),onde concluiram que uma importante
caracteristica do sistema TLC/FID com nitrato de prata é a lorzgevidade dos “Chroma-
rods”, As hastes podem ser facilmente reutilizadas ap6s limpeza em solugdo de dcido

nitrico concentrado. As hastes neste caso particular foram usadas por mais de 400 vezes.

Produtos da oxidagdo de colesterol foram determinados quantitativamente
por cromatografia gds-liquida e TLC em “Chromarods”. Os dois métodos foram compa-
rados por BASCOUL et alii 1986 e o método TLC/FID se mostrou mais conveniente pela

rpida estimacdo da autoxidagdo.

KRAMER et alii (1985) ¢ OHSHIMA et alii (1987) discutiram em seus
trabalhos o efeito do comprimento das cadeias ¢ das insaturagdes dos dcidos graxos na

separagdio de classes de lipidios analisados pelo latroscan,

OKUMURA et alti (1989) realizaram determinagio quantitativa de 1,2
digliceridios utilizando latroscan TLC/FID.

FRITZ et alii (1988) determinaram 4cidos graxos dimerizados por
TLC/FID e comparam os resultados obtidos com CG concluindo que o método atroscan
foi muito mais rdpido que 0 CG sem a necessidade de exaustivo pré tratamento da amostra

e condicionamento da coluna, necessérios para a andlise em CG.

SHANTA ¢ ACKMAN (1990) discutem em seu trabatho as vantagens da

hidrogenagiio para a determinacio de classes de lipidios em “Chromarods”SIIIL

2.5 Emprego de técnica estatistica para identificacio e quantifi-
cacio detrigliceridios separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

O estudo da composigio dos 6leos e gorduras através de técnicas cromato--
gréficas, tem sido muito importante para a separagdo ¢ identificacao dos trigliceridios,

principais componentes dos dleos e gorduras.

Misturas de triglicerfdios ocorrem em éleos e gorduras com tal complexi-
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dade, que téenicas analiticas simples, ndo podem resolver toda a composigiio trigliceridica

de uma amostra,

Virias técnicas tem sido estudadas para este fim, pois a composigdo trigli-

ceridica € uma importante consideragio na avaliagio da qualidade de um dleo ou gordura.

Um procedimento simples e direto para andlise da composi¢do trigliceridi-
ca de Oleos e gorduras tem sido desejada, pois as propriedades quimicas, fisicas dos 6leos
¢ gorduras sdo determinadas pelo tipo de 4cido graxo e sua distribuigdo na molécula

tri.glicei‘idica (posicio 1, 2 ¢ 3).

Intimeros trabalhos foram realizados, visando-se obter a provével compo-
si¢fio trighiceridica de dleos e gorduras a partir da composi¢iio em acidos graxos, através
de calculos matematicos e estatisticos. Programas de computagio foram escritos para
determinar a composi¢do trigliceridica de 6leos e gorduras a partir da composic¢io em
dcidos graxos graxos cont base na distribuicdo “Random” (NORRIS e MATTIL, 1947),
“Randon restrita” (KARTHA, 1953}, distribui¢do segundo GUNSTONE (1962) ¢ VAN-
DER WAL (1964). Estes programas séo similares ao desenvolvido por PERKINS e
HANSON(!%S) e MANI ¢ LAKSHMINAYANA (1970), escritos em linguagem Fortran.

Pode-se dizer entdo, que conhecendo-se a composi¢do em acidos graxos de
uma amostra, pode-se, por meio de cdlculos matematicos, obter uma previsio estatistica

da provével composicio trigliceridica da amostra.

O niimero total “N” de provaveis trigliceridios (isbmeros posicionais) em
funcdo do nimero dos diferentes dcidos graxos constituintes “x” & dado pela seguinte
equacao:

X +x
N = (THOMAS, 1987),
2

quanto & composigdo quantitativa dos trigliceridios de um 6leo ou gordura.

Contudo, a proporgio dos diferentes trigliceridios que ocorrem natural-

mente ndo estiio distribuidos seguindo regras estatisticas simples. Nos 6leos e gorduras
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vegetais, dcidos graxos insaturados estdo localizados preferencialmente na posicio 2 do

grupo glicerol,

Devido 2 complexidade de interpretagio dos dados de trigliceridios através
da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, e pela impossibilidade de se obter
padrbes de todos os provaveis trigliceridios existentes nas amostras, PLONIS (1990)
formulou as bases matemdticas para um programa de computacdo que, levando em conta
a composicdo em dcidos graxos, de um 6leo ou gordura € capaz de estatisticamente
estimar a porcentagem provivel de cada um dos trigliceridios ou grupo destes existentes

na amostra.

Os resultados obtidos através destes cdlculos fornecem subsidios importan-
tes na interpretagio dos cromatogramas obtidos por CLAE. O célculo efetuado é baseado

na distribuigio “1,3- Random 2-Random” ou “Random” dos trigliceridios.

No cdleulo “1,3-Random 2-random” tem-se partindo das porcentagens dos
dcidos graxos de cada amostra obtidos através de cromatografia gasosa dos ésteres

metilicos:
3§ = Soma das porcentagens dos dcidos graxos saturados
I = Soma das porcentagens dos dcidos graxos insaturados
y = teor de gliceridios trissaturados esperado

Através da equagio:

(28 +x). (28-2%).(ZS +x)

10000

Calcula-se o valor de x.
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Onde x é considerado um fator de corregiio, visto que os 4cidos graxos

saturados encontram-se preferencialmente nas posigoes 1 e 3.

A probabilidade de um é4cido graxo saturado estar na posicdo 1,3 e 2,
respectivamente, € dada pelas seguintes equages:

(28 + x)
% Posi¢io 1 = % Posicio 3 = _ CW
(28-2x)
% Posigio 2 = W
25

Jé a probabilidade de um 4cido graxo insaturado estar na posigdo 1,3 e 2 é

dada pelas equacgdes:

(21-x%)
% Posicio 1 = % Posicio 3 = W
S
O +2x)
% Posicio 2 = LW
|

Onde w = porcentagem do dcido graxo

Obtendo-se, assim, as porcentagens corrigidas para todos os dcidos graxos

presentes na amostra nas posigbes 1,3 e 2,

Ap6s a obtencélo destes nlimeros o programa calcula estatisticamente todas
as combinacSes aleatdrias 3 a 3 dos dcidos graxos da amostra, fornecendo o cddigo do
trigliceridio, nimero de isémeros, fornecendo um relatério completo dos provaveis

trigliceridios presentes na amostra e suas respectivas porcentagens.

J4 o cdleulo efetuado segundo distribui¢do “Random” segue o seguinte

procedimento:

- para trigliceridios simples, formados por apenas um tipo de 4cido graxo
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AAA

% AAA =
10000
- para trigliceridios formados por 2 tipos de acidos graxos
AAB
%0 AAB = 3
10000
- para trigliceridios formados por 3 tipos de 4cidos graxos diferentes
AB.C
%0 ABC = .6
10000

A partir dos dados obtidos através de calculos pode-se identificar os picos
no cromatograma obtido por CLAE, observando- se a porcentagem esperada do triglice-
ridio, comparando-a com a obtida no cromatograma obedecendo-se também a sequéncia
de elui¢iio através da coluna, a qual depende do nimero de parti¢io do trigliceridio,con-

forme explicado anteriormente no ftem 2.3.2 b.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

- 3.1.1 Matéria-prima

Quatro cultivares de milho foram utilizadas neste estudo, Nutrimaiz (susu
0202), Pajimaca (susu O202), Opaco (SuSu 0202) e Normal (SuSu 0202). Estas foram
produzidas experimentalmente no Departamento de Genética e Evolugio do Instituto de
Biologia da UNICAME, Campinas, Sdo Paulo, durante os anos de 1988-1989. O Nutrimaiz,
foi derivado de uma populdacio cujo genétipo continha 87,5% de Opaco e 12,5%
dacultivar Pajimaca (SGARBIERI et alii, 1982).

3.1.2 Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau PA. e de diferentes

procedéncias: Merck, Ecibra, Sigma, Mallinckrodt, Fluka, ou Grupo Quimica.

3.1.3 Instromental

Além dos utensilios e vidraria normalmente existentes em laboratério, os

seguintes equipamentos foram utilizados no decorrer deste trabalho:

- Cromatdgrafo Gasoso, modelo Sigma 3B, Perkin-Elmer, com detector de

ionizac¢io de chama.

- Cromatégrafo Liquidd, modelo Séries 10, Perkin- Elmer, com detector de

indice de refracdo Sicon Analytic.

- Integrador modelo LCI-100, Perkin-Elmer.
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- Espectrofotdmetro UV/VIS, modelo Lambda 3, Perkin-Elmer, de faixa

espectral entre 190 e 900 nm.

- latroscan MK-5 TLC/FID Analyser da latron Laboratories INC, com
aplicador de amostra modelo SES 3202/1S-01, computador Trilab 2000, e impressora
Trivector., '

- Refratémetro ABBE, com banho termostatizado MGW-Lauda M3,

- Bureta automatica Dosimat 655, Metrohm, Herisau.

- Estufa Memmert, com sistema de cirenlagéio de ar.

- Estufa a vicuo Heraeus,

- Evaporador rotativo Buchi.

- Moinho de facas Ika

3.2, Métodos
3.2.1 Extracao dos lipidios

a) Pré tratamento da matéria prima

As amostras de milho recebidas do Instituto de Biologia foram submetidas

a0 seguinte tratamento:

Limpeza - para remogdo de grios de variedades diferentes, danificados e

material estranho.
Moagem - realizada em moinho de facas.

Peneiragem - utilizou-se material que passou através da peneira de 20 mesh.
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Tratamento térmico - adicionou-se 1 mL de 4gua destilada para cada 10gde

amostra moida, homogeneizou-se bem e agitou-se 1h em evaporador rotativo & vacuo a
80°c.

b) Extragiio com éter de petréleo (Soxhlet)

Aamostra ap6s ser submetida ao tratamento térmico, foi acondicionada em -

cartucho e submetida a extragao em Soxhlet, utilizando-se éter de petrélec como solvente.

c)Extracio com metanol/cloreférmio (2:1)

A amostra foi submetida também a um outro método de extracio, ntilizan-
do-se mistura de solvente mais polar, metanol/cloroférmio (2:1), de acordo com a meto-
dologia descrita por FOLCH et alii (1957).

d) Degerminacio

Para a obtengdo da fragdo lipidica a partir do germe do milho, seguiu-se o

procedimento abaixo:

O milho foi colocado em dgua fervendo por S minutos, para inativacio das
enzimas. Apés este cozimento removeu- se manualmente o germe do milho. Procedeu-se
entdo a secagem do germe em dessecador a vacuo. O germe seco foi mofdo em moinho

de facas Ika. Utilizou-se o germe moido para extracdo dos lipidios.
7 13.22. Métodos Analiticos

a) Teor de umidade

Foi utilizado neste trabalho, o método oficial Ac 2-41 AOCS (1988).

b) Porcentagem de lipidios

Foi determinada pelo método oficial Ac 3-44 AOCS (1988) e pelo método
de FOLCH (1957). |
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c) Indice de refragiio

Para esta determinacio foi utilizado o método oficial Cc 7-25 AOCS (1988).

d) Matéria insaponificdvel

Foi determinada utilizando-se 0 método oficial Ca 6a-40 AOCS (1988).

e) Indice de saponificacio

Foi utilizado o método oficial Cd 3-25 AQOCS (1988).

f) Indice de iodo

Foram utilizados os métodos oficiais Cd 1b-87 e Tz 1¢c-85 AOCS (1988).

g} Determinacio de cor

Foi utilizado o método espectrofotométrico segundo BEADLE et alii
(1965), pois dispunha-se de pouca quantidade de 6leo, nio suficiente para determinacio

de cor pelo método de Lovibond, mais comumente empregado.,

h} Porcentagem de fésforo

Utilizou-se 0 método de HARTMAN et alii (1985).

i) Composicdo em acidos graxos

Para esta determinagdo seguiu-se 0 método oficial Ce 1-62 AOCS (1988).
Trata-se de um método gis cromatografico onde utilizou-se cromatégrafo Sigma 3B
Perkin-Elmer com detector de ionizacio em chama, empregando as seguintes condigoes:
- Coluna de aco inox com 1/8" de didmetro externo € 1,8m de comprimento, empacotada
com 15% DEGS (Dietilenoglicol succinato) em Cromosorb W (80 a 100 mesh).
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- Detector de ionizagio de chama .(FID.).

- Fluxo de Nitrogénio (gés de arraste).de 25ml/min.
- Tcmperatu;a do injetor = 240 oc.

- Temperatura da coluna = 180 o,

- Temperatura dé detector = 240 °C,

- Volume de amostra = 1 a3 ulL.

A identifica¢io dos dcidos graxos foi realizada comparando-se 0s tempos
de retengio dos componentes da amostra com os de padrdes de ésteres de 4cidos graxos
(Standard NU Check-Prep. Inc.) e a quantificagdo foi efetuada por normalizagio interna,
obtendo-se a porcentagem de cada componente pela razdo da drea individual e drea total

dos picos, calculadas pelo integrador LCI-100 da Perkin-Elmer,

O preparo das amostras, para inje¢do no cromatégrafo, na forma de ésteres
metilicos seguiu metodologia proposta por HARTMAN e LAGO (1973).

j) Tocoferdis totais

Nesta determinacfio utilizou-se o método proposto por CONTRERAS-
GUZMAN et alii (1982).

k) Composicao trigliceridica

Foi empregada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
sistema de fase reversa, ndo aquosa. Os trigliceridios foram analisados em cromatégrafo

liquido Séries 10 da Perkin-Elmer.
Utilizou-se uma coluna LiChrosorb RP-18 (Sum) de 25cm Merck, a fase

mével empregada foi a mistura de acetona-acetonitrila na proporc¢éo de 62:38 respectiva-
mente, segundo AITZETMULLER et alii (1988), com fluxo de 1ml /min.
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Os solventes empregados nesta andlise foram todos grau cromatografia e
sofreram processo de degaseificacfo através de ultrasom e filtragem antes do uSo através

de membrana millipore.

As amostras foram dissolvidas em acetona na propor¢do de 5% e introdu-

zidas com seringa de 10xL na vélvula injetora equipada com lago injetor de 20uL.

Alguns dos componentes foram identificados por comparagiio com tempo
de retenciio de padroes obtidos nas mesmas condigbes. Além disso, correlacionou-se 05
tempos de retengio dos picos no cromatograma com a ordem de eluigio de todas as
espécies de trigliceridios que poderiam estar presentes na amostra, com base na distribui-
¢do “Random” e “1,3-Random 2-Random” calculados através de um programa feito para
operar em microcomputador. A quantificagio foi efetuada por normalizagao, obtendo-se
a porcentagem de cada componente pela razio da drea individual e drea total dos picos,

calculadas pelo integrador LCI - 100 da Perkin Eimer.

I) Teor de carotendides

Os carotendides totais foram determinados pela leitura 1% da Absorbédncia

2452 nm e expressos como zeaxanting (E"{%I-l- =2350) de acordo com GOODWIN (1976).

O célculo de carotenéides totais (ppim) seguiu a relagio :
ppm = Absorbéncia 452nm. 10 412350 p

onde p = g amostra/ mL de éter de petréleo

m) Composicio em esterdis

A partir da matéria insaponificivel obtida das amostras através do método
Ca 6a-40 da AOCS (1988), separou-se os esterdis através de aplicagfio da matéria insapo-
nificivel em p!acé de camada delgada preparativa (silica gel G 20 x 20cm e 0,5mm de
espessura) com sistema de desenvolvimento de hexano/éter etflico/dcido acético

(80:20:1), nos extremos da placa foi colocada uma mistura padrdo de colesterol como
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monitor. Apés o desenvolvimento a placa foi seca e através de visualizag¢io em cabine de
luz ultravioleta, a zona dos esterdis foi demarcada e posteriormente raspada da placa e
transferida para tubo de ensaio com tampa, onde os esteréis foram redissolvidos em
isopropanol sob agitacdo intensa, a solugdo foi ento filtrada e posteriormente injetada
em cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Sigma 3B com detector de ionizacdo em chama,

empregando as seguintes condighes:

- Coluna de vidro de 1,8m contendo 3% de OV-17 80-100 mesh em
Chromosorb WDMILS

- Detector de ionizagdo em chama (FID)

- Fluxo de nitrogénio (gés de arraste) de 30mL/min.
- Temperatura da coluna 270 O¢c

- Temperatura do injetor 320 Oc

- Temperatura do detector 320" C

- Volume de amostra = 3uL

Colesterol, campesterol, stigmastero! e £ -sitostero! foram utilizados como

padrdes para identificacio dos esterdis.

n) Separacio e quantificacio de classes de lipidios através da
técnica de TLC/FID

A determinagio quantitativa de mono, di, trigliceridios, acidos graxos e
lipidios polares por TLC/FID utilizando latroscan TH-10 com “Chromarod SI” realiza-
da neste trabalho seguiu as etapas abaixo.

Condigdes de operagiio no Iatroscan:

- Fluxo de hidrogénio 160mL/min
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- Fluxo de ar 2000ml/min
- Velocidade de queima 30seg/queima.

Utilizou-se padrdes para determinar tempo de retencgdo (tr) e fator de
resposta do detector.

Os “Chromarods” foram estocados em cuba contendo silica gel como
dessecante, foram ativados através de queima em Iatroscan pouco tempo antes da andlise.
Um microlitro de solugbes contendo gliceridios em éter etilico na concentragio de
5-20mg/ml,, foram aplicadas na origem dos “Chromarods”, com aplicador automatico
- SES 3202.

Sistema de desenvolvimento:
A completaseparacio de mono, di, trigliceridios, 4cidos graxos € compostos
polares foi conseguida utilizando- se Benzeno/Cloroférmio/écido acético (70:30:2) (v/v/iv)

como fase mdvel (TATARA et alit 1983).

Os “Chromarods” foram desenvolvidos até 10cm da origem em cuba apro-

priada, sendo entdo secos a 60 ¢ por 10min, e analisados em latroscan.

Identificagdo e quantificagao:

Obteve-se, para cada padrdo analisado, nas mesmas condi¢bes que as
amostras, o tempo de retengéo (tr), fator de resposta do detector. Comestes dados pode-se
identificar os componentes da amostra e quantifica-los.

Separacio e identificagio de fosfolipidios:

Para separagio, identificacdo e quantificacao de fosfelipidios, utilizou-se 2
metodologia descrita por DU PLESSIS ¢ PRETORIUS (1983) com algumas modifica-

coes.

Lipidios do milho extraidos com cloroférmio-metanol segundo FOLCH
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(1957) foram dissolvidos em acetona e centrifugados, o sobrenadante foi redissolvido em
cloroférmio-metanol (2:1) numa concentragio de 30 mg/mL; este extrato lipfdico (1 L)
foi aplicado em “Chromarod SII” utilizando-se aplicador automético SEG 3202. Apds
aplicagio da amostra, um primeiro desenvolvimento foi feito em cuba apropriada com
acetona para separar os lipidios neutros residuais dos fosfolipidios. Secou-se os “Chroma-
rods” em estufa por 5 minutos a 60 %C e os mesmos foram transferidos para o latroscan,
onde 60% de sua exten¢do foi queimada, permanecendo intactos na origem de cada
“Chromarod” os fosfolipidios. A separagao das classes de fosfolipidios foi efetuada numa
segunda eluicdo em cloroférmio/metanol/dgua (80:35:3), com desenvolvimento até 10 cm
da origem e posterior secagem em estufa a 60 ¢ por 10 minutos, sendo entdo analisados

em latroscan.

Padroes de fosfolipidios foram obtidos da Sigma Chemical Co. e utilizados

para determinac¢io do tempo de retengio e fator de resposta do detector.

3.2.3 Método Estatistico

a) Emprego de técnicas estatisticas para identificacao e quanti-
ficagiio de trigliceridios separados por CLAE

Utilizou-se neste trabalho o programa de computador, elaborado segundo
orientagio de PLONIS (1990), para andlise estatistica da composicéo trigliceridica a partir
dos dcidos graxos presentes nas amostras. Este programa ¢ capaz de efetuar o cédlculo da
composi¢io triglicerfdica por dois diferentes métodos:

1- “Random”

2~ “1,3-Random 2-Random”

conforme descrito anteriormente no ftem 2.5,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados reportados neste trabalho, foram obtidos através de andlise
de amostras em triplicata, e portanto representam um valor médio dessas determinagoes.

4.1. Caracteristicas das amostras de mitho

4.1.1. Teor de umidade do milho recebido e da farinha obtida

O teor de umidade do milho recebido e da farinha obtida apés condiciona-
mento térmico, € um dado importante, tanto para caracterizagio das amostras como para
exprimir, em base seca, o seu teor de gordura. Além disso permite uma apreciagio sobre

as condigdes de armazenamento a que tais amostras foram submetidas.

a) do milho

As variedades de milho, recebidas do Instituto de Biologia da Unicamp,

utilizadas neste trabalho apresentaram os teores de umidade constantes da Tabela 16.

Tabela 186: Teor de umidade das 4 variedades de milho recebidas do
Instituto de Biologia da Unicamp.

VARIEDADE DE MILHO UMIDADE (%)
Normal | 11,89
Opaco 11,78
Pajimaca 11,55

" Nutrimaiz 10,76

Observa-se, pelos dados obtidos, que as 4 variedades examinadas guardam
aproximadamente o mesmo teor de umidade, o qual € compativel com os valores encon-

trados no caso de miltho armazenado em boas condigbes, ou seja, abaixo do teor de
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umidade critica. Para milho em geral a umidade critica correlacionada com o equilibrio
higroscpico a 75% de umidade relativa varia ao redorde 13% dependendo do teor de
proteinas e carboidratos. Umidade elevada promove lipélise, acelera a sua atividade
respiratoria com produgio de calor ¢ formagao de cor e odores indesejaveis. Em casos
extremos podem ocorrer carbonizagdo de sementes ¢, até mesmo, combustio espontinea.
As condigdes de estocagem de sementes oleaginosas exercem influéncia fundamental
‘sobre as caracterfsticas do éleo bruto obtido (THOMAS, 1987).

Finalmente, podemos constatar que eventuais variages na composigio
lipidica, objeto do nosso trabalho, ndo devem ser atribuidas a histéria do armazenamento
das amostras, mas sim inferidas como caracteristicas peculiares das variedades de milho

estudadas.

b) da farinha de milho integral apos tratamento térmico

O tratamento térmico empregado visou, de um lado a inativa¢do de enzi-
mas, principalmente lipoliticas, e favorecer o procedimento de extracio pela desnaturagio
das proteinas. Para atender estes objetivos o tratamento envolveu calor e umidade
adicional, como usual no processo de condicionamento utilizado na industria de extragdo.
Verifica-se que apesar da adi¢do inicial de dgua sobre a massa moida, o efeito global

traduziu-se numa ligeira desidratagéio das amostras.
A farinha de milho integral apos tratamento térmico, segundo etapa ante-

riormente descrita no item 3.2.1.a apresentou o seguinte teor de umidade mostrado na

Tabela 17 para cada variedade de milho analisada.
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Tabela 17: Teor de umidade da farinha integral das 4 variedades de
milho apos tratamento térmico, '

VARIEDADE DE MILHO UMIDADE (%)
Normal 9,28
Opaco _ 8,97
Pajimaca _ 8,15
Nutrimaiz ' 8,28

Atingidas pelo tratamento térmico com a mesma intensidade, a inativacio
enzimdtica produzida reduziu a possibilidade de alteragbes e, portanto, a composigio

lipidica passou a ser um reflexo de cada variedade em estudo.
4.2. Rendimento de germe nas 4 variedades de milho
Como € sabido, o germe dos cereais contém g maior parte

dos lipfdios dos graos, e esta por¢éo da semente do mitho é a matéria prima
mais usual para a obtengiio industrial do dleo, portanto é um dado de valor conhecer-se

o teor de germe em cada variedade examinada.

' Apés degerminagdo por via Gmida, conforme explicado anteriormente na

etapa 3.2.1.d, obteve-se 0 seguinte rendimento, apresentado na Tabela 18,

Tabela 18: Rendimento em germe nas 4 variedades de mitho.

VARIEDADE DE MILHO _ GERME (%)
Normal 9,39
Opaco ' 16,66
Pajimaca - 26,42
Nutrimaiz ' 26,06
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Baseado nos resultados obtidos pode-se constatar que a variedade de milho
Nutrimaiz apresenta rendimento de germe muito proximo da variedade Pajimaca. Estas
variedades superam a variedade Opaco e, ainda mais extensamente, o milho Normal.
Contudo as diferengas entre as variedades Pajimaca e Nutrimaiz ndo devem ser conside-
radas definitivas, pois essas variedades foram as que apresentaram, segundo observagio
visual, maior grau de contaminagio de endosperma aderente. A observacio da Tabela 18
promove a expectativa de que o milho Pajimaca e o Nutrimaiz apresenterm maior rendi-

mento em Sleo.

4.3. Teor de lipidios

Determinou-se neste trabatho o teor de lipfdios na farinha de mitho integral
e no germe das 4 variedades de milho em questdo através de 2 diferentes métodos de
extracio. Para andlises posteriores utilizou-se sémente o 6leo obtido da farinha de milho

integral, que representa mais efetivamente a composicao lipidica das 4 variedades.

a) na farinha de milho integral

Determinou-se neste trabalho o teor de lipidios livres e ligados presentes

na farinha de milho integral, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Porcentagem de lipidios livres e ligados na farinha de milho
integral

VARIEDADE LIPIDIOS (%)
LIVRES*  LIGADOS**  TOTAIS

Normal 4,37 0,42 4,79

Opaco 5,06 0,39 5,45
Pajimaca 7,46 0,68 8,14
Nutrimaiz 7,58 0,65 8,23

* extracao pelo método AOCS Ac 3-44 (1988)

** extracio no residuo segundo FOLCH (1957)
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Os lipidios livres, sao predominantemente de natureza apolar e portanto
menos associados com outros componentes das amostras, assim podem ser extraidos, com
facilidade, usando- se solvente apolar, como éter de petréleo. Eles totalizam cerca de 92%
dos lipidios totais. Por sua vez os lipidios mais fortemente associados com componentes
amidicos e protéicos, sdo designados lipidios ligados. Na extracio destes é frequentemente
citado o emprego de butanol saturado com 4gua, num procedimento 4 quente. No
‘presente trabalho, entretanto substituimos esse solvente pelo cldssico solvente de FOLCH
(1957), isso devido a duas razdes: a dificuldade de remogdo do solvente residual no lipidio
extraido, que ocasiona erro na sua quantificagiio e o fato da temperatura requerida no
processo de eliminagio do solvente ser elevada, podendo resultar em alteracdes nas
amostras de lipidios que subsequentemente serdo analisadas. Esses dois inconvenientes
foram superados com o emprego de extragdo segundo FOLCH (1957), e qualquer erro
que esse método eventualmente tenha introduzido, deve ser seguramente menor do que

outros métodos de extragio mais exaustiva acarretariam.

A observacio dos resultados demonstra que as variedades de milho Paji-
maca e Nutrimaiz apresentam um teor mais elevado de lipidios ligados que as demais em
questdo, e que o teor de lipidios totais também é maior para essas duas variedades, Isso
estd de acordo com a observagio feita na pagina 51, relativa ao maior teor de germe nessas

mesmas variedades.

b) no germe

O germe das 4 variedades de milho apresentaram os seguintes feores de

lipidios constantes na Tabela 20.
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Tabela 20: Porcentagem de lipidios fivres e ligados no germe das 4 va-
riedades de milho

VARIEDADE LIPIDIOS NO GERME (%)
LIVRES* LIGADOS**  TOTAIS
* Normal 37,75 0,76 3851
Opaco 28,24 2,51 30,75
Pajimaca 20,54 238 22,92
Nutrimaiz 24.62 1,31 25,93

* extracio pelo método AQCS Ac 3-44 (1988)

** extracdo no residuo segundd FOLCH, (1957)

Quanto aos lipidios presentes no germe, observa-se que, o milho normal

apresentou um maior rendimento em lipidios livres.

Ainda que as variedades Normal e Opaco tenham mostrado maior teor de
lipidios totais no germe, & compreensivel que essas mesmas variedades tenham apresen-
tado menores teores de lipidios totais no grio (Tabela 19), j4 que sdo elas as que

apresentam menor teor de germe, confirmando as expectativas feitas na pagina 65.

Por outro lado, observa-se que como fonte de matéria prima para extracio
industrial de dleo de milho, o germe do milho normal néo é superado por nenhuma das
outras variedades em estudo. Observa-se também que as variedades Opaco ¢ Pajimaca
apresentaram um teor consideravelmente mais elevado de lipidios ligados que as demais
variedades.

4.4. Caracterfsticas do componente lipidico

4.4.1. Indice de refracio

Oleos e gorduras possuem poder de refringéncia diferente de acordo com
sua natureza, desviam com maior ou menor intensidade os raios luminosos que os

atravessaml.
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O indice de refragiio de um Gleo, depende do comprimento da cadeia

“hidrocarbonada e do grau de insaturagio dos dcidos graxos constituintes dos trigliceridios.

O 6leo das quatro variedades de milho analisadas neste trabalho apresentou
o indice de refracdo constante na Tabela 21.

Tabela 21: Indice de refrag@o dos lipidios das 4 variedades de milho

VARIEDADE INDICE DE REFRAGAO (40 °C)
Normal 1,4705
Opaco ' 1,4710
Pajimaca 1,4709
Nutrimaiz 1,4703

Os resultados obtidos estio, em tedos 0s casos, contidos na faixa de 1,470 a

1,474; caracteristica para 6leo de mitho, segundo SWERN (1979), citada na pagina 11.

4.4.2. Indice de saponificacio

Indice de saponificagio é definido como o nimero de mili gramas de hidré-
xido de potdssio necessdrio para saponificar completamente 1g de gordura, Este valor est4
inversamente relacionado com o peso molecular médio dos 4cidos graxos dos gliceridios
presentes. F importante para demonstrar a presenca de Oleos e gorduras de alta propor-

¢ao de dcidos graxos de baixo peso molecular, em misturas com outros 6leos e gorduras.

O indice de saponificagio do 6leo obtido por extragio com éter de petréleo

das quatro variedades de milho em questio encontram-se na Tabela 22.
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Tabela 22: indice de saponificagédo em lipidios das 4 variedades de mii-

tha.
VARIEDADE INDICE DE SAPONIFICACAO
Normal 190,55
Opaco 187,01
Pajimaca - 190,53
Nutrimaiz 189,91

As correlagdes entre o peso molecular médio e o {ndice de saponificacgio
acima expostos sio confirmados pelos dados apresentados na Tabela 30 sobre porcenta-

gem molar de acido palmitico das 4 variedades.

Os resultados obtidos, e mostrad_os na Tabela acima encontram-se na faixa
dos obtidos normalmente para éleo de milho (SWERN, 1979).

4.4.3. Indice de iodo

O indice de indo de um dleo ou gordura € uma medida do grau de insatu-
ragdo. Na pritica ele é determinado pela quantidade de halogénio absorvido sendo
convencianalmente expresso como o peso de iodo absorvido (g) por 100 gramas da

amostra,

Para cada 6leo existe um intervalo caracteristico do valor do indice de iodo,
este valor também estd relacionado com o método empregado na sua determinagio.
Geralmente o {ndice de iodo € determinado pelo método de Wijs (AOQCS Cd 1-25, 1988)

que usa solugdo de cloreto de todo em 4cido acético glacial.

O indice de iodo pode também ser calculade com base na composigio em
acidos graxos, método AOCS Tz 1¢-85 (1988), com boa correlagdo com o indice de iodo

determinado analiticamente.
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Os resultados de fndice de iodo do Gleo das 4 variedades de milho encon-
fram-se na Tabela 23.

Tabela 23: indice de iodo dos fipidios das 4 variedades de milho

VARIEDADE ~ INDICE DE IODO (g I2/100g AMOSTRA)
A B

Normal 120,24 116,28

Opaco 122,57 124,88

Pajimaca 119,28 117,42

Nutrimaiz 120,70 122,38

A Cd 1b-87 da AOCS (1988)
B Tz 1¢-85 da AOCS (1988) com base na Tabela 28

Os resultados obtidos encontram-se dentro da faixa de indice de iodo
caracteristico para 6leo de milho (SWERN, 1979) que ¢é de 103 a 133g de 12/100g de

amostra. '

No confronto dos dados apresentados em 4.2.1,, 42.2. e 4.2.3. podemos
destacar 2 coeréncia dos resultados obtidos, pols a expectativa com relacio ao indice de
refragio é de que as variedades de menor indice de saponificacio e as de maior indice de

iodo concorram para maior indice de refragéio. Isso, de fato, ficou confirmado.

4.4.4. Teor de matéria insaponificavel

A matéria insaponificivel do 6leo de milho compreende diversas classes de
compostos como carotendides, hidrocarbonetos e xantofilas; tocoferdis; dlcoois triterpé-

nicos; metilesterdis e esterois,

A porcentagem de matéria insaponificdvel dos lipidios das 4 variedades de

mitho estd relacionado na Tabela 24.
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Tabela 24: Porcentagem de matéria insaponificavel em lipidios das 4
variedades de milho.

VARIEDADE MATERIA INSAPONIFICAVEL (%)
Normal 343
Opaco : ' 4,72
Pajimaca 3,12

 Nutrimaiz 3,07

Os teores de matéria insaponificdvel encontrados para as 4 variedades de
milho, apresentam-se em faixa superior dnormalmente obtida para dleos de milho
(SWERN, 1979}, contudo, CONTRERAS-GUZMAN e STRONG III (1982) em seu
trabalho, determina o teor de matéria insaponificivel em extratos lipidicos de mitho verde,

das 4 variedades em questdo e encontra resultados similares aos obtidos neste trabalho.

H4 ainda a se considerar que os dados de literatura referentes ao teor de
matéria insaponificavel sio em geral estimados sobre o dleo bruto extraido com solvente.
No trabalho em pauta tratamos de lipidios totais cujas condi¢Oes de extragio favorecem

" aobtencio de maiores quantidades desse grupo de componentes,

4.4.5, Teor de carotendides

Os teores de carotendides totais das amostras obtidas das 4 variedades de
mitho analisadas foram expressos como zeaxantina, e os resultados encontram-se na
Tabela 25.
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Tabela 25: Teor de carotendides das 4 variedades de milho expresso
como zeaxanting,

VARIEDADE TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS (ppm)
Normal 36,17
Opaco 23,62
Pajimaca : 32,98
Nutrimaiz 30,00

Observa-se que o mitho Normal possui o teor mais elevado de carotendides
totais enquanto, o Opaco apresenta o menor teor dentre as variedades analisadas, ¢ o

Pajimaca e Nutrimaiz possuem teores semethantes.

4.4.6. Cor

O método mais utilizado para a determinacio de cor em éleos vegetais € o
da AOCS (1988), que prescreve o uso do tintémetro Lovibond, utilizando cubeta de 5

1/4" para a amostra e uma escala de padrdes coloridos vermetho e amarelo.

Devido i pouca disponibilidade de amost.ra, optou-se, neste trabalho, por
outro método para a determinagdo de cor que possibilita medidas sobre amostras bem
menores. O 6leo bruto obtido através da extragéio com éter de petréleo, da farinha de
mitho integral, apresentou os seguintes dados de coloragéio indicados na Tabela 26,

obtidos pelo método espectrofotométrico citado anteriormente no ftem 3.2.2.h.
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Tabela 26: Cor do dleo das 4 variedades de milho determinada por
método espectrofotométrico.

VARIEDADE . COR
N ormal 551
Opaco 207
Pajimaca , ' 101
Nutrimaiz 216

Observa-se, comparando a intensidade de cor dos éleos obtidos, que das 4
variedades de milho a Normal apresenta coloragdo mais acentuada. Nota-se ainda que as
variedades Opaco ¢ Nutrimaiz possuem coloracdo muito prdxima, enquanto a variedade

Pajimaca proporciona éleo mais claro dentre as variedades examinadas.

4.4.7. Porcentagem de fosforo e fosfatidios

As amostras dos lipdios totais das 4 variedades de milho apresentaram as
porcentagens de fésforo e fosfatidios presentes na Tabela 27.

Tabela 27: Porcentagem de fosforo e fosfatidios dos lipidios das 4 va-
riedades de milho analisadas. -

VARIEDADE FOSFORO (%) FOSFATIDIOS (%)
(FATOR = 30)
Normal 0,0903 2,709
Opaco 0,0926 | 2,779
Pajimaca 0,0866 2,598
Nutrimaiz 0,0950 2,850

A variedade Nutrimaiz ¢ a que apresenta mais elevado teor de fosforo em

seus lipfdios totais, porém niao muito superior 2 média que estd em torno de 910 ppm.
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O fator 30 para a conversdo do teor de fosforo em porcentagem de
fosfatidios estd aqui empregado por ser um fator muito usado para tal fime nos permite,
em termos provisOrios, estabelecer valor de contelido de fosfatidios. No {tem 4.4.12.
apresentamos novas consideragOes sobre fosforo e fosfatidios que nos permitem estabe-

lecer um fator mais preciso para esta finalidade e confrontamos os dados obtidos com os
dois fatores.

4.4.8. Dados comparativos da composiciio em dcidos graxos

Quanto 4 compaosigdo em Acidos graxos, o 6leo de milho tem elevada
importéncia por apresentar alto teor de dcidos graxos insaturados, com predominéncia do

dcido linoléico e baixos teores de linoléanico, o que faz desse éleo um “6leo premium”

(SWERN, 1979).

a) lipidios da farinha de milho integral

A composi¢io em dcidos graxos dos lipfdios das 4 variedades de miiho
estudadas encontram-se na Tabela 28.

Tabela 28: Composigao em acidos graxos dos lipidios totais do mitho
das 4 variedades estudadas.

COMPOSICAO (%)

AC.GRAXO  NORMAL OPACO PAJIMACA NUTRIMAIZ
C 16:0 13,43 1261 1438 11,72
C 16:1 - 0,13 0,28 0,31 0,34
C 18:0 3,07 1,85 2,47 229

- C181 3747 3353 36,36 36,86
C 1822 45,22 50,32 44,17 46,60
C20:0 0,44 0,17 0,67 0,51
C 183 0,23 1,24 1,64 1,67

TOTAL SATURADOS 1694 14,63 17,52 14,52

TOTAL MONOINSATL 3760 - 33,81 36,67 37,20
TOTAL POLINSAT., 4545 51,56 45,81 48,27
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Na Figura 1 os dados numéricos da Tabela 28 séo apresentados na forma

de diagrama de barras e permite uma pronta confrontacdo desses valores.

b) lipidios do germe de milho

Os 4cidos graxos presentes nos lipidios extraidos do germe das 4 variedades
‘de milho encontram-se na Tabela 29,

Tabela 29: Composicédo em acidos graxos dos lipidios totais do ger-
me das 4 variedades de milho.

COMPOSIGAO (%)

AC. GRAXO NORMAL OPACO PAJIMACA NUTRIMAIZ
C 160 1351 12,48 14,69 11,48
C 16:1 0,20 0,22 0,22 0,27
C18:0 2,59 1,86 2,36 2,22
C18:1 36,04 33,67 36,84 36,78
C18:2 4586 50,11 45,17 47,47
C 20:0 0,51 0,35 0,33 0,60
C 18:3 1,27 1,29 0,38 1,17
TOTAL SATURADOS 16,61 14,69 17,38 14,30
TOTAL MONOINSAT 36,24 33,89 37,06 37,05

TOTAL POLINSAT. 47,13 51,40 45,55 48,64

Os dados sobre saturados, monoinsaturados e polinsaturados encontram-

se expostos de forma diagramada na Figura 2.

Quanto 3 composi¢io em 4cidos graxos, observando-se as Figuras 1 e 2,
nota-se que a variedade Nutrimaiz em ambos os casos possue um teor de dcidos saturados
muito proximo dos da variedade Opaco, j& o teor de monoinsaturados se aproxima muito
dos davariedade Pajimaca, quanto aos dcidos graxos polinsaturados o Nutrimaiz apresenta

um teor intermedidrio entre as variedades Opaco e Pajimaca, seus progenitores.
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Figura 1: Teor de 4cidos graxos saturados, monoinsaturadose polinsaturados
para 6leo obtido da farinia de milho integral das variedades Normal, Opaco, Pajimaca e

Nutrimaiz.
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Figura 2: Teor de dcidos graxos saturados, monoinsatarados e polinsaturados

para éleo obtido do germe, de milho das variedades Normal, Opaco, Pajimaca e Nutrimaiz.
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4.4.9. Composicio trigliceridica

Segundo metodologia descrita no ftem 3.2.2.m obteve-se 0s cromatogra-
mas das Figuras 3, 4,5 e 6 relativos & composigao trigliceridica do 6leo das variedades

Normal, Opaco, Pajimaca ¢ Nutrimaiz, respectivamente,

A composic¢do trigliceridica dos lipidios das 4 variedades de milho em
questdo foram examinadas comparando-se 0s resultados experimentais obtidos por
CLAE com a distribuigiio “1,3- Random 2- Random” e a distribuicio “Random” visando
correlacinar os dados obtidos através dessas técnicas e por este meio, identificar, com
seguranga, os picos obtidos nos cromatogramas que por falta de padrdes sémente pode-

riam ser identificados com auxilio da anélise de probabilidade.

O calculo “Random” e “1,3-Random 2-Random” para a composigéo triglhi-
ceridica foram efetuados devido a estas 2 hipdteses melhor se aproximarem de valores

reais.

O uso do computador facilita a realizagio de tdo elevado niimero de
operacdes matemadticas requeridas para tal fim. Com a composigiio em 4cidos graxos da
fragdo lipidica das quatro variedades de mitho obtidas por cromatografia gasosa, calcu-
lou-se a porcentagem molar de cada dcido graxo presente nas amostras e os dados obtidos

encontram-se na Tabela 30.
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Figura 3. Cromatograma {CLAE) da composi¢&o trigliceridica do dleo da variedade
de milho Normal. :
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Figura 4. Cromatograma {CLAE) da composxgao tr;gitcerldsca do Sleo da variedade
de milho Opaco.
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Figura 5. Cromatograma {CLAE) da composi¢ao trigliceridica do éleo da variedade
de milho Pajimaca.
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Figura 6. Cromatograma (CLAE) da composicao trigliceridica do Oleo da variedade
de mitho Nutrimaiz.
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Tabela 30: Composicdo em acidos graxos das 4 variedades de milho,
porcentagem em peso e porcentagem molar '

ACIDO VARIEDADE DE MILHO

GRAXO NORMAL OPACO PAJIMACA NUTRIMAILZ
%PESO %MOLAR %PESQ %MOLAR %PESO %MOLAR %PESO %MOLAR

C16:0 13,43 14,56 12,61 13,66 14,38 15,57 11,72 12,72

Cig8:0 3,07 3,00 1,85 1,81 2,47 2,41 2,29 2,24
C20:0 044 0,39 0,17 0,15 0,67 0,59 0,51 0,45
Cie:l 0,13 0,14 0,28 0,31 0,31 (,34 (0,34 0,37

Ci8:1 3747 36,87 33,53 3298 36,36 3573 36,86 36,31
C18:2 4522 44,81 50,32 4985 44,17 43772 46,60 46,23
C18:3 (,23 0,23 1,24 1,24 1,64 1,63 1,67 1,67

Através do programa de computador obteve-se uma listagem dos provéveis
trigliceridios presentes nas amostras € suas respectivas porcentagens. Cada édcido graxo

presente nos trigliceridios foi representado por um simbolo segundo a Tabela 31,

Tabela 31: Abreviatura dos acidos graxos presentes nos trigliceridios.

SIMBOLO ACIDO GRAXO
P dcido palmitico C16:0
S dcido estedrico Ci18:0
| 4cido araquidico C20:0
PO dcido palmitoleico C16:1
O acido oléico Ci18:1
| B dcido linoléico C18:2
LE dcido linolénico Ci8:3

Com vistas a melhor interpretagdo dos resultados obtidos adotou-se o

critério de eliminar os valores inferiores a 0,03% nos calculos da composicéo trigliceridica,
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fato este que elimina da relagdo um grande niimero de trigliceridios de menor interesse,

mantendo os que realmente tem maior probabilidade de ocorrer na amostra.

Com os dados obtidos através de calculo de distribuicio “Random” elabo-
rou-se as Tabelas 32, 33, 34 ¢ 35 e para distribuigdo “1,3- Random 2-Random” as Tabelas

36, 37, 38 e 39 para as variedades de milho Normal, Opaco, Pajimaca e Nutrimaiz.

Sabendo-se que a sequéncia de elui¢do dos trigliceridios em cromatografia
liquida obedece ao nlimero de parti¢iio, ordenou-se os resultados obtidos segundo uma
tabela, em ordem crescente de niimero de particdo. Nas Tabelas 40, 41, 42 e 43 encon-
tram-se os resultados obtidos através de célculo de distribuigdo “Random”™ para as
variedades de milho Normal, Opaco, Pajimaca ¢ Nutrimaiz respectivamente. J4 nas
Tabelas 44,45, 46 ¢ 47 sdo apresentados os resultados obtidos através de distribuigdo  “1-3

Random -2 Random” para as mesmas variedades.

Nestas tabelas, que apresentam simbolos dos trigliceridios e suas porcenta-
gens, colocou-se também as porcentagens dos trigliceridios de um mesmo grupo, ou seja,
trigliceridios que possuem mesmo nimero de dtomos de carbono ¢ mesmo nimero de

duplas ligacoes.

Com os dados de porcentagem de cada grupo de trigliceridio encontrados
nas amostras elaborou-se um gréfico de cddigo de barras para cada variedade de milho

estudada, apresentados a seguir como Figura7, 8,9 ¢ 10.

Calculou-se o coeficiente de correlagido existente entre os dados obtidos
através de distribuiciio “Random”, “1-3 Random -2 Random” e os obtidos por CLAE que
podem ser vistos no rodapé das Tabelas 40 a 47, demonstrando que os resultados obtidos

por CLAE ¢ os calculados sdo similares em ambos 0s casos.

O trigliceridio predominante é o oleildilinoleina (OL1LI), com predomi-
néncia de insaturados. A variedade Nutrimaiz apresentou um teor de trigliceridios satu-

rados inferior ao encontrado em seus progenitores.
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Tabela 32: Composicéo trigliceridica calculada segundo distribuigéo
“Random” para o dleo de mitho da variedade Normal -

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAQO PERCENTUAL

PPP 1 48 0 48 0,3087
PPS 3 50 0 50 . 0,1908
PSS 3 52 0 52 0,0393
POP 3 50 1 48 2,3449
POS 6 52 1 50 0,9663
POA 6 54 1 52 0,1256
SOS 3 54 1 52 0,0995
P POO 6 50 2 46 0,0451
PLIP 3 50 2 46 2,8498
POO 3 52 2 48 5,9378
PLIS 6 52 2 48 1,1744
PLIA 6 54 2 50 0,1527
SO0 3 54 2 50 1,2235
SALI 6 56 2 52 . 0,0315
SLIS 3 54 2 50 0,1210
AOQO 3 - 56 2 52 0,1591
P POLI 6 50 3 44 0,0595
POLI 6 52 3 46 14,4331
POO O 3 52 3 46 0,0571
SOLI 6 54 3 48 2,9739
000 1 54 3 48 50121
AOLI 6 56 3 50 0,3866
POLE 6 52 4 44 0,0741
P LILI 3 52 4 44 8,7707
POO LI 6 52 4 44 0,1388
SLILI 3 54 4 46 1,8071
OO0LI 3 54 4 46 18,2744
ALILI 3 56 4 48 0,2349
PLILE 6 52 5 42 0,0900
POLILI 3 52 5 42 0,0843
OOLE 3 54 5 44 0,0938
O LILI 3 54 5 44 22,2098
OLILE 6 54 6 42 0,2280
LILILI 1 54 6 42 89976
LILILE 3 54 7 40 0,1385
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Tabela 33: Composigéo trigliceridica calculada segundo distribuicéio
“Random” para o dleo de milho da variedade Opaco

CODIGO ISOMERQOS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAQO PERCENTUAL

FPPP 1 48 g 48 0,2549
PPS 3 50 0 50 0,1013
POP 3 50 1 48 1,8461
POS 3 52 1. 50 0,4892
POA 6 54 1 52 00,0405
SOS§ 3 54 1 52 0,06324
P POQO- 6 50 2 46 0,0838
PLIP 3 50 2 46 2,7905
POO 3 52 2 48 4,4573
P LIS 6 52 2 48 0,7395
PLIA 6 54 2 50 0,0613
SO0 3 54 2 50 (,5506
S LIS 3 54 2 30 0,0490
AOQO 3 56 2 52 0,0489
P POLI 6 50 3 44 0,1267
POLI 6 52 3 46 13,4747
POOO 3 52 3 46 0,1011
SOLI 6 54 3 48 1,7854
000 1 54 3 48 3,5872
AOLI 6 56 3 50 (3,1480
FOLE 6 52 4 44 0,3352
PLILY 3 52 4 44 10,1836
POO LI 6 52 4 44 0,3058
S LILI 3 54 4 46 1,3494
OOLI 3 54 4 46 16,2663
ALILY 3 56 4 48 0,1118
PLILE 6 52 5 42 0,5066
POLILI 3 52 5 42 - 0,2311
OOLE 3 54 5 44 0,4046
O LILI 3 54 5 44 24,5868
OLILE 6 54 6 42 1,2232
LILILL 1 54 6 42 12,3878
LILILE 3 54 7 40 0,9244
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Tabela 34: Composigao trigliceridica calculada segundo dlstrzbwgao
“Random” para o oleo de milho da variedade Pajimaca

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTIGAO PERCENTUAL

PPP 1 48 0 48 0,3775
PPS 3 50 0 50 0,1753
PPA 3 52 0 52 0,0429
POP 3 50 1 48 2,5989
POS 3 52 1 50 0,8045
POA 6 54 1 52 0,1970
SOS 3 54 1 52 0,0623
P POO 3 50 2 46 0,1135
PLIP 3 50 2 46 3,1800
POO 3 52 2 48 5,9646
PLIS 6 52 2 48 0,9844
PLIA 6 54 2 50 0,2410
SO0 3 54 2 50 0,9232
SLIS 3 54 2 50 0,0762
AOO 3 56 2 52 0,2260
P POLI 6 50 3 44 0,1389
PO LI 6 52 - 3 46 14,5969
POO O 3 52 3 46 0,1303
SOLI 6 54 - 3 48 2,2594
000 1 54 3 48 4,5631
AOLI 6 56 3 50 0,5531
POLE 6 52 4 44 0,5442
P LILI 3 52 4 44 8,9305
POO LI 6 52 4 44 0,3188
SLILI 3 54 4 46 1,3823
OO0LI 3 54 4 46 16,7505
ALILI 3 56 4 48 0,3384
PLILE 6 52 5 42 0,6659
POLILI 3 52 5 42 0,1950
OOLE 3 54 5 44 0,6245
OLILI 3 54 5 44 20,4963
OLILE 6 54 6 42 1,5283
LILILI 1 54 6 42 8,3599
LILILE 3 54 7 40 0,9350

73



Tabela 35: Composigao trigliceridica calculada segundo dlStFIbU!an
“Random” para o 6leo de milho da variedade Nutrimaiz

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAQO PERCENTUAL

PPP 1 48 0 48 0,2058
PPS 3 - 50 0 50 0,1087
PGP 3 50 1 48 2,1434
POS 3 52 1 50 0,8833
POA 6 54 1 52 0,1148
SOS 3 54 1 52 - 0,0910
P PCO 6 50 2 46 0,0489
PLIP 3 50 2 46 2,6050
POO 3 52 2 48 6,4453
PLIS 6 52 2 48 1,0735
PLIA 6 54 2 50 0,1395
SO0 3 54 2 50 1,3280
SLIS 3 54 2 50 0,1106
AOO 3 56 2 52 0,1726
P POLI 6 50 3 44 0,0595
POLI 6 52 3 46 15,6665
POO O 3 - 82 3 46 - 0,0552
SOLI 6 54 3 48 3,2280
000 1 54 3 48 4,8453
AOLI 6 56 3 50 0,4196
POLE 6 52 4 44 0,0804
PLILI 3 52 4 44 95202
POO LI 6 52 4 44 0,1342
SLILI 3 54 4 46 1,9616
OOLI 3 54 4 46 17,6662
ALILI 3 56 4 48 0,2550
PLILE 6 52 5 42 0,0977
POLILI 3 52 5 42 0,0815
OOLE 3 54 5 44 0,0907
O LILI 3 54 5 44 21,4707
OLILE 6 54 6 42 0,2204
LILILE 1 54 6 42 8,6981
LILILE 3 54 7 40 0,1339
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Tabela 36: Composicéo trigliceridica calculada segundo distribuicéo
“1,8-Random 2-Random” para ¢ 6leo de mitho da variedade Normal '

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAO PERCENTUAL

POP 1 50 1 48 2,1434
- POS 2 52 1 50 0,8833
POA 2 54 1 52 0,1148
SOS 15 54 1 52 0,0910
P POO 4 50 2 46 0,0489
PLIP 1 50 2 46 2,6050
POO 2 52 2 48 6,4453
PLIS 2 52 2 48 1,0735
PLIA 2 54 2 50 0,1395
SO0 2 54 2 50 1,3280
SLIS 1 54 2 50 0,1106
AOO 2 56 2 52 0,1726
P POLI 4 50 3 44 0,0595
POLI 4 52 3 46 15,6665
POO O 3 52 3 46 0,0552
SOLI 4 54 3 48 - 3,2280
000 1 54 -3 48 4,8453
AOLI 4 56 3 50 0,4196
POLE 4 52 4 44 0,0804
PLILI 2 52 4 44 9,5202
POO LI 6 52 4 44 0,1342
S LILI 2 54 4 46 1,9616
OO0LI 3 54 4 46 17,6662
A LILI 2 56 4 48 0,2550
PLILE 4 52 5 42 0,0977
POLILI 3 52 5 42 0,0815
OOLE 3 54 5 44 0,0907
O LILI 3 54 5 44 21,4707
QO LILE 6 54 6 42 0,2204
LILILI 1 54 6 42 8,6981
LILILE 3 54 7 40 0,1339
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Tabela 37: Composigéo trigliceridica calculada segundo distribuicio
“1,3-Random 2-Random” para o dleo de milho da variedade Opaco

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAO PERCENTUAL

POP 1 50 1 48 1,6409
POS 2 52 1 50 0,4349
POA 2 54 1 52 0,0360
P POO 4 50 r 46 0,0901
PLIP 1 50 2 46 2,4803
POO 2 52 2 48 4,7935
P LIS 2 52 2 48 0,6573
PLIA 2 54 2 50 0,0545
SO0 2 54 2 50 0,6352
S LIS i 54 2 50 0,0435
AQO 2 56 2 52 0,0526
P POLI 4 50 3 44 0,1362
P LEP 1 50 3 44 0,0617
POLI 4 52 3 46 14,4910
POO O 3 52 3 46 0,0987
SOLI 4 54 3 48 1,9201
000 1 54 3 48 3,5007
AOLI 4 56 3 50 0,1591
POLE 4 52 4 44 0,3605
PLILI 2 52 4 44 1,9517
POO LI 6 52 4 44 0,2984
SOLE 4 54 4 46 0,0478
SLIL) 2 54 4 46 1,4511
OO0LI 3 54 4 46 15,8740
A LILE 2 56 4 48 0,1203 -
PLILE 4 52 5 42 0,5448
POLILI 3 52 5 42 0,2255
SLILE 4 54 5 44 0,0722
OOLE 3 54 5 44 0,3949 -
OLILJ 3 54 5 44 23,9939
OLILE 6 54 6 42 1,1937
LILILI 1 54 6 42 12,0891
LILILE 3 54 7 40 0,9021
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Tabela 38: Composigéo trigliceridica calculada segundo distribuicdo
“1,3- Random 2-Random” para o dleo de mitho da variedade Pajimaca

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAQO PERGCENTUAL

POP 1 50 1 48 2,3937
POS 2 52 1 50 0,7410
POA 2 54 1 52 0,1814
SOS i 54 1 52 0,0573
PPOO 4 50 2 46 0,1235
P LIP 1 50 2 46 2,9289
POO 2 52 2 48 6,4896
PLIS - 2 52 2 48 0,9067
PLIA 2 54 2 50 0,2220
SO0 2 54 2 50 1,0045
S LIS 1 54 2 50 06,0702
SLIA 2 56 2 52 0,0344
AQCO 2 36 2 52 (0,2459
P POLI 4 50 3 44 0,1511
P LEP 1 50 3 44 0,1092
POLI 4 52 3 46 15,8817
PLES 2 52 3 46 0,0338
POO O 3 52 3 40 0,1256
SOLI 4 54 3 48 2,4582
000 1 54 3 48 4,3986
AOLI 4 56 3 50 0,6018
POLE 4 52 4 44 0,5921
P LILI 2 52 4 44 9,7166
POO LI 6 52 4 44 0,3073
SOLE 4 54 4 46 0,0916
SLILI 2 54 4 . 46 1,5040
OO0OLL 3 54 4 46 16,1468
ALILI 2 56 4 48 0,3682
PLILE 4 52 5 42 - 0,7245
POLILI 3 52 5 42 0,1880
S LILE 4 54 5 44 0,1121
OOGLE 3 54 5 44 0,6020
O LILI 3 54 5 44 19,7576
O LILE 6 4 6 42 1,4732
LILILE 1 54 6 42 8,0586 -
LILILE 3 54 7 40 0,9013
LILELE 3 54 8 38 0,0336
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Tabela 39: Composigéo trigliceridica calculada segundo distribuigao
“1,8- Randorn 2-Random” para o dleo de milho da variedade Nutrimaiz

CODIGO ISOMEROS N.CARBONOS N.DUPLAS N.PARTICAO PERCENTUAL

POP 1 50 1 48 1,5628
POS 2 52 1 50 0,5504
POA 2 54 1 52 0,1106
SOS 1 54 1 52 0,0485
P POO 4 50 2 46 0,1102
PLIP 1 50 2 46 1,9898
POO 2 52 2 48 5,4071
P LIS 2 52 2 48 0,7008
PLIA 2 54 2 50 0,1408
SO0 2 54 2 50 0,9522
SLIS 1 54 2 50 0,0617
AQO 2 56 2 52 0,1913
P POLI 4 50 3 44 0,1403
PLEP 1 50 3 44 0,0719
PO LI 4 52 3 46 13,7688
POO O 3 52 3 46 0,1430
SOLI 4 54 3 48 2,4247
000 1 54 3 48 4,6769
AOQOLI 4 56 3 50 0,4871
POLE 4 52 4 44 0,4974
P LILI 2 52 4 44 8,7652
POO LI 6 52 4 44 0,3641
SOLE 4 54 4 46 0,0876
SLILI 2 54 4 46 1,5436
OOLI 3 54 4 46 17,8640
ALILI 2 56 4 48 0,3101
PLILE 4 52 5 42 10,6332
POLILI 3 52 5 42 0,2318
SLILE 4 54 5 44 0,1115
OOLE 3 54 5 44 0,6453
O LIL 3 54 5 44 22,7444
O LILE 6 54 6 42 1,6432
LYLILI 1 54 6 42 9,6528
LILILE 3 54 7 40 1,0461
LILELE 3 54 8 38 0,0378
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Tabela 40: Compaosicao triglicerftica (mol %) calculada segundo distribuic8o “Random” e obtida por

CLAE do dleo de milho Normal
. N . Calcutade (90)
Némeso Particio Grupo Frigliceridio CLAE (%)
. Trigliveridios Grupa
38 54:8 LILFLE
LALILE 0,138 0,83
40 54:7 0,138
OLELE
AL 8.997 12396
54:6 ; 9,225
. QLILE 0,228
42
PLIIE 6,090 272
525 6,174
POQIILI - 0,084 0,66
AN 22,209 19,74
54:5 QOIE 00a3 22,302
SLILE
i PI1ILL 8770 1168
52:4 POLE 0074 8,982
POOLL 0,138
PPQLI 0054
503 0,054
PPILE
DOLE 182714 1471
54:4 SLILE 1,807 20,081
SOLE
4 POLI 14,433 1457
53:3 POO O D057 : 14,490
PSLE
PRIl 2,849 212
502 2,894
PPOC _ 043
A6:4 LILIA 0.234 0,234
000 5,012 6,71
54:3 T, 085
SOul 2913
48 i8]0 5,937 832
522 711
PSLL 1,174
501 PFO 2,344 2,344 212
48:0 o 0,308 0,308
56:3 O1IA f.385 0,386 0,55
500 1,223 1,66
50 5402 PIlA 0,152 1,495
551 0,120
521 PSO 0,966 0,965 0,95
S0:0 PPS 06,190 0,190 ' 0,11
DOA 0,159 012
5612 0,190
SLIA 0,031
FOA 0125 0,35
52 54:1 0,224
SS0 0,004
PPA
52:0 04039
_ rss 0,039
54 5601 SOA

Cocficiente de correlacio entre valor ealculado do grupe ¢ CLAE = 0,9765
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Tabela 41: Composigéo trigliceridica {mol%) catcutada segundo distribuigéo “random” e obtida por

CLAE do 6leo de milho Opaco
Nimero Partigio Grupo Frigliceridio CLAE (%)
Trigliceridios Grupo
38 54:8 LILELE
LILILE 0924 1.6
40 547 0,924
QIELE
EILIES 12,387 16,83
S QINE 1,223 13410
42 *
PLILE 0,506 2,52
525 0,737
PO LI 0.231 1,74
0111 24,586 18,84
54:5 QOLE 0,404 25,057
SLILE 0,067
' 3 .
a PLILL 10,383 11,63
52:4 POLE . 0,335 10,823
PCOILL G305
BPPOII__ - {1,126
50:3 0,195
PPLE 0,065
o XeR | 16,266 1242
54:4 SLILI 1.349 17,659
SOLE 0,044
46 POid 13474 11,53
533 POO O 0,101 : 13,575
rSLE
PPLI 2,790 175
50:2 2873
P POO 0,083
56:4 LILIA 0,111 0,111
Q00 3587 4.50
54:3 5372
S054 1,785
48 POO 4457 6,11
522 5,196
Pyl g 0,734
50t PPO 1846 1546 1,76
48:0 PIP 0254 0,254 048
56:3 OLIA (147 0,147
$00 0,590 0,65
- 54:2 PLIA D06l 0,699
SSEI £5,048
Skl ESD 0,489 0,489
50:0 PPS 0,101 0,10 0,50
QOA 0,048
562 G,C48
SLIA _
POA 0,040 016
52 54:1 0,072
§50 0,032
PPA
520
PSS
34 561 S0OA

Coeficiente de correlagio entre vator calculado do grupo ¢ CLAE = 0,9485
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Tabela 42: Composicdo trigliceridica {mol%} calculada segundo distribuigao "Random"” e obtida por
CLAE do dleo de mitho Pajimaca

. . . . Calculado %) :
Nitmero Partigio Grupo Trigliceridio - CLAE (%)
Trigliceridios Grupo
38 54:8 1ALELE 0,034 803
LILE 0,935
40 54:7 - 0,935
O LELE
[EERIR £ 350 16,75
54:6 9887
DLILE 1528
42
PLILE 663 vy
52:5 0,860
PO 03195 1.26
OLILI 20,496 17,85
54:5 QO1F 0,624 21,223
SLILE 103
3 I 0 :
44 PLI 8,93 1145
524 POLE 0544 9,792
POO L 0318
EPOLI 0,138
50:3 4,256
PILE 118
D011 16,750 1310
544 S LI 1,382 18,216
SOLE 0,084
I A W
46 POl 14,596
53:3 OO0 0,130 14,762
PSLE 0,036
PPLI 3,180 228
50:2 3,293
EPOO 0,113
Stud LELIA 0,338 0338
00 4,563 10,53
54:3 6,812 i
SQLE 2,259
48 PQO 5,964 132
52:2 6,948
PStt 0,984
Sl PRO 2,598 2598 213
4.0 pPp 0377 0,377 6,29
hY %) LA 2533 0,553 .56
SO0 0923 1,38
s 542 FLLA 0,241 1,240
SS814 0078
52:1 ESO 0804 0,804 0.7
200 BPPES 0,125 175 LOg
Q04 0,226 037
56:2 0,263
SLIA 0037
POA 0,196 014
52 541 0,258
S50 D062
PP A 3,042
52:0 ' 0,042.
PSS
54 56:1 SOA 0920 0,030

Coeficiente de correlagio entre valor cafevlado do grupo € CLAE = 09362
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Tabela 43: Composig&o trigliceridica (mol%) caleulada segundo distribvi§éo "Random” e obtida por

CLAE do dleo de milho Nutrimaiz

. . Calrulagds [T}
. Ndmero Particao Grupo Trigliceridio CLAE (%)
Teipliceridios Girgpo
38 S48 LILELE 0,338 4,038
LILILE 1074 32
a0 54.7 1,161 1
OLELE 8030
PRI 9,883 1433
546 O LILE 1,682 11565
42 '
Pl 0,58 0,65
52:8 ' 0826
PO 0,237 2.3
OFr 23,288 20,99
545 QOLE 0,660 24,051
STILE 6,103
m PILILI 8157 ‘10 57
52:4 POLE 0,462 8,991
POQ L 0372
PPOLE 130
503 0,213
PEILE D081
0014 18,293 16,74
54:4 S1IL 1,436 _ 19,808
SOLE o.681
6 POLI 125814 12,96
533 POO O 0,145 12,960
ESLE
PELI 3244 1.50
50:2 2,346
P POO 0,102
Sha Li1]A (3288 0,288
0600 4,788 146
M3 T4
SOLE 2256
48 POO 5,032 751
522 5,822
Pail 2,790
S0:1 EECO 1762 1,162 1.59
48:0 PEP 0,205 0,205 0.0,45310.450.38
56:3 OLIA 0,453 0453
£00 {886 185
50 54:2 BPHIA 8158 1,113
S51d G069
521 PS0O 0,620 0.620 043
50.0 BEES 0,108 0,108
QoA 0178 0,92
56:2 0,1789
SLIA
POA 0,124 0,30
52 54:1 0,178
S80 G054
PPA
52:0
_ PSS
54 S6:1 SOA

Cacficiente de corselagio entre valor caleutido do grupo e CLAE = 0,9831
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Tabela 44: Composicéo trigliceridica (mol%) calculada segundo distribuigdo “1,3- ﬁandom

2:Random” e obtida por CLAE do dleo de mithg Normal
Catewlado (503
Namero Parlicio Grupo Trighiceridio .’{% CLAE (%)
Trigliceridios Cirupo
18 248 1A1ELE
ILHNIE G133 0,85
49 547 0,133
. OtEIL
LIEIE] RAUR 12,26
54:6 8918
oLy 0,220
42 -
PLILE 0097 G712
52:5 0,178
FPOLRY D083 .66
D1ILY 21470 19.74
54:5 DOLE 0L0GG 21,560
SLILE
44 ELILI 9520 11,68
524 POLTE 0,080 9734
POO LI 0134
PEGIL 0,059
50:3 0,059
PPRLE
DOLL 17,666 14.71
544 SLILY 1962 19,627
S0LE
46 POLE 15,666 .57
533 POOO {088 15,721
PSIE
PPI1] 264 272
50:2 2,652
P PO 0,048
56:4 LILIA 0,255 0,255
000 4,845 6,71
54:3 R072
5011 3,227
48 FOQO 6,445 832
522 1518
PSId 1073
Sl PPO 2,143 243 292
48:0 PPF
56:3 OliA 04:19 0439 .55
500 1,328 1,66
50 54:2 PLiA 0,139 1,577
SSLI 8,110
S523. £SO 0,883 0,883 0,93
SO | ol i 0,11
O0A 0,172 012
56:2 6,172
SEIA
POA 0,114 0,35
52 54:1 0,265
880 0,061
PRA
520
£5S
54 b1 | SOA

Coeficiente de correlagio entre valor ealeulado do grupo e CLAE = 0,9535
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Tabela 46: Composigéo trigliceridica (mol%) calculada segundo distribuigdo “1,3-Random

2-Bandom” e obtida por Clae de dleo de mitho Opaca
: Caleutado (%)
Nimero Partigio Cirupo Trigliceridio “ e CLAE (90)
Triglicerfdios Grupo
38 54:8 LILBLE
LILILE 0,902 116
40 54:7 0,902 *
QLELE
RiRIR 12089 1683
54:6 13,282
OlIE 11e3
42 -
PLILE 0,544 2.52
52:5 0,769
PQLILI 0224 1,74
O LI 23,993 1884
54:5 QOLE 0,394 24,459
SLILE 0072
” PLILI 10,951 11,63
524 PO LF £.360 11,609
POOLI .298
P POLI 0.136
50:3 0,197
PPLE 0,061
0011 15874 1242
544 SLILE 1,451 17472
SOLE 2,047
¥
" PQILI 14,499 11,53
533 POO O 8498 14,588
PSLE
PPLI 2,480 1,75
50:2 2,570
EPOO 0.0%0
56:4 LALIA 0120 0,120
000 3,500 9,90
54:3 ' 5420
SOLL 1920
48 POC 4,793 611
522 5450
PSLI 0657
50:1 PLO 1,640 1,640 1,76
480 PEP 048
563 GLIA 0,159 0,159
500 0.635 .65
5% 54:2 PLIA 0054 0,732
§81I 0,043
321 PSO 0434 0.434
S0 PPS 0,50
QOA 0,052
¢ 56:2 0,052
SIiA
POA 0L036 0,16
52 541 9,036
550
PPA
520
PSS
54 S6:1 SOA

Cocficiente de corvelagiio entre valor czleulado do grupo e CLAE = 0,9509
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Tabela 46: Composigao trigliceridica (mol%) calculada segundo dlstrlburg:ao 1,3 Ftandom
2-Random” e Obtldc por CLAE do dlec de mitho Pajimaca

. , Caleulado (48
Niimero Partigao Grupo TFrigliceridio M CLAE (%)
Trigliceridios Grupo
ag 54:8 LILELE 0,033 0,633
LILILE 3,901 0.940]
40 54:7
QIELE
1l 8,058 0531 16,75
54:6
QLILE 1473
42
PLILE 0,724 0,912 2,27
52:5
POTIL] 0188 1.26
QLI 19797 20471, 1785
54:3 O0LE .60
SLILE 0,112
44 PILd 96 3H.615 1145
54 POIE 4,592
POOIT 0,307
PPOLY 0,151 0,260
50:3
FPIiE 0,169
008l 16,146 Y2740 131
544 LI 1503
SOLE £,091
4% POIA 15,881 16,035 12,24
533 OO0 L1235
PSILE 0,033
PPLI 2,928 3,051 228
S0:2
2 PQo 0,123
Shd FAEIA D68 0,368
Q00 4 308 6856 18,51
543
S011 2458
48 POC 6,459 7.395 732
52:2
P51 2.906
Sk PP 2393 2393 213
48:0 EEFE 0.2¢
S&:3 OLIA .601 0601 0,58
500 1004 1,295 138
50 54:2 PLLA 8221
SSEI 0,070
52:1. PO 0741 G741 o
50:01 PES D08
OQA 0,245 0,279 0,37
562
SLIA 0,034
POA 0,381 0,228 0,14
52 541
850 0057
PRA
520
PS8
34 561 50A

Coeficiente de correlaglio entre valor caleutado do grupo e CLAE = 0,9340
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Tabela 47: Composicao trigliceridica {mol%) calculada segundo distribuigdo “1,3-Random

2-Random” e obtida por CLAE da dleo de milha Nutrimaiz
. ; Calcuiado (%)
Nimero Partigio Grupo Trigliceridio & CLAE (%)
Trigliceridios Cirupo
3k SR FHLPLE G037 037
LAHNE 1,046 132
40 54:7 1,046
O1rFEE
§JLILI D652 1433
6 O LILE, 1,643 129
42
PIIE 0,633 0,03
515 G864
PO LILI 0,231 0,53
Q1 22,744 20,99
54:5 GOLE 0,645 23,500
SLILE . 0111
44 P LILL 8765 057
524 POLE 05.497 9,626
POOI} &304
PrOLE 0,140
50:3 0,211
BiEE 2074
Qail 17.863 16,74
54:4 S0 1.543 19,493
SOLE 0,087
46 PO 13768 1226
53:3 L OiONY 142 13,919
IPELE
EPLL 1.98% 1.56
50:2 2059
PPGO [N
~d LALIA 0,310 031G
000 4,670 746
543 7,100
SOLE 2424
48 OO 5,407 781
52:2 6,167
PSLI 0,700
Sl o 1562 1562 159
48:G pre 018
(K O LIA CART (487
SQO0 0,952 1S
© 54:2 PILA 0,140 1,153
S58} 0,06}
52:1 PSO 3,550 0,550 Q.43
50:0 PI*S
QOA 0,191 0,92
56:2 1,191
SIJA
POA 0,118 0,30
52 541 i 0,158
S50 0,048
PIA
520
_ PSS
54 56:1 SOA

Cocficienie de correlagao entre valor cateulado do grupo ¢ CLAE = 09552
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Figura 7. Porcentagem de trigliceridios calcutados segundo distribuigéio *Random”,
"1,3-Random 2-Random" e determinada por CLAE do dleo da variedade de mitho

. Normal.
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4.4.10, Teor de tocoferdis

Tocoferdis sAo importantes constituintes da matéria insaponificidvel dos
dleos. CONTRERAS-GUZMAN (1982} desenvolven um extenso trabalho sobre os

tocoferdis presentes nas variedades de mitho em questio,

O teor de tocoferdis totais das 4 variedades de milho estudadas encontram-
se na Tabela 48. |
Tabela 48: Teor de tocoferdis totais das 4 variedades de milho.

VARIEDADE TOCOFEROIS (mg/100g)
Normal 7,0
Opaco 7.5
Pajimaca 9,2
Nutrimaiz ' 9.1

Os resultados obtidos estdo de acordo com os de CONTRERAS- GUZ-
MAN (1982) e demonstram que realmente as variedades Pajimaca e Nutrimaiz possuem
um teor mais elevado de Tocoferol que as demais variedades em questéo, o que do ponto
de vista nutricional € bastante interessante, além de aumentar a estabilidade oxidativa do

Gleo.

4.4.11. Composicao em esterdis

A identificacdo dos esterdis presentes nas amostras analisadas, foi feita
segundo metodologia descrita no ftem 3.2.2.n e as 4 variedades de milho apresentaram os
resultados da Tabela 49.
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Tabela 49: Composicdo em esterdis das 4 variedades de milho.

VARIEDADE ESTEROL (%)
CAMPEST.  STIGMAS. B SITOST. NAO IDENT,

Normal 2359 71,72 4,68
Opaco 20,14 4,88 73,33 1,64
Pajimaca 21,58 71,40 7,01
Nutrimaiz 24,56 69,99 5,45

Para asvariedades de milho Normal, Pajimaca e Nutrimaiz o cromatograma
ndo registrou a separagdo entre campesterol e stigmasterol a nivel de ser quantificado
isoladamente pelo integrador, obtendo-se sémente a quantificaco destes dois esterdis
em conjunto. A variedade de milho Opaco apresentou um teor mais elevado de B

sitostero! em relagiio as demais .

Os dados de literatura (SWERN, 1979) nos levam a crer que o componente
nao identificado corresponde ao avenasterol, porém a nossa faita na confirmagéo decorre

da impossibilidade de obter padrio para essa identificacio.

O valor de campesterol e estigmasterol para o Nutrimaiz é intermediario
entre as variedades progenitoras, enquanto que o Opaco apresenta mais alto teor dentre

as demais variedades analisadas.

E interessante observar que a maioria dos 6leos comuns, ndo apresenta
significativos niveis de variagio dos componentes esterdis, isso sémente ¢ importante no
caso da soja onde campesterol e estigmasterol perfazem cerca de 40%, € no 6leo de oliva,
onde o B sitosterol chega a 909%0s dados obtidos neste trabalho sdo compativeis com os
obtidos por POMERANZ. (1978).

4.4.12, Classes de lipidios

A composigdo dos lipidios do griio de milho pode apresentar variagdes tanto
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em fungdo dos procedimentos utilizados para extragdo como em fungio da variedade
estudada.

Os lipidios presentes no milho possuem a distribuigdo que pode ser vista na

Figura 11. _
Figura 11: Distribuigao das classes de lipidios no gréo de milho.
LIPIDIOS TOTAIS DO GRAO
|
|
| | |
| |
LIP{DIOS LIPIDIOS
NEUTROS POLARES
| l
| |
TRIGLICERIDIOS | |
I |
- DIGLICERIDIOS  GLICOLIPIDIOS FOSEOLIPIDIOS
ACIDOS GRAXOS
MONOGLICERIDIOS
ESTEROLLIVRE
ESTEROL ESTERIFICADO
HIDROCARBONETOS
Este estudo foi realizado com o emprego da metodologia descrita no ftem
3.2.2p.
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Padrdes dos compostos pertinentes foram submetidos ao mesmo procedi-
mento analftico e propiciaram as defini¢des de tempos.de retencdo (ir) e fatores de
resposta do detector, as quais sfo apresentadas na Tabela 50. |

Tabela §0: Tempo de retencgéo e fator de resposta de padrées em ana-
lise de classes de lipidios realizada em latroscan.

COMPOSTO tr (seg) FATOR DE RESPOSTA
ESTEROL ESTERIFICADO 6,70 1,07
TRIGLICERIDIO 10,30 1,05
ACIDO GRAXO 12,68 1,09
DIGLICERIDIO 16,84 0,93
ESTEROL LIVRE 23,70 0,78
MONOGLICERIDIO 27,20 1,58

POLARES 29,00

Os cromatogramas dos lipidios totais das 4 variedades de milho obtidos em
Iatroscan encontrarm-se na Figura 12.

A andlise dos lipidios totais das 4 variedades de milho apresentou em
Iatroscan os resultados da Tabela 51.

Tabela 51: Composigio em classes de lipidios das 4 variedades de mi-
ho estudadas (%)

VARIEDADE ESTEROL TRIGLI- AC.GRAXO DIGLICE- MONOGLI- POLARES
ESTERIF. CERIDIO  LIVRE RIDIO CERIBIO

Normal — 89,55 1,53 1,02 1,75 6,14
Opaco (0,87 89,18 1,55 1,31 1,20 5,88
Pajimaca 0,74 90,06 1,25 0,53 1,46 5,95
Nutrimaiz 0,67 90,31 1.75 | 0,92 0,75 5,59
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Figura 12. Cromatogramas (TLC-FID) das classes de lipidios obtidos em latroscan

para as variedades de milho Normal, Opaco, Pajimaca e Nutrimaiz.
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Comparando-se os dados obtidos neste trabalho com os obtidos por WE-
BER (1969), conclui-se que os teores sio compativeis e refletem o estado em que se
encostravam os lipidios no momento da andlise, pois sabe-se que o teor de 4cidos graxos
livres, mono di e trigliceridios, bem como a presenga de demais compostos estdo relacio-

nados com o estado em que se encontram as amostras.

A determinacdo de classes de lipidios em Iatroscan mostrou-se bastante

satisfatdria pela rapidez com que se processa a andlise e relativa simplicidade.

A importdncia da avaliacdo e dosagem de componentes menores, presentes
nos éleos em quantidades que, dificilmente, superam os 3%, reside no fato de que s6 a

composicio em dcidos graxos ndo € suficiente para a caracterizagéio do produto.

Astécnicas cromatogrificas sio as mais eficazes no estudo ou andlise desses
componentes, ¢ neste intuito o latroscan tem se mostrado muito eficiente, pois uma
andlise rdpida das classes de lipidios presentes em 6leos e gorduras, é de fundamental
importancia tanto para o controle da matéria prima como também para o acompanha-

mento durante os diferentes processos a que sdo submetidos estes produtos.

A separaciio dos fosfolipidios presentes nas amostras, foi efetuada segundo
metodologia descrita anteriormente devido 4 rapidez da técnica comparada com outras
metodologias empregadas para este fim, e a possibilidade de identificacdo e quantificagio

das classes de fosfolipidios.

Um dos problemas na andlise de fdsfolipidios reside na complexidade de
cada classe deste componente, pois os mesmos sdo formados de grande niimero de
espécies moleculares, diferindo na natureza dos dcidos graxos que os compde, no compri-
mento da cadeia, grau de insaturacdo, isomeria cis-trans; fatores estes que afetam a

separagdo cromatogréfica destes compostos.

Testou-se vérias fases méveis para a separacdo dos fosfolipidios e optou-se
por utilizar cloroférmio- mctanol-ﬁgua (80:35:3) que é 2 recomendada por diversos
autores (HAZEL, 1985; DU PLESSIS e PRETORIUS, 1983; FOOT e CLANDININ,
1982; VANDAMME et alii, 1978) e, no caso, foi a que apresentou resultado mais
satisfatério.
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Obteve-se para padrdes de fosfolipidios, analisados nas mesmas condi¢bes

que as amostras, tempos de retengio ¢ fator de resposta relacionados na Tabela 52.

Tabela 52: Tempo de retengéo e fator de resposta do detector para
padrdes de fosfolipidios

FOSFOLIPIDIO “tr(seg)  FATOR DE RESPOSTA
Lisofosfatidilcolina (LPC) 26,05 0,87
Fosfatidilcolina (PC) 23,53 0,85
Fosfatidilinositol (PT) 13,73 0,95
Fosfatidiletanolamina (PE) 13,67 0,96
Acido Fosfatidico (PA) 11,02 1,44

Cromatogramas obtidos em [atroscan dos fosfolipidios das 4 variedades de

milho sdo mostrados na Figura 13.

A andlise da composicio fosfolipidica das 4 variedades de milho apresentou

em latroscan os resultados da Tabela 53.

Tabela 53: Composigéo fosfolipidica das 4 variedades de milho

VARIEDADE " FOSFOLIPIDIO (%)
DE MILHO PC PE+Pl PA LPC N.L*
Normal 9789 —— 1,01 1,03 0,06
Opaco 88,02 240 644 1,60 141
Pajimaca 69,60 2581 279 1,80
Nutrimaiz 6990 6,79 497 158 16,76

*N.I. = nio identificado

No confronto com os dados de WEBER (1978), apresentados na Tabela 8,

observa-se que a fosfatidilcolina é realmente predominante nessa classe de lipidios.
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Constata-se também que a dificuldade de separagiio e identificacdo de alguns fosfolipi-
dios, através da técnica empregada, era perfeitamente prevista conforme adiantou-se na

pégina 31.

Por outro lado o grupo néo identificado pode ser, com muita probabilidade,
constituido de difosfatidilglicerol, pois foram assinalados na Tabela 8 como presentes em

considerédvel proporgio.

O hibrido Nutrimaiz apresenta um teor de fosfatidilcolina muito préximo

do encontrado na variedade Pajimaca.

Calcula-se, baseado na porcentagem de cada fosfolipidio e no peso mole-
cular correspondente, o fator de conversio para fosforo, e os valores encontrados foram
de 25,07 para o milho Normal; 24,82 para o Opaco; 24,77 para o Pajimaca e 24,51 para o
Nutrimaiz. Tem-se entdo 24,79 como valor para um fator de conversdo médio das quatro
variedades de milho analisadas, fator este que melhor representa o teor de {6sforo a partir
dos fosfolipidios presentes nas amostras, diferente do fator 30 normalmente empregado

para esta conversao.
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5. CONCLUSOES

1- As pesquisas realizadas neste trabalho permitem concluir que o milho
hibrido da variedade Nutrimaiz, homozigota para os genes opaco2 e sugary, apés processo
de selecdo genética, apresenta elevada a taxa de lipidios no grio em relagio ao milho
Normal, mantendo propor¢io equivalente a do seu progenitor Pajimaca, confirmando os
resultados obtidos anteriormente por CONTRERAS- GUZMAN (1982). |

2- Quanto a fragdo lipidica, a variedade Nutrimaiz assemelha-se mais
proximamente com a cultivar Pajimaca, seu progenitor, quando se observa a maioria dos

atributos caracteristicos.

3- A variedade Nutrimaiz, quanto a composicdo em dcidos graxos, tanto do
6leo obtido a partir da farinha de milho integral quanto do obtido a partir do germe
apresentou um perfil bastante similar, onde constata-se que o teor de dcidos graxos
saturados desta variedade se aproxima da encontrada na variedade Opaco, ji o teor de
monoinsaturados fica mais préxima da obtida na andlise da variedade Pajimaca, enquanto
que o teor de polinsaturados apresenta um resultado intermedidrio do obtido para seus

dois progenitores Opaco e Pajimaca.

4-Tanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) quanto métodos
estatisticos de calculo “Random” e “1,3-Random 2-Random”, baseados na composicio
em 4cidos graxos, se mostraram eficientes para fornecer a composicio trigliceridica das

quatro variedades.

5- Os métodos estatisticos de cilculo efetuados através de programa de
computador, baseados na composi¢io em dcidos graxos, para a elaboragio da composicio
trigliceridica das amostras é uma técnica bastante répida e de baixo custo em relacio 3
CLAE ou qualquer outra metodologia de andlise pra a determinagdo da composicio
triglicerfdica. E em relagfio as amostras analisadas proporcionaram um resultado bastante

satisfatorio.

6- A andlise da composigéo trigliceridica efetuada através da associagio das
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técnicas de CLAE e cileulo estatistico proporcionaram uma rdpida identificagiio dos picos
obtidos no cromatograma de CLAE, fato este bastante importante em face a necessidade
de grande quantidade de padroes para a identificagdo dos mesmos, que nem sempre estéio

disponiveis.

7- A técnica de cromatografia por TLC-FID apresentou-se bastante satis-
fatGria para a andlise das classes de lipidios presentes nas amostras devido 4 rapidez,
relativa simplicidade além da vantagem de quantificagio.Porém para os fosfolipidios

torna- se dificil a separacio dos grupos componentes desta classe de lipidios.
8- Ficou constatado, apds andlise da composicéo fosfolipidica das amostras,

que o fator 24,79 € muito mais realista em relagdo ao fator de conversio de fésforo do
que o valor 30 normalmente empregado.
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