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SUMMARY

The principal aim of the present work was a
comparative chemical and ﬁutritional studv of four varieties
of corn in two stages of maturation: green (20 days after polli
nation).and dry. |

The four varieties studied are characterized by the
following endosperm genotypes with respect to carbohvdrates
and protein: Normél Maya (Suoz); Sweet Piramex (Squ); Opaque

Maya (Suoz) and Nutrimaiz or Sweet-Cpaque (Suog).

The chemical investigation involved determinations
of percentual composition, variation in the content of the
main structural components, amino acid composition of the

protein fractions and of the whole flour. The results indicated
that there are a marked modification of the grain composition
during maturation and that the differences between the varieties
are conditioned by the respective genotypes. |
Considerable variations were observed in the percen -
tﬁal compositions of the four varieties. Non protein nitrogen,
ash, and fiber decreased with maturation whereas the lipid
content increased. The Sweet Piramex and Nutrimaiz showed 8.0
and 9.3% of lipid, respectively, in the dry stage of maturation,
against 5.0 and 6.% for the Normal Maya and Opaque Mavya.
Fractional extraction of proteins disclosed a similar
behaviour of varieties with respect to endosperm genotyﬁes,that
is, a similarity exists between Normal Maya and Sweet Piramex
(02) and between Opaque Maya and thrimaiz (02) reéardiné va-
riation of the contents of different protein fractions, during

the maturation process. All varieties showed a greater content



of saline-soluble proteins (albumins and globulins) in the
green stage, their concentration being greater in Nutrimaiz and
Opaque Maya, but diminishipng with maturation. The variations
observed were: 58.2 to 16.0;3 56.1 to 21.03 60.7 to 0.1 and
63.8 to 49.6% in the varieties Normal Maya, Sweet Piramex, Opa-
que Maya and Nutrimaiz, respectively. On.the other hand, the
zein fraction varied from 16.L4 to 40.0% and from 14.3 to 37.2%
in Normal Maya and Sweet Piramex for green and dry stages of
maturation, comDared with 8.0 to 10.8% for Onaﬂue Maya and 5.1
to 6.0% for Nutrimaiz. Opague Maya and Nutrimaiz contained in
the dry stage 25.8 and 29.8% of glutelin 3, whereas Normal Maya
and Sweet Piramex contained 1%.0 and 18.0%, respectively.

| Fach pretein fraction had a characteristic composi -
tion; the albumin, globulin and glutelin 3 presenting a better
amino acid pattern. Thus Nutrimaiz and Opaque Maya flours
showed a more favourable composition in any maturing stage than
the remaining varieties. The main deficiencies found in the
compesition of Normal Maya and Sweet Pipramex are related to the
esgencial amino acids lysine (2.# and 2.7%) and triptophan (0.4
and 0.4%, respectively) whereas in both Opaque Maya and Nutri -
maiz lysine accounted for %.6% and triptophan for 1.2 and 0.9%.
The leucine/isoleucine ratio is much higher in the Maya Normal
£5.3 ) and Sweet Piraméx ( 4.7) as compared with that of Opaque
Maya ( 3.3) and Nutrimaiz ( 3.2) which results in lower nutri -
tional quality for tﬁe first two varieties.

Nutritional evaluation was done by_PER and nitrbgen

balance determinations. The PER dropped on matﬁration ffdm 1.8
to 1.2 for the Maya Normal and 2.0 to 1.4 for the éweet Piramex

whereas it remained practically constant, around 2.6, for the



Maya Opaque and Nutrimaiz. These values shall be compared
with 2.9 for the casein diet. The biological value dropped from
70%, in the green stage, to 50.8 and 55% in the mature (dry)
stage for the Maya Normal and Sweet Piramex, respectively. For
Nutrimaiz and Maya Opaque the biological value remained essen-
tially constant around 74%. Regarding the growth promoting ca=~
pacity in rats, statistic studies showed that there was no
signigicant’difference between the varieties Opaque Maya and
Nutriméiz compared with casein, whereas Sweet Piramesx and Nor -
"mal Maya showed, in relation to casein, significant difference
at 5% level in the green stage and at i% level in the dry stage.
This leads to the conclusion that the Nutrimaiz and
Maya Opaque were superior to the Normal Maya and Sweet Piramex
in both stage of maturation. The denhle mutant Airtanimad o i:h:’
rited the favourable characteristics of the paternél genes,
which confers on it a better chemical composition than that of
the ancestral varieties, thus, originating a vafi@ty of more fa
vourable protein composition. It contains, in addition, sugars
of better qualify and a higher percentage of o0il. These cha -
racteristics ensure to Nutrimaiz nutritional properties equal
or superior to those of Maya Opaque, offering brospects of a

greater consumption of corn in its natural op processed form.



RESUMO

Os principais objetivos deste - trabalho foram concen-
tprados no estudo comparativo quimico e nutricional de quatro va
riedades de milho em dois estigios de maturacao: verde (20 dias
apés polinizagao) e seco.

" As quatro variedades estudadas sao caracterizadas pe-
los seguintes genctipos de endosperma para carboidratos e pro -
telnas: Maya Normal (Squ); Doce Piramex (suoz); May a Opaco
(Suoz) e Nutrimaiz ou Doce-Opaco (suoz).

0 estudo quimico enwolveu determinacces da composi -
cdo centesimal, variagao no teor dés principais componentes esrt
truturais, extracao fracionada das proteinas, composic¢ao em ami
noéoidbs das fracdes protéicas e da farinha integral. Os resul-
tados indicaram que occorreram modificagoes profundas na composi
c3o do grao com © amadurecimento e que as diferencas entre vari
edades sao condicionadas pelos respectivos genotipos.

Em relagdo a composigao centesimal observou-se nas
éuatro variedades consideriveis variagdes com a maturagao. Ass
porcentagens de nitrogenio nao protéico, de fibra e de cinza di-
minuiram , engquanto - que o teor de 1fpide aumentou nas quatro
variedades. 0s milhos Doce Pirgmex e Nutrimaiz apresentaram 8.0
e 6.3% de lipide, respectivamente, no estagio seco, contra 5.0
e 6.4 para as variedades Maya Normal e Mavya Opéco.

A extragac fracionada das protefnas revelou um COmMpoY
tamento similar entre as variedades cujo; gendtipos dos endos -
permas Sao semelhantes para proteinas, ou seja, entre o Maya
Normal e o Doce Piramex (02) e entre o Maya Opaco e o Nutrimaiz

(02). Todas as variedades apresentaram maior teor de proteinas



salino-soliveis (albuminas mais globulinas) no estéagio verde,
em maior concentragao no Nutrimaiz e no Mayva Opaco, sendo que
estas diminuiram com o amadurecimento. As variacoes registradas
foram: 58,2 a 16,03 56,1 a 21,05 60,7 a 48.1 e 69,8 a 49,6% pa
ra as variedades Maya Normal, Doce Piramex, Maya Opaco e Nutri-
maiz, respectivamente. Por outro lado, a fragao zeina  variou
de 16,4% a 40,0% e de 14,% a 37,2% no Maya Normal e no Doce Piva
mex, nos dois estidgios de maturacao, em comparacao com o Maya
Opaoo; 8,0 a 10,8% e o Nutfimaiz, 5,1 a 6,0%. 0 Maya Opaco e o
Nutrimaiz a@resentaram, no estagio seco, 25,8 e 29,8% de glute-
lina 3, respectivamente, em contraste com 14% no Maya Normal e
18% no Doce Piramex.

Cada fragdo protéica revelou uma composicio caracte -
ristica, sendo que as fragoes albumina, globulina e glutelina 3
apresentaram melhor perfil aminocacidico. Assim, as farinhas das
variedades Nutrimaiz e Maya Opaco apresentaram uma composicdo
mais favoravel que as demais, nos dois estigios de maturagao.
As principais deficiéncias encontradas na composiczo das protei
nas dos milhos Maya Normalle Doce Piramex referem-se aos aminoé
cidos essenciais lisina (2,4 e 2,7%, respectivamente) e tripto-
fano, 0,4%. Para o Maya Opaco e para o Nutrimaiz a concentra -
gao de lisina na proteina foi de 4,6% e para o triptofano 1,2 e
0,9%. A relagdo leucina/isoleucina, no estigio seco, 6 também
muito alta no Maya Normal e no Doce Piramex contribuindo para
as qualidades nutricionais inferiores dessas variedades em rela
cao ao Maya Opaco e ao Nutrimaiz. -

A avaliagao nutricional foi feita pela de%ermiﬁagéo
de PER e de balan¢o de nitrogenio, Os valores de PER cairam com

a maturagao de 1,9 para 1,2 no Maya Normal e de 2,0 para 1,4 no



Doce Piramex, enquanto que permaneceu praticamente constante,
em torno de 2,6, no Maya Opaco e no Nutrimaiz. Esses valores de
veriao ser comparados com 2,9 para a dieta de caseina. O valor
bioldégico caiu de 70%, no estagio verde, para 50,8 e 55% no es-
tagio seco, no Maya Normal e Doce Piramex, respectivamente. Pa-
ra o Nutrimaiz e para o Maya Opaco o vaior biolégico permaneceu
constante em torno de Th%.

Em relagaoc a capacidade de promover crescimento em ra
tbs, estudos estatisticos demonstraram que nio houve diferencga
significatiﬁa entre as variedades Maya Opaco e Nutrimaiz em re-
lacdo ao padrao caseina, enquanto as variedades Doce Piramex e
Maya Normal apresentaram diferenga significativa a nivel de 5%
no estigio verde e 1% no estagio seco em relagao ao padréo.

Assim, canclufmoquue as variedades Nutrimaiz e Maya

Opaco sao nutricionalmente superiores ao Maya Normal e ao Doce

Piramex nos dois estagios de maturagaoc, Sendo que o duplo-mutan

te Nutrimaiz herdou as caracteristicas favoravels dos genes pa-

ternos, constituindo-se numa variedade que apresenta uma COompo-
sigao protéica mais favorivel, além de conter agicares de  me-
lhor qualidade e maior teor de Sleo. Estas caracteristicas con
ferem ao Nutrimaiz propriedades nutricionais igu?is ou superio-
res ao Maya Opaco, oferecendo uma alternativa favoravel em rela

cdo a um maior consumo de milho "in natura” ou processado.

n



INTRODUCAO

0 milho (Zea mays, L) € uma planta herbacea monocoti-
ledénea, mondica, pertencente a familia das gramineas.

0 milho é origindrio do MExico e América Central, on-
de era cultivado na.&poca do descobrimehto, tendo sido um dos a
1imentos basicos das antigas civilizagOes Maya, Azteca e Inca,
que povoaram o hemisfério ocidental. £ um cereal muito difundi-
do e sua rapida aceitagao se deve ao ficil cultivo, bom rendi -
mento, as variadas formas de consumo e paladar muito apreciado
pelos brasileiros e outros povos que © coﬁsomem regularmente. g
provavelmente a espécie botanica de maior diversificagao ﬁaﬁu -

ral, desenvolvendo-se em regioces e condigbes as mais diversas,

. . -
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coes de indice pluviométrico, desenvolvendo-se bem tanto nos ve
rdes curtos (como do Canadad) como nos +ropicos colombianos.

Atualmente, o milho & o alimento vegetal basico da
maioria dos povos americanos (principalmente dos subdesenvolvi-
dos) e sul-africanos. Em alguns paises da América Central seu
consumo diario chega a 350g/dia/pessoa, suprindo mais de 50% da
ingestio diaria de calorias e proteinas (Bressani, 1972),_0 que
1he confere importancia nutricional apreciavel. Em todos oS lu-
gares seu consumo & maior na area rural do que nos centros urba
nos, onde seu cultivo S de subsistencia. Nos paises desgnvolvi—
dos o milho & consumido em larga escala como fonte de proteina
e energia em nutrigaoc animal. . | .

0 Brasil & um dos maiores produtores de mitho do mun-

do e no periodo compreendido entre 1870-76 a produgio nacional

teve um grande aumento, Sendo que em 1975 o Brasil foi o 29 pro



dutor mundial, mantendo-se nesta posigﬁo‘até 1878 (FAO, 1878),
superado apenas pelos EUA. Dados do IBGE (1978) indicam que o
Brasil produziu, neste ano, 13.533.000 toneladas de milho em
graos, o que significa mais da metade de toda a produgdo sul-a
mericana no mesmo periodo, embora este valor representasse me-
nos do que 10% da producgac norte-americana (FAO, 1978).

‘ 0 consumo de milho no Brasil vem aumentando, princi-
palmente para suprimento da alimentagao animal. Nos centros ur
banos tem havido diminuigio do consumo dos produtos derivados
~de milho, nrincipalmente entre as populacdes de renda mais ele
vada, com excegao do oleo.

0 milho, apesar de ser um alimento importante como
fonte de calorias, tem baixo valor nutricional, devido_a sua
deficiencia em alguns aminodcidos essenciais, principalmente
lisina e triptofano. Este problema foil intensamente pesquisado
e, a partir de 1864, com a descoberta do milho Opaco-2, foram
obtidos varios mutantes com melhor perfil de aminodcidos. Atu-
almente as pesquisas se concentram na busca de novos mutantes
com maior teor de lisina e melhores caracteristicas agrondmi -
cas, fisicas e industriais.

Recentemente, o Instituto Agronomico de Campinas a-
nunciou a obtengao de uma variedade de milho, denominada Nutri
maiz, resultante do cruzamento de duas variedades, uma do ti@o
doce e outra do tipo opaco, com caracteristicas nutricionais e
levadas. Os trabalhos para selecaoc de tipos com melhores carac
teristicas agronomicas continuaram na Universidade Estadual de
Campinas, Departamento.de Genética e Evolugio, sob orientagdo

do Prof. W. J. da Silva.

Os objetivos deste trabalho foram concentrados no es



tudo comparativo das proteinas de quatro variedades de milho,
geneticamente diferentes, em dois estdgios de maturagac (verde
e seco), sob varios aspeétos, a saber: a) variacao na composi-
¢do de proteinas e aminodcidos; b) efeito genético sobre a di
gestibilidade e valor nutritivo; c) efeitos da interagao entre
os genes que condiclonam os caracteres doce (susu) e opaco

(o Y; d) a partir dos resultados obtidos orientar programas

o
272
de melhoramento e utilizacdo mais racional destas variedades

para fins alimentares e/ou industriais.



- REVISAO DA LITERATURA

ESTUDO COMPARATIVO DA COMPOSICAC E VALOR NUTRICIONAL

A composigao guimica do milho varia de acordo com o]
tipo de semente, sclo, qualidade do fertilizante utilizado, con
@ig5es climiticas e estagio de maturagao.

0 milho Normal seco & uma excelente fonte de carboi -
dratos e relativamente pobre em proteinas, além de apresentar
outros-nutrientes importantes em sua composigao, como lipideos,
vitaminas e sais minerais (Earle e col., 1956, Bressani e Con -
de, 1961, Shukla, 1975). O principal carboidrato encontrado na
semente de milho é o amido, que perfaz mais de 70% do grao, com
posto de 27% de amlilose e 73% de amilopectina, sendo, portanto,
de alta digestibilidade. Os lipideos constituem cerca de 5% e
sao encontrados principalmente no germe (cerca de 80% do total)
enquanto o endosperma tem apenas 1% (Weber, 1978, Nilsson e
col., 1968). 0 teor de proteinas estd em torno de 10%, localiza
das érincipalmente no endoéperma (cerca de 80% do total). A pro
teina & composta de quatro fragdes principais classificadas, de
acordo com sua solubilidade, em: albuminas (solﬁqeis em agua),
globulinas (soliveis em solugSes salinas dilufdas), prolaminas
(soliuveis em solugao aquosa de etanol) e glutelinas (soldveis
em solucdes diluidas de alcalis ou dcidos).

0 principalkproblema apresentado pela proteina do mi-
lho é a  deficiencia em dois aminoacidos -essenciais, lisina e
triptofano, decorrente do alto teor da fragao prolaﬁina ( cerca
de 50% da proteina total) que, além de ser deficiente nestes

dois aminoidcidos, & de baixa digestibilidade para os animais mo



nogastricos, tornando o milho uma fonte de proteina de baixe va
lor nutricional. Este fato foi inicialmente demonstrado por Os-
borne e Mendel (19Iu4). A partir de 1964, apSs a descoberta  de
Mertz e col. (1964%) do mutante Opaco-2, com alto teor de lisina
e triptofano, varios trabalhos tém sido .feitos comparando o
valor nutritivo deste milho com o Normal. Estudos feitos com
‘ratos (Mertz e col., 1865, Bressani e col., 1%t3%a, Lohda e col.
18976, Sgarbieri e col. 1977), suinos (Cromwell e col., 1967a,
Cromwéll e col., 1969, Drews e col. 15%69, Gipp e Cline, 1872) ,
" ovinos (Drews e col., 1969, Cromwell e col., 1967b) e humanos
(Clark e col., 1867 e 1977), mostraram que o milho Normal +tem
valor nutritivo inferior ao Opaco»é, atingindo niveis satisfatg
rios somente apss suplementacao com lisina e triptofano
(Truswell e Brock, 1961. Bressani e col.. 19568. Tntra de Olived

ra e Souza, 1872).

INFLUENCIA DE FATORES GENETICOS E AMBIENTAIS NA COMPOSICAO  E
VALOR NUTRITIVO |

Experiineias de quase um século tém mostrado que a
composigao quimica do milho pode ser alterada sensivelmente por
selegio e manipulagdo gendtica, além de pequenos efeitos produ-
zidos pela fertilizagao do solo (Inglett, 1970). A importéncia
pratica destas descobertas depende principalmente dos objeti -
vos almejados. Ndo podemos excluir a importancia da obtencao de
variedadgs com maior rendimento por irea,. mais resistentes as
pragas e doengas ou que produzam graos com peso maior ou dom te-

or elevado de proteina’ ou &leo. 0O principal problemakno melho-

ramento do milho e a conciliacao destas qualidades com o aumen-~



to do valor nutritive do grao.

Varios estudos foram feitos na tentativa de aumentar
o teopr de proteina do grio, obtendo-se variedades com até 25%
de proteina, quando o normal esta em torno de 10-12% (Inglett,
1970). No entanto, varios pesquisadores (Hansen e col., 1846,
Frey, 1851, Hamilton e col., 1951, Sehneider e col., 1852) nota
pam que a zeina aumentava proporcionalmente ao aumento ‘da  pro
teina total, causando modificagoes profundas na composigao ami-
noacidica global da serente, com grande aumento no teor de leu-
cina e diminuigaoc do teor de lisina, triptofano e valina (Frey,
1851, Hamilton e col., 1851), ch a consequente diminuicgao do
seu valor nutritivo.

0 tratamento do solo, pelo uso de fertilizantes fos -
forados e rotagao de cultura, exerce efeitos positivos na compg
sicao quimica dé grio, aumentando seu peso e OS teores de pro-
" tefna e Oleo (Hamilton e col., 1951). Sehneider e col. (1852)
notaram gque o endosperma éra o principal componente envolvido
no aumento ou diminuigao do nitrogénio total do grac, seja por
efeito de selecgao ou pelo uso‘de fertilizantes nitrogenados.
Portanto, apesar do aumento havido em todas as fragoes protél -
cas do grac, a zeina aumentou en maior proporgac, mesmos nos mi
1hos selecionados para alto teor de 5leo, o que significa  que
estes também nac devem ter valor bioldgico muito diferente dos

demais.

GENES QUE AFETAM A SINTESE DE PROTEINA DO ENDOSPERMA

Devido ao baixo valor nutricional das proteinas = do

milho, varios pesqulsadores tentaram obter variedades de milho



com melhor qualidade protéica e, atualmente, sao conhecidos vé
rios mutantes éapazes de provocar alteragoes profundas nas pro-
priedades fisicas e quimicas da semente. Do ponto de vista nu-
.tricional, os mutantes mais importantes sac aqueles cujo princi
pal efeito consiste na modificagao da gualidade da proteina do
endosperma da semente.

Mertz e col. (1864) e Nelson e col. (1965) relataram
a deséobepta de dois genes, opaco-2 e floury-2, respectivamen-
te, capazes de modificar a qualidade da proteina do endosperma,
aumentando o teor de lisina e triptofano e modificando o aspec-
to do grao, que adquire textura farinicea e opaca.

A introdugdo do gene opaco-2 em uma linhagem de mi -

lho Normal aumentou o teor de lisina em 69% (Mertz e col., 1964).

. . - ~ ~ -
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ca alcool-solivel e, consequentemente, a um aumento nas demais
fragoes, principalmente a glutelina (Mossé, 1966, Mossé e col.,
1966), sendo que a relagao zeina/glutelina € praticamente inver
tida. Estas alteragoes acarretam modificacdes no teor de varios
aminodcidos, aumentando o teor de histidina, arginina, &cido as
partico e glicina e diminuinde o teor de alanina e leucina
(Sodek e Wilson, 1971, Robutti e col., 1874, Meftz, 1968, Mosseé
e col., 1966). 0 nivel de aminodcidos Livres aumenta em dez ve-
zZes no milho Opaco, quando comparado com o Normal (Mgrtz, 1972)
e o seu efeito na composicdo em aminocdcidos daAprotefna estd.
restrito somente ao endosperma (Nelson, 1969),

A diminuig3o da zefna estd associada com a diminuigdo
dos corpos protéicos do endosperma no milho Opaco. No milho Nor

mal, a zeina estd armazenada em pequenos corpiisculos protéicos,

inseridos na matriz citoplasmatica (Duvick, 1961, Christianson



e col., 1969). Wolf e col. (1967 e 1969) verificaram que no mi-
lho Opaco estes corpusculos de proteina eram vinte vezes meno -
res do que no Normal, com uma concentragac de zeina bastante
reduzida.

A maioria das linhagens onde o gene opaco-2 fol incor
porado mostrou grande aumento de ribonuclease no endosperma na
lterceira semana apds polinizagdo e todas apresentaram um aumen-—
to desta enzima com © amadqrecimento, sugerindo que este aumen-
to na.atividada de ribonuclease estaria destruindo mais rapida-
mente o mRNA respénsévei pela sintese de zeina (Dalby e Davies,
1967). Jones e col. (1977), a partir de estudos de sintese de
zeina "in vitro", verificaram que no milho Normal a sintese de
zeina estava associada com uma determinada classe de polissomos
ligados a4 membrana e que estes apareciam em niveis muito reduzi
dos no mutante Opaco-2, acarreténdo uma diminuicio na "disponi-
bilidade" de mRNAs para a sintese de zeina neste milho. Como
consequencia, hd uma diminuigao global na sintese desta protei-
na, além de uma redugdo drastica em um de seus principais compo
nentes, a banda Zl, que pode ser verificada nos padroes de ele-
troforese em gel de poliacrilamida (Lee e col., 1976, Jones e
col., 1977). Lee e col. (1976) verificaram que os principais
componentes da zeina (Zl e 22) encontrados nos corpos protéicos
aparecem em intensidade semelhante quando a zeina & extraida do
endosperma como um todo, além de apresentarem composicio em ami
nodcidos semelhante,.sugerindo que no milho Opaco-2 o cémponen—
te mais drasticamente reduzido deveria ser encontrado explusivg
mente nos corpos protéicos, devido a redugao do tamanho destes
corpiseculos encontrados no Opaco-2, em comparagio com o Normal.

Este fato foli posteriormente confirmado por Righetti e col.



(1977). Estes autores verificaram, a partir de estudos de foca-
lizacdo iscelétrica de zeinas obtidas de variedades geneticamen
te diferentes, que a quantidade de cada componente estava rela-
cionada com as doses de genes presentes em cada cruzamento, su.~
gerindo que as bandas correspondiam a um sistema de genes estru
turais que atuam de forma aditiva. Alteracdes genéticas relacio
nadas a sintese de zeina afetaram muito o padrao eletroforético
destas proteinas, sendo que a introducaoc do gene 0, causou uma
redugao dristica nos cqmponentes maié alcalinos, praticamente

nac alterando o5 mais acidicos, além de reprimir a sintese glo-
bal da zeina. Portanto, os estudos feitos até o presente indi-
cam que nao ha sintese de novas proteinas no mutante Opaco-2 e
que as diferencas nos perfis de aminodcidos dos endospermas da
variedade Normal e do mutante Opaco-2 sao devidas principalmen-
te as mudancas has proporcdes relativas das proteinas do endos-
- perma, que conferem ac milho Opaco—-2 melhores caracteristicas

nutricionais do que o milho Normal. Assim sendo, o Opaco-2 e ca

3
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zes e PER 2 a:2,5 vezes maiores em varias espécies animals estuy
dadas. Além disso, o milho Opaco-2 tem maior digestibilidade e
valor biologico do que o Normal, proporciocnando maior retengao
de nitrogénic em humanos adultos (Clark e col., 1967 e 1877),
embora a lisina ainda seja o aminodcido limitante para a manu-
tengdo do equilibrio nitrogenado (Kies e Tox, ;972). Em crian-
¢as, Bressani e col. (1969b) verificaram que, em niveis de in-
gestao diéria identicos aos normalmente consumidos pela popula-
géo em estudo, o valor das proteinas do milho Opaco-2 correspon

de a 90% do encontrado para as proteinas do leite.



GENES QUE AYETAM A sTNTESE DE CARBOILDRATOS DO ENDOSPERMA

Atualmente sao conhecidos varios mutantes de milho
que apresentam a sintese de carboidrates do endosperma modifica
da, e consequentemente, mostram alteragoes fisicas profundas em
algumas propriedades do grao, como textura, forma e quantidade
de endosperma. Quimicamente, estas alteracoes se refletem na mo
"dificacao das proporgoes de diversos aglcares e carboldratos
presehtes e/ou alteragtes na estrutura quimica do amido, modifi
cando sua digestibilidade e temperatura final de gelatinizagao.
Em geral, genotipos com alto teor de agﬁcar tém baixo teor de a
mido (Andrew e col., 1944, Creech, 1968, Garwood e Creech,15722).

Neste trabalho daremos enfase ac mutante sugary e
spas modificagaes, em comparacao com o milho Normal, condiciona
das Deio gene recessivo su. REate ogene infinennia, nrimariamanta
a sintese de polissacarideos soluveis em agua (WSP) do endosper
ma, sendo gue seus efeitos secundarios se refletem no peso do
grao (maior que o Normal), maior teor de umidade, que & perdida
menos rapidamente com 0O amadurecimento, influenciando ainda a
velocidade de maturagao e a textura, que se torna mais macia
(Andrew e col., 1944}, O gene sugary &, entre todos es mutantes
para o endosperma, o inico capaz de acumular WSP em altas con -
centragoes, além de aumentar os teores de agicares simples e di
minuir o teor de amido. A fragao WSP e um fitoglicogénio, mais
ramificado do que a amilopectina (Black e col., 1966).‘

No milho Normal maduro o amido corresponde a aproxima
damente 70% da matéria seca total do grég, enquantq os teores

de WSP, aglcares redutores e sacarose sao baixos. Esta composi-

cdo estd intimamente relacionada com o estigio de maturagao



(Creech, 1965, Tsai e col.,, 1970). Tsai e col. (1970) estuda -
ram a variagao no contelido destas fracGes no milho Normal entre
0 89 e o 289 dia apds polinizagéo (DAP) e verificaram que entre
o 89 e o 109 DAP os agucares redutores representam 80% dos car-
boidratos (38% da matéria seca), diminuindo gradativamente apds
este periodo, até constituirem pouco mais de 1% dos carboidra -
tos totais no 289 DAP. A sacarose atinge valor maximo em torno
de 12¢ DAP, diminuindo constantemente a partir dafl, paralelamen
te ao grande aumento de amido. No milho Nermal ha uma relacao
entre umidade, aglcares redutores, sacarose, amido e peso seco
total durante o desenvolvimento do grao, isto €, a umidade de-~
cresce continuamente, enquanto o amido e a matéria seca  total
aumentam. Os dados estao de acordo com o trabalho anterior de
Creech f1965), que notou correlacoes negativas entre a +enr de
aglicares totais, aclcares redutores e sacarcse com a matéria
seca e o amido, indicando que os acucares sdao precursores  do
amido. Creech (1968) mostrou que no milho Normal os aclcares
totais ‘aumentam até o 159 DAP e diminuem durante o amadureci -
mento; os aglecares redutores estdo presentes em maior quantida
de nos primeiros estagios de maturagio, diminuindo com o amadu
recimento; a sacarose aumenta rapidamente até o 159 DAP, dimi-
nuindo lentamente a partir dai e os polissacarideos totais au-
mentam constantemente durante o amadurecimento. Os valores en-
éontrados no 289 DAP séb semelhantes aosdo grdac maduro.

Creech (1965) relatou a variagaoc do conteldo de agu-
cares redutores, sacarose, WSP e amido no endosperma de vﬁrios
mutantes de milho Doce, em comparacao com o Normal, entre [o]
169 e 289 DAP e verificouque no Doce (su) o teor de agﬁcareé

redutores variou de 3,2% a 3,6%, enquanto no Normal foi de
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9,4% a 0,8%. A sacarose variou de 16,5% a 4,4% e no Normal foi
de 8,2% a 2,2%. As variacdes mais marcantes foram no teor de WSP
e amido: enquanto no milho Normal o WSP decresceu de 3,7% a 2,2%
no Doce aumentou de 22,8% a 24,2%, o que gignifica um aumento de
onze vezes em relagao ao Normal. O amido aumentou continuamente
no Normal (39,2% a 73,4%), enquanto no ﬁoce variou de 23,3% a
35,4%, isto &, metade do valor encontrado no Normal.

0 alto teor de WSP confere ac milho Doce propriedades
textufais favoraveis ao enlatamento e consumo "in natura’, sendo
que © periodo compreendido entre 219 e o 259 DAP corresponde a
fase mals adequada para consume, por causa-do alto grau de dogu-

ra e melhor qualidade nutricionalgrdevidb ao teor e qualidade
das proteinas presentes neste periodo (Tosello, 1975).

0 milho Doce, mesmo no estagic de grao maduro (seco)
tem caracteristicas nutricionaié melhores do que o Normal nas me
mas condigdes, proporcionando mailor crescimento e PER do que ¢
Normal ( Sparbieri e col., 1977). Este fato pode ser atribuido :
menor teor de zeina do endosperma (Hansen e col., 1946, Misra
col., 1975a) 2 maior teor de glutelina 1 (Misra e col., 197ba,
Paulis e col., 1978) e ligeiro aumento nas demais fragoes proté
cas. Segundo Paulis e col. (1978), o aumento da fracao glutelin
1 seria o principal responsavel pelo alto teor de metionina enc
trado em varios mutantes do milho Doce contendo o gene'sugary

alto teor de metionina desta fracao fol anteriormente demonstr

do em trabalho de Sodek e Wilson (1971).

DUPLO-MUTANTES COM ALTERACAO NA SINTESE DE CARBOIDRATOS E PROTE

'NAS DO ENDOSPERMA



Virios estudos de cruzamento tem sido feitos de mutan
tes contendo o gene opaco-2 com outras variedades, procurando
melhorar certas caracteristicas fisicas desfavoraveis do grao,
mantendo, porém, suas qualidades nutriciconais.

Misra e col. (1975a), estudando a combinagao do mutan
te Opaco~2 com varios mutantes responsaveis por alteracoces nas
- proteinas ou carboidratos do endosperma normal, verificaram que
a combinagdo do gene opaco—2 com genes que condicionam a diminu
igdo da sintese de amido melhorava as qualidades protéicas do
endosperma do milho Opaco. Silva e col. (1978) relataram a ob -~
tengio de uma variedade duplo-mutante, adaptada as nossas condi
goes, denominada Nutrimaiz, resulténte do cruzamentc das varie-
dades Doce e Opaco. O novo mutante & . homozigoto para os genes
recessivos su e 0., e os dados obtidos até o presente indicam
que o Nutrimaiz mantém as qualidades dos mutantes paternos, re-
sultando numa variedade superior até mesmo ao Opaco-2, tanto no
aspecto quimico como fisico e nutricional.

)
o

0 Nutrimaiz tem seis vezes mais agucares totais, 50
menos amido (com 38% menos amilose) e um teor de WSP quase vin-
te vezes superior ao Normal e, como o milho Doce, tem menor ve=
jocidade de acumulacac de matéria seca, aumentando seu periodo
‘de consumo como milho verde (Silva e col;, 1978). Suas caracte-
risticas protéicas sio superiores as dos milhos Normal, Doce e
Opaco, com alto teor de lisina e triptofano e baixo %eor de
leucina, mantendo estas qualidades mesmo nos estagios finais de
amadurecimento (Silva e col., 1978, Sgar%ieri e col., 1977).

Misra e col. (1975a) verificaram que o mutante B5uU0,
tem um teor de zeina bem menor do que o Normal e Opaco, mesme

na fase de milho maduro (3%, comparado com 59% do Normal e

26,9% do Opaco). Estas caracteristicas fazem do Nutrimaiz um mi



1ho de maior valor nutricional, maior digestibilidade, capaz
de ' promover. o aumento de peso e PER em ratos a niveis préxi-

mos ao da caseina (Sgarbieri e col., 1877).

EXTRACAO E FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS

As proteinas dos cereais foram classificadas por Os -

borne (1907) de acordo com sua solubilidade em diferentes sol-

ventes, em quatro fragoes principais: albuminas, globulinas,pro
laminas e glutelinas. Como cada fragdo € composta de vdrios com
ponentes diferentes, modificagdes no méetodo de extracao de Os-
borne fornecem quantidades variaveis e/ou fragoes adicionais
destas proteinas, além de variagdes no rendimento total da ex -
tragdo.

Mertz e Bressani (1957) Pbtiveram alto rendimento ex-
traindo as proteinas do milho com uma sQlugéo alcalina conten-
4o fons sddio, cobre e sulfito. Apds fracionamento e estudo ele
troforético por Mertz e col. (1958), as proteinas puderam ser
fracionadas nas mesmas classes obtidas pelo método de Osborne.

Landfy e moureaux (1970) modificaram o método de ex -
 tracao fracionada de Osborne pela introdugao de agente redutor
e detergente, separando as glutelinas eﬁ tres fracoes diferen -
tes, com caracteristicas de solubilidade bem definidas, obtendo
“alte rendimento de extragao.

Nielsen e;col. (1970) introduziram o uso de @ -ami-
lase para extragao do amido, apés extragdo das fragoes salino e
Zlcool-soliveis, e o residuo obtido foi considerado como repre-
sentante mais proximo da glutelina presente no endosperma iﬁtag

to, pois sua extragao evitava possiveis degradagoes quimicas.



Posteriormente, Paulis e Wall (1971) separaram a glutelina as-

cim obtida em duas fragoes, apos redugdo e alquilagao.

PROTETNAS SALINO-~SOLUVEIS

Sob esta denominagao encontramos duas classes de pro-
teinas diferentes, as albuminas e as glébulinas. As albuminas
 s3o soliiveis em dgua e em solucdo salina, enquanto as globuli -
nas s8 sSo dissolvidas em solugdo salina e tem tendéncia para a
gregacao: em pH neutro (Wall, 1984).

As proteinas salino-sollvels estao distribufdas irre-
gularmente nos varios tecidos do grao, exercendo fungdes enzima
ticas e estruturais, além de servirem como hidrocoldides, promo
vendo a absorgido de Agua durante a germinacao da semente (Wall,
196u4). Devido a seus baixos pesos moleculares e contetdo total
de amincicidos com cargas elétricas, as albuminas e as globuli-
nas sao capazes de migrar eletroforeticamente. Segundo Paulis e
Wall (1969), as albuminas e as globulinas do milho sao constitu
Tdas de uma variedade de ﬁrotefn&;de diferentes pesos molecula-
res, podendo existir em diferentes tamanhos moleculares ou esta
dos de agregacao. Estudes de Misra e col. (1876b) mostraram que
os principais peptideos da fracao salino-solivel tém pesos mo-
leculares médios na faixa de 13400 a 58000.

Paulis e Wall (1969), apss a extragao das albuminas e
globulinas, verificaram que os sdlidos recuperados da fracao so
livel em adgua (albuminas) continham somente 6% de nitrogenio,
sendo que o material nao protéico era compoétq‘prihcipaimente
de carboidratos, dos quais cerca de 8% eram agucares redutores.

A fracio globulina, precipitada apos didlise, era mais pura,com



13% de nitrogenio. Segundo os mesmos autores, a dificuldade na
ressolubilizagao destas proteinas em solugao salina, apos liofi-
lizacdo, pode ser devida a oxidacdo de grupamentos sulfidrilos
(-SH), formando ligagoes dissulfidicas intermoleculares.

A maior parte dos trabalhos engontrados na literatura
diz respeito a composigao da fragio salino-solivel ao invés de
cada fracio separadamente. Dados de Paulis e Wall (1969) indica-
ram pequenas diferencas no teor de alguns aminocacidos entre as
albuminas e as globulinas, mas nao entre proteinas similares do
endosperma e do germe. AS principais diferengas na composigac re
Ferem-se aos aminodcidos: arginina, Gdoido glutamico (malor quan-
tidade nas globulinas), adcido aspartico, tpeonina, prolina, gli-
cina e alanina (mals elevados nas albuminas). Os valores encon -
twadog.pov Sndek e Wilson (197}) nie foram muito diferentes dos
de Paulis e Wall (1969), mas as diferencas na composicao em ami-
noacidos entre as duas fracoes foram menos significativas.

As albuminas e globulinas apresentam um bom perfil 4
aminoicidos, com teores elevados de residuocs basicos, sulfurado
e triptofano, e baixos de acido glutamico, prolina e leucina
(Paulis e Wall, 1969, Sodek e Wilson, 1971, Mossé e col., 1966,
Misra e col., 1976a). Esta composigao sugere um valor nutritivc
superior as demais fragdes protéicas encoﬁtradas no endosperm
do milho, embora estas quallidades sejam_dilu{das se levarmos ¢
conta o teor final destas fragoes no grao maduro.

0 teor de proteinas salino-solUveis diminui com O am
dupecimento, variando de 60%, nos estagios iniciais de'qatura
géo,'até cerca de 6% da proteina total no endosperma maduro

(Murphy e Dalby, 13971, Bressani e Conde, 1861, Misra e col.,

1975b).



PROLAMINAS

As prolaminas, proteinas dlcool-soliveis dos graos
ge cereals,formam, quantifativamente, a fracao mais importante
e, qualitativamente, as de menor valor nutricional, devido a
sua composicio em aminodcidos (Mossé, 1966).

Zeina, a prolamina do milho, perfaz mais de 50% da
proteina total do graoc maduro (Hansen e col., 1346, Bresgani e
'Conde, 1961, Mossé, 1966) e esta localizada no endosperma do
gréb, armazenada em corpusculos protéicos dispersos em uma ma-
triz protéica no citoplasma (Duvick, 1961, Khoo e Wolf, 1370).
Duvick (1961) notou que o apareciﬁento e desenvolvimento destes
corpisculos coincide com a formacao de zeina no endosperma do
milho. A zeina, juﬁtamente com as glutelinas, atua como protei-
na ae reserva pdarda a nutrigau U BerIe ., diem ue auxllldr e ie=
nutencao da integridade do grio, como componente estrutural, de
corrente de sua composigao quimica (formacac de pontes de hidro -
génio atravis das amidas das cadeias laterais) e de sua estrutuy
ra molecular de ligagoes dissulfidicas cruzadas (Wall, 1964).

Bresseni e Conde (1961) demonstraram que a zeina é
produzida somente apds o 239 dia da floragao, coﬁ rapido aumen
to na velocidade de sintese, paralelamente ao amadurecimento do
grao. Este comportamento foi confirmado em trabalhos posterio -
res de Murphy e Dalby (1971) e Tsai e Dalby (1874).

Estudos eletroforéticos levaram a crer que a zeina a-
presentava um grau moderado de heterogengidade, composta de fra
coes poiipept{diqas com peso molecular na faixa de 19000 a
25000, sendo que os dois componentes principais apresentaram va
lores midios de 19000 e 21800 (Misra e col., 1976b, Lee e col.,

1976), concordantes com o trabalho de Turner e col. (1965) que



obtiveram um peso molecular médio de 21000 para a zeina reduzi-
da e 44000 para a zeina nativa.

Righetti e col., (1977) verificaram, a partir de estu
dos de focalizacio isocelétrica, que a zeina apresenta uma gran-
de heterogeneidade de tamanho e carga, com cerca de 15 bandas,
com pls na faixa de pHIG a 9, independente do método de extra -
cho ou estigio de maturagao, e concluiram que este comportamen-
to esta baseado na desamidacao "in vivo" da glutamina e aspara-
gina e na mutagdo em alguns dos genes responsaveis pela sintese
de zeina. Segundo os mesmos autores, devido ac alto teor de re-
sTduos de acido glutdmico e de acido aspartico presentes na com
posigao da zeina, e se oS mesmos estivessem na forma de acidos,
a proteina teria um pl em torno de 3,2. A maioria das bandas a-
presentou pIs na faixa de pH 7-8, o que significa que pelo me-
nos 90% dos Acidos aspartico e glutamico devem estar na forma
de amidas.

As prolaminas sao deficientes em grupos polares 1i—
vres e sua composigio em aminodcidos & especifica e caracteris-
tica. Seu alto teor em prolina e acido glutamico (principalmen-
te na forma de glutamina) explicam o nome prolamina, proposto
por Osborne (Moss&, 1966). A zefna & cavacterizada por niveis
muito baixos de lisina e outros aminodcidos bisicos e triptofa-
no, e alto teor de prolina, leucina, alanina e glutamina, que
perfazem cerca de 70% da composicao total dos aminoééidos da
protefna (Mossé, 1966, Baudet e col., 1966, Landry e Moureaux,
1970, Sodek e Wilson, 1971, lee e col., 1976). Como cerca de 50%
dos aminoicidos totais do grdo provén da zefna, seu desequili -
bric aminoacidico se reflete na composigao global do grao, dimi

nuindo seu valor nutritivo, embora o teor de cistina desta fra-



cio seja muito importante, tanto sob o ponto de vista estrutu -
ral (ligagdes dissulfidicas) como nutricional (Mosse, 1966).
Portanto, a diminuigao do teor de zeina no grac é u-
ma das formas mais eficientes de elevar o valor nutritivo da
proteina do milho, jd que o simples aumento no teor da proteina
“total € acompanhado por um aumento proporcional do teor de zei-

na e diminuic3o no teor das demais fragoes protéicas do grao.

GLUTELINAS

As glutelinas constituem a fragao protéica mais inso
livel das proteinas dos cereais. Esta insolubilidade € devida
mais a seu peso molecular e conformagao do que 3 sua composigao
em aminoiZcidos (Wall, 1964).

0 teor de glutelina do grao varia de acordo com O mé
todo de extragao e estagio de maturagdo. Segundo Dimler (1966 )
e Nielsen e col. (1970), atinge valores de 35 a 50% no grao ma-
duro, embora alguns trabalhos citem valores em torno de 20%
(Mertz e col., 1958, Sodek e Wilson, 1971). Sua sintese inicia-
-se cedo (6,4% no 109 dia da floragao), aumentando com o amadu-
recimento {(cerca de 30% da proteina total no grao madurc), se -
gpndo Bressani e Conde (1861).

As glutelinas tem sido geralmente extraldas por solu
gcoes alcalinas diluidas, com evidente degradagao tanto de estru
tura como de alguns éminoécidos, como lisina e cistina (Parker
e Kharasch, 1958, Donovan, 1967). A alta insolubilidade desta
fracao, modificada apos redugao das pontés dissulfidicas; e o
alto teor de residuos de ciétina indicaram que a glutelina & um

sistema protéico caracterizado por subunidades poligeptfdicas de



baixo peso molecular, ligadas por pontes dissulfidicas intermo-
leculares numa estrutura tridimensional, constituindo wuma ma-
triz na qual estao inseridos gr&nulés de amido e corpﬁsculés de
zeina (Christianson e col.; 1969, Paulis e Wall, 1971).

A glutelina é altamente insoluvel mesmo nos solven -
tes mais potentes de dissociagao de protéfnas, tornando-se sclg
vel apos reducgdo de suas ligagoes dissulfidicas (Moureaux e Lan
dry, 1968, Nielsen e col., 1970, Paulis e Wall, 1971) e os pep-
tideos resultantes-podem ser fracionados por diferenga de solu~
. bilidade (Landry e Moureaux, 1970, Paulis e Wall, 1971 e 1877).
Uma destas fragoes e solﬁﬁél em solugao aquosa de etanol com
mercaptoetanol e fol denominada glutelina 1 por Moureaux e Lan-
dry (1968), zeina 2 por Sodek e Wiléon (1971) e glutelina redu-
zida Aleool-solivel (ASG) por.Paulis e Wall (1871). Esta fragao:
tem propriedades de solubilidade semelhantes 3 zeina, mas os re
sultados de estudos eletroforéticos e composigao em aminoacidos
mostraram que esta fracdo & composta de proteinas  diferentes
da frag@o zelna, com teores bem mais elevados de histidina, me—
tionina, prolina e glicina e menores de acido aspartico, acido
glutamico, leucina, isoleucina e fenilalanina (Paulis e Wall,
1971, Sodek e Wilson, i97l, Landry e Moureaux, 1970).

£ interessante notar que Murphy e Dalby (1971), basea
dos em variacdes ocorridas no teor de alguns aminodcidos e re-
sultados de estudos eletroforéticos, consideraram qué a fra -
cao glutelina era prégressivamente diluida por material seme -
lhante a zeina, com o amadurecimento. |

Trabalhos de Paulis e Wall (13971) indicéfam qdé - as
subunidades da fracdo glutelina reduzida tem pesos. moleculares

na faixa de 17500 a mais de 70000, sendo que os peptideos de pe



so molecular entre 17500 e 25000 foram encontrados na zeina sob
o mesmo tratamento. Mertz e col. (1858) obtiveram trés componen
tes da glutelina, o menor com peso molecular de 21000 a 26000 ,
considerado como a unidade repetitiva da proteina, assemelhando
-se a zeina no aspecto estrutural. Os dados estao de acordo com
o fato de parte da glufelina reduzida e alquilada ser soluvel
em etanol e de Lloyd e Mertz (1858) terem extraido mais protei-
na alcool-sollvel que o obtido pelo método de Osborne. Isto se-
ria explicado pela solubilizagao do componente da glutelina que
& solivel em etanol apds redugao.

0s dados referéﬁtes i composicdo em aminoacidos da
fragio glutelina mostram que esta contém mais dcido aspartico ,
arginina, cistina, glicina, lisina e triptofanc e menos acido
glutamico, isoleucina, leucina, prolina e serina do aue a zelna
(Lloyd e Mertz, 1958, Paulils e Wall, 1971 e 1977, Sodek e Wil =
son, 1971, Dimler, 1966)., A sua composigao global em aminodci -
dos & intermediiria entre a das proteinas salino-sollveis e a
seina. O alto teor de lisina e triptofano sZo caracteristicas
favoraveis desta proteina, principalmente se levarmos em conta
o seu teor final no graoc maduro, bem superior ao das proteinas

2

salino-soluveis.



MATERTAIS E METODOS

0 material estudado é proveniente de quatro cultiva-
res com os seguintes genéfipos para os endospermas: Maya Normal
(Squ), Doce Piramex (squ), Maya Opaco=2 (Suoz) e Nutrimaiz
(suoz), fornecidos pelé Departamento de Genética e Evolugac do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

A variedade Maya Normal & uma variedade sintética
produiida no Instituto Agroncmico de Campinas. A variedade Maya
Opaco-2, homozigota para o fator opaco-2, foi sintetizada a par
tip do cultivar Maya, no Instituto Agronomico de Campinas. A va
riedade Doce Piramex corresponde ao cultivar'Piramex; homozigo—
to para o fator "sugary". O cultivar Piramex foi sintetizado pe
lo Instituto de Genética da Escola Superior de Agriculfura Luiz
de Queirdz (ESALQ) de Piracicaba e a versao Doce foi obtida pe
lo Instituto Agronémico de Campinas. 0 Nutrimaiz corresponde a
uma variedade sintética, obtida por Silva e col. (1978), atra -
vés de um programa de retrocruzamento, utilizando como pai re -
" corrente o cultivar Maya Opaco-2 e como fonte de gene su a vari
edade de milho Doce Pajimaca (cubana), escolhida como pail nao
recorrente por ser uma populacgao bem adaptada as condicgoes tro-

picais.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Farinhas de milho verde - as espigas foram colhidas
aos 20 dias apds polinizagdo, acondicionadas em sacos e mantidas
congeladas a -209C. Para obtengao das farinhas as espigas foram

liofilizadas, os graos vretirados manualmente e moidos em moinho



de martelo (Dumore, mod. 7104}, até passagem completa em peneira
n® 040. As farinhas foram conservadas em frascos de vidro veda -
dos durante os 18 meses de duragao do experimento.

Farinhas de milho seco - estas foram preparadas por
moagem direta dos gracs , apos debulhacao mecanica das espigas
colhidas aos 60 dias apds polinizacao e éonservadas da mesma for

ma que as farinhas verdes.

DETERMINACOES REALIZADAS

Todas as determinacces foram feitas com as quatro va-

riedades nos dois estagios de maturagao.

UMIDADE. Foi determinada segundo procedimento da AOAC

(AR Xath
L4

-
(127¢ ZStcds nf 1u00n, ugando-oc temperaturs de 1TNROC  ats me-

Y Py
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so constante.

NITROGENTO TOTAL E PROTETNA. O nitrogénio total  foi
determinado pelo método de Kjeldhal, conforme descrito na AACC
(1976), método n® H#6-12. A protefna foi calculada multiplicando-

~se a porcentagem de nitrogenio total pelo fator 6,25,

LEaT]

NTTROGENIO NAO PROTEICO. Foi determinado no extrato
quoso da farinha desengordurada, apbs precipitagao das protefl -
_ nas hidrossoliveis do extrato com 30ido tricloroacetico (TCA 5

pP/V), segundo método descrito por Becker e col. (1940).

EXTRATO ETEREO. Os lipideos totais foram determinado
conforme método descrito na ACAC (1970, procedimehto n® 7048,

sando~se extrator Goldfish.,

CINZA. O residuo mineral foi determinado conforme me



todo descrito na AOAC (1970), procedimento n® 14006,

FIBRA BRUTA. Determinada pelo método de Van de Kamer
e Van Junkel (1952), apds digestao da amostra com uma mistura
de dcidos (acético, nitrico e TCA) e filtragd3oc em cadinho G,. A

fibra corresponde ao residuc que permanece apos filtragdo.

CARBOIDRATOS TOTAIS. 0 teor de carboidratos = totais
foi calculado por diferenca, ou seja, subtraindo-se de 100 a so

ma dos valores obtidos nas determinagoes dos demais componentes.

DETERMINAGAO DAS PORCENTAGENS DE CASCA, GERME E EN -
DOSPERMA E DO TEOR DE PROTEINA DE CADA PARTE. Cerca de 20 graos
foram usados na determinacac. A casca fol retirada com pinca e
o endosperma com auxilio de bisturi. Os graos de milho verde fo
ram previdmente Liofiliizawos, enquanto que OS Secos ioram imer-
505 en 5gua'ge1ada para separacac da casca. 0Os germes e endos-—
permas foram homogeneizados em gral, determinando-se a porcen-

tagem de proteina.

EXTRAQKO FRACIONADA DAS PROTEINAS DAS FARINHAS DE ML
LHO INTEGRAL. A exfragao fracionada das proteinas foi feita de
acordo com metodo descrito por Landry e Moureaux (1970), apos
desengorduramento das farinhas com acetona e eter a —lO?C, con-
forme sugerido por Baudet e col. (1966). As proteinas foram se-
paradas em 5 fragSes por diferenga de solubilidade eﬁ diversos
solventes e condicoes de extragao, segundo esquema deserito no

Quadro I.

ISOLAMENTO DAS PROTEINAS DOS EXTRATOS. ApSs extragdo
as fragdes protéicas foram submetidas a uma sequencia de opera-

goes, com o objetivo de isolar e purificar parcialmente as pro-

-



teinas doé extratos: a) fracbes salino-soluveis (albuminas e
globulinas) - os extratos foram dialisados contra agua deétila—
da (u48h, 4°C), com duas trocas diirias de Agua, havendo precipi
tagdao das globulinas, que foram separadas das albuminas por cen
trifugagao. 0 material resultante fo0i liofilizado, determinando
-se em seguida a porcentagem de proteina; b) fracgoes dlcool-so-
1dveis (zefna e glutelina 1) - os extratos foram concentrados
por evaporagao do sclvente em evaporador rotatSrio, com contro-
le de temperatura, e OS residuos lavados com agua destilada e
liofilizados, determinando-se a porcentagem de proteina do mate
pial liofilizado; c) fragdes sollveis em alcali (glutelinas 2 e
3) - os extratos foram dialisados para eliminagao dés sais, a =
gente redutor e detergente. ApSs didlise, foram liofilizados e
sua Dofcentagem de proteina foi determinada. Todo o material 1i
ofilizado foi conservado sob refrigeracio e fol posteriormente

utilizado para andlise de aminoacidos.

DETERMINACAO DA COMPOSIGAO EM AMINOACIDOS. A determi
nagao dos aminoacidos das farinhas intégrais e fracgoes protéi -
cas isoladas foi executada em analisador semi-automatico da
Beckman, modelo 120 C, segundo manual descrito pela préopria

Beckman (1973).

DETERMINACAO DE TRIPTOFANO. O triptofano, por ser de
truido na hidr6li$e dcida, foi determinado pelo método colorimé
tpico de Spies (1967). O método esti baseado na reagao do tript
fano com N-dimetil-p-aminobenzaldeido (p-DABA), apds hidrdlise
enzimatica das proteinas, e determinagao colorimétrica a 600nm

em funcao de uma curva padrao de triptofano.

»



Quadro I. Esquema da extragao fracionada

milho, segundo Landry e Moureaux (1970).

P :
proteinas de

Tempo de agitagao

sulfato de sodio
0,5%

Solvente Temperatura . extragoes su- Fra%oes
(eC) cessivas (min.) proteicas
: 60 Albuminas
NaCl b 30 e
30 Globullngs
15
H,0 - 15 -
30
Isopropanol 70% 20 30 Zeina.
30
Isopropancl 70% + 30
2 mercaptoetanol 20 30 Glutelina 1
0,6%
Tampac pH 10 + 60
2 mercaptoetanocl 20 30 Glutelina 2
0,6% 15
Tampao pH 10 + 60
2 mercaptoetanocl 20 30 Glutelina 3
0,6% + lauril 15 '

Residuo

Tampao pH 10: borato, NaOH, NaCl u= 0,5

Relacao farinha/solvente 1:10 (P/V)



ENSAIOS BIOLOGICOS. Para o estudo comparativo da qua-
lidade nutricional das proteinas das diferentes variedades de
milho foi determinado o coeficiente de eficiencia protéica
(PER) pelo procedimento dd AOAC (1970), a digestibilidade apa -
rente, o valor bioldgico aparente e a rgtengao de nitrogenio, u
tilizando~-se ratos em crescimento, da linhagem Wistar, recem-
~desmamados, com peso inicial de 50+2g. A digestibiliade e o va
lor bioldgico aparentes foram determinados basicamente pelo mé-
todo de Mitchell (1923). Dufante os experimentos, os animais fo
ram mantidoé em gaiolas individuais, com agua e comida " ad
1ibitum". Em todos os ensaios a caseina foi utilizada como pro-

v -
teina padrao.

PREPARO DAS DIETAS. A composigdo centesimal das die -

tas ULilisacas ius eubaius LDAULURLLCUS esid baseada  WUS  Llaba=
lhos de Alisson (1864) e AOAC (1970), procedimento n? 39.166.
As proporgdes usadas estdao relacionadas no Quadro II, enquanto

. . - . “ .
a composigao das misturas salina e vitaminica se encontram re -

presentadas nos Quadros I1I e IV, respectivamente.



Quadro II. Composigdo centesimal das dietas utilizadas nos

ensaios bioldgicos.

Composigao Porcentagem
Proteinas 10
Cordura  {Slcs 3o milkhc comorcizly o
Sais miﬁeraié {ver Q3) L
Vitaminas (ver Qu4) 2
Sécarose (aglicar refinado ;omercial) 25

Amido (amido de milho comercial)

Q.s.p. 100




Quadro III. Composigdo centesimal da mistura salina usada nas

dietas.
- Proporgao
Componentes (mg/100g racgao)
Mﬁlibdato de amonio (NHQ)6M0702q.NH20 3,0
Carbonato de cilcio CaCO, o 29290,0
 Fosfato de calcio CallPO,, 430,0
Sulfato clprico CuSO,  156,0
'c;trato férrico Fe+(CgHg0,.H,0) | | 620,0
Surfotn Ac magnfoiz Mgl . TILO 3253,3
Sulfato de maﬁganés MnS0, . H,0 121,0
Todeto de potassio KI | 0,5
Fosfato de potassio RZHPOH\ | 34310,0
Cloreto de sodio NaCl ) 25060,0
Selenito de sddio Na,Se0, o 2,0
Cloreto de zineco IZnCl, . 20,0

Fonte: Rogers, Q.R. e Harper, A.E. J. Nutr., 87:267, 1965.
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Quadro 1IV. Composigao da mistura vitaminica " utilizada  nas

dietas.
Componentes Proporgao:
‘ mg/100g ragao

Vitamina A * : 2000
Vitamina D #® 220

. ~Tocoferol 11,000
Menadiona | - 5,000
Colina (HC1) 165,000
Keido p-aminobenzbico , | 11,000
Inositol “ | 11,000
Niacina | 9,900
Pantotenato de calcio 6,600
Riboflavina . 2,200
Tiamina (HCL) ' : 2,200
pipidoxina (HCL) | 2,200
Ecido folico | | . 0,200
Biotina ,_‘ ' 0,04l
vVitamina By, ) 0,003
Acido ascorbico ‘ m “ / 99,000

Dextrcse q.w.p. 1000

% expressos enm unidades internacionais‘(U T.): 1 unidade in -
ternacional de vitamina A corresponde a 0,300 ug de vitamina

Al ou 0,600 pg de B-carotenc ou 0,344 ug de acetato de vita-
mina Al; 1 unidade internacional de v;tamlna D corresponde a
0,025 g de vitamina Dj. | '

Fontes: NBC - Diet Catalog (1977/78)3 AOAC (1970), proc. n?
39.166.



RESULTADOCS

COMPOSICAQO CENTESIMAL

0s resultados da composicao centesimal das quatro va
riedades de milho, nos dois estdgios de_ﬁaturagao, estdao repre-
sentados no Quadro V. Podemos notar que, de um modo geral, nao
ha diferencas significativas nos teores dos diversos componen -
tes dé grao das quatro variedades, no estapgio verde, com exce -
cdo do teor de lipides, maior na variedade Doce Piramex, e de
nitrogenio nio protéico (NNP) encontrado em quantidades aprecid
veis nas variedades Maya Opaco e Nutrimaiz. Com o amadurecimen-
to houve diminuicdo no teor de NNP, cinza e fibra em todas as
variedades, enquanto os lfpides aumentaram, notadamente nos mi-

lhos Doce Piramex e Nutrimaiz.

PORCENTAGEM DE CASCA, GERME, ENDOSPERMA E TEOR DE PROTETNA

Os resultados éxpressbs no Quadro VI indicam que o}
germe contribuil com'a menor porcentagem em peso, enquanfo o en-
dosperma perfaz cerca de 80% do peso total do grao em todas as
variedades, no estagio verde. Com o amadurecimento, verifica-se
ﬁma diminuigao no teor de casca, enquanto o germe aumentoﬁ em
cerca de 50% nas variedades Maya Normal e Doce Piramex e 2,5 ve
zes nas variedades Nutrimaiz e Maya Opaco. As variagoes do en -
dosperma foram menos significativas, com ligeira diminuiggo nos
milhos Doce Piramex e Nutrimaiz. |

Em relacao as protefnas, pode-se notar Que a casca

- - . L -
contém o menor teor e que estas diminuiram com ¢ amadurecimento,



0°TL  L°TL $¢sL 89l 0h.  SYEL 108 8L (edusdazTp aod)
' SO3RPAPTOQIR)
A née 9‘T R/ gz wég 9¢1 g‘¢ 2aqI]
L°T g2 8°T 0¢e 9¢0 12 g¢p z2¢2 BZUTY
€6 0%t n‘s L€ 0‘s TS 0°s  s‘e ste3o1 sepTdi]
ST 9%4h ST gte 60 €2 8°0 9¢z (62°9 X N %) dNN
e‘eT  0°aT ZfetT  TETIT z2°h% 9%eT 6°TT 0°eT  (§2°9 ¥ N %) BuIaioad
QOas8 mﬁhwb Quog SPJAdDA coaf .mw.U»Hmw\/ OOm.m GU,HMK/
ZTRWTAINN coedp eA®Y Xewe!td o00( TEWION BARH (%) seaodrutuaaiasq

*(BD8S 8S5BQq)

oedeanjeuw op SOTSPIS® STOP We OY[TW 3P SSPBPITIRA oxzendb op TewIsoiusd oedrsodwo) *p oapend



Quadro VI. Porcentagem de casca, germe e endosperma do graoc de
quatro variedades de milho, em dois estdgios de

—~ L CY
maturagao, e teor de proteina de cada parte.

A ' Parte % do grao % Proteina
Variedade Anatomica verde seco verde  seco
Casca 10,8 6,6 7,1 3,7
Maya Normal Germe 6,7 9,7 13,0 19,5
Endosperma 82,5 83,7 12,8 10,5
Casca 11,8 11,2 6,0 3,6
Doce Piramex Germe 8,1 13,5 12,5 17,7
Endosperma 80,1 75,3 11,8 12,8
Casca 11,6 6,1 8,0 3,4
Maya Opaco Germe ‘ 5,1 12,7 18,3 28,1
Endosperma 83,3 81,2 13,2 9,2
Casca 13,6 10,3 , 7,6 ’
Nutrimaiz Germe 7,2 18,8 15,9 22,

Endosperma 79,2 70,9 12,2 9,8




enquanto as do germe tiveram um incremento bastante significati
vo em todas as variedades, sendo que O Nutrimaiz e o Maya Opaco
mantiveram os teores mais_elevados. 0 teor de protefna do endos
perma diminuiu com o amadurecimento dos gracs, exceto no milho

Doce Piramex.

COMPOSIGAO EM AMINOACIDOS DAS FARINHAS DE MILHO

Os resﬁltados das analises de aminoacidos das fari -
nhas das quatro variedades de milho, nos dois estagios de matu~
racdo, estdo expressos no quadro VIT. Podemos notar que, mesmo
no estagio verde, as variedades Maya Normal e Doce Pipamex apre
sentam um perfil de aminodcidos mais desfavordvel, com baixo te
or de triptofano e uﬁa relacdo leucina/isoleucina mais alta que
as demais variedades. No estagio seco estas caracteristicas sao
agravadas pela diminuicao do teor de lisina (em cerca de 70% em
relacao ao estagio verde). As farinhas de milho Maya Opaco e Nu
trimaiz apresentaram bom balango aminoacidico, mesmo apos amadu
pecimento, com teores mais elevados de lisina (duas vezes maior
que -0 encontrado no Maya Normal, estagio seco) e triptofano
(2,5 a 3 vezes maior que O teor encontrado no Maya Normal), a-
16m de uma diminuigdo na relagao leucina/isoleucina, que apre -
sentou valores até 60% menores nestas variedades, quando compa-

radas com o Maya Normal.

EXTRACAO FRACIONADA DAS PROTEINAS

As diferengas nas proporgoes das principais fragoes

protéicas do milho das quatro variedades, nos dois estagios de
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maturagao, podem ser obaservadas no Quadro VIII e Figura 1. Os
resultados indicam que, no estagio verde, a fracao salino-sold-
vel (albuminas mais globulinas) é a mais importante, contribuin
do com cerca de 56 a 70% da proteina total, dependendo da varie
dade. A fragao zeina, neste mesmo estdgio, aparece em propor -
goes relativamente baixas, principalmene.na variedade Nutrimaiz,
cujo teor corresponde a 1/3 do encontrado no Maya Normal. O te-
or de glutelinas é’baixo, com exceczo da fragao glutelina 3 da
.variedade Maya Opaco, 2,5 vezes maior do que o encontrado no
Maya Normal. |
Podemos notar que, com o amadurecimento, houve modi-

ficacdes profundas na proporgac das diversas fragdes protéicas
em todas as variedades. Embora a fragdo salino-sollivel tenha di
minu{dd em todas as variedades, o decréscimo foi mais marcante
nas variedades Maya Normal e Doée'Piramex, enquanto que as vari
edades Maya Opaco e Nutrimaiz mantiveram quantidades aprecid -
veis destas proteinaé, com teores de 2,5 (Maya Opaco) a 3
vezes (Nutrimaiz) mais elevados do que o Maya Normal. A varia -
gao mais importante diz respeito i fracdao zeina: enquantol nos
milhos Maya Normal e Doce Piramex corresponde a cerca de 40%
das proteinas do grao maduro, contribuiu com pbucc mais de 10%
no Maya Opaco e praticamente nao sofreu aiteragéo no Nutrimaiz
com o amadurecimento. Em '‘relacdo as glutelinas, a fragao glute-
lina 1 aumentou enm tpdas as variedades, exceto na vafiedade Nu-
trimaiz, aumentando,porém, em- maior proporgac no Maya Normal .
A glutelina 2 aumentou na variedade Méya.Normal, mas seu = teor
‘nﬁo foi muito significativo, mesmo no grao maduro;;contribuindo

com menos de 10% da proteina total em todas as variedades. A

glutelina 3 aumentou em todas as variedades, principalmente ngg
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Figura 1. Grafice de barras das diversas fracdes protéicas de 4 cultivares
- - - - — . - L
- de milho em dois estapgios de maturagaoc: A, albumina; G, globulina; 4, zel

na; G,, glutelina 13 G,. glutelina 23 Bqs glutelina 3.



vapriedades Nutrimaiz e Maya Opaco, cujos teores corresponderam
ao dobro do encontrado no Maya Normal.
A variedade Doce Piramex, nos dois estagios, apresen

tou um comportamento similar ao Maya Normal.

COMPOSICGAO EM AMINOACIDOS DAS FRACOES PROTEICAS ISOLADAS

Os resultados das determinagoes de aminoacidos das
fracoes protéicas isoladas (Quadros IX a XII e Figura 2) suge -
~rem uma certa independencia da composicdo em relagao a varieda-
de. De um modo geral, podemos notar que as fragoes salino-soll-
veis (albuminas e globulinas) apresentam bom perfil de aminoaei
dos, com todos 08 aminoscidos essenciails presentes em propor -
¢oes balanceadas. Com © amadurecimento ha diminuigao no teor de
lisina das fracoes globulina, enquanto os teores de leucina e 1
soleucina diminuem a niveis inferiores ac desejado, embora a re
lacido leucina/isoleucina se torne mais favoravel. As fragoes al
cool-soliveis (zeina e glutelina 1) apresentam uma composigao
global semelhante, com bai%o teor de lisina, arginina, ausencia
de triptofano, alto teor de jeido glutamico, prolina e fenilala
nina mais tirosina, além de uma relacao leucina/isoleucina mui-
to alta. Apesar da semelhancga, a’ fragao glutelina 1 caracteriza
;se pelo alto teor de metionina, além de apresentar maior teor
de histidina do que a zeina (com excegdo da variedade Doce Pira
mex, onde nao se verifica diferenga significatival). A fragao
glutelina 2 & caracterizada pelo alto teor de histidina, bem
maior do que o encontrado nas demais fracoes, prolina, e Acido
glutamico, e baixo teor de lisina e triptofano, e uma relagaoﬁi%

ciha /isoleucina desfavoradvel. A fragdo 'glutelina 3 parece ter
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Figura 2. Proporgoes relativas dos ami iz e da relagao Leu/Ile nas fragdes pro
turagao: A, albumina; G, globulina; Z,

33 P, padrdo (FAO/OMS, 1973); V, verde;

téicas de U4 cultivares de milho em dsi
zeina; Gy» glutelina 1; G,, glutelina

5, 8200,



uma composicao global mais relacionada com as proteinas salino-
~-soliveis, sendo que o teor de aminoacidos essenciais pratica -

mente nio sofre alteragdes com o amadurecimento. Esta fragao a-

presenta como caracteristicas favoraveis o alto teor de tripto-

fano, além de quantidades aprecidveis de lisina.

PROPRIEDADES NUTRICIONAIS

0s resultados da determinagao das caracteristicas nu-
tricionals das quatro vapiedades de milho, nos dois estagios de
maturagao, en comparagaoc com & caseina, estdao expressos no Qua-

dro XIII. Podemos observar que as farinhas de milho Maya Opaco

‘e Nutprimaiz apresentaram PERS superiores 5s demais, dando alnda

valores mais elevados para valor bioldgico aparente e, conse ~
quentemente, maior retencao de nitrogénio, qualidades que foram
mantidas apds o amadurecimento. pode-se notar também que estas
duas variedades apresentaram valores mais préximos aos encontra
dos para a caseina, para todos OS parametros estudados, & que a
diferencga em relacdo as demais variedades se torna mais acentua
da no estagio seco, onde as farinhas de milho Maya Normal e Do-
ce Piramex tiveram grande diminuicg3o no valor nutricional, com
reducao marcante dos valores de PER e do nitrogenio retido, eI
consequéncia da diminuigao da digestibilidade e do valor biold-

~

gico aparente.

As cupvas de crescimento (Figura 3) estao de acordo
com. OS valores encontrados para O PER e com os valores medio:

de ingestdo didria de dieta por pato: Maya Normal, 8,7g Seco

' 8,9g verde; Doce Piramex, 9,21g seco & 9,65g verde; Maya Opa

co, 10,4g seco e 11,0g verde; Nutyrimaiz, 10,6g seco e 12,0 ver

£1
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GANHO DE PESO DO GRUPO (G/ 5 RATOS)
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Figura 3. Curvas de crescimento dos ratos (variedade
tistar) recem-desmamados em dietas contendo caseina

e farinha de milho, de 4 cultivares em dois estagios
de maturacao, como uUnica fonte de protefna: 1, Casel
na; 2, Nutrimaiz verdej; 3, Maya Opaco verde; H, Nutri
maiz seco; 5, Maya Opaco secoj 6, Doce Piramex verde;
7. Maya Norral verde: £, Doce Piramex verde; 9, Mava

Hormal seco.



de.

Para melhor interpretacao das variagoes ocorridas
nas curvas de crescimento das diferentes dietas, ©8 resultados
foram analisados estatistiéamente através da aﬁlicagéo da ana-
lise de variancia e Teste de "Student", e 08 resultados podem
ser observados no Quadro XIV. A analise de variancia para  as
quatro variedades em dois estagios de maturagao mostrou que e~
xiste diferenga ao nivel estatlstlco de 1% entre as variedades
Nutrimaiz e Maya Opaco em relagao ao Maya Normal e ao Doce Pi-
. pamex € que-nao houve diferenca significativa dentro de cada
variedade entre oS estagios de maturacao verde e Seco.

Aplicagao do Teste de ngtudent" para avaliagao  das
diferencas entre médias resultou nos valores criticos .de i
13,58 para o nivel de significancia de 5% e 18,31 parao nivel
de 1%, significando que qualquef diferenga entre meédias (Qua -
. dro XIV) igual ou maior que os valores epiticos de "t" € esta -
tisticamente sighificafiva.

Assim, as variedades Maya Normal e Doce Piramex di-
feriram da casefna ao nivel de significancia de 1%, no estagio
seco, e ao nivel de 5% no estagio verde. As variedades Maya O-
paco e Nutrimaiz nio diferiram estatisticamente da caseina emn
nenhum dos dois estagios de maturacaoc. O Nutrimaiz diferiu do
milho Doce Piramex ao nivel de éignificﬁncia de 1% nos dois es-

tigios de maturagao, nao diferindo, contudo, do Maya bpaco.



Quadro XIV. Ganho médio de peso de ratos submetidos a dietas
contendo farinha de quatro cultivares de milho,
em dois estdgios de maturagdao, como anica fonte

protéica, comparados com a dieta padrao de casei-

na.
Fonte Protéica Ganho de peso *
o (g)
Caseina | , 51,2
Nutrimgiz verde 45,9
Nutrimaiz seco ‘ WL, 1
Maya Opaco verde h4,6
Maya Opaco seco | 43,4
Doce Piramex Vérde 36,0
che Piramex seco y 28,0
Maya Normal verde | 34,0
Maya Normal seco 25,2

Valores representam a média de ganho de peso (28 dias) de
cinco ratos.
Valor critico "t" 5%, 13,58
1%, 18,31



DISCUSSAD

INTERAGAO GENOTfPICA, ESTRUTURA E COMPOSICAO

0s resultados da composicao centesimal indicaram di-
ferengcas entre variedaées, acentuadas com o amadurecimento, 0
que reflete uma profunda modifiqagéo nos componentes do grao du
rante o desenvolvimento da semente de milho, e que parecem es-
tar diretamente reiacionadas com ©Os respectivoé gendtipos para
endosperma.

Os valores encontrados para os diversos componentes
foram expressos em base seca para efeito de comparagao entre va
riedades, devendo-se levar em conta que os valores reais S&0
bem diferentes, principalmente para o milho verde, cujo teor de
umidade corresponde a cerca de 70% do peso do grao. Sendo assim,
podemos considerar que o milho € um alimento principalmente e-
nergético, embora apresente varios dos principais componentes
nutricionais desejaveis de um alimento, cujos teores variam com
o amadurecimento, o que significa que algumas caracteristicas
podem ser alteradas durante este processo.

Os dados encontrados mais frequentemente na literatu
ra referem-se a composigao do milho normal seco e os valdres de
terminados em nosso trabalho, para este milho (Maya Normal), es
tio dentro da faixa de valores descritos por varios éesquisadg—
res (Earle e col., 1956, Bressani e Conde, 1961, Shukla, 1975).
Bréssani e Conde (1961) estudaram, ainda, a variagadoc na composi
¢do quimica do milho Normal em diferentes estdgios de degenvol-

vimento e verificaram que, com o amadurecimento, havia diminui-

gdo nas porcentagens de proteina (13,3 a 11,0), nitrogénio nao



protéico (1,25 a 0,1), cinza (2,7 a 1,3) e fibra (5,9 a 3,3), e
aumento nas de carboidrato (76,0 a 79,5) e de 1ipide (2,1 a
t,9). Estes valores referem-se, respectivamente, ao 239 e ao
659 dias apOs floracao, . considerados os mais aproximados em
relagao aos estagios de maturagao das variedades estudadas nes-
te trabalho, colhidas aos 209 e 609 dias ap6s polinizagao.

As variedades Doce Piramex e Nutrimaiz caracterizaram-
-se pélo alto teor de lipides, sendo que esta dltima apresentou
ainda alto teor de nitrogenio nao protéico (NNP). Resultados
semelhantes foram descritos por Sgarbieri e col. (1877). Enm
bora o teor de NNP nao seja muitokﬁignificativo em nenhuma das
variedades no estagio seco, aparece em niveis apreciaveis no mi

iho verde, principalmente nas variedades Maya Opaco e Nutrimaiz.

) iy » ) LY

. T . X . . .
L L L L} N o e QJ—&JL.LJ—.L\-..—(.J.LJ-V\.I e AL LD LML tad il L.\..NILJ:J\J'

Este
sigao da fracio aminodcidos livres presente no milho. Segundo
Sodek e Wilson (1971) os aminodcidos livres do endosperma do mi. -
lho Normal seco se apresentam com um ﬁerfii caracteristico, di-
ferente do encontrado em qualquer das fragoes protéicas do en-
dosperma, com teores mais elevados de acido aspérfico, acido
glutémico, asparagina, glutamina e prolina, que contribuem com
a maior parte do nitrogenio desta fracao, enquanto a  leucina,
que € muito abundante nas fragoes protéicas, aparece como  um
dos menores componentes desta fragao. 0 milho Opaco .apresentou
ainda, um incremento de 68% no teor de lisina, em relacao ao
Normal. Misra e col. (1975¢) também verificaram um aumento no
teor de aminoicidos livres e 1isina no Opaco em comparagdo COm
o Normal ( estdgio seco) e em todos os duplo-mutantes em que ©

gene opaco-2 foil introduzido. Por exemplo, a introdugso do gene

opaco=2 em uma linhagem de milho Doce proporcionou um aumento



de 54% no teor de aminoécidos_livres do duplo mutante (suoz).
Nossos resultados (Quadro V) indicaram um aumento de 60% no

tecr de NNP do milho Nutrimaiz (suoz) em relacao ao Doce Piramex
(su02).

Estas caracteristicas do duplo-mutante (Nutrimaiz) in
dicam uma influéncia dos diferentes gendtipos que a originaram,
ou seja, o alto teor de lipides, caracteristicc da variedade Do-
ce Piramex, e o alto teor de NNP, caracteristico do Maya Opaco,
que também parece interferir no teor de cinza. Como consequéncia
" o Nutrimaiz parece apresentar uma composicao centesimal mais fa-
vorivel que os demais, independente do estadgio de maturacgao.

A influencia do genStipé do endosperma pode ser obser
vada também nas diferencas encontradas nas proporgoes das princi
pais pdrtes componentes do grao (casca. germe e endosperma). aue
sao mais acentuadas no estdgio éeco. As variedades Doce Piramex
e Nutrimaiz apresentaram maior proporgao de gerﬁe, mesmo no esta
gio verde, o que poderia justificar oé maiores teores de lipides
encontrados nestas variedades, uma vez Que existe uma correlacgac
positiva entre tamanho de germe e teor de l1ipides. Esta € uma ca
racteristica favordvel destas variedades, principalmente se le-
varmos em conta que o germe € o principal reservatorio de 1ipi -
des da semente e que no milho estes apreséntam boa composigao em
acidos. graxos (Weber, 1978). Da mesma forma, podemos correlacio-
nar a menor proporgéo de endosperma destas variedades com uma me
nor veiocidade de maturacdao (Andrew e col., 1944), Mangelsdorf ,
em 1926, j& havia langado a hipdtese de éﬁe o desenvolvimento do
endosperma do milho & alcancado em condigdes normais de sintese
de amido, sendo que és diferentes variedades de milho seguem o

mesmo padrao de crescimento, mas com diferentes pontos finals de



crescimento. Segundo Hansen e col. (1946), a mesma analogia pode
ria ser feita para a sTntese de carboidratos, menor nas varieda--
des doces {(Doce Piramex e Nutrimalz em nosso tpabalho), que arma
zenam boa parte destes na forma de polissacarfdeos soluveis. A
menor velocidade na maturacao destas variedades traz, como CONsE

-~ . - - ' .
quéncia, menor sintese de zeina, melhorando as suas caracteristi

cas nutricionais. Dados de Silva e col. (1878) confirmaram essa

teoria, pois a varledade Nutrimaiz & caracterlzada pelo alto te-

or de polissacarldeos soluveis em agua (WSP) e baixo teor de zel

- na, embora este G1timo seja devido principalmente 3 influencia

do gene opaco-2, que também propicia um maior aumento de protei-
nas do germe, diminuindo as do endospermé.

Hamilton e col. (1951) e Schneider e col. (1952) 34
haviam notado que as condicdes de cultivo afetam o teor de cada
parte componente e as respectivas porcentagens de proteina e O-
leo. Como as quatro variedades em estudo foram cultivadas nas
mesmas condigoes, as diferengas podem ser atribuidas unicamente
ao seu genotipo. Assim, as variedades que tiveram aumento na
proporg&o de germe, as custas do endosperma, tiveram um lncremen
to no valor nutritivo pelo aumento no teor de lipides e protei -
nas salino-soliveis. Dentre as quatro variedades estudadas neste

trabalho, o Nutrimaiz foi a que apresentou o maior aumento no te

or de germe COm O amadurecimento (2,6 vezes maior do que O encon

trado no estagio verde) e diminuigdo mais acentuada no endosper-

ma, embora este ﬁltlmo seja menos importante na determinagdo de
seu valor nutritivo, em virtude de sua comp051gao protéica prati
camente nao sofrer alteragac com O amadurec1mento. Ao contrarlo,

o aumento no teor de germe traz, efetivamente, um aumento no va

lor nutricional, devido ao aumento no teor de proteinas e, prin-



cipalmente, do teor de 6leo. 0 aumento na proporgac do germe foi
uma caracteristica comum a todas as variedades estudadas, varian
do de 45%, para o Maya Normal, a 161%, para o Nutrimaiz, enquan-
to seu teor de protefna também teve um incremento de 42 a 54%.
Este aumento no teor de proteinas do germe, paralelamente a dimi
nuicao das proteinas do endosperma (18 a 30%) em todas as varie-
dades, sugere uma tyansferencia de material protéico do endosper
ma para o germe durante o amadurecimento.

Schneidér e col. (1951), estudando a variagao na estru
tura e composigao de diversas variedades de milho (hibridos co-
merciais, milhos com alto e baixo teor de profeina ou oleo) tam—
béem notaram em todas as variedades uma maior concentragéo de pro
tefna no germe (18,8%), seguido do éndosperma (9,u4%), sendo que
a casca teve a menor concentragao (3,8%). O peso de cada parte
no grao fol de 11,9%, 81,%% e 5,3%, respectivamente. Estes resul
tados indicam que, embora ocorram variagoes no teor e porcenta -
gem de prote{na de cada componente, conforme a variedade, este
comportamento parece ser constante, ou seja, o endogperma e <
componente encontrado em ﬁaior pfoporgao, seguido do germe. i
casca contribui com menos de 10% do peso total do grac seco, sel
do que o germe & o componente que apresenta o maior aumento, ta
to em peso como no teor de proteinas.

Melhor comparacao de nossos resultados pode ser feita

" com os descritos por Hamilton e col. (1951) para o milho Norma

seco. As porcentagené em peso de 5, 10 e gu% para casca, germe
endosperma podem ser comparadas com OS dados por nos obtidos ¢
6,6, 9,7 e 83,7%, respectivamente. Os tecres-dé prdté{néé do ge
me e do endosperma encontrados por Hamilton e col.lforam B <

17,4% e 13,9%, enquanto que 0S encontrados em nosso trabalho fc



ram de 19,5% e 10,5%, respectivamente, para o Maya Normal. Tra-
balhos de Mertz (1963) e Wolf e col. (1975) citam valores inter
mediarios, indicando que houve boa concordancia entre nossos re

sultados e os citados na literatura.

PROPORGCOES RELATIVAS DAS DIFERENTES FRACOES PROTEICAS

A variac3o na proporgao das fragoes protéicas do en-
dosperma do milho Normal, durante a maturagao, € o fator mais
~importante na determinagiac do seu baixo valor nutricional. Este
'fato se deve ao grande aumento na fragao zeina; em detrimento
das fragoes éalino-solﬁveis, paralelamente ao desenvolvimento
do grac (Zeleny, 1935, Bressani e Cdnde, 1961, Murphy e Dalby,
1971, Landry e Moureaux, 1976).

Murphy e Dalby (1971), estudando as modificacoes nas
fragdes protéicas do endosperma dos milhos Normal e Opaco, nota
ram que iniciaimente, as proteinas salino-solilveis representa -
vam a maior fragao nos dois genotipos e que, com © desenvolvi -
mento, havia uma diminuigaé acentuada desta fracao, em menor in
tensidade no miiho Opaco, onde contribufa com 21% da proteina
total do endosperma maduro, comparado com 6% no Normal. Esses au
tores verificaram também aque a fragao glutelina tornava-se a
pbincipal fracdo, em ambos, no comego do desenvolvimento, ﬁanteg
do sua'importéncia até a maturidade do grao, contribuindo com
maior proporg¢ao no milho Opaco e, embora a velocidade de aumento
da glutelina seja igual nos dois gendtipos, hid uma diluicao pro-
gressiva destas proteinas por material semelhénte.E'Zeiné; ~no
milho Normal, diminuindo o teor de glutelina "verdaéeira", com

o amadurecimento. Este fato foi confirmado em estudos de Landry



e Moureaux (1970), que denominaram glutelina 1 a fragao semelhan
te 3 zeina. A fragao zeina aumentou continuamente até a maturida
de no endosperma do milho Normal, em contraste com o do Opaco,
onde nao contribuiu con mais de 15% da proteina total, havendo,
portanto, uma redugdo na sintese de zeina, que nao apareceu no
grao até o 159 DAP no milho Opaco, enguante no Normal aumentou
continuamente a partir do 10¢ DAP. Segundo Misra e col. (1975b),
o teor de zeina encontrado no endosperma do milho Normal no 109
DAP 55 & alcancado no Opaco no 219 DAP. Este fato, aliado a me-
" nor velocidade na sintese de zeina, reduz sua producao total a
menos de 50% no Opaco em relagao ao Normal.

Landry e Moureaux (1876), em estudo comparativo do de-
senvolvimento do grao de milho Normal e Opaco, verificaram que
a dinéﬁica de acumulacdo das fracaeé protéicas durante o desen -
volvimento do grao de milho Norﬁal podia ser dividida em quatro
fases: 1) onde est3o presentes as proteinas salino-sollveis e
glutelina 3; 2) onde todas as proteinas sao acumuladas; 3)'carag
terizada por um lento declinio nas proteinas salino-soliveis, pa
ralelamente aolaumento das glutelinas; e 4) maxima modificacgao
das proteinas salino-soliveis, que sofrem um declinio abrupto,
enquanto a-glutelina 3 aumenta. No desenvolviménto do grao de mi
lho Opaco também houve uma relacdo linear entre o teor das fra
cSes protéicas e a proteina total, mas com diferencas na dinami-
ca de acumulagaoc dé varias fragoes: a fase 1 é a mais‘importante
e suas proteinas sdo sintetizadas em maior quantidade em relagao
ao total, em comparacio com o Normal. As fases 2, 3 e L 950 sao
diferenciadas, sendo que.o grao de milho Opaco acumula, da fase
2 até a maturidade, o mesmo teor de proteina total que o

Normal sintetiza na fase 2. Isto significa que o Opaco tem menor

-



teor de proteinas dlcool-soluveis quando maduro, decorrente da
agio inibitéria do gene o, na sintese de zeina.

£ interessante notar que a introdugado do gene P em
linhagens de milho Doce tem a capacidade de reduzir ainda mais
o teor de zeina,como pode ser.verificado comparando-se & pro-
porcio das diferentes fragoes protéicas do milho Nutrimaiz com
a do Maya Opaco, obtidas neste tpabalho. Resultados semelhantes
foram descritos por Misra e col. (1975a) que verificaram que a
combinagao dos genés su e oé proporcionava um aumento na concen
. traciao de pfotefnas salino-soluveis e glutelina 3 e uma supres=
s3ao quase completa da sintese de zeina. Mais importante seria o
fato de que esta caracteristica:s se mantém ao longo de todo ©
processo de maturagaoc, aliado ao fato de que a diminuigao  das
protefinas salino-soliveis, 2lém de ter sido menor em relagdo as
demais variedades, € compensada pelo maior aumento da fragao
glutelina 3 que, sabidamente, apresenta um perfil de aminoaci -
dos melhor do que as demais glutelinas e do que a zeina.

Em relagdo as demais variedades estudadas, as peque-
nés diferencas observadas entre o Maya Normal e o Doce Piramex
ja foram citadas anteriormente por Hansen e col. (1946) e Misra
e col. (1975a), que também verificaram um teor ligeiramente me-
nor de zeina para a variedade Doce em relagdo a Normal. Em ter-
ﬁos numgricos, torna-se mais diffeil uma comparacgao direta de
nossos resultados com a maioria dos encontrados na literatura,
onde os estudos compérativos sobre a variagao no teor das fra-

coes protéicas durante o desenvolvimento do grao foram feitos

+

utilizando-se apenas o endosperma da semente e diferentes méto
dos de extracdo. No entanto, pode-se verificar que . houve um

comportamento semelhante, conforme a variedade, ou seja, as va-



riedades Méya Normal e Doce Piramex foram capracterizadas pelo
grande aumento no teor de zeina, durante o amadurecimento, en -
quanto os mutantes Maya Opaco e Nutrimaiz (duplo-mutante onde ©O
gene o, foi introduzido) aéresentaram melhor distribuigio das
fragoes protéicas com o amadurecimento, com diminuicdo da sinte
se de zeina e aumento da glutelina 3 e menor diminuigcao no teor
das proteinas salino-soliuveis. Alguns pesquisadores (Mosseé e
col.; 1366 e Landry e Moureaux, 1979) utilizaram o grao inte -
gral em seus estudos de fracionamento, o que pefmitiria uma com
- paragao direta dos resuitados descritos por estes autores com
os obtidos em nosso trabalho. Mossé e col. (1966) utilizaram ©
método classico de Osborne para extracio fracionada das protei-
nas de duas variedades de milho (Normal e Opaco), no estagio se
co, obtendo tres fragaes:-salinO“solﬁvel (Normal, 21% e Opaco,
39%), zeina (Normal, 44% e Opaco, 18%) e glutelina (Normal, 35%
e Opaco, 43%). A glutelina corresponde 3 soma das glutelinas
obtidas pelo método de-Landry e Moureaux, utilizado nesta pes =
qulsa, para a qual obtivemos 08 segulntés valores: Maya Normal
36,4% e Maya Opaco 43,1%. Os resultados deseritos por Landry e
Moureaux (1970) para o milho Normal seco foram: Albuminas mais
Globulinas, 19% (Maya Normal, estudado neste trabalho, 16%); ze
fna, 38% (Maya Normal, 40%); glutelina 1, 11,5% (Maya Normal,
13,?%); glutelina 2, 10% (Maya ﬁormal 9,2%) e glutelina 3, 10%
(Maya Normal,_lu%). Podp se verificar que houve boa concordan -
cia entre nossos resultados e 0S8 descritos na 1lteratura.

A associagado do gene opaco-2 com varios mutantes sim-
ples de milho tem sido fartamente descrita na literatura; obten
do-se varios duplo-mutantes com caracteristicas superiores as v

riedades que os originaram. A facilidade na tpansferencia do ge



ne opaco-2 para linhagens de hibridos comerciais ou para popula
¢Ses de cavater genético mais varidvel deve-se ao fato do cara-
ter opaco ser de heranga monogenica. Mas, deve-se procurar asso
ciagbes que, além de melhorarem ainda mais as caracteristicas
nutricionais proprias ao opaco-2, eliminem ou diminuam certos e
feitos indesejdveis, associados ao gene opaco-2, COmMO DOY exem-
.plo, menor rendimento, aspectoAmenos desejavel (devido as carac
teristicas do endosperma), malor suscetibilidade ao ataque de
insetos. Ao que tﬁdo indicé, o Nutrimaiz repreéenta uma associa
¢ao édequadé dos genes su e 0,, capaz de reter as melhores ca -
racteristicas dos genes que estavam nos tipos paternais, ou se-
ja, caracteristicas nutriciocnais superdores tanto em relacao
aos componentes nitrogenados (herdados do Maya Opaco) como dos
carboidratos e maior teor de lipidesA(herdados da variedade Do~
ce), apresentando ainda, melhores caracterfsficas agronomicas,

sensoriais e industriais.

VARIAQKO NA COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DAS FRACOES PROTEICAS

A extracao fracionada das proteinas, baseada na dife-
renca de solubilidade em diferentes solventes, pressupoe dife -
rencas significativas em sua composigao, que podem ser facilmen
te evidenciadas comparando-se a composigao em aminodcidos  das
diferentes fragdes protéicas presentes no grao .de milho. Verifi
ca-se que cada fragdo tem caracteristicas especificas, relacio-
nadas com a concentragao de determinados aminoacidos e que, em-
bora ocorram variacgdes no teor destes aminoacidos com a matura-
cdo, estas caracteristicas sao mantidas, mesmo quando as prdteé

nas saoc provenientes de variedades diferentes. Como cada fragzo



protdica & composta de varios peptidecs, as pequenas diferengas
que se notam entre variedades poderiam ser explicadas por dife-
rencas no teor de alguns peptideos, que estariam diretamente re
lacionadas com o gendtipo, mas que nao alterariam sua composi -
c3o global. Este fato ja fol evidenciado para a fracdo zeina,
em estudos comparativos de sintese e composigao no milho Normal
e Opaco (Lee e col., 1976, Jones e col., 1977; Righetti e col.,
18977), onde se verificou que havia supressao nars{ntese dos
principais peptideos que'comp5em a zeina no milho Opaco, seﬁ
que esta perdesse suas caracteristicas de solubilidade e compo-
sicao.

De um modo geral, parece que a composigdo de cada fra
¢do se torna mais definida e, portanto, mais proxima de fragdes
iguais‘nrovenientes de outras variedades. n§ estario de milhno
seco, éugerindo que durante o processo de maturagao ocorram mo-
dificagdes na sintese de determinados peptideos que a compoe .
Por exemplo, as albuminas e globulinaé caracterizaram~se.por a-
presentarem uma composigao aminoacidica muito boa, contendo to-
dos os aminoacidos essenciais em proponrgoes balanceadas {embora
aparecam diferengas no teor de varios aminodcidos). Mas, dife -
rengas entre estas duas fragoes, que foram umé caracteristica
constante em todas as variedades, foram eQidenciadas somente no
estigio seco e estdo relacionadas com os seguintes aminoécidos:
alanina, glicina, prolina, acido aspartico e treonina, que apa-
recem em maior propercio nas albuminas, e histidina,. arginina
e dcido glutdmico, em maior teor nas globulinas. O fato de nao
haver dependéncia da composigdo global da fragao em relagEo a
variedade ja havia sido verificado por Sodek e Wilson (1971),
que compararam a composicac das albuminés'e globulinas dos mi -

lhos Normal e Opaéo e verificaram uma grande semelhanc¢a entre



cada proteina proveniente dos diferentes_genStipos, embora seus
resultados nao evidenciem diferengas significativas entre as
duas proteinas. Outros pesquisadores (Baudet e col., 1966 e
~Paulis e Wall, 1969) citam diferencas entre as albuminas e as
globulinas que incluem o0s aminoacidos referidos neste trabalho.
A zeiné foi caracterizada por'niveis muito baixos de
.aminoécidos bisicos, principalmente a lisina, ausencia de trip-
tofano e niveis muito altos de dcido glutdamico, prolina e leucd
'ﬁa, independente da variedade estudada. Resultados semelhantes
foram descritos por Baudet e col. (1986), Sodek e Wilson (1971L)
e Misra e col. (1976a). 0 alto teor de leucina & responsavel pe
ta relacao leucina/isoleucina muito alta encontrada nesta fra -
¢ao. Esta mesma relagao é verificada na glutelina 1, que apre -
sentou uma composigao global gue se assemelhaia zeina, porém di
fere desta Gitima por apresentar diferengas no teor de alguns a
minodcidos, com maior teor de metionina, higtidina, prolina e
menor de Soido aspartico, leucina e isoleucina, independente da
variagiao estudada. A principal caracteristica desta fragao foi
o alto teor de metionina,\que & bastante dilufdo na composigao
protéica global do grdo, pois mesmo no estagio seco esta fragao
contribuiu com cerca de 10% da proteina total, ao contrario da
zeina, cuja composigac se reflete na composicao global da semen
fe,como pode ser verificado nos milhos Maya Normal e DoceAPira-
mex, onde contribuiu com cerca de 40% da proteina total no estd
gio seco. A fragio glutelina 2 apresentou uma composigao inter-
mediiria entre as proteinas dlcool-soliveis e glutelina 3, e
sua principal caracteristica foi o alto teor de hiétidiﬁé, Mig-
ra e col. (1976a) relatarah valoreé de 8,2 a 9,6 para o milho
Normél_seco e 7,6 a 9,0 para mutantes com alto teor de lisina,

também no estagio seco. Iste significa que, embora ocorram pe-



guenas diferencas entre variedades, todas apresentaram alto te-
or deste aminodcido, mantendo-se a caracteristica desta fragao,
independente da variedade. Nossos resultados, relativos ao mi-
lho no estagio seco, foram inferiores aos descritos por  estes
autores, com excegao da variedade Doce Piramex, Que apresentou
valor 9,1 para histidina. Assim, embora o teor desta fracao re
presente menos que 10% da proteina total do grao, acreditamos
que © élto teor de histidina € significativo na determinagao do
aumento da concentragao deste amincdcido na composigao da pro-
teina total do grao.

0 fato de a glutelina 1 ter uma composicao semelhante
i da zefna e a glutelina 2 apresentar uma composigao intermedia

ria (mais relacionada com a Glutelina 3), parece sugerir fun-

~ - - .
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das como proteinas de reserva. £ provavel que estas fragGes
"intermediarias" funcionem como pontos comuns na interagao en -
tre as estruturas da Zeina e glutelina.B, aﬁxiliando na manuten
cao de sua disposigdo estrutural no grao.

A fracdo glutelina 3 apresentou uma composigao em ami
nodcidos mais favordvel, superada apenas pelas protefnas salino
-sollveis. Suas caracteristicas mais importantés*foram o alto
teor de triptofano e lisina, associado a um teor relativamente
alto de isoleucina, tornando a relagao leucina/isoleucina mais
favoravel. Segundo Misra e col. (1976a), o aumento desta fragao,
juntamente com o das proteinas salino-soliveis, ambas com alto
teor de lisina, constitui o principal fator responsavel pelo al
to teor de lisina‘de varios mutantes que apresentam esta carac-

teristica em sua composicio global de aminoacidos.

0 fato de os valores encontrados por nos relativos



d0s aminoacidos sulfurados estarem muito abaixo do esperado, prin
cipalmente para as fracoes glutelinas, deve-se as perdas durante
a hidrdlise e as condigCes alcalinas de extracao, que favorecem
sua destruicao (Blackburn, 1968). Quando as fracoes zeina e glute
lina (milho Normal seco) foram reduzidas e alquiladas antes da hi
drélise, a anilise de aminoacidos forneceu os seguintes resulta -
dos para metionina e cistina, respectivamentezwzeina, 1,6 e 1,7 3
glutelina 1, 7,9 e 5,03 glutelina 2, 1,0 e 5,3 e glutelina 3, 3,8
e 2,7 (Misra e col., 1976a).

0s valores de triptofano sao raramente expressos nas
composigoes em aminodcidos citadas: na literatura, mas nossos Ie~
sultados parecem estar de acordo com as caracteristicas gerais a-
presentadas para cada fragdo, ou seja, as fragoes Adlcool-soliveis
s3o 100% deficientes, enguanto as fragoes salino-soliuveis e glute

lina 3 apresentaram valores médios de 1%, que corresponde a pro -

‘porgao indicada como ideal pavra este aminodcido (FAO/OMS, 1973).

Lloyd e Mertz (1858) relataram valores de 1% para a glutelina to-
t;l. A glutelina 2, como era de se espefar, apresentou valores in
termedidrios entre as demais fragSes. Isto indica que o aumento
das proteinas saliﬁo—solﬁveis e glutelina 3, durante o desenvolvi
mento da semente de mutantes de milho, também € o principal res -
ponsével pelo aumento no teor de trlptofano na composigao global
do grao, da mesma forma que paré a lisina.

Estes fatos saoc extremamente 1mportantes quando verifi-

camos o teor de cada fragao protelca nas diferentes varledades e

_estagiOS'de maturacao estudados em nosso trabalho. 0 fato de to -

das as variedades'apresentarém maior teor de proteina salino—solg
veis no estagio verde seria o principal responsavel pela melhor

composigao global das farinhas, 84 que as glutelinas, nesta fase,



ainda estao em proporgoes relativamente baixas, assim como a zei
na, £ de se esperar, portanto, que as variedades que tiveram ma-
ior aumento na glutelina 3? concomitantemente com menor aumento
de zeina e menor diminui¢ao de albuminas e globulinas, apresen =~
tem melhor composigéo global apos amadurecimento. Isto pode ser
verificado na composicdo em aminodcidos das farinhas de milho,
expressas no Quadro VII. Pode-~se notar que houve boa correlagao
entre o teor das diferentes proteinas de cada variedade com a
COmposigio das farinhas, levando-se em conta o estdgio de matura
'gao. As farinhas das variedades Maya Opaco e Nutrimaiz apresenta
ram melhor perfil de aminoécidos; com maior teor de lisina, trip
tofano, treonina, entre outros, além de a@resentar uma relacgao
leucina/isoleucina mais favoravel, em comparagao com as demais .
Esta é ‘uma caracteristica muito importante, decorrente do fato
de que existem evideéncias de quela'pelagra pode ser induzida por
uma relagao desfayorével de leucina/isoleucina, sendo que um au-
mento no teor de isoleucina melhora o efeito antagonistiéoda leu
cina na conversao de triptofano em niacina (Gopalan, 1968, Han -
kes e col., 1971). Os valores relativamente baixos de cistina,
principalmente né farinha de milho‘Doce Piramex, devem ser conse
quencia dé instabilidade da cistina e cistefna durante a hidroli
se acida, principalmente na presenga de céfboidratos (Blackbﬁrn,
1968). |

A maioria dos trabalhos citados na literatufa referem-
~se a determinagaes feitaé com as proteinas do endosperma da se-
mente aoc inves do grac integral, uma vez que as protefnas do ger
me nac sofrem alteragdes qualitativas por modificagaes geneticas.
Portanto, surgem diferencas no teor de varios aminodcidos, con =-.

forme expressos em relagdo ac endosperma ou ac grao integral.



Mertz (1968), comparando a composicdo em aminoacidos do endosper
ma com a do grao integral, para uma mesma variedade de milho,ve-
rificou que os aminoécidos que aparecem em maior teor nas fra-
goes salino-solliveis tem seu valor aumentado quando expressos em
termos da composigao da farinha integral. Isto se deve ao fato
de as proteinas do gerﬁe serem constituidas basicamente de prote
fnas salino-sollveis. Por exemplo, a lisina apresentou valores
de 1,6 quando expressa em relacdo a composicao do eﬁdosperma e
de 3,0 para o grao integral de uma linhagem Normal, estagio seco
(Mertz, 1968). Apesar de estas diferencas nao permitirem uma com
paragaoc direta de nossos resultados com oS descritos na literatu
ra, referentes a composigao do endosperma, algumas .obseranSes
se tornam interessantes. Mertz (1968) verificou que o endosperma
do milho Opaco apresentou duas vezes mals lisina e triptofanoc e
50% mais arginina, acido aspértico e glicina e 30% menos de ala-
nina e leucina, concluindo que estas modificagSes eram causadas
principalmente pela diminuigaoc do teor de zeina. A essa  mesma
conclusio chegaram Mertz e col. (1964) e Misra e col. (1975b),
sendo que o resultado das determinacoes de aminodcidos (Mertz e
col., 1964) levaram a conclusao de que esta mesma relagdo era ob
tida quando se comparavam a composicao da zeina com a da glute
lina. Portanto, as diferengas'na composigSO global dos ehdosper—
mas normal e opaco seriam uma consequéncia direta da inversac na
razao zeina/gluteiina. \

Melhor comparacao de nossos resultados pode ser‘ feita
com os de Bressani e Mertz (1958), Baudet e col. (1966), para o©
milho Normal seco, e Mertz (1968) para as variedades Normal e O-

paco. Estes autores relataram a composicac em aminodcidos das fa

rinhas do grao integral, com as quais os nossos apresentaram boa
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concordancia. Bressani e Mertz (1958) relataram valor de 0,47 pa
ra o triptofano do milho Normal seco (0,4 em nossa pesquisa, pa
ra o Maya Normal) e Mertz (1968), 0,7 para o Normal e 1,3 para o
Opaco (1,2 para o Maya Opaco)., Misra e col. (1975a) encontraram
os seguintes valores de triptofanoc para o endosperma de quatro
variedades de milho seco: Normal, 0,3; Doce, 0,3 (0,4 em nossa
pesquisa, para o Doce Piramex); Opaco, 0,8 e Doce-Opaco, 0,8
(0;9 para o Nutrimaiz). Com excegcao do valor encontrado por
Mertz (1968) para o milho Normal, os demais apresentaram boa

concordancia com os encontrados e relatados neste trabalho.

VALOR NUTRITIVO

As caracteristicas nutricionais das diferentes farinhas
de milho foram determinadas atravds dos ensaios de PER e balanco
de nitrogenio. Embora o teste de PER tenha recebido diversas cri-
ticas (Pellet, 1978, Steinke, 1977, Hackler, 1977), é escolha de-
veu-se, primeiro, a sua simplicidade e, segundo, porque, apesar
das deficiéncias conhecidas, & aiﬁda um método bastante utilizado
e a maioria dos resultados das avaliagoes bioldgicas descritas na
literatura, referentes a estudos.nutricionais comparativos com a-
nimais, utilizando o milho como fonte de pboteina, $30 exXpressos
em termo de PER e balango de nitrogenio. Como as condigoes duran-
‘fe os nossos experimentos foram mantidas estritamente\idénticas,
acreditamos que as diferencgas mais significativas possam ser atri
buidas principalmente as caracteristicas particulares de cada va-
riedade, relacionadas com os respectivos genStipos. |

Os dados obtidos nos ensaios bioldgicos e determinagoes

quimicas sugerem que as variedades Nutrimaiz e Maya Opaco tem qua



lidades nutricionais melhores do que as demais, com caracterfsti
cas muito proximas as da caseina. E interessante notar que em re
lagao a capacidade de promover crescimento em ratos nao houve di
ferenca significativa (estatisticamente}) entre estas variedades

e a caseina, mesmo no egtégio seco. Embora os resultados da ana-
lise de variancia n3o tenham revelado diferenca significativa en
tre os estagios de maturacao para uma mesma variedade, as dife -
rengas de médias para o ganho de peso total das quatro varieda -
des no estagio verde e seco sugerem que ha uma tendencia para té
'das as variedades, principalmente a Maya Normal e a Doce-Piramex,
de apresentarem melhores caracter{sticés nutricionais no estagio
verde. Isto poderia ser melhor evidenciado pelo fato de estas du

as variedades terem apresentado diferencas a niveis distintos em

- - - - . ~
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verde e 1% seco. 0 fato de as diferengas entre variedades, e de
cada variedade em relacdo a caseina, tornarem-se mais acentuadas
no estagio seco, parecem indicar que o-principal fator determi -
nante é a diferenga nas proporgoes das fragoes protéicas encon -
tpadas neste estdgio, ou seja, as variedades que apresentaram me
nor valor biolSgico, com retengao de nitrogenio, PER e capacida-
de de promover crescimento menores, sao as que/apresentargm ma -
ior teor de proteinas alcool-soluveis e menor concentragac de
proteinas salino-solilveis e glutelina 3. Isto estaria de acordo

também com os valores. encontrados para a digestibilidade aparen-
te destes milhos, pois sabe-se que a zeina & uma proteina de bail
xa digestibilidade para os animais monogastricos. No entanto, no
estigio verde nao se verificou uma diferengé significativa na di
gestibilidade aparente. Deve-se lembrar, porém, que o fator di-
gestibilidade ndo & uma caracteristica qué advém somente da com-

-~



posigcao da proteina, pois sabe-se que a presenca de carboldratos

(qualitativa e quantitativamente) influi no aproveitamento dos

compostos nitrogenados (Allison, 1955, Young e col., 1977). Além

disso, ha evidéncias que sugerem que OS ratos preferem dietas

com sabor ligeiramente doce (Steinke, 1977), o que poderia in-

fluir nos niveis de ingestao (os milhos no estigio verde temmaior
teor de aclicares sollveis) e nas pequenas diferencas encontradas

entre os milhos Maya Normal e Doce Piramex, que nao poderia ser

explicadas. unicamente pela diferenca no teor de oroteinas al -

" cool-soliveis. Deve-se lembrar ainda que, embora a digestibilida

de tenha influéncia no valor nutritivo, © aminodcido mais limi -
tante & °© principal fator que determina o valor nutritivo da pro
tefna, o que estaria de acordo com O fato de as variedades que a
presenfaram maior teor de proteinas deficientes em lisina e trip
tofano terem seu valor biolégic5 diminuido, assim como sua capas
cidade de promover crescimento em ratos.

Embora nao se possa extrapolar diretamente destes resul
tados obtidos com animais,\vérios estudos feitos com humanos (cri
ancas e adultcs), com O milho Opaco-2, sugerem que O Nutrimaiz de
ve produzir efeitos iguais ou melhores do que este, podendo ser-
vir como alternativa para consumé, principalmente em regioes onde

o milho & um dos principais componentes'da dieta. Os result;

dos da avaliagdo nutricional sugerem também que, qualquer que se

ja a variedade, o milho deve ser consumido de preferéncia no est
gio verde, e gque as farinhas de milho seco, principalmente as da
variedades Maya Normal e Doce Piramex, deveriam serlsuﬁl?mentada
com lisina e triptofano, conforme sugestao de vérios autores. A
1ém disso, o Nutrimaiz poderia perfeitamente substituir o milh

Doce em produtos industrializados (p. ex., enlatados), visto te



apresentado caracterfsticas favoraveis tanto no aspecto nutriti-
vo como sensorial (estudos em andamento no Departamento de Plane
jamento Alimentar e Nutrigao), além de permitir maior periodo de
colheita como milho verde, devido sua menor velocidade de acumu-

lacdo de matéria seca (8ilva e col., 1978).



CONCLUSOES

0 milho Nutrimaiz mostrou-se bastante superior ao Maya
Normal e ao Doce Piramex quanto a composicdo e ao valor nutriti-
vo apresentando-se, ainda, ligeiramente superior ao Maya Opaco.
Nao houve diferengas eétatisticamente significativa entre o Maya
Opaco e o Nutrimaiz, assim como destes em relagio a4 ragao conten
do caseina, no que diz respeito 3 capacidade de promover cresci-
mento' em ratos.

05 dados analiticos permitiram concluir que o Nutri -
maiz herdou as boas caracteristicas protéicas do Maya Opaco re-
sultando em uma acentuada repressao da sintese de zeina em favor
de um aumento cqnsiderével dos teores de albuminas, globulinas e
glutelina 3. As tres ultimas fragSes-protéicas foram as que a-
presentaram melhor balango de aminoacidos e relacao leucina/iso-
leucina mais adequada. Essas alteragoes devidas ao gene opaco~2
(02} pefletem favoravelmente na composigao aminoacidica do miiho
integral e, eonsequentemente, no seu valor nutritivo.

Da variedade Doce Pajimaca,oc Nutrimaiz herdou as carac
teristicas de maior teor de aglcares soliveis, de polissacari -
deos hidrossoliveils e de Slec, em relagao ao Maya Normal e ao
Maya Opaco.

0 conjunto das caracteristicas herdadas das variedades
que deram origem ao Nutrimaiz, isto &, Maya Opaco e Doce Pajimac
conferiram 3 nova variedade: melhor composigao em relagaolés pro
tefnas, aos carboidratos e a fragdo lipidica; melhor valor nutri
tivo; melhor textura e maturagcao mais lenta, com evidenées vanta

gens para O CONSUmMO COmo milho verde.
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