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RESUMO

A germinacdo € uma técnica factivel e de baixo custo capaz de melhorar as caracteristicas
sensoriais, nutricionais e tecnologicas do milho. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar os parametros morfométricos, curva de maceracao, vigor das sementes, tamanho
de radicula, composic¢do centesimal, compostos fenolicos totais (CFT), parametros de cor
instrumental (L*, a* e b*) e analise de imagem por microscopia eletronica de varredura
(MEV) do amido nas sementes de milho crioulo de pericarpo roxo oriundas da regido de
Couto de Magalhées de Minas-MG submetidos ao processo de germinacao. As sementes
apresentaram 35 % de umidade ao final da maceracéo, o que esta diretamente relacionado
aos parametros morfométricos e fisico-quimicos do grdo. Além disso, as sementes de
milho crioulo de pericarpo roxo apresentaram vigor germinativo satisfatorio (89,4 %),
considerado similar as sementes comerciais. A germinacdo promoveu reducdo do teor
proteico e lipidico das amostras germinadas (8,36 + 0,73 g.100g™* de proteina e 3,44 +
0,38 9.100g™* de lipidios) em relagdo ao controle (farinha de milho n&o germinado, 10,29
+ 0,49 ¢.100g? de proteina e 5,27 + 0,42 g.100g* de lipidios). Além disso, houve
alteracdes significativas (p<0,05) dos parametros de cor instrumental avaliados da farinha
de milho germinada (L*: 81,97+0,36; a*: 3,16+0,15; b*: 18,97+0,15) quando comparada
ao controle (L*: 71,26x1,22; a*: 6,15+0,27; b*: 25,50+0,19). No entanto, as amostras de
milho germinado apresentaram incremento de 50,83 % dos CFT com relacdo ao milho
ndo germinado. Nesse sentido, a germinacdo do milho de pericarpo roxo favoreceu a
liberacdo de compostos fenolicos, apresentando-se uma técnica promissora para agregar
valor a um produto regional e com potencial para a elaboracéo de novos produtos.

Palavras-chave: &cidos fendlicos, baixo custo, biotecnologia, enzimas, pigmentos.

ABSTRACT

Sprouting is a feasible and low-cost bioprocess capable of improving the sensory,
nutritional and technological characteristics of corn kernels. This work aimed to evaluate
the morphometric parameters, soaking curve, seed vigor, radicle length, proximate
composition, total phenolic compounds (TFC), instrumental color (parameters L*, a* and
b*) and image analysis by scanning electron microscopy (SEM) of starch in creole purple
pericarp corn seeds from the region of Couto de Magalhé&es de Minas-MG, subjected to
the germination process. The seeds presented 35 % of moisture at the end of the soaking,
which is directly related to the morphometric and physical-chemical parameters of the
grain. In addition, the creole purple pericarp corn seeds showed satisfactory germination
vigor (89.4 %), considered similar to commercial corn seeds. Sprouting promoted a
reduction in the protein and lipid content of the sprouted samples (8.36 + 0.73 g.100 g*
of protein and 3.44 +0.38 g.100 g™ of lipids) in relation to the control (ungerminated corn
flour, 10, 29 + 0.49 g.100g™* of protein and 5.27 + 0.42 g.100 g* of lipids). In addition,
there were significant changes (P<0.05) in the instrumental color parameters evaluated
for the sprouted corn flour (L*: 81.97£0.36; a*: 3.16+0.15; b*: 18.97+0.15) when
compared to the control (L*: 71.26+1.22; a*: 6.15+0.27; b*: 25.50+£0.19). However, the
germinated corn samples showed an increase of 50.83 % of the TPC in relation to the
non-sprouted kernels. In this sense, the sprouting of purple pericarp corn favored the
release of phenolic compounds, presenting a promising technique to add value to a
regional product and with potential for the development of new products.

Keywords: phenolic acids, low cost, biotechnology, enzymes, pigments.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados e estudados do mundo,
representando a base da alimentacéo de diversos povos (DONGMO et al., 2020). Esta
cultura se destaca pela capacidade de adaptacdo as condi¢des climaticas em funcdo do
desenvolvimento de variedades adequadas, versatilidade e valor nutricional (vitaminas,
proteinas, minerais, carotenoides e compostos fendlicos) (ROUF SHAH et al., 2016).

No entanto, o milho comercial é na grande maioria o transgénico, cujas sementes
muitas vezes sao inacessiveis aos pequenos produtores. Por outro lado, as sementes
crioulas sdo variedades locais manejadas por quilombolas, indigenas, ribeirinhos e
agricultores tradicionais, sendo que 0S grdos nunca passaram por nenhum tipo de
modificacdo genética ou cruzamento com outras variedades. Assim, geralmente possuem
caracteristicas particulares e sdo adaptadas as condi¢bes ambientais locais (ALVES et al.,
2020). Logo, as variedades crioulas possuem um valor imensuravel para as populacdes
tradicionais e fazem parte da agrobiodiversidade (CATAO et al., 2010).

Por outro lado, a presenca de compostos antinutricionais e a baixa
biodisponibilidade de nutrientes faz com que a germinacdo seja uma alternativa
biotecnologica viavel e de baixo custo para tornar o consumo do milho mais vantajoso do
ponto de vista nutricional (SOKRAB et al., 2012). O entendimento sobre as alteracdes
promovidas pelo processo germinativo em sementes crioulas apresenta potencial para
valorizar o desenvolvimento regional, a agricultura familiar e a sustentabilidade,
destacando-se a manutencado da capacidade produtiva do agroecossistema, a conservagdo
dos recursos naturais e da biodiversidade, o fortalecimento da organizagdo social, a
diminuigcdo da pobreza, o fortalecimento das comunidades locais, a preservagdo das
tradicdes e do conhecimento tradicional associado (BORGES et al., 2020; SOUZA et al.,
2022).

No entanto, hd uma escassez de trabalhos na literatura sobre estudo das
caracteristicas morfométricas e avaliacdo do impacto da germinacdo em milho crioulo de
pericarpo roxo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar as caracteristicas
dos gréos de milho crioulo, bem como o efeito da germinacdo sobre a morfologia do
gréanulo de amido e nas propriedades fisico-quimicas das sementes de milho crioulo

pericarpo roxo oriundo do municipio de Couto de Magalhées de Minas (MG).
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2 MATERIAL E METODO
2.2 MATERIAL

As sementes de milho crioulo de pericarpo roxo (safra 2020) foram obtidas através
do Projeto Milho Crioulo produzidas na Fazenda Experimental Rio Manso (Couto de
Magalhdes de Minas/MG; 18°4°44,55’S e 43°27°23’W; altitude de 721 m). O projeto
foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) sob numero A5C29C1 do Ministério do Meio

Ambiente da Republica Federativa do Brasil.

23  METODOS
2.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima
2.3.1.1 Peso Hectolitro

O peso hectolitro foi determinado de acordo com a metodologia de Mumbach
(2017). Resumidamente, determinou-se a massa de grdos em um recipiente de 250 mL
utilizando-se balanca semianalitica S2202 (Weblador, Piracicaba, Brasil). A anéalise foi

realizada em quadruplicata e o resultado expresso em kg. hL™.

2.3.1.2 Peso de mil gréos

Para determinacdo do peso de mil grdos, contabilizou-se 100 sementes
selecionadas aleatoriamente, as quais foram pesadas em balanca analitica AVY220
(Shimadzu, Téquio, Japdo) e o resultado multiplicado por 10. A quantificacdo foi

realizada em quadruplicata e o resultado expresso em gramas (MUMBACH et al., 2017).

2.3.1.3 Pardmetros morfométricos

A determinacdo dos parametros morfométricos (comprimento, largura e
espessura) foi realizada de acordo com Akinyosoye et al. (2014), com algumas
modificagfes. Resumidamente, 50 sementes foram selecionadas aleatoriamente e as
medidas foram realizadas com um paquimetro Optico profissional 150 mm (Western,

Suzhou, China) e os resultados expressos em mm.

2.3.2 Curva de maceracao
As sementes de milho (200 g) foram sanitizadas com hipoclorito de sédio a 200
ppm por 30 minutos, sendo em seguida lavadas com agua destilada por 3 vezes para

remogdo do cloro residual. Posteriormente, as sementes foram maceradas em agua
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destilada (1:5, respectivamente) por 24 horas a temperatura ambiente (~20 °C). A cada
hora, o liquido de maceracao foi drenado e realizada a pesagem das sementes em balanca
semianalitica S2202 (Weblador, Piracicaba, Brasil). O processo foi realizado em

triplicata.

2.3.3 Processo de germinacgao

Apdbs o processo de maceracdo, 200 g de sementes sanitizadas de milho
crioulo de pericarpo roxo foram dispostas sem sobreposicdo em bandejas de polietileno
(0,045 m?), sendo a parte inferior e superior da camada de milho recobertas com algodo
(aproximadamente 20 @), separadas por uma camada intermediéaria de papel toalha
(0,044 g/m?), sendo que cada camada de algodéo foi umedecida uniformemente com 100
mL de &gua destilada. As bandejas foram incubadas em BOD TF-33A (Telga, Belo
Horizonte, Brasil). Para a manutencio da umidade, uma bandeja de polietileno (0,042 m?)
foi mantida com 4gua na parte interna inferior da BOD e as amostras foram borrifadas
com &gua destilada a cada 12 horas. As sementes foram germinadas por 86 h a 29 °C na
auséncia de luz. As amostras foram expostas a luminosidade somente quando a BOD era
aberta para aspersdo de agua destilada. A umidade relativa foi mantida na faixa de 75-
80 %, obtida por carta psicrométrica, considerando-se as temperaturas de bulbo seco e
bulbo umido.

Apds expostos pelo tempo e temperatura de germinacao, realizou-se a medicgéo do
comprimento da radicula de 50 sementes aleatorias com auxilio de um paquimetro optico
profissional 150 mm (Western, Suzhou, China). Em seguida, as amostras foram dispostas
em bandeja perfurada de ago inox de 0,14 m? e desidratas em estufa TE-394/1 (Tecnal,
Piracicaba, Brasil) com renovagao e circulacéo forgada de ar (1 m.s*) a 45 + 1 °C por 12
horas. Apds a secagem, as sementes foram resfriadas a temperatura ambiente e as
radiculas removidas manualmente. Em seguida, o milho foi submetido a moagem em
moedor de disco Multi Gréos (Malta, Caxias do Sul, Brasil). As farinhas de milho de
pericarpo roxo germinadas foram armazenadas em embalagem de polipropileno
biorientado sob refrigeracéo (4,0 + 0,5 °C), na auséncia de luz.

Como controle, o0 milho ndo germinado foi submetido as mesmas condi¢cfes de
moagem e armazenamento das sementes germinadas, bem como das respectivas analises

realizadas.
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2.3.4 Vigor das sementes

A determinagéo do vigor das sementes foi realizada de acordo com Henning et al.
(2010), com modificacdes. Resumidamente, as amostras de 200 g milho germinado foram
submetidas ao quarteamento e uma porcao foi escolhida de maneira aleatéria, onde foram
contabilizadas o numero total de sementes e a quantidade de grdos que apresentavam
radicula. O calculo do vigor das sementes foi realizado conforme Equacdo 1 e o0s

resultados expressos em porcentagem.

Sgx100 [Equacdo 1]
St

Vigor das sementes (%) =

Onde: S; é o total de sementes da amostragem e Sy 0 nUmero de sementes que apresentavam

radicula.

2.3.5 Composicao centesimal

As amostras de milho controle e germinado foram avaliadas quanto aos teores de
umidade (método 44-15.02), lipideos (método 30-25.01), cinzas (método 08-01) e
proteinas (método 46-11.02, N = 6,25) da American Association of Cereal Chemists
International (AACCI, 2010). O teor de carboidratos digeriveis (aclcares e amido) foram
determinados pelo método 982.14 e as fibras alimentares pelo método 978.10 da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2019). As analises foram realizadas

em triplicata e os resultados expressos em g. 100 g.

2.3.6 Cor instrumental

Os parametros colorimétricos foram determinados em colorimetro CM-5 Konica
(Minolta, Chiyoda, Japdo), no espaco de cor L*, a*, b*. As leituras foram feitas com
iluminante D65, angulo de viséo de 10° para o observador e 0 modo de calibracdo RSIN
- Reflectance Specular Included (SCHMIELE et al., 2015).

2.3.7 Compostos fendlicos sollveis totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado de acordo com a
metodologia proposta por Caceres et al. (2014). Resumidamente, para as farinhas foram
pesadas aliquotas de 1,5 g em tubo falcon de 50 mL (em duplicata) utilizando-se balanca

analitica AVY220 (Shimadzu, Toquio, Japdo). Em seguida, adicionou-se 9 mL de solucéo
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extratora composta por metanol:agua (60:40 v/v). Os tubos foram revestidos com papel
aluminio para evitar contato com a luz e mantidos sob agitacdo em mesa agitadora orbital
SL 180/DT (Solab, Piracicaba, Brasil) a 240 RPM em temperatura ambiente (~20 °C) por
16 horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2500 x g por 10 minutos em
centrifuga Sorvall ST 8 (Thermo Fiser Scientific, Jiangsu, China). O sobrenadante foi
transferido para balGes volumétricos de 10 mL e o volume foi aferido com solugdo
extratora e recobertos com papel aluminio. A absorbancia das amostras foi determinada
em espectrofotdmetro de absorcdo UV-M5 1 (Bel Photonics, Monza, Italia) com
comprimento de onda de 750 nm, utilizando-se curva padrdo de acido galico de 7 pontos
(0 a 150 mg/L) (y = 0,0037x + 0,011; r? = 0,9969). As leituras foram realizadas em
triplicata para cada repeticdo dos extratos metanélicos da farinha e expressos em mg de

acido galico por 100 g de farinha (em base seca).

2.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO AMIDO DE MILHO CONTROLE E
GERMINADO

2.4.1 Isolamento do amido

O isolamento do amido das amostras de milho nativo e germinado foi realizado
conforme descrito por Kringel et al. (2020) com pequenas modificagdes. As amostras
foram maceradas em agua destiladas na proporc¢do 1:2 (milho: &gua — m/m) com adicao
de bissulfito de sodio (0,3 % de SOz ativo — m/m) em banho maria SL-150 (Solab,
Piracicaba, Brasil) a 52 = 2 °C por 24 horas. Decorrido esse tempo, o liquido de
maceracdo foi drenado e as amostras foram lavadas com agua destilada. Em seguida,
adicionou-se agua destilada na propor¢do 1:2 (milho:agua — m/m) e as amostras foram
trituradas em mixer PMX-700 (Philco, Curitiba, Brasil) na velocidade méaxima por 2
minutos. O material triturado foi filtrado em malha de 0,88 mm e transferido para tubos
de centrifuga de 50 mL, os quais foram submetidos a separacédo das fracdes em centrifuga
Sorvall ST 8 (Thermo Fisher Scientific, Jiangsu, China) por 10 minutos a 2500 x g. Apés
a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a camada proteica raspada
cuidadosamente com auxilio de uma espatula. Para a purificagdo, o precipitado foi
ressuspenso em agua destilada e novamente centrifugadas até que a camada proteica fosse
inexistente. Em seguida, o amido de milho foi ressuspenso em etanol PA e filtrado em
papel filtro Whatman n® 5 (papel filtro qualitativo com gramatura de 80 g/m? e diametro
de 125 mm) acoplado com bomba a vacuo 121 (Prismatec, Porto Alegre, Brasil). O amido

foi seco em estufa com circulacio (1 m.st) e renovacio de ar TE 394/1 (Tecnal,
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Piracicaba, BRA) a 40 £ 1 °C por 12 horas. As amostras foram acondicionadas em
embalagens de polipropileno biorientado a temperatura ambiente (~20 °C).

2.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a morfologia dos granulos de amido, as amostras foram fixadas em
suporte sobre folha de carbono e analisadas em microscopio eletrénico de varredura
TM3000 (Hitachi, Tokyo, Japdo). A tensdo de aceleracdo utilizada foi de 15 kV e a
corrente de feixe de 33,9 YA para obtencao das micrografias avaliadas com aumento de

magnitude de 5000 x, seguindo metodologia descrita por Schmiele et al. (2015).

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados quantitativos foram avaliados estatisticamente através do teste t-

Student, com 5 % de nivel de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DAS MATERIAS-PRIMAS
3.1.1 Caracteristicas do grao

O milho crioulo de pericarpo roxo estudado apresentou peso hectolitro de 76,78 +
0,19 kg.hL?, peso de mil grdos de 324,53 + 7,93 g, largura de 9,99 + 0,91 mm,
comprimento de 8,47 £1,49 mm e espessura de 5,63 + 1,96 mm. As propriedades fisicas
dos gréos estdo ligadas aos fatores genéticos e podem variar de acordo com a variedade,
condigdes climéticas (incidéncia de chuvas, sol, vento, condi¢fes do solo) e de cultivo
(irrigacdo, agrotdxicos, fertilizantes).

O peso hectolitro é um padrdo de qualidade do milho, por ser um indicativo da
proporcao de endosperma vitreo e farindceo presente no gréo e de rendimento de moagem
pela industria. O aumento do peso hectolitro ocorre em fungdo da maior compactacgéo dos
granulos de amido proporcionado pela maior densidade da matriz proteica, o qual é
determinado pela presenca de aminodcidos sulfurados e a consequente formacdo de
ligagBes dissulfeto na estrutura primaria da proteina envolvendo o aminodcido essencial
cisteina. Esta compactacdo deve-se pela oxidagcdo dos residuos sulfidrila da cisteina
resultando na formacéo da ligacdo dissulfeto, formando a cistina e, consequentemente,
maior a proporcao de endosperma vitreo em fungdo da expulséo do ar ocluso, aumentando
a densidade e o valor do peso hectolitro (AMADOR-RODRIGUEZ et al., 2019).
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Assim como o peso hectolitro, a massa de mil graos é um indicativo do tamanho
do grdo, da porosidade e, juntamente com os pardmetros morfométricos (largura,
comprimento e espessura), sdo de suma importancia para o processo de germinagédo. O
tamanho das sementes esta diretamente relacionado a capacidade de sintese de proteinas
e a maior quantidade de substrato e energia disponiveis para o crescimento da radicula
para o desenvolvimento da parte vegetativa (AKINYOSOYE et al., 2014). Dessa forma,
0 tamanho das sementes é uma das caracteristicas mais importantes na germinacgéo, pois
pode afetar o desenvolvimento do embrido (REZAPOUR et al., 2013).

3.1.2 Curva de maceracao

A germinacdo se inicia com a maceracdo das sementes em agua (hidropriming), a
qual é responsavel por promover a retomada do metabolismo das sementes atraves do
amolecimento dos tecidos e o fornecimento da 4gua, solvente essencial para 0s processos
bioquimicos necessérios, o que favorece o surgimento da radicula. Além disso, a
maceracao contribui para a lixiviagdo de compostos antinutricionais (KIM et al., 2021).

No processo de maceracdo, a taxa de reidratacdo das sementes depende da
umidade inicial, da composi¢do quimica, do tamanho do grdo, da temperatura, da
permeabilidade e da integridade fisica do grdo (AGARRY et al., 2014; BOTELHO et al.,
2013). De acordo com Agarry et al. (2014), quanto menor a umidade inicial, maior sera
a absorcdo de dgua dos graos, principalmente nas primeiras horas do processo. O teor de
amido, proteinas e fibras alimentares sdo os principais responsaveis pela absorcéo de agua
das sementes.

Por outro lado, o tamanho e a presenca de danos mecénicos aos graos sao
responsaveis pelo aumento da taxa de reidratacdo das sementes. Além disso, graos
menores absorvem mais agua devido ao aumento da area de superficie especifica para
absorcdo. A presenca de danos mecanicos promove uma taxa de absorcdo mais rapida
pela semente, pois promove a formagdo de orificios e/ou fissuras que facilitardo a
penetracdo da &gua nas primeiras horas do processo (BOTELHO et al., 2013). O resultado

da taxa de absorg¢do de agua em fungdo do tempo esta disposto na Figura 1.
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Figura 1 — Curva de maceracdo das sementes de milho crioulo de pericarpo roxo em funcdo do tempo.

e N
40

35

: A

25 T &

20

15

Umidade do grio (%)

10

01 23 45 6 7 8 9101112131415161718192021222324
Tempo de maceragdo (h)

Fonte: Dos autores, 2022.

Através da Figura 1 observou-se um rapido intumescimento dos grdos nas
primeiras horas do processo. Nonogaki et al. (2010) sugerem que isso pode ser atribuido
a hidratacdo crescente das células nas primeiras horas de reidratacdo, entretanto, ndo
ocorre de maneira uniforme pelo grdo. Durante a primeira fase da maceracao, além de
promover aumento da umidade da semente, esse periodo também é responsavel pela
retomada do metabolismo do grdo (NONOGAKI et al., 2010). Para Bello, Tolaba e
Suarez (2004), a absorcdo de agua se da principalmente pelos vasos capilares das camadas
mais externas do pericarpo (células tubulares e cruzadas) e tende a estabilizar no decorrer
do processo. Este efeito foi observado ap6s 7 horas de maceragdo dos grdos utilizados
neste trabalho. Desta forma, a semente reduz a velocidade de embebicdo a medida que se
aproxima da umidade critica de hidratacdo, suficiente para promover a germinacdo
(KLANG et al., 2020).

A temperatura de maceracdo esta atrelada a rapidez do processo, uma vez que
temperaturas superiores a 20 °C promovem maior difusdo da agua nos gréaos, reduzindo
o tempo de hidratacdo e as chances de possiveis contaminacgdes. Entretanto, a maceracao
de milho em temperaturas acima de 70 °C promove a gelatinizagdo do amido, o que
ocasiona a ruptura dos granulos, promove a maior perda de solidos soliveis e 0 aumento
da viscosidade do liquido de maceracéo e da absorcao de agua pelo grdo (MARQUES et

al., 2016). Além disso, altas temperaturas de maceragdo podem ocasionar desnaturacéo
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das enzimas enddgenas do milho e a inativagdo do embrido localizado no gérmen,
diminuindo ou eliminando a vitalidade do grdo, inibindo o processo de germinacdo. Dessa
forma, no presente trabalho as sementes foram maceradas a temperatura ambiente para
evitar possiveis danos a estrutura e a vitalidade das sementes, minimizando assim a perda
do poder germinativo.

O tempo de maceragdo varia de acordo com a semente e a quantidade de dgua
absorvida deve ser o suficiente para favorecer o processo germinativo (KLANG et al.,
2020). Além disso, a umidade deve ser monitorada para que nao ocorra excesso de
hidratacdo da semente, o que pode resultar na falta de oxigenacdo, comprometendo a
viabilidade das sementes e provocando um retardo no crescimento radicular (ALI et al.,
2011; PATANE et al., 2016). Bryce et al. (2010) propuseram que a umidade final do
milho deve ser de no maximo 45 % para que ocorra a germinacdo adequada, o que vai ao
encontro aos resultados obtidos no presente estudo.

Entretanto, a umidade das sementes é mantida por meio do equilibrio com o
ambiente circundante durante a germinacgéo, o que entdo permite o desenvolvimento da
radicula (KIM et al., 2021). Ao final da germinacéo, as sementes devem submetidas a

secagem para interrupc¢do do processo germinativo e aumento da vida util dos graos.

3.1.3 Tamanho de radicula e vigor das sementes

A maceracdo marca o inicio da germinacdo dos graos. No entanto, a semente é
considerada germinada quando apresenta uma radicula visivel (LEMMENS et al., 2019).
No presente trabalho, foi possivel observar os primeiros indicios de surgimento da
radicula nas primeiras 24 horas de germinagdo, com uma pequena abertura no pericarpo
do grdo que foi favorecida pelo processo de maceracdo e o tamanho final da radicula foi

56,34 + 0,70 mm, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Crescimento radicular dos gréos de milho crioulo de pericarpo roxo ao longo do processo de
germinacao.
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Fonte: Dos autores, 2022.
c: grdo ndo macerado.

Nesse sentido, as condi¢Ges do processo germinativo (temperatura e umidade)
favorecem o desenvolvimento radicular, principalmente devido a acdo de enzimas
enddgenas (carboidrases, lipases, proteases, fitases, esterases, etc) que atuam sob as
reservas de macronutrientes das sementes (agucares, amido, aminoacidos livres, proteinas
e lipideos, fibras alimentares)(PAUCAR-MENACHO et al., 2022).

Assim, a viabilidade das sementes é de suma importancia para a determinacéao da
qualidade e sucesso do processo de germinacdo e estd associada, principalmente, ao
armazenamento das sementes maduras (NONOGAKI et al., 2010). As sementes crioulas
geralmente apresentam menor vitalidade (poder germinativo) quando comparadas as
sementes transgénicas (ALVES et al., 2020). Dessa forma, o vigor das sementes do milho
crioulo de pericarpo roxo nas condigdes estudadas foi de 89,40 %, o que foi considerado
bastante satisfatério, demonstrando que o milho crioulo de pericarpo roxo cultivado na
regido de Couto de Magalhdes de Minas pode ter rendimentos similares as sementes
comerciais (TIBAES et al., 2018).
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3.1.4 Cor instrumental das farinhas e caracteriza¢do do amido

A acdo de enzimas amiloliticas e proteoliticas enddgenas provenientes da
germinacdo ficou evidente nas imagens da microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(Figura 3). Pode-se observar que na amostra de amido de milho controle tem-se granulos
intactos com formato hexagonal que provavelmente estdo estruturados em uma matriz
proteica densa e com pequenos poros na superficie, 0 que é caracteristico do amido de
milho. Ao contrario do amido de milho germinado, onde pode-se observar a presenca de
poros maiores resultantes do catabolismo das enzimas enddgenas produzidas na
germinagdo, que hidrolisam a matriz proteica e as ligagdes a-1,4-D-glicosidicas do

amido.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura dos amidos de milho crioulo de pericarpo roxo controle e
germinado

‘Fonte: Dos autores, 2022.
Onde: (a) amido de milho crioulo de pericarpo roxo; (b) amido de milho crioulo de pericarpo roxo
germinado.

Para Claver et al. (2010), a a¢do enzimatica se divide em trés fases. Na primeira
fase ocorre a difusdo das enzimas na superficie do granulo de amido, onde a porosidade
inicial do granulo de amido de milho nativo favorece a penetracdo das enzimas. Na
segunda fase, a acdo das enzimas proteoliticas rompe as ligacGes peptidicas, hidrolisando
as proteinas, promovendo maior espagamento entre as moléculas de amido, o que facilita
a acdo de enzimas amiloliticas enddgenas nos granulos de amido, ocorrendo a formacéo
de poros significativamente maiores que vao da superficie até o centro do granulo,
facilitando a movimentacéo e a agdo enzimatica. Por fim, a acdo acentuada das enzimas
promove alteracdes no granulo e na matriz proteica e reduzem o tamanho das moléculas
de amido e proteina (CHUNG et al., 2012; CLAVER et al., 2010). Dessa forma, os
aminoacidos liberados a partir da hidrolise proteica sdo utilizados como fonte de

nitrogénio pela semente em prol do crescimento radicular.
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Desse modo, os resultados do MEV ratificam a mudanga dos pardmetros
instrumentais de cor da farinha de milho germinado (L*: 81,97+0,36; a*: 3,16+0,15; b*:
18,97+0,15) com relacdo ao controle (L*: 71,26+1,22; a*: 6,15+£0,27; b*: 25,50+0,19).,

que sdo evidenciados pela Figura 4.

Figura 4: Gréos e farinhas de milho de pericarpo roxo controle e germinado

o3 \ o

Controle Germinado

Fonte: Dos autores, 2022.

O aumento do valor de L* das amostras das farinhas de milho germinado com
relacdo ao controle devido ao maior indice de refracdo dos feixes de luz, ocasionado pela
reducdo do tamanho das particulas do amido, resultando em maior friabilidade do
endosperma das sementes como resultado da acdo das enzimas amiloliticas inerentes ao
processo germinativo(MAHAJAN et al., 2021). Assim, esse resultado corrobora para a
reducdo do valor do parametro b* da coloragdo das farinhas ao longo do processo de
germinacdo que se deve a sobreposicdo das particulas de amido sob os demais
componentes das farinhas, o que resultou na coloracéo esbranquigada das amostras. Além
disso, a agdo da temperatura e do oxigénio também atuou sobre os compostos foto e
termossensiveis devido a exposicdo das sementes as condigdes de germinagédo
(temperatura, umidade, oxigénio, luz), como é o caso das antocianinas (no pericarpo) e
dos carotenoides (no endosperma), os quais sdo responsaveis pela coloracdo vermelha

(+a*) e amarela (+b*), em respectivo.
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3.1.5 Caracterizagao fisico-quimica das farinhas

Com base na Tabela 1 observou-se que a farinha de milho germinada apresentou
menor teor de umidade com relacdo a amostra controle. Esse resultado pode ser atribuido
ao processo de secagem apds a maceracao e germinacdo dos gréos e a taxa de respiracdo
das sementes ao longo do processo germinativo, que ocasiona redu¢do da massa seca do
gréo (CHAUDHARY et al., 2013). Dessa forma, o menor teor de umidade dos graos

germinados também pode promover aumento da vida util das farinhas produzidas.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de milho de pericarpo roxo controle e germinado

Parémetro Milho controle Milho germinado
Umidade (g.100 g) 11,01+0,10 9,96 + 0,29
Proteinas (g.100 g1)* 10,29 + 0,49 8,36 + 0,73
Amido (g.100 g)* 63,86 + 4,55™ 66,11 +1,32™
Cinzas (g.100 g)* 1,28 £ 0,02 1,12+ 0,02
Lipidios (g.100 g1)* 5,27+ 0,42 3,44 £0,38
Fibras alimentares 19,30 £1,32™ 20,96+ 1,56 ™
(9.100 gH)*
Compostos fendlicos totais 38,42+1,04 57,95+141
(mg.100 mL%, em &cido
galico)*

Fonte: Dos autores, 2022.
ns: ndo significativo
*Valores expressos em base seca.

Nesse sentido, observou-se que houve reducdo significativa do teor lipidico e
proteico das amostras de milho controle e germinado (Tabela 1). Esse resultado pode ser
atribuido a hidrélise das moléculas lipidicas para a liberacdo de acidos graxos livres que
sdo utilizadas como fonte de carbono e catabolismo das proteinas, que sdo utilizadas como
fonte de nitrogénio durante a germinagdo, em prol do crescimento radicular. Além disso,
a ativacdo de enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular (celulases,
esterases e fitases), e rotas de biossintese de compostos fendlicos, como a via dos
fenilpropanoides, explicam o aumento das concentracdes de polifendis sollveis relatados
para gréos germinados (LEMMENS et al., 2019). Desta forma, a biossintese de novo
promoveu a liberacdo dos compostos fenolicos esterificados ou eterificados (geralmente
por ligagdes covalentes com os componentes do grdo, principalmente com as fibras
alimentares). Estes fitoquimicos possuem baixa solubilizagdo para a solucéo extratora em
grdos ndo germinados. No entanto, a forma livre dos compostos fenolicos foi facilitada
pela acdo das enzimas, favorecendo a biodisponibilidade dos fitoquimicos (PAUCAR-
MENACHO et al., 2022 a, b).
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Por outro lado, apesar da a¢do enzimatica evidenciada pelo MEV, observou-se
que ndo houve mudanga significativa do teor de amido entre as amostras da farinha de
milho controle e germinado, 0 que se deve a metodologia utilizada que ndo é capaz de
detectar a diferenca entre as cadeias do amido e as moléculas de baixa massa molecular

resultantes dos processos hidroliticos.

4 CONCLUSAO

O emprego do processo biotecnoldgico da germinagdo das sementes de milho
crioulo de pericarpo roxo se mostrou promissora, com potencial germinativo bastante
satisfatorio. A acdo das enzimas enddgenas resultou em uma maior fragilidade aos
granulos de amido. Além disso, a germinacdo promoveu incremento significativo do teor
de compostos fenolicos totais, mas reduziu o teor lipidico e proteico, embora pode ter
ocorrido um aumento na biodisponibilidade e bioacessibilidade destes nutrientes. Por
outro lado, os compostos responsaveis pela coloracdo das sementes (carotenoides e
antocianinas, principalmente), foram atenuados com o bioprocesso empregado. Dessa
forma, a germinacdo é uma técnica factivel e de baixo custo que pode ser empregada
nessas sementes como forma de agregar valor ao milho, com potencial aplicacao para a

indUstria de alimentos para a elaboracdo de novos produtos.
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