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RESUMO

PEDRAZA GUEVARA, Mario. Fertilizagdo nitrogenada na produgdo de duas
variedades de milho roxo cultivadas no sul do Brasil. 73f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentragéo:
Solos e Sistemas Integrados de Producédo Agropecuaria) Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato Branco, 2020.

Nos sistemas agroecologicos do Brasil € comum o uso de variedades crioulas em
sistemas convencionais. O milho roxo € um cereal cultivado nas zonas Inter Andinas,
porém também pode ser desenvolvido no estado de Parana, mas pouco se sabe sobre
o comportamento destas variedades em resposta a niveis de adubacéo nitrogenada.
Este trabalho foi realizado na safra 2018/2019, na area experimental da UTFPR-Pato
Branco, nas coordenadas 26°41°17” Sul e 52°41’17” Oeste. O obijetivo foi avaliar os
componentes agrondmicos (altura da planta-AP; altura da inser¢ao da espiga-AlE;
comprimento da espiga-CE ; didametro da espiga-DE; numero de graos por fileira-NGF,;
numero de fileiras por espiga-NFE; massa de 1000 graos-MMG; produtividade-PROD)
e alguns componentes fisico-quimicos (antocianinas, indice de atividade antioxidante-
IAA e fenois totais-FT) de duas variedades do milho roxo (UNC-47 e INA-601), em
resposta a aplicagéo de diferentes doses de nitrogénio (0; 50; 100; 150 kg N ha'') em
cobertura, usando-se ureia (46%) como fonte. O delineamento experimental foi de
blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Os resultados indicam que as variaveis AP,
AIE, CE, DE, NGF, NFE, NGE, MMG e PROD respondem positivamente em relagao
as doses de N. Na avaliagdo dos componentes organicos nitrogenados como FT e
IAA dos gréos e sabugos verifica-se teores expressivos positivos, em fragbes de mg
EAG/g. e de inibicao do DPPH, evidenciando a correlagao significativa estre as duas
variaveis. Entretanto a adubagao nitrogenada, para as antocianinas monomeéricas
totais (cy-3-glu/g), promoveu a diminuicdo e interferiu de forma antagdnica na

qualidade da sintese dos pigmentos antocianinicos do milho roxo.

Palavras-chave: Parametros Agrondémicos; Acidos fendlicos; Determinacédo de
Antioxidantes e Antocianinas.
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ABSTRACT

PEDRAZA GUEVARA, Mario. Nitrogen fertilization in the production varieties of two
varieties of purple corn maize cultivated in the south of Brazil. 73f. Dissertation
(Masters in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy (Concentration Area: Soils
and Integrated Agricultural Production Systems) Federal Technological University of
Parana. Pato Branco, 2019.

In Brazilian agroecological systems, the use of Creole varieties in conventional
systems is common. Purple corn is a cereal grown in the Inter Andean areas, but it can
also be developed in the state of Parana. Little is known about the behavior of these
varieties in response to nitrogen fertilization levels. This work was carried out from
October to January 2018/2019 in a production system located in the experimental area
of UTFPR-Pato Branco, at coordinates 26°41&#39;17 "South and 52°41°17” west. The
objective was to evaluate the agronomic components (height of the plant-AP; height of
the insertion of the ear-EIA; length of the ear-CE; diameter of the ear-DE; number of
grains per row-NGF; number of rows per ear- NFE; mass of 1000 grains-MMG,;
productivity-PROD) and some physicochemical components (total phenols-FT,
antioxidant activity index-IAA and anthocyanins) of two varieties of purple corn (UNC-
47 and INA-601), at the stage V4 with application of different doses of nitrogen (0; 50;
100; 150 kg ha-1), using urea (46%) as a source. The experimental design was
randomized blocks, with four replications.

The results indicate that the variables AP, AIE, CE, DE, NGPF, NFPE, NGPE, PMS
and PROD. respond positively in relation to the doses of N. In the evaluation of the
nitrogenous organic components such as total phenols and antioxidant activity index
of grains and cobs, there are expressive positive levels, in fractions of mg EAG / g. and
DPPH inhibition, showing a significant correlation between the two variables. However,
nitrogen fertilization, for total monomeric anthocyanins (cy- 3-glu / g), promoted the
decrease and interfered in an antagonistic way in the quality of the synthesis of

anthocyanin pigments in purple corn.

Keywords: Agronomic parameters; Phenolic acids; Determination of Antioxidants and
Anthocyanin.
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1 INTRODUGAO

No Brasil a cultura do milho tem ocupado maior espago na segunda safra
(também conhecida como milho safrinha), com uma producéo total estimada, na safra
2018/19, de 72,3 milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2019). O estado do Parana3,
qgue responde por cerca de 20% de toda essa producgao, tem a maior produtividade
meédia brasileira, tanto em cultivos de primavera-verao como nos cultivos de outono-
inverno (CONAB, 2019). Grande parte da produgao brasileira de milho é destinada ao
consumo domeéstico especialmente pelo produto ser consumido na alimentacao
animal.

Por vezes a instabilidade climatica no sul do Brasil gera incertezas
quanto ao bom rendimento do milho, levando os produtores a investirem menos em
tecnologia, principalmente na adubagao (DA SILVA, 2004), como uma forma de
reducdo de gastos. Porém, quando sao utilizadas técnicas de producédo adequadas e
o clima é favoravel, a cultura do milho pode alcancgar altas produtividades (OHLAND,
2001).

A diversidade genética do milho crioulo, também denominada
variedades locais ou tradicional, € mantida principalmente pelas comunidades rurais,
povos indigenas e agricultores familiares, os quais s&o, ao mesmo tempo, promotores
naturais da conservagao e geragao de biodiversidade. Isto se da através das boas
praticas de manejo como autonomia do agricultor, selegao dos caracteres, condugao
(regeneragdo e multiplicacdo) e armazenamento das sementes (TEIXEIRA et al.,
2005; SANTOS et al., 2016). No entanto, as regides onde as espécies ou ragas de
culturas ou variedades locais se originaram sao particularmente vulneraveis ao fluxo
de genes transgénicos em variedades locais, ou em ragas locais (GIRALDO,
2011). Existe o temor de que variedades transgénicas, com vantagem competitiva,
possam gradualmente deslocar valiosa diversidade genética (LOPEZ; COSIO, 2016).

No mundo existem variedades distintas de milho caracterizadas por
cores como: branco, amarelo, vermelho, roxo, marrom, verde e azul. Especificamente
em relagao ao milho roxo, este tem sua origem em paises da América Latina, como o
Peru e a Bolivia, e foi introduzido em diferentes partes do mundo devido a quantidade
de antioxidantes que possui, que podem ser capazes de neutralizar os radicais livres
produzidos no organismo (QUISPE JACOBO; ARROYO CONDORENA; GORRITI
GUTIERREZ, 2011). No Peru é usado na preparacdo de bebidas ou suco chamado

de “chicha morada”, além de sobremesas como a “mazamorra morada” (GUILLEN-
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SANCHEZ; MORI-ARISMENDI; PAUCAR-MENACHO, 2010). O milho roxo apresenta
um pigmento chamado de antocianina, responsavel por uma grande variedade de
cores. As maiores concentragdes estdo na espiga e no pericarpo do gréo.

Estudos tém demonstrado a presengca de teores significativos de
compostos fendlicos como taninos, entre outros compostos bioativos, os quais tém
acdes benéficas no organismo, se consumidos frequentemente na dieta. Esses
compostos evitam a degeneragdo ou mutacdo celular, portanto, o aparecimento de
doencas como insuficiéncia cardiaca, hipertensdo, obesidade, cancer de célon,
es6fago, pulmao, figado, mama e pele, doengas vasculares cerebrais, ruptura de
aneurismas e lesdes renais (CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS, 2004;
KUSKOSKI et al., 2004; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; CHAIITTIANAN;
SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017).

Independente da variedade do milho, a fertilidade do solo é um dos
principais fatores responsaveis pelo aumento na produtividade, sendo que o nitrogénio
e o potassio sdo os nutrientes que promovem as melhores respostas. Os adubos
nitrogenados séo utilizados em maior quantidade na cultura do milho, devido a grande
exigéncia pela cultura e a maior propensao as perdas.

Os nutrientes primarios (N-P-K) necessarios para o cultivo de milho, tem
diferentes fungdes como: interferir na fotossintese, ativacdo de aproximadamente 60
enzimas e formar proteinas e aminoacidos como a glutamina e glutamato. Embora,
interferem na biossintese dos pigmentos (flavonoides e carotenoides), para dar forma
aos aminoacidos primarios de tipo fenilalanina (malonil-CoA), (acetil- CoA) e
(coumaroil-CoA), os trés aminoacidos desencadeiam diferentes tipos de reacgdes
enzimaticas como: di-hidroflavonol redutase, antocianina sintetase e flavonoides
glicosiltransferase, que dao origem a trés antocianinas basicas: cianidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3- glicosideo e delfinidina-3glucésido (ASSOCIATION, 2000; IRANI;
HERNANDEZ; GROTEWOLD, 2003).

Em fungado das qualidades, quantidades de compostos nitrogenados que
contém o milho roxo e a necessidade de entender seu comportamento em resposta a
adubacao nitrogenada, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produtividade e
determinar os teores de indice de atividade antioxidantes, fendlicos totais e
antocianinas monomeéricas totais de duas variedades de milho roxo cultivadas no Sul

do Brasil sob efeito de niveis crescentes de adubagao nitrogenada.



20

1.1 HIPOTESE

A adubagéo nitrogenada aplicada no milho roxo favorece a produtividade
e aumenta os teores de fendlicos totais e antocianinas proporcionando uma maior

capacidade de indice de atividade antioxidante.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Avaliar o efeito da adubacao nitrogenada sobre o desempenho de duas

variedades de milho roxo cultivadas no sul do Brasil.

1.2.2 Especificos

- Determinar os parametros agronémicos da cultura do milho roxo apos
aplicacao de doses de adubagéao nitrogenada.

- Avaliar a produtividade de duas variedades de milho roxo sob efeito de
doses de adubagao nitrogenada.

- Comparar a atividade antioxidante, fendlicos totais e antocianinas
monomeéricas totais do milho roxo em relacdo a variagdo de doses de adubacio

nitrogenada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MILHO ROXO

O milho roxo é uma variedade diferenciada de milho que apresenta uma
forte pigmentagdo roxa, tanto no sabugo como no pericarpo dos graos, devido a
grande quantidade de antocianinas presentes. Cultivado no Peru, Bolivia, Chile,
Equador e México, porém, devido as caracteristicas geograficas do Peru, seu cultivo
€ mais extenso nesse pais (GUILLEN-SANCHEZ; MORI-ARISMENDI; PAUCAR-
MENACHO, 2010).

No Peru tradicionalmente é chamado de “maiz morado”, sua utilizagao
principal € para preparacao de “chicha morada”, que € um suco bebido no dia a dia,
bem como para a sobremesa “mazamorra morada”, tradicional na gastronomia
peruana. Também pode-se extrair possiveis subprodutos como: a producédo de amido
a partir dos graos ou a extragao das antocianinas do sabugo, componentes altamente
desejaveis por suas propriedades funcionais, além da capacidade tintorial para assim
emplacar aos de antioxidantes sintéticos.

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados e estudados do
mundo, é de grande importancia econdmica e estratégica, devido a sua diversidade
de uso, como o insumo principal na produgédo de proteina animal, na alimentacao
humana e na produgao de biocombustiveis (SOARES et al., 2017).

O milho roxo, é uma variedade pigmentada de Zea mays L., cujos graos
e sabugo apresentam cor roxa, além disso € uma variedade genética de milho

peruano, sendo que uma espiga é constituida em 85% por gréo e 15% por sabugo.
2.1.1 Exigéncias agroecoldgicas do cultivo

O milho roxo adapta-se a solos de textura franca, franco-argilosa, com
um pH de 5,5 a 7,5, onde se observa o melhor desenvolvimento. Ele também exige
solos profundos, ricos em matéria organica e boa drenagem (YANEZ et al., 2005).

O crescimento do milho é influenciado pela permeabilidade do perfil do solo e
apresenta correlagao positiva com a porosidade total do solo; porosidade nao capilar,
umidade inicial; capacidade de retencdo de agua; teor de matéria orgéanica e
compostos NPK (nitrogénio, fosforo e potassio), bem como o gendtipo ou variedade,
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e a correlagao linear negativa com a densidade aparente do solo (FRIES; TAPIA,
2007; VELOSO et al., 2010).
Observa-se que o milho requer uma temperatura entre 15 e 30 °C,
suporta temperaturas minimas de 8 °C e temperaturas maximas de 30 °C; mas a
temperatura ideal para o desenvolvimento da espiga deve ficar entre 20 e 32 °C
(Tabela 1). O milho, requer uma porcentagem de umidade entre 80 - 90%, com regime
de chuva que varia de 700 a 1300 mm ao longo do ciclo.
Adapta-se a todas as altitudes, sendo as melhores entre 1000 e 3000 metros
acima do nivel do mar com clima quente (BONILLA MORALES, 2008; DERAS, 2014).

Tabela 1: Temperaturas para o desenvolvimento do milho
Temperatura °C

Etapa Minima Maxima Otima

Germinagcao 10 40 20a25
Crescimento 15 40 20a30
Floragao 20 30 21a30

Fonte: (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014)
2.1.2 Nitrogénio, fosforo e potassio na cultura do Milho Roxo

A quantidade de nutrientes extraidos do solo durante o ciclo de
desenvolvimento da cultura define as exigéncias nutricionais da planta. Para suprir
essa necessidade é ideal que os nutrientes sejam disponibilizados na forma e no
periodo adequado para que nao tenha reducédo da produtividade efetiva (AMARAL
FILHO et al., 2005; YAMADA; SPTIPP, 2006).

Um aumento na produtividade dos graos foi observado por Duete et al.
(2008), com o parcelamento de 120 kg ha' de N em duas vezes, resultados
semelhantes aos de Galindo et al. (2018) e Soares et al. (2017), que também
obtiveram aumento da produtividade de grados com o parcelamento da adubacao
nitrogenada. Além do nitrogénio (N), o potassio (K) € o segundo nutriente mais
requerido pela cultura do milho, contribuindo positivamente com o numero de graos
por espiga € massa individual de graos (YAMADA; SPTIPP, 2006; VELOSO et al.,
2010). Ja o fésforo (P) influencia consideravelmente na produgao dos graos de milho,

tal que do total absorvido pela cultura, 89% é removido pelos graos (WROBEL et al.,
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2012). No entanto, a auséncia de P afeta a absor¢édo do nitrogénio (CABRAL et al.,
2009).

Caires; Milla (2016), utilizando doses crescentes de N (0, 90, 180, 270 e
360 kg de N ha'), encontraram que a produtividade do milho aumenta linearmente
com as doses até um limite 209 kg ha' de N, em até 15,21 kg ha™' de graos por cada
kg de N aplicado em cobertura, sendo que, a produtividade total foi de 19,6 t ha™! de
gréaos, correspondendo a produtividade relativa (PR) de 100%.

Com relacdo a adubacao potassica, vale ressaltar que apesar do
potassio nao fazer parte de nenhum composto organico na planta € importante na
sintese e metabolismo de carboidratos, como a fotossintese e a respiragao; formagéao
de frutos; translocacdo de metais pesados como ferro no balango hidrico. Além de
atuar na ativacdo de enzimas e controlar suas taxas de reacao, melhora a qualidade
dos produtos e, consequentemente, seu valor nutricional (TAKASU et al., 2014).

Coelho et al. (2006), em solos com teores muito baixos de potassio, com
a aplicagdo de 120 kg ha' de K20, observaram um aumento significativo na produgao,
citando como exemplo, os solos no centro do Brasil, com baixas quantidades de
potassio disponiveis, apresentam resultados significativos, aumentando a producgéo
em 100% com a aplicagdo de doses entre (120 e 150 kg ha™') de K20.

A absorgao de potassio pelas plantas de milho € mais intensa no periodo
de embonecamento, onde 70% do potassio requerido pelas plantas é absorvido. No
entanto, a absor¢cdo de nutrientes no final do ciclo da planta é importante para
compensar as perdas excessivas que ocorrem nas folhas quando sao transferidas
para os graos (TAKASU et al., 2014).

Oré Gallegos (2015), testando o efeito da fertirrigagao potassica (K1=80,
K2=160 e K3=240 kg ha') e nitrogenada com acidos humicos comerciais
(T1=testemunha, T2=160 N kg ha' + 80 kg ha™! de P-Os e T3=160 N kg ha-'+80 kg ha-
' de P20s + 300 litros ha'de acidos humicos), com o cultivo de milho roxo, genotipo
PVM-581 sob condicbes de solos salinos, encontraram diferengas estatisticas
significativas com (K1=80 kg ha™'), para a variavel rendimento total (7.336 kg ha™), fato
de que, para o nivel de adubagao com o (T2) obtiveram as melhores respostas de
(7.499 kg ha'). Além disso, Pajuelo; Bernaldina (2016) testaram o efeito da adubagéo
nitrogenada, no milho roxo cultivar PMV 581, encontrando que os componentes

fisiologicos e de rendimento tinham médias estatisticamente diferentes, porém com o



24

nivel da adubagéo nitrogenada (120 kg ha™! de N), obtiveram valores de 6.713 kg ha
1, superior a testemunha n&o adubada que obteve rendimento de 5.200 kg ha".

Além disso, Giordano et al. (2018) avaliando o conteudo de compostos
organicos nitrogenados, fendis totais, indice de atividade antioxidante e
antocianinas monoméricas totais (FT, IIA e AMT), das variedades de milho de
polinizagéo aberta cultivados sobre diferentes taxas de fertilizacédo de N (170 e
300 kg ha'), encontraram que para fendis totais e atividade antioxidante ocorre
diferencga significativa positiva nas concentragdes, e permitem enfatizar que as
variedades com coloragdo mais tensa (vermelho, azul e roxo), contém
maior atividade de eliminacéo de radicais DPPH. No entanto, doses mais altas
de nitrogénio aumentam o conteudo de proteinas e, consequentemente, de
aminoacidos, incluindo os precursores de acidos fendlicos (HIDALGO;
BRANDOLINI, 2017; MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010).

2.1.3 Principais Variedades do Milho Roxo

As variedades de milho roxo sdo caracterizadas da seguinte forma:
PVM-581, PVM-582, INIA-515, Roxo Cantefio, Roxo Melhorado, Caraz Roxo,
Arequipefio, Roxo Cuzco e Negro Junin (REQUIS, 2012; SEVILLA; VALDEZ, 1985).
No entanto, a variedade mais comercial € o milho Roxo Cantefio, porque é bem
desenvolvido a altitudes entre 1800 a 2500 m, com florescimento entre 110 a 125 dias,
tolerante a pragas, doencas e se adapta bem a diferentes areas, mesmo nas
montanhas acima de 3000 m (MANRIQUE CHAVEZ, 2000).

No sul do Brasil, mais especificamente na regidao extremo oeste do
Estado de Santa Catarina, nos municipios de Anchieta, Guaraciaba, Novo Horizonte,
De Oliveira et al. (2011), estudaram sete variedades nativas crioulas de milho (VCM)
com diferentes coloragdes de graos (branco, amarelo vermelho e roxa) e encontraram
que a variedade de coloragao roxa (lingua de papagaio), apresentou um conteudo
cinco vezes maior de antocianinas (10,15 mg/100g), quando comparada as demais.
Esses compostos possuem acdo antioxidante, o que reforga o uso das VCM. E
importante destacar que a sele¢cao e o manejo podem alterar o conteudo dos mesmos,
como a manipulagdo das sementes no laboratério, doses elevadas de fertilizantes,
mudanga das condigdes climaticas (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010).
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Na América do Sul existem muitas variedades de milho roxo. Os

principais sao descritos abaixo (REQUIS, 2012; SEVILLA; VALDEZ, 1985;
MANRIQUE CHAVEZ, 2000).

Negro de Junin: Este € o nome dado a uma variedade precoce de milho preto,
grande, irregularmente disposto em uma espiga curta e arredondada. Ele
encontra-se nas regides Serra, Centro e Sul, Peru, Bolivia, México, e Equador
ocupando terras mais altas que outras variedades.

Arequipefio: Nas altitudes dos paises da Bolivia e do Peru, € uma variedade de
graos roxos dispostos em fileiras regulares na espiga. A forma da espiga é
semelhante a variedade Cuzco, mais pequeno. A cor do sabugo nado é tao
intensa como em outras variedades, mas na colegao feita em Arequipa-Peru
ha muita variabilidade para essa caracteristica, entdo ela pode ser melhorada
e produzir mais cedo do que as variedades ditas anteriormente.

Morado Cantefo: Derivado da variedade Cuzco, com caracteristicas de espiga
muito semelhante a variedade Cuzco Morado, embora de menores dimensoes,
é mais precoce. E cultivada em muitos lugares da serra do Peru, mas
especialmente nas partes altas do vale de Chillén, na regiao de Lima, até 2.500
m. E a variedade mais consumida no mercado de Lima.

Cuzco Morado: Relacionado a cultivar Cuzco gigante, com graos mais grandes,
dispostos em espigas com fileiras muito bem definidas e é cultivado em
diferentes lugares em zonas intermediarias de altitude nas regides da Paz
Bolivia.

Morado de Caraz: Derivado da variedade Ancashino. Recebe este nome
porque € cultivado na cidade de Caraz, no beco de Huaylas-Peru, em areas
relativamente maiores. O milho € menor do que as variedades de origem
Cuzco. E de precocidade intermediaria e tem a vantagem de poder também ser
adaptada a Costa. Entre as variedades tradicionais, destaca-se aquela que
apresenta maior capacidade produtiva e aquela que possui um sabugo mais

pigmentada.

2.1.4 Caracteristicas Genéticas e Agronémicas do Milho Roxo

Para Quifiones; Barrera (2015), a cor da plantagao varia de verde a roxo

escuro, mas a luminosidade das folhas e anteras € invariavel, sempre com uma cor

escura. A coloragao roxa apresentada pelas plantas, sabugo e pericarpo dos graos do
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milho roxo, € o resultado da agcdo complexa dos genes localizados em diferentes
cromossomos, que da origem aos diferentes pigmentos de antocianinas coloridas, que
em combinagdo produz uma cor purpura (combinagdo de pigmentos vermelhos e
azuis). A unica diferenga do milho preto com o milho roxo é o interior do sabugo a
coloracdo quase branca e ndo roxo intensa (MANRIQUE CHAVEZ, 2000). As

principais caracteristicas agronémicas do milho roxo sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas Agronémicas do Milho Roxo

Carateristicas Dados
Altura da planta 2,16 m
Altura da espiga 1.24m
Dias da floragao feminina 98
Dias de maduragao 170

Unidade do calor na floragéo

Folhas normais

875,7 -+8,1° Cd

Lanceoladas

Numero de folhas por planta 12 aprox.
Numero das espigas por planta 1a2
Forma da espiga Cobnica

Cor da espiga

Cor do sabugo

Roxo intenso

Roxa intensa

Longitude da espiga 17,5 cm
Diametro da espiga 4,6 cm
Numero das fileiras 10a12
Pigmentacéo do grédo Farinhosa
Longitude do gréo 13 mm
Cumprimento do gréo 11 mm
Espessou de grao 5 mm
Porcentagem de desgrane 78%

Peso de 1000 sementes 456,2 g
Potencial do rendimento 6,0 t/h ha"’
Rendimento em campo do agricultor 3,0 t/h ha™

Fonte: (INIA, 2014)
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Em termos quimicos, a composi¢cao do milho roxo e da bebida chicha

morada encontra-se nas Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3: Composi¢do quimica do milho roxo (em 100 gramas)

COMPONENTE GRAO SABUGO
Umidade 11.40 % 11.20 %
Proteina 6.70 % 3.74 %
Gordura 1.50 % 0.32 "%

Fibra 1.80 % 24.01 %
Cinzas 1.70 % 3.29 %
Carboidratos 76.90 % 57.44 %

Fonte: (MANRIQUE CHAVEZ, 2000; QUISPE JACOBO; ARROYO CONDORENA,;
GORRITI GUTIERREZ, 2011)

Tabela 4: Composigédo quimica proximal do milho roxo e chicha morada (100 g)

Componente Milho Roxo Bebida Chicha Morada
Calorias 3.75¢ 209
Agua 6.79 95¢
Carboidratos 76.99 5g
Fibra 1.8g -
Cinza 1.7g 01g
Calcio 12mg 24 mg
Foésforo 328 mg 4 mg
Ferro 0.02 mg 1.3 mg
Cisandina 0.06 mg -
Tiamina 0.38 mg -
Riboflavina 0.02 mg 0.1 mg
Niacina 2.8 0.04 mg

Fonte: (MENDOZA et al., 2007)

2.1.6 Principais Usos

De acordo com os dados coletados por varios historiadores, se sabe que

o milho roxo foi usado na culinaria, como a bebida "chicha morada". A mesma contém

milho roxo, cascas de macga ou abacaxi e o limao que Ihe confere sabor. Além de ter

capacidade curativa, refrescante e desintoxicante, ela € uma excelente alternativa

para substituir os refrigerantes e outros tipos de bebidas agucaradas. Além dessas

propriedades, o milho roxo também previne cancer gragas a sua contribuicdo em

betacaroteno; o milho € uma excelente fonte energética, por causa de seu alto teor de

carboidratos.
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Pao de milho, bolos, bolachas e cremes de milho sdo pratos comuns em
varias regides do Brasil e do mundo. No Nordeste brasileiro, o milho assado e cozido
€ consumido o ano inteiro, juntamente com muitas comidas a base deste cereal, como
a canjica e a pamonha. Também possui as vitaminas A, B e E, além de fibras que
previnem a pressao, hemorroidas e outras doencgas no intestino. Por seus nutrientes,
o milho é indicado na dieta alimenticia para melhorar a imunidade, e também para
criangas e adolescentes, que precisam de muita energia. Os atletas também podem

se beneficiar deste alimento, além de ser saboroso é muito versatil.
2.1.7 O Milho Roxo no Mundo

Um dos principais produtores e exportadores de milho roxo do mundo &
o Peru. Seu mercado concentra-se em paises como China, Franga, Servia, Roménia,
Italia, Africa do Sul e paises americanos, cuja matéria-prima é geralmente usada para
a produgao de corantes sintéticos. Embora a China tenha uma producao significativa
de milho roxo, esta contém menor concentragdo de pigmento do que a producao
Peruana. Outros paises da América Latina, como Bolivia e Venezuela também
produzem alguns tipos de corantes originados de outros cultivos, como taya ou tara,
acafrao e achiote, que é muito utilizado como insumo da industria alimenticia
(GUILLEN-SANCHEZ; MORI-ARISMENDI; PAUCAR-MENACHO, 2010; SIERRA
EXPORTADORA, 2012).

No Brasil o milho roxo € produzido em baixa escala e um aumento de
area vai depender do material genético, bem como do nivel de rendimento possivel
de ser obtido. Nesse contexto o uso do nitrogénio pode contribuir para a melhoria de

produtividade das variedades de milho roxo.
2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Alguns compostos fendlicos ndo se apresentam em forma livre nos
tecidos vegetais também na forma de polimeros, que podem ser taninos e as ligninas.
Os taninos sdao compostos de alto peso molecular, que conferem ao alimento a
sensagao de adstringéncia, e classificam-se em dois grupos, taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Os primeiros contém um nucleo central de glicose ou um alcool
poliidrico, esterificado com acido galico, e sao prontamente hidrolisaveis com acidos,
bases ou enzimas. O segundo séo polimeros de catequina ou leucoantocianidina, nao

prontamente hidrolisaveis por tratamento acido. As ligninas s&o polimeros complexos
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de grande rigidez e resisténcia mecanica, e sua hidrdlise alcalina libera uma grande
variedade de derivados dos acidos benzéico e cinamico (SOARES, 2002; ROCHA et
al., 2011; SUCUPIRA et al., 2015).

2.2.1 Antocianinas

As antocianinas sédo corantes pertencentes a familia de flavondides,
amplamente distribuidos entre flores, frutas, baias e legumes, e sdo responsaveis pela
cor brilhante, como azul, vermelho e roxo. Também possuem efeitos terapéuticos
positivos, principalmente associados a sua capacidade antioxidante (HWANG et al.,
2011).

A presenca de antocianinas nas variedades pigmentadas de milho,
torna-o um produto potencial para o fornecimento de corantes naturais e antioxidantes,
despertando grande interesse no estudo. Estudos mostraram que antocianinas do
milho roxo podem inibir a mutacdo celular, prevenir doengas degenerativas como o
cancer, e contribuir para a prevencao da obesidade e da diabetes (MAZEWSKI,
LIANG; GONZALEZ DE MEJIA, 2017)

2.2.2 Estrutura das antocianinas

A maioria das antocianinas em alimentos contém uma ou duas unidades
monossacaridicas comumente na terceira posi¢cao da estrutura, algumas vezes nas
posicoes 3,5 e mais raramente nas posi¢cdes 3,7. Os acgucares estdo ligados as
antocianidinas através das unides hemiacetalicas. A glicose é o agucar mais comum
unido as antocianinas dentro da composi¢ao de muitos alimentos, sendo que a maioria
das vezes esta ligada na posi¢cao 3 ou as vezes na posi¢cao 3,5 (MERCADANTE;
BOBBIO, 2008; SUI et al., 2019).

Mais de 540 pigmentos antocianicos foram identificados naturalmente
(VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009). Embora na natureza existam 17 antocianinas,
seis delas sdo as mais difundidas e aquelas que comumente contribuem para a
coloragdo da maioria das plantas e frutas: pelargonidina (Pg), cianidina (Cy),
delfinidina (Df), peonidina (Pn), petunidina (Pt) e malvidina (LAO; GIUSTI, 2018;
MERCADANTE; BOBBIO, 2008). A maioria dos compostos fendlicos, incluindo as
antocianinas, pode-se destacar pela capacidade de desativar radicais livres, sendo
também eficientes como agentes de:
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- Quelantes de metais: esta acdo requer da presenga dos grupos
hidroxilas pertos em anel aromatico. Neste tipo, os fendis simples sdo sequestradores
efetivos de ions metalicos e inibem a geracdo de radicais pela reacdo de Fenton
(solugcdo versatil para tratamentos de efluentes industriais que podem conter
contaminantes através de compostos organicos) (DANIEL, 2009).

- Provadores de radicais livres: atuam como doadores de hidrogénio ou
elétrons em reagdes de terminag&o que quebram o ciclo de geragao de novos radicais
livres, interrompendo as reagdes em cadeia nas quais os radicais livres estdo
envolvidos. O radical fenoxilo gerado € menos reativo, uma vez que ¢é estabilizado por
ressonancia com os elétrons "p" do anel aromatico (DANIEL, 2009; GARCIA
ALONSO, 2008; ROCHA et al., 2011).

No entanto, existem outros fatores que afetam a atividade antioxidante
dos compostos fendlicos. Assim, 0 numero e a posigdo dos grupos hidroxila, a
presenga de acucares ligados ao grau de polimerizagao (que é a quantidade de meros
existente na macromoléculas (meros € uma unidade repetidora de polimeros))
determinardo as propriedades dos compostos fendlicos, como a solubilidade e a
tendéncia a liberar elétrons ou atomos de hidrogénio (KNEZ HRNCIC et al., 2019).

Nos estudos feitos com vinhos de castas endémicas (cabernet
sauvignon; merlot; pinot noir) e com amoras (amoreiras) verificou-se que a atividade
antioxidante € influenciada pela porcentagem de antocianinas poliméricas que se
formam durante o envelhecimento, tendo um percentual de 30,44% ao ano, ao
contrario do conteudo de amoras. Antocianinas monoméricas € diminuido com o
tempo de armazenamento (TSAI; HUANG; HUANG, 2004; KHARADZE et al., 2018).

2.2.3 Propriedades Fisicas e Quimicas

Na atualidade existem cerca de 17 tipos de antocianinas de origem
natural, nas seguintes proporgdes: cianidina (50%), pelphinidin (12%) pelargonidin
(12%), peonidin (12%), malvidin (7%) e petunidin (7%). As trés primeiras séo
consideradas ndo metiladas (Cy, Dp e Pg), e portanto sdo encontrados em folhas,
frutos e flores das plantas, fato que as metiladas (Pn, Mv,e Pt), sdo escassas
(PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

As antocianinas sido estruturas com caracteristicas préprias em

comparagao aos demais flavonoides. Pode-se encontrar quatro principais formas
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estruturais em equilibrio: cation flavilio, base quinoidal, carbinol pseudobase e
chalcona (LAO; GIUSTI, 2018).

Segundo, Fernandez Fernandes (1995) variedade de cores, tonalidades
e matizes que ocorrem na natureza, sao o resultado de uma série de fatores, entre os
principais sdo que:

Em pH acido (1-3), as antocianinas estardo predominantemente na
forma de um cation flavilio (Figura 1A), sendo esta a forma mais estavel, com

coloragéo que vai do vermelho ao roxo. Em pH variando de 6 a 7, a forma de base

quinoidal (Figura 1C) é a principal, proporcionando uma coloragao azul (ANTUNES;
PERES, 2013).

OH HO
-HI+H,0
—_—

~<+H7-H,0

OH

Cation flavilum (A) pH=1-3 Carbinol pseudobase (B) pH=4-5 Base quinoidal (C) pH=6-7

Figura 1: Estruturas de antocianinas em equilibrio com relagdo ao pH acido, descrito por Giusti;
Wrolstad (2001) e adaptado por Ananga et al. (2013).

Em pH alto: as antocianinas passam através de uma cor violeta, para
uma cor azul; em valores de pH muito altos, ha uma mudancga para a cor verde e
depois para a cor amarelo (isso ndo € comum encontrar nas plantas).

Quando o pH esta entre 5 e 6, duas formas estruturais sdo observadas, a
carbinol pseudobase (Figura 1C) e uma chalcona (Figura 2D), as quais nao
apresentam coloracgéo.

Em pH acima de 7, ocorrera a degradagao das antocianinas, levando a
formagao de um &cido fendlico e um aldeido. Quando o pH esta entre 4 e 5 (Figura
1B), podendo ter a presenga das quatros formas estruturais presentes
simultaneamente (ANTUNES; PERES, 2013).



32

HO OHo
—£
~ T, -~
OH 06 +H,0
OH
Chalcona (D) pH=8-9 Base quinoidal aniénica (E) pH=7-8

Figura 2: Estruturas de antocianinas em equilibrio com relagédo ao pH alto, descrito por Giusti; Wrolstad
(2001) e adaptado por Ananga et al. (2013).

As antocianinas apresentam estruturas complexas e ocorrem em
misturas dificultando o processo de isolamento. As melhorias continuas nos métodos
de andlise e instrumentagdo, como, por exemplo, Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), facilitaram os processos de separacgao e elucidagao estrutural de pigmentos
antocianicos, sendo possivel utilizar pequenas quantidades de material e obter 6tima
precisdo (YAMADA; SPTIPP, 2006).

As plantas celulares, as vezes, contém nao apenas antocianinas como
pigmento, mas também algumas das antocianinas que podem ser carotenoides

amarelos.
2.2.4 Atividade antioxidante nos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais, sao os principais que
podem estar presentes em todas as partes da planta, embora também podem atuar
como agentes quelantes de metais (KUSKOSKI et al., 2004; ROCHA et al., 2011). O
grau de polimerizacdo dos compostos fendlicos tem um efeito marcante sobre
atividade antioxidante (SOMAVAT; KUMAR; SINGH, 2018). Além disso as moléculas
mais simples como os flavonoides e acidos fendlicos também sdo encontrados em
diferentes tipos de frutas, pbr as cuias sao caracterizados como compostos fendlicos
de alto peso molecular que logram precipitar proteinas, como as salivares da cavidade
oral (ROCHA et al., 2011).

2.2.5 Fatores que influenciam a estabilidade e a cor das antocianinas

A cor e estabilidade das antocianinas pode depender de diferentes
fatores que incluem estrutura e concentragao dos pigmentos; pH; intensidade e tipo

de luz, temperatura; iones metalicos; presenga de copigmentos; ions metalicos;
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oxigénio; acido ascorbico, agucares e seus produtos de degradagao e diéxido de
sulfuro (CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS, 2004).

A estabilidade dos compostos de antocianina € dependente de varios
fatores como sua estrutura quimica; temperatura; pH; intensidade de luz;
disponibilidade de oxigénio e conteudo solido da matriz (HE et al., 2016).

As agliconas (antocianidinas), sdo menos solluveis em agua que seus
correspondentes glicosideos (antocianinas) e, portanto, ndo sao livres na natureza
(SOMAVAT; KUMAR; SINGH, 2018). Perto de 250 antocianinas isoladas sé&o
estabilizadas pela substituicdo com agucares nas diferentes posigoes. A substituicdo
na posicdo 3 € a mais difundida, mas as substituicbes nas posi¢cbes 5 ou 7 sao
diferentes (LAO; GIUSTI, 2018). Esses agucares podem ser isolados com acidos
organicos [acético, latico, coumarico, cafeico, etc.] (MERCADANTE; BOBBIO, 2008).

Os corantes com conteudos altos em antocianinas, isoladas, como a
batata doce roxa e a cenoura roxa, sdo mais estaveis que os corantes ricos em
antocianinas nao aciladas, como o milho roxo e as uvas vermelhas (CEVALLOS-
CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS, 2004; SOMAVAT; KUMAR; SINGH, 2018). As
antocianinas aciladas com acidos cinamicos sdo mais estaveis do que aqueles
acilados com acidos malénicos (LAO; GIUSTI, 2018).

Os principais fatores que influenciam na estabilidade da cor sao:

- Temperatura: é fator importante na estabilidade das antocianinas
porque a medida que se submete uma solucdo de antocianinas a uma temperatura
superior a do ambiente (25°C), a sua degradagdo € maior, mesmo quando sao
complexadas com acido tanico, e esta degradacao € ainda mais notavel quando se
aumenta o pH do meio (MERCADANTE; BOBBIO, 2008; SUI et al., 2019).

- Co-pigmentacéo: € um fendmeno durante a qual os pigmentos e outros
compostos organicos incolores ou ions metalicos formam associagcées moleculares ou
complexas (BOULTON, 2001). A estabilizacdo das antocianinas poderia ser
melhorada através de co-pigmentag¢des intramoleculares e intermoleculares, auto
associagao e complexagao de metais (CASTAGNINI et al., 2015).

- Influéncia do pH: as antocianinas séo encontradas em diferentes tipos,
dependendo do pH do meio ambiente (FLESCHHUT et al., 2006). Quando o pH é
maior que 7, ocorre a degradagdo das antocianinas, que depende de seus
substituintes (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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- Influéncia do Oxigénio: a presenga de oxigénio acelera o processo de
degradacgao das antocianinas (DAMODARAN; PARKIN, 2018). Especificamente, essa
influéncia do oxigénio pode ocorrer através de um mecanismo de oxidagao direto ou
através da acdo de enzimas oxidantes, como a polifenoloxidasa (PPO). O PPO
catalisa a oxidagado de antocianinas para formar produtos de condensagao marrom
(BADUI DERGAL; CEJUDO GOMEZ, 2006).

- Congelamento: o dano causado pela temperatura de congelamento &
atribuido principalmente a destruicdo da membrana celular das plantas, pelo oxigénio
ativo e outros radicais livres. Contudo, os fendis presentes nas plantas previnem a

formagao de radicais livres, diminuindo os danos causados pelo congelamento.
2.3 EFEITO DO NITROGENIO NA PRODUCAO DE MILHO

No sistema solo-planta, o ciclo do nitrogénio é complexo, uma vez que a
maior fragdo do mesmo encontra-se na matéria organica do solo (MOS) ou como parte
dos microrganismos. O nitrogénio pode ingressar no sistema por deposi¢cdes
atmosféricas, fixagcao bioldgica, adubacdes quimicas (ureia e outros) ou organicas
(residuos de animais) (ASSMANN et al., 2017).

Além disso, € importante mencionar que, como a fertilizagdo, a agua é
essencial, para o desenvolvimento fisioldgico e fisico-quimico na planta. Se houver
escassez, no momento proximo a floragao, exerce um efeito multiplicador sobre o
rendimento e a quantidade de reservas na espiga e consequentemente, reduz o
nitrogénio organico, portanto, dificulta a formagdo dos principais componentes
organicos nitrogenados, como aminoacidos, enzimas proteicas.

De acordo com Caires; Milla (2016), estima-se que a cultura do milho
requer em torno de 14 kg de N para produzir 1000 kg ha' de graos, em estudo
realizado com aplicacdo de doses crescentes de N em sistema de plantio direto de
longa duracao (30 anos). Também no sistema plantio direto ha 10 anos, trabalhando
com épocas de aplicagdo e doses de N, Gomes et al. (2007) constataram que a
aplicagédo de 150 kg de N ha™' foi responsavel pelo maior rendimento de gréos, teor
de N nas folhas, peso de grdos por espiga e altura de plantas, porém a maior
rentabilidade de aplicagéo de N foi obtida quando 25 kg de N ha' foram aplicados no
momento da semeadura do milho, comprovando a necessidade de uma dose inicial,
especialmente porque a area experimental também havia sido cultivada com milho na

safra anterior.
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Além disso, Sandini (2009) testando o efeito residual da aplicagao de
doses de N (0, 75, 150 e 225 kg ha™') na pastagem, sobre a cultura do milho, encontrou
que o numero de graos por fileira variou de 24 a 41 com a testemunha e a dose de
225 kg ha™', respectivamente. O nimero médio de graos por espiga variou de 372 a
673 nas mesmas doses descritas anteriormente, e a massa de mil graos de 2879 a
360 g. Em outro estudo Balbinot JR et al. (2008), verificaram que a dose de 100 kg de
N ha' permitiu a formagdo de grdos com maior massa, comparativamente a
testemunha sem N.

Carmo et al. (2012), avaliando o efeito de diferentes fontes (Novatec®,
Uréia e Sulfato de Amonio) e doses de N (0, 50, 100, 150 kg ha'), na cultura de milho
doce, sobre os componentes morfolégicos: altura de insergdo de espiga e diametro
do colmo e componentes de rendimento: didmetro de espiga, numero de fileiras por
espiga, numero de grao por fileiras, numero de gréos por espiga, comprimentos de
espiga e de gréo, populagao final de plantas por (ha'), nimero de espigas por (ha'),
verificaram que ao aumento da adubacéao nitrogenada, independentemente da fonte
de N utilizada, responde positivamente para a cultura em estudo.

Mortate et al. (2018), avaliando a resposta de plantas de milho
submetidas a diferentes fontes de adubos nitrogenados como T1= controle (sem N),
T2= 300 kg ha™! de sulfato de aménio (18% de N), T3= 200 kg ha™' de ureia (45% de
N) e T4= 2 L ha' de Fortune® (20% de N), sendo aplicados nos estadios V6 e V8
mediante adubacao de cobertura e via foliar, encontraram que os parametros como
clorofila total (SPAD), didametro de espigas (cm), numero de fileiras, massa de graos
por espiga (g), comprimento de espigas (cm) e produtividade de graos (kg ha'), foram
favorecidos pelo tratamento T3 demostrando efeito positivo para o uso de ureia como
fonte nitrogenada.

Na literatura encontram-se diversas citagdes envolvendo respostas da
cultura do milho (componentes de rendimento e rendimento de graos) a aplicacao de
nitrogénio (fontes; doses e épocas). Entretanto, ha menor numero de informacdes
quanto aos efeitos da variagdo nutricional na composi¢do quimica (antocianinas,
antioxidante e acidos fendlicos) dos graos de milho roxo, e a relagdao com adubagao
nitrogenada. Os maiores numeros de relatos encontrados sé&o sobre os efeitos de
fatores genéticos e ambientais na qualidade do grao de milho, principalmente em

relacdo aos componentes de proteina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Localizagao do Experimento

O experimento foi conduzido em regime de sequeiro, no periodo de
outubro de 2018 a fevereiro de 2019, na area experimental do Departamento
Académico de Ciéncias Agrarias da Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR), localizada no municipio de Pato Branco. A regido compreende a area do
terceiro planalto paranaense, com altitude de 764 m de altitude, latitude de 26° 10°
38" W e longitude de 53° 04 situada ao sul-oeste do sul do Brasil (Figura 3). O solo

da area experimental € um Latossolo Vermelho distrofico tipico.

Figura 3: Localizagdo geografica da area experimental (Google Earth, 2019; IGBE, 2010)

O clima predominante na regiao € do tipo subtropical umido mesotérmico
(Cfb), segundo a classificacdao de Koppen (NITSCHE et al., 2019). A temperatura
média anual esta em torno de 20 °C, em algumas ocasides tem presenga de geadas
no inverno e a precipitagdo média anual é de 2250 mm, com boa distribuigdo
pluviométrica ao longo do ano (CAVIGLIONE et al., 2000).

A area do experimento ja vinha sendo manejada com diferentes
lavouras. Primeiramente se fez uma coleta de amostras do solo, no més de agosto de

2018, com a finalidade de conhecer as condi¢des de fertilidade do terreno (Tabela 5).
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Tabela 5: Atributos quimicos do solo, na profundidade de 0 a 20 cm, antes da semeadura do milho roxo
cultivar INIA-601* e UNC-47**

pH MO P K Ca?* Mg* AP H+Al SB CTC V

CaCl, gdm?® mgdm3 cmol, dm™3 %
49* 549 9,7 045 45 2,7 0,07 5,01 7,65 12,66 604

5,34™ 49,6 7,2 055 48 2,7 0,00 4,59 8,06 12,64 63,7

Laboratério de analises de solos da UTFPR. Metodologias: M.O. por digestdo umida; P e K extraidos
com solugdo de Mehlich-1; pH em CaCl21:2,5; Ca, Mg e Al trocaveis extraidos com KCI 1 mol L.

3.2 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi desenvolvido em delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial 2 x 4, com quatro repeti¢cdes, totalizando 32
unidades experimentais. Foram utilizadas duas variedades de milho roxo (INIA-601 e
UNC-47) e quatro doses de adubacgao nitrogenada em cobertura (0, 50, 100 e 150 kg
de N ha'). Cada unidade experimental possuia uma area de 45 m?, referente a cinco
fileiras de milho espagadas a 0,90 m, com dez metros de comprimento. A area total

do experimento foi de 1440 mZ.
3.3 Cultivo e manejo da cultura do milho roxo

Um més antes da semeadura do milho roxo procedeu-se a dessecagao
da area do experimento, com o objetivo de eliminar todas as ervas daninhas
presentes, como restos das culturas antecessoras, utilizando o herbicida glifosato na
dosagem de 2,5 L ha"! de produto comercial contendo 360 g L-1 de ingrediente ativo.
A dessecacao da area foi realizada no dia 25/09/2018.

A semeadura do milho roxo foi realizada no dia 25/10/2018 em sistema
plantio direto, utilizando semeadoras manuais com espagamento entre plantas de 0,25

e entre linhas de 0,90 m. As variedades de milho roxo foram a INIA-601 e a UNC-47,
com populagdo de 45 mil plantas ha', desenvolvidas pelo Instituto Nacional do

Investigacdo Agraria (INIA) e pela Universidade Nacional de Cajamarca (UNC),
respectivamente. A adubacgao de base foi o formulado NPK 08-20-15, na dose de 400
Kg ha™.

No dia 05/11/2018 foi efetuada a adubacéao nitrogenada em cobertura no
estadio V3-V4, nas doses crescentes de N (0, 50, 100, 150 kg de N ha™'), de acordo

com os tratamentos, em uma Unica aplicacao, utilizando como base ureia 46% de N.
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No estadio V4 das plantas de milho foi aplicado o herbicida PrimaTop
(Atrazina + Simazina) na dose de 8 L ha™', com o intuito de controlar as plantulas de

Papua (Brachiaria plantaginea) e outras ervas daninhas presentes na area.
3.4 Variaveis Estudadas

Ao longo do ciclo do milho foram avaliados a altura da planta; altura da
insergao da espiga; comprimento da espiga; diametro da espiga; numero de graos por
fileira; numero de fileiras por espiga; massa de 1000 sementes; produtividade;
determinacdo do teor de antocianinas monomeéricas totais; determinacéo do teor de
compostos fendlicos totais e determinagcédo do indice de antioxidantes no grédo e no
sabugo.

A altura das plantas e de insergdo da primeira espiga foram medidas
entre o nivel do solo e a inser¢cdo da folha bandeira e até a base de inser¢ao da
primeira espiga, respectivamente, avaliadas no estadio de enchimento de graos das
plantas.

Para o diametro de espiga utilizou-se um paquimetro graduado em
milimetros, tomando-se a medida na parte central da espiga.

Para o comprimento da espiga utilizou-se régua graduada em
milimetros, a medicao foi feita a distancia entre a base e a ponta da espiga. O diametro
e comprimento de espiga foram avaliados em 10 espigas sem palha escolhidas
aleatoriamente em cada parcela. Nas mesmas espigas também fez-se a contagem do
numero de fileiras por espiga, de graos por fileira e de graos por espiga.

A produtividade de graos foi determinada através da colheita manual,
realizada no dia 02/02/2019, utilizando as trés fileiras centrais da parcela, com seis
metros de comprimento. Apos a coleta manual foi retirada a palha das espigas e
realizada a trilha dos gréos. As amostras foram pesadas e a umidade corrigida para
13%, com os valores de produtividade extrapolados para kg ha'. Também foram
pesados 300 graos da area util da parcela, estimando-se a massa de mil graos (MMG).

Apos secagem em estufa com circulagéo forcada de ar a 65° C, por 72
horas, os graos e sabugo foram moidos e a determinagdo do teor de antocianinas
monoméricas totais foi feita pelo método de pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD,
2001), onde duas aliquotas das amostras previamente diluidas foram transferidas a
tubos de ensaio, os quais foram diluidos em tampao de cloreto de potassio (pH 1,0) e

acetato de sodio (pH 4,5).
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Os compostos fendlicos totais foram avaliados segundo o método de
Folin e Ciocalteu (FeC), descrito por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventés (1999),
com algumas modificagbes. Para a medida da atividade antioxidante (IAA) seguiu-se
a metodologia descrita por Scherer; Godoy (2009), um método padrao que permite
avaliar, por meio de um indice, a capacidade sequestrante de diferentes amostras
frente aos compostos radicais.

O fluxograma das amostras para as determinagdes de antocianinas,

compostos fendlicos e indice de atividade antioxidante esta descrito na Figura 4.

-1,5 Gramas
de amosira

—CH;0H e H,0 na proporcao 7030 %
--Ultrassom 10°

--Centrifugar 15

-Retirar o sobrenadante 1 i
Residuo

-C,H.O e H,0 na proporgao 70/30 %
-Ultrassom 10°

-Adicionar a baldo
-Centrifugar 15'

volumeétrico de 25 mi

-Retirar o sobrenadante 2
Residuo

~CH,OH e C;H,0 e H,0
na proporg3o 4040120 %

-Ultrassom 10
-Centrifugar 15

-Adicionar a baldo
volumétrico de 25 mi

-Retirar o sobrenadante 3

-Adicionar a baldo
volumétrico de 25 mi

Figura 4: Diagrama da abordagem para o estudo do indice de atividade antioxidante, fendis totais e
antocianinas monomeéricas totais para as amostras de milho roxo.
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3.5 Metodologia utilizada para determinar fendis totais, antioxidantes e antocianinas

Os graos e o sabugo das variedades INIA-601 e UNC-47 foram moidos
em moinho de facas tipo Wiley, utilizando uma malha de 0,5 mm (faixa de tamanho de
particula menor que 500 ym). As farinhas de cada variedade foram identificadas e
armazenadas em sacolas de polietileno de baixa densidade (PEBD) fechadas com
ziper hermético a 4 °C até o inicio da analise quimica.

Aproximadamente 1,5 g de amostra foi homogeneizada em 25 mL de
solugéo, metanol e agua na proporgao 70:30 (v: v) em tubo de falcom e mantida sob
agitagao no ultrassom por 10 min. Apds esse tempo, aguardou-se em repouso por 30
min para depois levar a centrifugar com uma velocidade de 5000 rpm por 15 min, o
mesmo procedimento se fez com acetona e agua na propor¢ao 70:30, o ultimo foi de
metanol, acetona e agua em propor¢ao 40:40:20. Em seguida o sobrenadante foi
filtrado e mantido no freezer (-20 °C) por até 7 dias para sua respectiva analise. Do
extrato foi analisado os seguintes conteudos: quantidade de antocianinas totais;
quantidade de fendis totais; e indice de atividade antioxidante mediante as diferentes

metodologias.
3.5.1 Metologia para determinagéo dos acidos fendlicos totais

Tomou-se 125 pl do estrato com uma concentragdo de 1,5 mg L™
previamente foi diluido em metanol, acetona e agua, seguidamente foi transferido para
o tubo de ensaio onde foram adicionadas 125 uL do reagente FeC.

Deixou-se em repouso por um tempo de 25 min a temperatura ambiente,
para posteriormente, ser neutralizada com adicdo de 1250 uyL de carbonato de sodio
(Na2CO3) 7,5%, adicionou-se 1000 pL de agua, seguidamente deixou-se em repouso
por 40 min no escuro a temperatura ambiente. As absorbancias (Abs.) foram medidas
em espectrofotdmetro (Modelo: UV-visivel V-730) a 760 nm, utilizando-se uma
amostra com agua destilada como prova em branco. Se utilizou acido galico como
padrao para a quantificacao de teor total de fendis com concentragdes de 50, 100,

150, 250, e 500 mg L' para assim construir uma curva de calibragao.
3.5.2 Determinagao da Atividade Antioxidante DPPH

Para observar a reacdo que contém a atividade antioxidante como

também o radical, as amostras foram diluidas em metanol, acetona e agua, as
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quantidades de aliquotas foram de 150 uL, para cada uma das concentracdes feitas,
nas quais foram transferidas para tubos de ensaios para adigdo do 500 uL de DPPH
e 1100 pL de etanol. Apos 30 minutos, as absorbancias das amostras foram medidas
em longitudes de onda de 515 nm em espectrofotdmetro (Modelo: UV-visivel V-730).
As analises foram efetuadas por triplicada e os resultados plotados em absorbancia
versus a concentragao da amostra, com objetivo de obter os valores em % de inibigéo,
a qual é definida como a concentragcao necessaria para reduzir a 50% da concentragao

inicial de DPPH, sendo os resultados expressos em mg mL™".
3.5.3 Determinagao da quantidade de antocianinas monomeéricas

Para determinar a diluicdo adequada, aliquotas do extrato da amostra
mais concentrada (entre 25 yL e 200 L) foram extraidas e levadas para um volume
final de 1000 uL com tampao cloreto de potassio 0,025 M (KCI), pH 1,0, e acetato de
sédio pH 4,5. As dilui¢des foram deixadas em repouso 20 minutos, ao abrigo da luz.

As leituras foram feitas nos comprimentos de onda de 520 e 700 nm em
espectrofotobmetro (Modelo: UV-visivel V-730) com cubetas de quartzo de 1 cm de
largura. O fator de diluigdo (FD) foi calculado como a raz&o entre o volume final (1000
ML) e o volume inicial da amostra (1,5 g - 25 pL) e (250 pL - 2750 pL). Os resultados
foram expressos em miligramas de antocianinas monomeéricas totais (AMT) por 100 g
de amostra calculados de acordo com as equagdes 1 e 2 (GIUSTI; WROLSTAD,
2001).

(Aszonm — A700nm)pH1.0 — (As20nm — A700nm)pHas = A Equacéo 1
ATM (mg EP.100g MU™1) = w Equagéo 2
o A : Absorbancia (calculada para equagéao 1)

e MM : Massa molecular do padréo de cianidina 3-glucosideo (449,29g)

e FD :Fator de diluigdo (183,26)

o € : Coeficiente de absorbancia molar cianidina 3-glucosideo (449,2g) (LM-
1.CMO0") = 26,900

L : Caminho 6ptico da cubeta
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3.6 Analises estatisticas

Os dados das avaliagbes foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o programa computacional estatistico Genes. Quando o F foi significativo
(P<0,05) para dose do nitrogénio foi feita analise de regressdo. Quando o F foi
significativo (P<0,05) para os cultivares foi feito o teste de comparagao de médias,
Tukey a 5%. Quando F foi significativo (P<0,05) para interagdo variedades x doses de
N foi feito o desdobramento da interagéo, fazendo-se analises de regressao para as

doses de nitrogénio e teste Tukey em nivel de 5% de significancia para as variedades.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliagdes fitotécnicas, biométricas e componentes de rendimento de variedades

de milho roxo em fung&o do nivel de nitrogénio
4.1.1 Altura de planta e altura de inser¢ao da espiga

A Tabela 6 decompde a variabilidade da altura de planta (AP) e altura da
insercao da espiga (AIE) com os fatores em estudo, resultando que existe diferenca
para doses de N com relagéo a primeira variavel; para a segunda variavel demonstra
efeito isolado das variedades INIA-601 e UNC-47 e para doses de N (0, 50,100 e 150
kg de N ha). Para ambas as variaveis analisadas nido houve interagdo entre
variedades de milho roxo e doses de N.

Tabela 6: Quadrados médios da analise de variancia incluindo as fontes de variagéo, graus de liberdade

(GL) e coeficiente de variagdo (CV) para as variaveis altura de plantas (AP) e altura de
insercéo de espiga (AIE) de milho roxo. UTFPR, Pato Branco-PR, 2020

Fontes da Variagao GL AP AIE
Blocos 3 0,00031 0,0002
Variedades de milho (VM) 1 0,00011ns 0,00281**
Doses de Nitrogénio (DN) 3 0,00833* 0,09865**
VM x DN 3 0,00041ns 0,00059ns
Residual 21 0,00134 0,00051
Média 1,99 1,34
CV (%) 1,84 1,70

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) pelo teste F. " nao significativo.

O modelo de regressado que melhor se ajustou aos dados de altura de
planta (AP) foi a linear. Entre as doses de 0 e 150 kg de N ha' a AP variou de 1,94 a
2,02 m, respectivamente. Para cada kg de N aplicado correspondeu um aumento de
0,0005 m na AP de milho roxo INIA-601 e UNC-47 (Figura 5).

A altura maxima de plantas de milho safrinha, cultivada em Latossolo
Vermelho eutréfico no municipio de Dourados — MS, foi de 2,10 m com a aplicagao de
121 kg de N ha™', decrescendo a partir deste valor (DO MAR et al., 2003). Alturas muito
elevadas de plantas de milho podem favorecer o acamamento, fato que, além de
afetar o rendimento, também prejudica a colheita mecanica.

Segundo Maximo et al. (2019), a altura de plantas de duas cultivares de
milho hibrido, com aplicagdo de adubo nitrogenado em cobertura, em doses
correspondentes a 0, 50, 100 e 150% da dose recomendada, usando ureia como

fonte, ndo foi influenciada pelas cultivares e doses de N, atingindo um valor médio de
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1,65 m. Apesar de nao discutido pelos autores, o resultado inferior de AP encontrado
neste estudo, pode ser devido ao fato do solo da area experimental apresentar quase
uma condicao alcalina, com pH-H20 de 6,5 e saturagao por bases de 98%, fato que

pode prejudicar a absorgao de alguns nutrientes.

2,04 -
2,02 A
2,00 ~

1,98 -

Altura de Planta (m)

1,96 -

1,94 - — INIA-601, UNC-47=1,9430 + 0,0005*x

R%=0,96

1,92

0 50 100 150

Doses de N (kg ha1)
Figura 5: Altura de planta de milho roxo em fungéo de doses crescentes de nitrogénio (os valores sao
médias de duas variedades, INIA-601 e UNC-47). UTFPR, Pato Branco-PR, 2020.

Em relacdo a insercao da espiga (AIE) as doses de N demonstraram
uma resposta quadratica, sendo que a dose de maxima eficiéncia técnica foi de 146
kg ha™, a qual proporcionou uma altura de 1,42 m. Quando n3o foi aplicado N a AIE
foi de 1,19 m, valor cerca de 20% inferior ao maximo observado com uso de N (Figura
6A). No trabalho de Do Mar et al. (2003) , a aplicagao de 116 kg de N ha™' promoveu
o maior valor de AIE, o qual, neste trabalho, foi de 99,54 cm.

Portugal et al. (2012), trabalhando com doses de N, na presenca e
auséncia de inoculacao, via foliar, com Azospirillum brasiliense, encontraram que a
aplicagédo de 74,5 kg de N ha!, usando sulfato de aménio como fonte, promoveu a
maior AIE. Cruz et al., (2008), afirmam que os componentes morfologicos sdo de
fundamental importancia para o cultivo do milho, pois estéo diretamente relacionados
a qualidade e produtividade do gréo. Além disso para Possamai; De Souza; Galvao,
(2001), as perdas e a pureza do grao na colheita mecanizada sdo diretamente
influenciadas pela altura da planta e, principalmente, pela altura de inser¢ao da espiga
e pelas mesmas caracteristicas descritas, vantagens na colheita.

As duas variedades de milho roxo testados responderam de forma

diferenciada, sendo que a maior AIE foi obtida com o gendtipo UNC-47 (Figura 6B).
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Figura 6: Altura de inser¢c&o da espiga de milho roxo em fungéo de doses crescentes de nitrogénio (A)
(média de duas variedades) e entre duas variedades de milho roxo (B) (média de quatro doses
de N). UTFPR, Pato Branco-PR, 2020.
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Em estudo no estado de Ayacucho-Peru, com diferentes variedades de
milho roxo com um tratamento testemunha (sem adubacéo) e outros com niveis de
NPK (18-46-30=f1; 120-90-60=f2; 120-110-80=f3; 120-120-100=f4), verificou-se que a
variedade PVM-581, quando n&o fertilizada, apresentou altura média de plantas de
2,06 m e de espigas de 1,33 m. Por sua vez, o tratamento (f1 = 18-46-30), para a
variedade negro de canaan, proporcionou os melhores resultados, quais sejam, 2,40
m e 1,32m, respectivamente, para altura de plantas e altura de insergdo da espiga
(PINEDO TACO; RODRIGUEZ SOTO; VALVERDE REYES, 2017).

Santos et al. (2016), comparando variedades crioulas (Hibra; Cateto;
Vermelho; Do Campo; Alho e Santa Catarina) e comerciais (BRS Caatingueiro e QPM
BR 473), no semiarido sergipano, destacam que os crioulos, especialmente as
variedades Hibra, Vermelho e Do Campo, tem maior altura de planta em relacédo as
cultivares comerciais, porém sdo menos produtivas. Assim, o uso por parte dos
agricultores, vai depender do interesse, sendo as variedades crioulas destinadas para
alimentagao animal e as comerciais para produg¢ao de graos onde destaca-se que os
crioulos tém uma altura de planta maior (3,5 e 2,5 m).

No presente trabalho observou-se, a campo, que algumas plantas de
milho roxo sofreram acamamento, possivelmente influenciado pela quantidade de
nitrogénio aplicado. Essa explicagao pode ser corroborada por Caires; Milla (2016),
onde a maior quantidade de fertilizante aplicada aumentou a altura da planta e a
inser¢ao da espiga no caule e contribuiu para o maior risco de acamamento da cultura.
Portanto, apesar da grande importancia do nitrogénio nas lavouras de milho, seu uso
na fertilizacdo deve ser racional, pois pode causar danos econdmicos e poluicdo
ambiental (TAKASU et al., 2014).

4.1.2 Diametro e comprimento da espiga

Foi observado efeito da interagéo entre as variedades de milho roxo com
as doses de N, em relagdo ao diametro e comprimento da espiga do milho roxo
(Tabela 7).
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Tabela 7: Quadrados médios da andlise de variancia incluindo as fontes de variagdo, graus de
liberdade (GL) e coeficiente de variagao (CV) para as variaveis didametro da espiga (DE) e
comprimento da espiga (CE) de milho roxo. UTFPR, Pato Branco, 2020

Fontes da Variagao GL DE CE
Blocos 3 0,00038 0,12083
Variedades de milho (VM) 1 1,33661** 1,805**
Doses de Nitrogénio (DN) 3 1,25483** 16,895**
VM x DN 3 0,01387** 2,09833**
Residual 21 0,0027 0,21083
Média 4,06 18,01
CV (%) 1,27 2,55

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) pelo teste F.

Os dados foram ajustados de forma quadratica para diametro da espiga
(DE), sendo que a dose de maxima eficiéncia técnica (MET), para a variedade INIA-
601, foi de 127 kg de N ha! proporcionando um didmetro da espiga de 4,23 cm. Para
a variedade UNC-47, o comportamento foi quase similar com a MET na dose de 125
kg de N ha', gerando uma espiga com didametro de 4,55 cm. Quando nao foi aplicado
N o DE foi de 3,25 e 3,77 cm para as variedades em estudo, respectivamente (Figura
7A).

E para o comprimento da espiga (CE), foram aplicadas equagdes tipo
linear. Quando nao se fertilizou com nitrogénio o comprimento de espiga das
variedades UNC-47 e INIA-601 foi de 15,74 e 16,92 cm, respectivamente. Para cada
Kg de N aplicado ocorre um acréscimo de 0,0271 e 0,0177 cm de CE de milho roxo
(Figura 7B), para UNC-47 e INIA-601, respectivamente. Os valores encontrados neste
trabalho, discordam com os de Inia (2014), para a variedade INIA-601, em sua ficha
técnica, cujos valores de didmetro e de comprimento de espiga foram de 4,6 e 17,5

cm, respectivamente.
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Figura 7: Didmetro de espiga (A) e comprimento da espiga (B) de duas variedades de milho roxo em
funcdo de doses crescentes de nitrogénio. Pato Branco-PR, 2020.
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O comprimento da espiga é uma variavel muito importante, pois pode
influenciar o numero de graos por espiga e, consequentemente, o rendimento. Na
pesquisa realizada em Ayacucho-Peru, onde testaram os niveis de NPK (18-46-30=f+;
120-90-60=f2; 120-110-80=f3; 120-120-100=fs) com variedades de milho roxo,
verificou-se que ha interagao entre variedades e adubagao. Utilizando o nivel fz de
adubacao, a variedade INIA-615 apresentou médias de 13,81 cm e 4,20 cm para
comprimento e didmetro de espiga, respectivamente; por sua vez, esses valores foram
de 12,99 cm e 4,01 cm para a variedade PMV-581, considerando o nivel f2 de
adubacao. Os autores concluiram que a melhor adubacéao para o cultivo de milho roxo
deve ser feita com as doses f3 (PINEDO TACO; RODRIGUEZ SOTO; VALVERDE
REYES, 2017).

Em geral, a maioria das investigacées com diferentes variedades de
milho roxo como PVM-581 e INIA-601, o diametro de espiga foi de 3,67 e 4,6 cm, e
com relacdo a comprimento da espiga foram encontradas médias de 12,48 e 17,46
cm, respectivamente (QUISPE JACOBO; ARROYO CONDORENA; GORRITI
GUTIERREZ, 2011; GUEVARA, 2017).

4.1.3 Numeros de graos por fileira, numero de fileiras por espiga e numero de graos

por espiga.

A partir da analise de variancia (Tabela 8), observa-se que o nitrogénio
aplicado na cultura do milho roxo influenciou o numero de fileiras por espiga. Para as
variaveis numero de graos por fileira e numero de gréos por espiga, houve interagao
significativa entre as duas variedades de milho e as doses de nitrogénio.

Tabela 8: Quadrados médios da analise de variancia incluindo as fontes de variagéo, graus de liberdade
(GL) e coeficiente de variacdo (CV) para as variaveis numero de graos por fileira (NGF),

numero de fileiras por espiga (NFE) e numero de grdos por espiga (NGE) de milho roxo.
UTFPR, Pato Branco, 2020

Fontes da Variagao GL NGF NFE NGE
Blocos 3 0,0325 0,16167 121,9019
Variedades de milho (VM) 2 4,65125** 0,02ns 1041,391*
Doses de Nitrogénio (DN) 3 192,6525** 9,70083** 66885,56**
VM x DN 3 8,13375* 0,06583 s 1627,221**
RESIDUAL 21 0,19107 0,0731 51,42062
Média 27,8 12,675 355,711
CV (%) 1,57236 2,13303 2,01591

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) pelo teste F. "s ndo significativo.
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Independente da variedade de milho roxo, o aumento de dose de N

aplicada resultou em aumento linear tanto para o numero de graos por fileira (NGF)

quanto para numero de graos por espiga (NGE), sendo muito similar o comportamento

das variedades (Figura 8A e 8B).
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Figura 8: Numero de gréos por fileiras (A) e numero de graos por espiga (B) de duas variedades milho
roxo em fungéo de doses crescentes de nitrogénio. Pato Branco-PR, 2020.
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Em média, para as duas variedades de milho roxo, foram obtidos valores
maximos de 33 graos por fileira e de 450 graos por espiga. Esses dados concordam
com os resultados obtidos por Veloso et al. (2010), que encontraram 39 graos por
fileira com a aplicagdo de 116 kg de N ha™'. Souza et al. (2011), avaliando duas safras
de milho em 2007 e 2008, com doses de N (0, 50, 100, 150 e 200 kg ha™'), observaram
resposta linear das doses na safra 2008 e aumento no numero de graos por fileira até
a dose de 142 kg ha™' na safra 2007. O mesmo ocorreu para o nimero de graos por
espiga, sendo linear a resposta em 2008 e um valor maximo obtido para a doses de
159 kg de N kg ha' na safra 2007.

Amaral Filho et al. (2005) indicam que o aumento nas doses de N (O,
50, 100 e 150 kg ha') também promove aumento linear no nimero de graos por
espiga. Por outro lado, Pinedo Taco; Rodriguez Soto; Valverde Reyes (2017),
testaram os niveis de NPK (18-46-30=F1; 120-90-60=F2; 120-110-80=F3; 120-120-
100=F4) com gendtipos de milho roxo. O maior numero de graos por espiga esta
presente no INIA-615 (227 unidades) e no PMV-581 (214 unidades), com niveis de
fertilizacdo F3 e F1, respectivamente.

Efeitos significativos foram encontrados no trabalho descrito por Caires;
Milla (2016), onde houve um aumento linear no numero de graos por espiga com taxas
crescentes de N, onde 17,9% a mais de graos por espiga foram alcangados com a
dose de (180 kg ha'), comparado com a testemunha.

Estes dados discordam dos encontrados por Casagrande; Fornasieri
Filho (2002), que ndo encontraram efeito nas doses de N (0, 30, 60 e 90 kg ha™'), com
variaveis agronémicas e de produtividade de milho.

Por sua a vez, o numero de fileiras por espiga sofreu influéncia apenas
para as doses de nitrogénio, apresentando o mesmo comportamento
independentemente da variedade de milho roxo (Figura 9). De acordo com a equagéao
de regressao, para cada kg de N aplicado correspondeu um aumento de 0,0143 fileira
em cada espiga de milho. Entre as doses testadas, o numero de fileiras variou entre

11,59 a 13,74, respectivamente, para as doses de 0 e 150 kg de N ha™'.
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Figura 9: Numero de fileiras por espiga de milho roxo em fungao de doses crescentes de nitrogénio
(os valores sdo médias de dois gendtipos, INIA-601 e UNC-47). Pato Branco-PR, 2020.

4 1.4 Massa de Mil Graos e Produtividade de Milho Roxo

A analise da variancia dos dados de massa de mil graos e produtividade
mostrou interacdo, variedades de milho roxo x doses de nitrogénio (Tabela 9).
Esperava-se que a massa de mil grdos aumentasse linearmente com doses
crescentes de N, pois segundo Thies; Singleton; Bohlool (1995), doses mais altas de
adubacao nitrogenada causam aumento nos graos, resultando em um peso maior de

massa de mil graos.

Tabela 9: Quadrados médios da analise de varidncia incluindo as fontes de variagdo, graus de liberdade
(GL) e coeficiente de variagcdo (CV) para as variaveis massa de mil graos (MMG) e
produtividade (PROD) de milho roxo. UTFPR, Pato Branco, 2020

Fontes da Variagao GL MMG PROD.
Blocos 3 2,545365 74846,8
Variedades de milho (VM) 1 275,53781** 462629,6**
Doses de Nitrogénio (DN) 3 473,869** 21647467
VM x DN 3 94,5687* 106703,3**
Residuo 21 3.316267 24357,94
Média 400,366 6047,649
CV (%) 0,45485 2,580677

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) pelo teste F.

O valor maximo de massa de mil graos foi obtido na dose de 150 kg de
N ha', sendo de 415 g e 403 g para as variedades INIA-601 e UNC-47,

respectivamente (Figura 10). Em estudos realizados com diferentes doses de N no
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milho no sistema plantio direto, também houve um aumento na massa de mil grdos e

no numero de graos por fileira (DUETE et al., 2008).
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Figura 10: Massa de mil grdos (A) e produtividade (B) de duas variedades de milho roxo em fungao de
doses crescentes de nitrogénio. Pato Branco-PR, 2020.
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Gonzalez-Cortés et al. (2016), encontraram 417 g para massa de mil
graos em trabalho realizado com milho crioulo, que teve como prioridade a selegao de
material genético e, assim, buscando manter a biodiversidade.

Na Figura 10B, observa-se que as diferentes doses aplicadas afetaram
o desenvolvimento do milho roxo, uma vez que o tratamento que nao foi fertilizado
com N, teve uma menor produtividade (INIA-601 = 4.019,04 kg ha' e UNC-47 =
4.358,23 kg ha'). Quando aplicou-se a dose de 150 kg N ha' a produgéo foi de
7.835,78 e 7.977,55 kg ha' de grdos para INIA-601 e UNC-47, respectivamente.
Nesta variavel pode-se inferir que de cada Kg de N aplicado corresponde um aumento
de 25,45 e 24,13 kg ha' de rendimento de milho roxo, para as variedades INIA-601 e
UNC-47, respectivamente, ficando claro que essa diferenga esta diretamente
relacionada ao efeito residual de N aplicado na cultura.

Esses resultados corroboram aos encontrados por Ferreira Gomes et al.
(2007), onde as taxas de N influenciaram significativamente a produtividade de graos
de milho, com produtividade superior na dose de 150 kg de N ha™' (7.012 kg ha™),
8,21% maior que o controle (testemunha), que foi de 6.480 kg ha™'. Fato de que, para
a mesma safra de milho roxo, ela ndo concorda com os dados encontrados por Pinedo
Taco; Rodriguez Soto; Valverde Reyes (2019), que visavam determinar a melhor
resposta ao rendimento. No tratamento testemunha (sem adubacao), a variedade
INIA-615-Negro produziu 3,67 t ha', seguido de PMV-581 com 2,78 t ha'. Por sua
vez, com a fertilizagédo F3 = 120-90-60 (N-P205-K20), a variedade PMV-581 aumentou
o rendimento para 3,69 t ha', no entanto os valores foram inferiores aos encontrados
neste experimento, evidenciando que os fertilizantes aplicados podem nao ter sido
assimilados adequadamente pelas plantas, devido a algumas situagbes ocorridas no

campo, como pH-7,5 e auséncia de H20 no momento de formacgao da espiga.

4.2 Avaliagbes dos Componentes Fisico-Quimicos de Milho Roxo (Antioxidantes,

Fendis totais e antocianinas) nos graos e no sabugo
4.2.1 indice de Atividade Antioxidante do Sabugo e do Gréo

A Tabela 10 mostra as médias dos resultados obtidos na caracterizacao
fisico-quimica das amostras do indice de atividade antioxidante do milho roxo (IAA).
Na analise do sabugo foi observada interagao entre variedades de milho e doses de

nitrogénio; por sua vez, apenas as doses de N afetaram o IAA nos graos de milho.
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Tabela 10: Quadrados médios da andlise de varidncia incluindo as fontes de variagdo, graus de
liberdade (GL) e coeficiente de variacdo (CV) para a variavel indice de atividade
antioxidante do sabugo (IAA-Sabugo) e indice de atividade antioxidante do grdo (IAA-
Grao) de milho roxo. UTFPR, Pato Branco, 2020

Fontes da Variagao GL IAA- Sabugo IAA- Grao
Blocos 3 0,53172 199,29691
Variedades de milho (VM) 1 18,45281** 2,4255ns
Doses de Nitrogénio (DN) 3 858,32999** 8,90284**
VM x DN 3 8,69137* 0,20847 s
Residuo 21 0,58625 1,51218
Média 66,26 32,29
CV (%) 1,56 3,81

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) Pelo teste F. " nao significativo.

Na Figura 11, o IAA foi representado em termos de inibicdo da DPPH,
em %, que é definido como o mecanismo de sequestrar o radical DPPH com as
conformacgdes estruturais dos compostos antioxidantes (IBRAHIM et al., 2012;
MONROY et al.,, 2016; LAO; GIUSTI, 2018). Em termos do indice de atividade
antioxidante das variedades do milho roxo INIA-601 e UNC-47 e das doses de N (0-
50-100-150 kg ha'), o parametro de inibigdo da DPPH % é um indicador que mostra
a quantidade dos antioxidantes que podem conter a amostra, em resumo, quanto
maior o valor da inibicado da DPPH (%), maior a atividade antioxidante.

E bom expressar os resultados em termos de inibicdo da DPPH (%) para
permitir fazer uma comparacéao direta entre as atividades antioxidantes de diferentes
compostos. Nestes resultados (Figura 11A e 11B), todas as avaliagdes realizadas
mostraram altos niveis de inibicdo da DPPH %, portanto, extratos antioxidantes altos
devem ser considerados. O argumento € corroborado por Reynertson; Basile;
Kennelly (2005), com base nos resultados encontrados com extratos vegetais
brasileiros, afirmam que, como regra geral, extratos com misturas de compostos
organicos (etanol, metanol, acetona e agua) apresentaram maiores valores de inibigao

da DPPH (% ) sdo aqueles que contém maior atividade antioxidante (IAA).
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Para os estratos de cultivares de milho roxo (INIA-601 e UNC-47), neste
estudo, o valor maximo de atividade antioxidante no sabugo (IAA-Sabugo) ocorreu
nas doses de 142 e 203 kg N ha™', sendo, respectivamente, de 74,85% e 78,89% para
as variedades INIA-601 e UNC-47 (Figura 11A). Para o IAA-Grao nao houve diferenga
entre as variedades e o valor maximo de DPPH foi de 33,45%, sendo que por cada kg
de N ha' aplicado em campo corresponde a 0,0155 de aumento de indice de atividade
antioxidante (IAA) nos grdos de milho roxo (Figura 11B). Esses valores sé&o
corroborados por Guillén-Sanchez; Mori-Arismendi; Paucar-Menacho, (2010) e se
justificam pelo fato de que a espiga contém pigmento chamado antocianina, que é
encontrado em maior quantidade no sabugo e, em menor proporg¢ao no pericarpo do
grao.

Pode-se demonstrar, neste estudo que o milho roxo pode conter uma
boa atividade antioxidante (IAA), mas também implica que um suprimento elevado de
N pode aumentar a taxa de atividade antioxidante e, portanto, facilita a inibicdo da
DPPH.

4.2.2 Fendlicos Totais do Sabugo e do Gréo

A Tabela 11, para extracdo dos fendlicos totais (TF), sabugo e do grao
de milho roxo, indica que ha diferengas altamente significativas. Para a variavel (TF-
Grao) houve efeito apenas para doses de N (0, 50, 100, 150 kg ha-'). Para a variavel
(TF-Sabugo), existem diferencas significativas nas doses (0, 50, 100, 150 kg ha') e
nas variedades descritas neste estudo, enquanto os coeficientes de interacao
variedades x doses, nao apresentou significAncia para nenhuma das variaveis.
Tabela 11: Quadrados médios da andlise de varidncia incluindo as fontes de variagdo, graus de

liberdade (GL), e coeficiente de variacao (CV) para a variavel quantidade de fendis totais

no sabugo (TF- sabugo) e fendis totais nos graos (TF- Grao) de milho roxo. UTFPR, Pato
Branco, 2020

Fontes da Variacao GL TF-Sabugo TF-Grao
Blocos 3 0,00942 1,91525
Variedades de milho (VM) 1 7,81113* 4,92195ns
Doses de Nitrogénio (DN) 3 642,34575** 858,32999**
VM x DN 3 0,07854 s 7,781888"s
Residuo 21 0,08628 161,28472
Média 93,74 69,09
CV (%) 0,31 18,38

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) Pelo teste F. " nao significativo.

Os resultados, expressos na Figura 12, mostraram diferengcas no TF-

sabugo em relagao as doses de N e as variedades de milho. Conforme a equacéao de
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regressdo, o maximo valor de TF-sabugo seria obtido com a dose de 168 kg ha™
(Figura 12A). Por sua vez, a variedade UNC-47 apresentou maiores valores em
relagéo a INIA-601 (Figura 14B). E para (TF-gréo) houve diferenga significativa sé nas

doses (Figura 12C), cujos valores variam entre 58,17 a 80,01 mg EAG/g amostra.
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Com a aplicagdo de 168 kg ha' de N é observado o maior teor de
compostos fendlicos, 103,56 mg EAG/g, nas variedades INIA-601 e UNC-47,
enquanto que na auséncia de N foi obtido 81,92 mg EAG/g, com relagao a sabugo de
milho roxo (Figura 12A). Por outro lado, em doses de 100 kg de N ha™', obteve 72,73
mg EAG/g nas mesmas variedades, as melhores médias para o TF-grdo foram com
as doses 150 kg ha' que corresponde a 80 mg EAG/g (Figura 12C). Além disso,
aplicando teste de comparagao de médias, mostra que para a variavel fendis totais no
sabugo as variedades diferem significativamente ao 5% (Figura 12B).
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Além disso Quispe Jacobo; Arroyo Condorena; Gorriti Gutiérrez (2011),
analisaram as caracteristicas morfolégicas e fisico-quimicas de trés cultivares
comerciais de milho roxo (CT, PM-581 e TJ), no municipio de Joya, Arequipa-Peru, os
dados de fendlicos totais foram 33,38 e 36,22 mg EAG/g para cultivares (CT e TJ). O
cultivar PM-581 tem o melhor resultado 40,58 mg EAG/g mostrando valores inferiores

aos encontrados nesta pesquisa.
4.2.3 Antocianinas Monoméricas Totais do Sabugo e Grao

A Tabela 12, para a determinagdo de antocianinas monomeérica totais
(AMT), de sabugo e de graos de milho roxo, indica que ha interagéo entre variedades
de milho e doses de N.
Tabela 12: Quadrados médios da andlise de varidncia incluindo as fontes de variagédo, graus de

liberdade (GL) e coeficiente de variagdo (CV) para a variavel antocianinas monomeéricas
totais (AMT) no sabugo e nos graos de milho roxo. UTFPR, Pato Branco, 2020

Fontes da Variagao GL AMT-Sabugo. AMT-Gréo.
Blocos 3 12,25 111,125
Variedades de milho (VM) 1 78804,5** 40,5
Doses de Nitrogénio (DN) 3 6206,1667** 2612,875**
VM x DN 3 990,83333** 471,41667*
Residuo 21 3,67857 38,76786
Média 421,36 131,19
CV (%) 0,46 4,75

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05) Pelo teste F. " n3o significativo.

Para obter uma quantificagao confiavel, o coeficiente de absorbancia foi
calculado usando a equacgao apresentada no item 3.5.2, usando-se como padrao a
cianidina-3-glucosideo mg/100 g (cy-3-glu)/g, por apresentar alto teor principalmente
no sabugo e graos do milho roxo. O uso da equacéo derivada do mesmo autor gerou
um coeficiente de 26.900.

A partir do coeficiente de absorbancia molar obtido, os resultados foram
calculados e apresentados na Figura 13. Comparando-se os dados €& possivel
observar que o cultivar UNC-47 com as doses de N crescentes apresentaram teores
decrescentes de antocianinas monomeéricas totais que foram de 502,37; 462,12 e
462,78; 456,47, sendo que a MET foi obtida com a dose de 115 kg de N ha! para a
qual se alcangou AMT de 449,97 de cy-3-glu/g. Além disso, para variedade de INIA-
601 os dados apresentados de 412,87; 367,11; 381,78; 324,97, mostram que para
cada kg de N aplicado dinamiza em 0,4981 de cy-3-glu/g de amostra do milho roxo
(Figura 13A). Para a variavel AMT-Grao, o comportamento foi similar, exceto que as
quantidades de AMT foram menores e, portanto, gerou um MET de 75,76 e 93,5 kg
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de N ha™' reduzindo em 144,64 e 163,11 de AMT expressados em cy-3-glu/g seguindo
a mesma sequéncia das variedades, conforme mostrado na (Figura 13B). Os valores
encontrados foram inferiores ao relatados por Sanchez-Moreno; Larrauri; Saura-
Calixto, (1998), que encontrou 504 de cy-3-glu/g no pericarpo, mas também foi menor
do que Cevallos-Casals; Cisneros-Zevallos, (2004), que foi cerca de 1640 de cy-3-
glu/g.

O comportamento das analises fisico-quimicas do milho roxo em funcéo
das doses de nitrogénio aplicadas em campo, pode ser representado por diferentes
equagdes para a variavel AMT- sabugo com o cultivar UNC-47 quadratica tendo como
resultado um (R?=0,91) e para INIA-601 uma linear com um (R?=0,78) (Figura 13A).
Fato que para variavel (AMT- grdo), foram equagbes quadraticas para as duas
variedades com valores diferentes (R?=0,97) e (R?=0,92) (Figura 13B), na mesma
ordem das variedades antes mencionados. Os resultados encontrados neste trabalho,
nao corroboram com as de Gorriti et al. (2009), onde apresentam quantidades de
antocianinas no valor de 11,56 e 37,127 de cy-3-glu/g de sabugo e apresentou uma
regresséo linear e altamente significativa de (R>=0,9974). Além disso, na investigacao
feita por Monroy et al. (2016), o qual teve o objetivo de determinar (AMT), no extrato
de espiga de milho roxo e pericarpo, mediante a metodologia de fluido supercritico em
leitura fixa, utilizando solventes como diéxido de carbono, etanol e agua, onde obteve
médias de 63,79 e 63,09 mg de cy-3-glu/g, para os extratos de espiga e pericarpo,
respectivamente.

Segundo Quinones; Barrera (2015), testando a composicédo de
antocianinas de 5 cultivares do milho colorido, caracterizando os extratos metabodlicos
de seus graos, encontraram valores de 21 e 168 mg de cianidina-3-o-glicosidio (cy-3-
glu)/g do gréo seco, identificando nove tipos de antocianinas e quatro delas presentes
nos cultivares (cianidina 3-rutinésido, cianidina 3-(6”-malonil)-glucésido, pelargonidina

3-(6”-malonil)-glucésido 502 e peonidina 3-(6"-malonil)-glucdsido).
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Figura 13: Antocianinas monoméricas totais sabugo (A) e Antocianinas monomeéricas totais grao (B),
de milho roxo em fungao de doses crescentes de nitrogénio. Pato Branco-PR, 2020.



62

Com base nos resultados descritos no presente trabalho, pode-se
observar grande variagao de concentragao de antocianinas monomeéricas totais (AMT)
em gréo e sabugo de milho roxo, o que, provavelmente esta relacionado com as
caracteristicas agrondmicas, genéticas e quimicas dos cultivares estudados (INIA-601
e UNC-47). Também pode-se verificar que, a fertilizacdo acrescentada de N para a
variavel em estudo pode reduzir o teor de antocianinas monoméricas totais,
demostrando uma diminuigdo na qualidade fisico-quimica do grao e sabugo do milho
roxo sob fertilizagdo excessiva por N.

Desta maneira, considerando-se as informagdes encontradas na
literatura Guillén-Sanchez; Mori-Arismendi; Paucar-Menacho, (2010); Lao; Giusti,
(2018), o composto majoritario das antocianinas nas amostras de milho roxo € a
cianidina-3-o-glicosidio (cy-3-glu) /g, ndo foram encontrados resultados em relagéo a

doses com quantidade de antioxidante.
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5 CONCLUSOES

Os parédmetros agronémicos, componentes de rendimento e
produtividade das variedades INIA-601 e UNC-47 de milho roxo, sé&o

significativamente influenciados pelas doses de N.

A altura das plantas de milho respondeu linearmente as doses de N e a
altura de insercao de espiga teve seu maior valor proximo a dose maxima testada.

Essa ultima variavel também foi maior para a variedade UNC-74.

Para o didmetro da espiga a dose de maxima eficiéncia técnica foi de
125 e 127 kg N ha™! para as variedades UNC-47 e INIA-601, respectivamente. O
comprimento de espiga, 0 numero de graos por fileira, 0 numero de graos por espiga,
o numero de fileiras por espiga e a massa de mil graos tiveram resposta linear em

relacao as doses de N testadas para ambas as variedades de milho roxo.

As variedades de milho roxo atingiram produtividades maximas de 7836
e 7977 kg ha-1 para INIA-601 e UNC-47, respectivamente, com a dose de 150 kg N
ha™!, representando um incremento médio de cerca de 25 kg ha' para cada kg de N

aplicado.

O aumento de adubagdo nitrogenada aumentou o acumulo de
antioxidantes e fendlicos totais, evidenciando que esta pode interferir nas atividades

enzimaticas envolvidas em sua sintese do sabugo e do gréo de milho roxo.

Em relagdo a concentragao de antocianinas monomeéricas totais (AMT)
em grao e sabugo de milho roxo, o adubo aplicado em campo tem efeitos da forma

antagénica, tendendo a diminuir a sintese dos pigmentos antocianinicos.
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