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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O estigma de milho é parte da flor feminina de Zea mays L., bem conhecida 

pela medicina tradicional chinesa. A literatura científica relata suas atividades farmacológicas, 

mas são poucos os estudos científicos que realizam um mapeamento químico global e 

correlacionam os metabólitos com as atividades investigadas por meio de uma metabolômica. 

OBJETIVO: Caracterizar o perfil metabolômico e as atividades antioxidante, antimicrobiana 

e citotóxica de extratos do estigma de Zea mays L. in natura e seu produto comercial. 

MATERIAIS E MÉTODOS: Os extratos foram obtidos a partir do estigma do milho, por 

maceração em diferentes solventes, como hexano, acetato de etila e etanol. A atividade 

antioxidante foi fornecida pelo método de sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil (DPPH) e os fenóis totais foram quantificados pelo ensaio de Folin-Ciocalteu. A 

atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluição em caldo contra bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos não filamentosos. A citotoxicidade foi 

avaliada contra uma linhagem tumoral de glioma de camundongo (C6), através da análise da 

viabilidade celular pelo método de redução do brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazólio (MTT). O perfil metabolômico foi avaliado por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e cromatografia gasosa acoplada 

a espectrometria de massas (CG-EM). Na análise univariada foram utilizadas análises de 

variância (ANOVA), plotagem de vulcão e análise de correlação. Na análise multivariada os 

métodos foram o PLS-DA, VIP e o mapa de calor. Em geral, os extratos etanólicos apresentam 

melhor atividade antioxidante e maiores valores de fenóis totais. RESULTADOS E 

DISCUSSÃO: A atividade antioxidante (IC50) variou de 77,44 μg mL-1 para o extrato etanólico 

do estádio reprodutivo 1 (E1R1) até 950,31 μg mL-1 para o extrato hexânico do produto 

comercial (CH). Os valores de fenóis totais variaram de 12,95 mg EAG g-1 para extrato 

etanólico com etanol de produto comercial a 46,14 mg EAG g-1 para extrato etanólico no 

estádio reprodutivo 1. O extrato com acetato de etila estádio reprodutivo 1 (EAR1) apresentou 

melhor atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (500 μg 

mL-1). O extrato EAR1 apresentou maior atividade citotóxica, pois conseguiu diminuir a 

viabilidade da linhagem tumoral C6 (100 μg mL-1) em 40,74%. Foram identificados trinta 



 

 

metabólitos. CONCLUSÃO: Embora alguns estudos apresentem as atividades biológicas dos 

extratos de Zea mays L., este foi o pioneiro em apresentar uma avaliação metabolômica global 

de extratos com diferentes polaridades e correlacionar os resultados das atividades antioxidante, 

citotóxica e antitumicrobiana com os metabólitos localizados nos extratos. A ramnose, 

yiamoloside B, ácido 2-ceto-L-glucônico, glicose, ácido lático, ácido glicérico são os 

metabólitos mais correlacionados com as atividades biológicas. A utilização dos solventes, 

acetato de etila e etanol, influenciou o perfil metabolômico dos extratos, EAR1, E1R1 e E2R3, 

e estes apresentaram atividades biológicas superiores quando comparados com os extratos 

hexânicos. Os extratos no estádio fenológico reprodutivo 1 apresentaram perfil metabolômico 

importante para as atividades biológicas testadas neste estudo quando comparado estádio 

fenológico reprodutivo 2. Os extratos obtidos das amostras in natura apresentaram maiores 

atividades biológicas quando comparados com as amostas comerciais. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Corn silk is part of the female flower of Zea mays L., well known in 

traditional Chinese medicine. The scientific literature reports its pharmacological activities, but 

there are few scientific studies that perform a global chemical mapping and correlate the 

metabolites with the activities investigated through a metabolomics. OBJECTIVE: To 

characterize the metabolomic profile and the antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities 

of extracts of the stigma of Zea mays L. in natura and its commercial product. MATERIALS 

AND METHODS: The extracts were chosen from the corn silk, by maceration in different 

solvents, such as hexane, ethyl acetate and ethanol. The antioxidant activity was requested by 

the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) free radical scavenging method and the total 

phenols were quantified by the Folin-Ciocalteu assay. Antimicrobial activity was evaluated by 

the broth microdilution method against Gram-positive and Gram-negative bacteria, in addition 

to non-filamentous fungi. Cytotoxicity was evaluated against a mouse glioma tumor line (C6), 

through analysis of cell viability by the 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) method ) The metabolomic profile was evaluated by high performance liquid 

chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) and gas chromatography coupled 

to mass spectrometry (GC-MS). In the univariate analysis, analysis of variance (ANOVA), 

volcano plotting and correlation analysis were used. In the multivariate analysis of the methods 

were the PLS-DA, VIP and the heat map. In general, ethanolic extracts have better antioxidant 

activity and higher values of total phenols. RESULTS AND DISCUSSION: The antioxidant 

activity (IC50) ranged from 77.44 μg mL-1 for the reproductive stage 1 ethanolic extract (E1R1) 

to 950.31 μg mL-1 for the hexane extract of the commercial product (CH). The values of total 

phenols vary from 12.95 mg EAG g-1 for ethanol extract with commercial product ethanol to 

46.14 mg EAG g-1 for ethanol extract in reproductive stage 1. The extract with ethyl acetate 

reproductive stage 1 (EAR1) showed better antibacterial activity against Bacillus subtilis and 

Pseudomonas aeruginosa (500 μg mL-1). The EAR1 extract showed the highest cytotoxic 

activity, as it managed to decrease the viability of the C6 tumor line (100 μg mL-1) by 40.74%. 

Thirty metabolites have been identified. CONCLUSION: Although some studies present the 



 

 

biological activities of Zea mays L. extracts, this one was the pioneer in presenting a global 

metabolomic evaluation of extracts with different polarities and correlating the results of 

antioxidant, cytotoxic and antitumicrobial activities with the metabolites in the extracts. 

Rhamnose, yiamoloside B, 2-keto-L-gluconic acid, glucose, lactic acid, glycolic acid are the 

metabolites most correlated with biological activities. The use of solvents, ethyl acetate and 

ethanol, influenced the metabolomic profile of the extracts, EAR1, E1R1 and E2R3, and these 

higher biological activities when compared with hexane extracts. The extracts in the 

reproductive phenological stage 1 important metabolomic profile for the biological activities 

tested in this study when compared to the reproductive phenological stage 2. The extracts 

obtained from their own natural heat greater biological activities when compared with the 

commercial samples. 

 

Keywords: Corn silk, Metabolomics, Murine glioma C6. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As plantas medicinais têm se mostrado cruciais para o tratamento de doenças. Cerca de 

70.000 espécies de plantas já foram utilizadas pelo menos uma vez para fins medicinais (PAN 

et al., 2014). Estas plantas conseguem se defender do estresse biótico e abiótico sintetizando 

compostos de diversas classes químicas, conhecidos como metabólitos secundários 

(BALLHORN et al., 2009). Os metabólitos secundários são sintetizados por animais, plantas e 

microrganismos, ainda que não estejam de forma direta implicados nos processos fisiológicos 

cruciais à vida (LIU et al., 2016). 

Diversos metabólitos secundários são sintetizados por plantas e os pesquisadores 

utilizam extratos de diversas espécies para estudos científicos que possivelmente contribuam 

para o tratamento de muitas doenças humanas (OURABAH et al., 2020; ANAND et al., 2017; 

DE SOUZA et al., 2020).  

Os extratos de plantas possuem metabólitos secundários que pertencem às diversas 

classes químicas, como fenólicos, flavoinoides, carotenoides (GUNATHILAKE; 

RANAWEERA; RUPASINGHE, 2018), saponinas (XU et al., 2016), esteroides (SULTANA, 

2018). Alguns destes metabólitos possuem atividade antioxidante (ALVARADO-MARTINEZ; 

ADITYA; BISWAS, 2019), anticancerígena (AHAMED et al., 2020), antibacteriana 

(MANILAL et al., 2020), antifúngica (ZAHABI et al., 2020) e neuroprotetora (JUNSATHIA 

et al., 2018). 

A atividade antioxidante de plantas medicinais é crucial. O desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), frente ao sistema de 

defesa antioxidante, pode causar diversas doenças em humanos principalmente doenças 

cardiovasculares e neurodegenerativas (ROJAS; BUITRAGO, 2018). 

As plantas medicinais são utilizadas de forma alternativa no tratamento de algumas 

patologias. Mas esta medida alternativa advém de experimentos científicos que buscam 

identificar as atividades biológicas destas plantas. Uma destas abordagens engloba o teste de 

plantas contra microrganismos patogênicos. O surgimento de micróbios patogénicos resistentes 

aos antibióticos tornou o tratamento convencional com medicamentos menos eficaz. Novos 

compostos antimicrobianos e antifúngicos são inescusáveis para combater esses micróbios 

patogênicos. Neste ponto os metabólitos secundários sintetizados por plantas são considerados 

uma fonte importante para novas descobertas de drogas (GUADIE et al., 2020; DIKHOBA et 

al., 2019).  
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Os estudos científicos apresentam resultados que associam a utilização de plantas 

medicinais com vias vinculadas à evolução e aumento do câncer. Os resultados destes estudos 

propiciam a busca por agentes anticâncer, quimiopreventivos e quimioterápicos. O estudo 

científico das plantas medicinais no controle da proliferação e diferenciação celular vem sendo 

realizado há mais de 50 anos, mas os estudos que demonstram sua relevância como reguladores 

fisiológicos e farmacológicos no apoptose celular são recentes (SAFE; KASIAPPAN, 2016; 

CHANVORACHOTE et al., 2016). 

O estigma de milho é parte do órgão feminino da planta, porção achatada do gineceu, 

localizada na parte extrema superior do carpelo e apresenta um líquido que auxilia a captação 

do grão de pólen.  O estigma de milho vem sendo usado na medicina popular tradicional para 

o tratamento de cistite, edema, cálculos renais e distúrbios diuréticos. Entretanto a maioria dos 

produtores descartam o estigma após a produção de milho. Alguns artigos científicos mostraram 

atividades biológicas  que estão associadas a classes, como: esteroides, alcalóoides, saponinas, 

taninos e compostos de polifenois (NURHANA; ROSLI E MOHSIN, 2012). 

Atualmente estudos evidenciaram que o extrato do estigma do milho detém atividade 

anti-adipogênica, com base na sua capacidade de reduzir o acúmulo de lipídios na célula, 

diferenciação de adipócitos e lipogênese, mas também para otimizar a β-oxidação (PARK et. 

al., 2012). 

 O uso terapêutico do estigma de milho mais citado está relacionado ao tratamento de 

doenças do sistema urinário, seguido de sua utilização no tratamento da hipertensão e 

constipação. O uso medicinal de estigmas de Zea mays L. como diurético é citado em 93 livros 

de fitoterapia em 13 países (RAGHURAM; CASTRO-CHAVES, 2000).   

O estigma de milho passou a ser um produto comercial, bastante reconhecido pela 

medicina popular e pela alopatia tradicional como um diurético moderado auxiliando na 

eliminação de cálculos renais. Adicionalmente, os estigmas do milho são empregados para o 

tratamento da hiperplasia de próstata, cistite, gota e nefrite crônica (MCINTYRE et al., 1993). 

Entretanto, há carência de estudos científicos que identifique e quantifique os 

metabólitos do estigma de milho numa avaliação global e correlacione-os com as ações 

farmacológicas. Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar as atividades biológicas de extratos 

do estigma de milho; realizar avaliação metabolômica destes extratos e utilizar técnicas de 

análise multivariadas para correlacionar os metabólitos com as atividades testadas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Plantas medicinais  

 

O reino plantae é composto por plantas autotróficas, pluricelulares e eucariontes (TLILI; 

SARIKURKCU, 2020; UKWUBILE et al., 2020; TUŠEK et al., 2020; HAZRA et al., 2019). 

Estas plantas têm contribuído significativamente para o desenvolvimento de novos 

medicamentos, pois são delas que se retiram numerosas substâncias orgânicas bioativas. O uso 

tradicional das plantas medicinais tradicionais demonstra um papel proeminente nos sistemas 

de cuidados médicos de muitos países (GIANNENAS et al., 2020; ULLAH et al., 2020; 

ANYWAR et al., 2020; SUÁREZ, 2019). 

Durante muito tempo os metabólitos secundários presentes nas plantas não eram 

considerados como alvo de pesquisa. Porém, atualmente sabe-se que muitas dessas substâncias 

estão ligadas aos mecanismos que possibilitam a adequação do produtor a seu meio e a 

atividades biológicas (THAKUR et al., 2019).  

A concentração dos metabólitos secundários está associada às oscilações temporais e 

espaciais. Apesar da existência de um controle genético a expressão pode sofrer transformações 

resultantes da interação de processos bioquímicos, fisiológicos, ecológicos e evolutivos (GAO 

et al., 2020; BHATTACHARYA, 2019; TAKSHAK; AGRAWAL, 2019; JAMWAL; 

BHATTACHARYA; PURI, 2018). 

 Os metabólitos secundários aumentam a probabilidade de sobrevivência das plantas, 

pois a produção destes metabólitos proporciona adaptações que favorecem à proteção contra 

herbívoros, patógenos e diversos estresses ambientais (MAHAJAN; KUIRY; PAL, 2020). 

Estes metabólitos secundários possuem uma variedade de funções nas plantas e sua importância 

ecológica tem relação com efeito medicinal para os seres humanos (GARCÍA-LARA; SERNA-

SALDIVAR, 2019). 

Muitos estudos farmacológicos com plantas estão sendo realizados em diversos países 

com intuito de identificar plantas que possuam compostos bioativos previamente estudados em 

outras espécies e também novas moléculas com atividades biológicas benéficas à saúde humana 

(PARK; BAE; OH, 2020; KALTBACH et al., 2020; MAJOLO et al., 2019). 

A população brasileira possui uma herança cultural no uso de plantas medicinais para 

tratar diversas patologias agudas e crônicas. Esta prática, em nível mundial, impulsionou as 

indústrias farmacêuticas a buscar por compostos bioativos. A literatura científica apresenta um 

relatório considerável sobre o avanço na biotecnologia de plantas medicinais e seus 
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constituintes na prevenção de doenças (NEWMAN; CRAGG, 2020; HARVEY; EDRADA-

EBEL; QUINN, 2015; SOFOWORA, 2013). 

Os estudos científicos demonstram que as atividades farmacológicas encontradas em 

plantas medicinais advêm de metabólitos que apresentam atividade antioxidante 

(SARIKURKCU et al., 2020; GÓMEZ-MARTÍNEZ et al., 2020), antimicrobiana (GULUMA 

et al., 2020; BOEIRA et al., 2020) e citotóxica (ELSA; SREEJA; PRIYA, 2020; PHAM et al., 

2018).  

As plantas medicinais, como por exemplo: Opuntia ficus-indica (L.) Mill possui 

atividade antioxidante (ANTUNES-RICARDO et al., 2020), Vaccinium macrocarpon possui 

atividade antibacteriana (DUBREUIL et al., 2020). Neste contexto é cada vez maior os estudos 

farmacológicos que advêm das plantas medicinais com o intuito de definir o perfil químico de 

espécies de plantas e suas atividades biológicas (ZAHN et al., 2019; ZHANG et al., 2020a). 

 

2.2 Atividade antioxidante  

 

O oxigênio guarda um papel essencial na complexa evolução da vida na Terra, sobretudo 

devido à conformidade bioquímica entre a fotossíntese e a respiração aeróbia que preserva o 

equilíbrio na biosfera do planeta. Organismos aeróbios utilizam o oxigênio para produzir 

adenosina trifosfato (ATP), ou seja, para gerar a energia necessária para a manutenção da vida 

(CALBET et al., 2020; VANLERBERGHE et al., 2020). 

A oxidação é uma parcela indispensável da vida aeróbica e do metabolismo celular 

originando radicais livres de modo natural ou por uma disfunção biológica. Os radicais livres 

apreentam elétron desemparelhados no centro de átomos de oxigênio e nitrogênio e são 

chamados de espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN)  

(CAGNIN; CHEMELLO; AHMETOV, 2019; MAREMONT et al., 2019; CHOLEWA; 

NEWMIRE; ZANCHI, 2019; SIHEM et al., 2020). 

 A síntese excessiva de radicais livres ou deficiência de antioxidantes proporciona 

prejuízo aos organismos aeróbicos, como, lesões em células e tecidos, proporcionando 

modificações macromoleculares nas proteínas, lipídios e DNA, configurando o que é conhecido 

como estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2017). O estresse oxidativo pode colaborar para o 

surgimento de diversas doenças, como câncer (ABUDAWOOD et al., 2020), distúrbios 

neurodegenerativos (ELFAWY; DAS, 2019) e doenças cardiovasculares (DAIBER; 

CHLOPICKI, 2020). 
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As doenças degenerativas têm como importante fator causal a exposição ao estresse 

oxidativo devido à uma pausa na sinalização redox e controle do estresse oxidativo (ZHAO et 

al., 2020; ZHANG, et al., 2019; FERREIRA et al., 2017). Entretanto, os antioxidantes induzem 

mecanismos que controlam os efeitos deletérios produzidos pela grande produção de radicais 

livres (RAJABPOOR; GHADERIAN; SCHAT, 2019). 

Os mecanismos de defesa frente aos danos que advém da produção de radicais livres 

podem ser enzimáticos e não enzimáticos (MIROŃCZUK-CHODAKOWSKA; 

WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; DUBEY et al., 2020). Os enzimáticos são antioxidantes 

endógenos e compreendem o superóxido dismutase (SOD), o qual estimula através da catalase 

a reação de desproporção do ânion superóxido ao peróxido de hidrogênio e oxigênio 

(OMORUYI et al., 2020). A catalase (CAT) (FERNANDES et al., 2019), glutationa peroxidase 

(GPx) (JIN et al., 2020), glutationa redutase (GR) (SANNASIMUTHU et al., 2019) e 

peroxirredoxinas (Prxs) tornam neutras a peroxidação de hidrogênio, produzindo água e 

molécula de oxigênio (HAN et al., 2020). 

 Os antioxidantes não enzimáticos endógenos estão no plasma sanguíneo, 

ceruloplasmina, ferritina, transferina e albumina e atuam contra os radicais livres ligando íons 

de metais de transição (SHANG et al., 2020; ZHANG et al., 2019; LAZOU et al., 2020). Há 

também os antioxidantes alimentares, como vitamina E, vitamina C, carotenoides, minerais 

como zinco, manganês, cobre, selênio e polifenóis, como flavonoides, ácidos fenólicos, 

estilbenos e lignanas (SYTAŘOVÁ et al., 2020; LEVENSON, 2020). 

Os compostos fenólicos são conhecidos como metabólitos sintetizados 

biogeneticamente a partir do ácido chiqímico e policetídeos, cuja estrutura consiste em um anel 

aromático contendo um ou mais substituintes hidroxilas. Existem muitos estudos científicos 

que mostram que os extratos de plantas possuem diversas atividades biológicas que melhoram 

à saúde por meio da grande variedade de moléculas que agem contra os radicais livres, como 

fenólicos, antocianinas e carotenoides (GUNATHILAKE; RANAWEERA; RUPASINGHE, 

2018).  

 Vários métodos são viáveis para a elucidação da atividade antioxidante de extratos 

vegetais ou substâncias isoladas, como co-oxidação do β-caroteno/ácido linoleico, sequestro do 

peróxido de hidrogênio, sequestro do radical peroxil (método ORAC), sequestro do radical 

superóxido - xantina oxidase, sequestro do ácido hipocloroso e sequestro do radical 2,2-difenil-

1-picril-hidrazil (DPPH) (ALVES et al., 2010). O método de sequestro do DPPH é 

frequentemente utilizado e leva em consideração a reação química de oxirredução. Na presença 
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de um agente redutor com possibilidade de doar um elétron a cor púrpura tende a mudar para o 

amarelo e a medida da absorbância é realizada à 515 nm. 

O DPPH é um radical livre consolidado pela ressonância do elétron desunidos que afasta 

a sua dimerização e inativação como radical livre. Quando na configuração reduzida ele expõe 

coloração divergente da oxidada e possibilita a detecção dos processos de oxirredução de 

substâncias potencialmente antioxidantes. Quando o material em análise detém determinada 

natureza antioxidante ele reage com o DPPH dando origem ao formato reduzido do reagente 

(DPPH-H). A redução provoca a alteração de sua coloração passando da cor violeta para 

amarelada (KANDI; CHARLES, 2019).  

 

2.3 Atividade antimicrobiana 

 

As bactérias, fungos, vírus e protozoários proporcionam problemas de grande dimensão 

à saúde humana quando invadem o sistema biológico humano. Muitos destes microrganismos 

causam diversas doenças infecciosas que trazem muitos malefícios à saúde humana (ANTABE; 

ZIEGLER, 2020; COLE; KRAMER, 2016).  

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva que pertence à microbiota 

humana ocasionando doenças como: infecção alimentar, pneumonia, meningite, endocardite, 

síndrome do choque tóxico e septicemia (VANEGAS et al., 2020; VANHECKE et al., 2019). 

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa presente na água, no solo e 

se reproduz de forma eficiente em ambientes úmidos. A maioria dos casos de infecção por esta 

bactéria envolve pacientes hospitalizados que possuem imunossupressão subjacente (EKLÖF 

et al., 2020; DERAKHSHAN; HOSSEINZADEH, 2020; ZAMUDIO et al., 2019).  

A Salmonella typhimurium é uma bactéria gram-negativa transmitida através da 

ingestão de alimentos contaminados. Esta bactéria é o motivo principal de intoxicação alimentar 

em todo o mundo proporcionando variados sintomas gástricos, sendo a gastroenterite a mais 

prevalente (NADI et al., 2020). A Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa encontrada 

no trato gastrointestinal e está relacionada à infecções intestinais e doenças extra-intestinais 

(DUBREUIL, 2020; VILA et al., 2016) 

O Bacillus subtilis é uma bactéria gram-positiva e considerada não patogênica. Esta 

bactéria é um agente que combate outros microrganismos, ou seja, é uma bactéria antagônica 

que pode produzir metabólitos com antividade antimicrobiana (SIDOROVA et al., 2020).  

O Bacillus cereus é uma bactéria gram-positiva e pode causar intoxicação alimentar ao 

ser humano. Os estudos mostram que este microrganismo está distribuído no ambiente e quando 
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são expostos a algum estresse podem produzir esporos, o qual possibilitam patologias que 

acometem o estômago e intestino. Os indivíduos que possuem a grande quantidade desta 

bactéria cursam com diarréia e êmese (HUANG; FLINT; PALMER, 2020). 

O Micrococcus luteus é uma bactéria gram-positiva e está presente no meio ambiente 

 podendo ser encontrada na epiderme de humanos de forma transitória. Esta bactéria é 

frequentemente usada para produção de metabólitos que combatem micróbios. Entretanto, pode 

proporcionar infecções em pacientes imunodeprimidos (NWACHUKWU et al., 2019; 

PĘKALA et al., 2018). 

O Staphylococcus epidermidis é uma bactéria gram-positiva encontrada na epiderme e 

mucosas dos humanos. Tem sido considerada por muito tempo como microrganismo 

inofensivo. Entretanto, é oportunista e se aproveita de episódio de imunossupressão para se 

proliferar. Essa bactéria é um agente patogênico encontrado com frequência em pacientes que 

sofrem com infecções hospitalares (DONG et al., 2019). 

A Candida albicans é um fungo diploide encontrado no trato intestinal humano, mas 

pode se deslocar quando algum indivíduo possui uma patologia imunossupressora. Esse agente 

microbiano pode se deslocar do intestino para a corrente sanguínea e atingir órgãos.  A Candida 

glabrata é um fungo haploide, saprófito e convive no trato gastrointestinal, órgão genital e vias 

respiratórias. Este é um agente fungíco oportunista que acomete indivíduos imunossuprimidos 

(MORENO et al., 2019; MAURYA; SEMWAL; SEMWAL, 2020). 

A utilização aumentada de antibióticos atinge a saúde humana, e o uso frequente, e 

muitas vezes insdiscriminado dos medicamentos, ocasioma o aumento da resistência destes 

antimicrobianos frente aos microrganismos (ANAND et al., 2020; ZHAN et al., 2020).    

Em razão da resistência de patógenos aos antimicrobianos é indispensável a pesquisa de 

novos agentes para a tratamento de infecções. Drogas formadas por extratos brutos ou 

compostos biologicamente ativos isolados de espécies vegetais utilizadas na medicina popular 

são capazes de promover fontes promissoras para a pesquisa de novos fármacos (ROUMY et 

al., 2020). 

Diversos estudos demonstraram tratamento de doenças através de plantas medicinais. 

Entre as patologias tratadas estão às infecções causadas por microrganismos. Muitos extratos 

de plantas possuem atividade antimicrobiana comprovada através de testes que oferecem 

confiabilidade científica (ALEKSIC; KNEZEVI, 2019; OGBOLE; SEGUN; FASINU, 2018; 

WANG et al., 2016; AKINPELU et al., 2015).  
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A atividade antimicrobiana foi identificada no extrato metanólico da folha da Salacia 

macrosperma, frente ao Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella typhimurium, Candida albicans (MAHENDRA et al., 2020).  

O extrato metanólico do caule da Salsola kali L. apresentou atividade antibacteriana e 

antifúngica frente à Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, C. 

glabrata. Ambos os testes antimicrobianos realizados com os extratos de plantas utilizaram o 

método de microdiluição em caldo (BOULAABA et al., 2019). 

O método de microdiluição emprega pequenos volumes de caldo que são inseridos às 

placas de plástico estéreis específicas para microdiluição. As quais possuem poços de fundo 

redondo ou cônico. Este método é ultilizado para realizar um screening da atividade 

antimicrobiana de óleos essenciais, substâncias puras e extratos de plantas (KNEZEVIC et al., 

2018).  

Uma das formas de apresentar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas 

considera a determinação de uma mínima quantidade da substância necessária para inibir o 

crescimento do microrganismo-teste (CIM). O método de microdiluição em caldo é um dos 

métodos mais conhecidos para a avaliação da atividade antimicrobiana em plantas (SATOH et 

al., 2019). 

A densidade bacteriana é indicada por turvação, desse modo, quando não existe 

crescimento microbiano o meio se mantém límpido, quando sim, o meio fica turvo. 

Consequentemente, o grau inibitório tem relação com a turbidez do meio e pode ser aplicado 

para avaliar a atividade antimicrobiana de amostras polares, apolares, além disso, é simples e 

rápido. As principais vantagens deste método é a sensibilidade do método a pequenas 

quantidades de amostras, reprodutibilidade dos resultadose produção de resultados 

quantitativos (VEIGA et al., 2019). 

 

2.4 Atividade citotóxica  

 

 A busca por plantas medicinas para tratar patologias vem aumentando em diversos 

países, pois normalmente as plantas apresentam uma toxicidade menor em relação às drogas 

sintéticas. Entretanto, um grande acervo de estudos cietíficos mostram o risco tóxico associado 

ao uso de plantas para células humanas (BORAH; BANIK, 2020; TWILLEY et al., 2017; HAO, 

2019).   

As pequisas científicas que avaliam a citotoxicidade são de grande relevância, pois 

estabelecem a atividade tóxica de metabólitos isolados e extratos de plantas. O nível mínimo 
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de toxicidade as vezes é negligenciado no uso tradicional, mas é crucial para a produção de um 

medicamento seguro (ZHANG et al., 2020). 

A literatura científica vem demonstrando que os metabólitos ou extratos que advém de 

plantas podem ter atividades tóxicas frente às celulas cancerígenas (ABUBAKAR et al., 2020; 

LALITHA et al., 2020).  

O câncer é conhecido como neoplasia maligna devido ao crescimento progressivo e sem 

normalidade de células tumorais que pode surgir na maioria dos órgãos ou tecidos do corpo. 

Esta condição clínica é a segunda principal causa de morte no mundo e correspondendo à cerca 

de 9,6 milhões de mortes no ano de 2018 (WHO, 2018).  

O câncer do Sistema Nervoso é a causa da morte de 175.000 pessoas por ano (WHO, 

2020). Considerando todos os tipos de cânceres que acomete o SNC, encontramos os tumores 

que acometem as glias. Esta célula tem como principal função nutrir os neurônios (SUVÀ; 

TIROSH, 2020). 

O glioma é o tumor cerebral primário mais frenquente, incluindo ependimoma, 

oligodendroglioma, oligoastrocitoma misto, astrocitoma. O glioblastoma multiforme é um 

astrocitoma anaplásico, sendo um dos tumores mais agressivos que atinge o cérebro de 

humanos. Este tipo de tumor maligno corresponde a metade dos tumores primários do sistema 

nervoso central (OSTROM et al., 2019). O glioblastoma corresponde a cerca de 80% dos 

gliomas, além de ser responsável por 50% dos tumores primários do sistema nervoso central 

(LOUIS et al., 2016). 

O teste de citotoxicidade direcionado às células cancerígenas é de extrema relevância 

para os estudos sobre o câncer, visto que um perfil de toxicidade celular atenuado em células 

não cancerígenas pode indicar a não aleatoriedade do agente frente às células saudáveis 

(DILSHAD et al, 2020; GRAÇA et al., 2019; BEEBY et al., 2020). 

Existem variados ensaios de toxicidade que possivelmente podem ser empregados. 

Dentre algumas formas de avaliar a toxicidade, é muito utilizada a exposição de substâncias às 

células tumorais e avaliar os aspectos da morfologia celular e diferenciação de células. A 

linhagem C6 é uma das mais utilizadas em estudos neuroquímicos. Sua terminologia C6 faz 

referência ao sexto clone do agente alquilante N-nitrosometilureia após a injeção desta 

substância nos ratos. Após a injeção do agente foi observado que as células continham proteínas 

S-100, esta proteína é encontrada no cérebro de vertebrados de forma exclusiva. Os tumores 

cerebrais induzidos pelo uso da N-nitrosometilureia possuem grande semelhança com os 

astrócitos e possuem a proteína S-100, sua quantidade aumenta de acordo com o 
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desenvolvimento tumoral.  Cerca de cinco estirpes clonal distintas foram estudadas e apenas a 

estirpe C6 contém uma quantidade considerável da proteína (BENDA et al., 1968).  

A atividade citotóxica das drogas em cultura de células tumorais pode ser investigada 

por meio de uma avaliação microscópica, através da análsie dos danos ocorridos às células em 

cultura e através da viabilidade celular. O ensaio do MTT se fundamenta na medida do dano 

causado pela droga no metabolismo celular de glicídios usualmente através da atividade de 

desidrogenases.  

A atividade da célula é calculada pela atenuação do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-

il]-2,5- difeniltetrazolium (MTT). As reações com o MTT são utilizadas para identificar a 

atividade de desidrogenases em células com viabilidade. O sal de tetrazólio não reage de forma 

direta com as desidrogenases, mas com os derivados da reação NADH ou NADPH que reduzem 

o MTT para a formazan (SKEHAN et al., 1990; MOSMANN, 1983; CARMICHAEL et al., 

1987). 

 

2.5 Metabolômica e plantas medicinais 

 

Com o crescimento das pesquisas científicas que viabiliza o estudo de genes, proteínas 

e metabólitos, e a evolução na descoberta de novos fármacos, do controle e biomonitoramento 

de doenças, se faz imprescindível o desenvolvimento de ferramentas de investigação das 

alterações biológicas que ocorrem nos seres vivos relacionadas à fatores genéticos, ambientais 

e intervenções externas (ADAMSK, 2020). 

As ciências ômicas abrangem áreas científicas que apresentam uma ampla diversidade 

de disciplinas. Tendo como alvo o estudo robusto das características das estruturas de 

dessemelhantes famílias de moléculas em diversos organismos com o objeto de compreender a 

ação dos organismos e suas alterações biológicas. Logo depois da descoberta do genoma os 

estudos reverteram-se à elucidação das funções de todos os genes, bem como a caracterização 

de suas interações com fatores ambientais. Em vista disto, surgiu o transcriptoma (conjunto dos 

transcritos-RNA), o proteoma (conjunto de proteínas) e o metaboloma (conjunto de 

metabólitos). Os metabólitos são produtos de processos celulares e sua determinação pode ser 

considerada a última resposta de um sistema biológico que sofreu alterações (MANZONI, 

2018). 

O metabolismo celular é realmente entendido como uma rede complexa de reações 

bastante ordenadas e interconectadas, da forma que mesmo pequenas alterações como a redução 

na concentração ou atividade de uma enzima podem causar modificações concomitantes na 
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concentração de centenas de metabólitos. Essas possíveis transformações são estudadas na 

metabômica (SETHI et al., 2017). 

Metabolômica é definida como uma área da ciência que utiliza ferramenta para a 

identificação de metabólitos em condições qualitativas e quantitativas em um sistema biológico 

(SLISZ et al., 2012). A metabolômica é uma das "Ômicas" na biologia do sistema que vem se 

desenvolvendo para entender as alterações de nível molecular em diversas condições (ZHANG; 

HATZAKIS; PATTERSON, 2016). 

As análises metabolômicas podem ser classificadas como: alvo (do inglês, targeted 

metabolomics) e determinada como a análise quantitativa de um ou mais metabólitos 

selecionados de forma prévia  pertencentes a uma estipulada classe química, ou que estejam 

relacionados à rotas metabólicas específicas, e metabolômica global (do inglês, untargeted 

metabolomics) que se baseia na análise qualitativa de um grande número de metabólitos, 

relativos à variadas classes químicas compreendidas no sistema biológico em estudo. 

(KUEHNBAUM; BRITZ-MCKIBBIN, 2013). 

A metabolômica expõe um enorme desafio analítico, especialmente por causa da 

diversidade das propriedades químicas, físicas e concentração dos metabólitos encontrados em 

amostras biológicas. Os metabólitos podem apresentar variadas configurações e composições 

químicas, englobando compostos muito polares a compostos apolares. Obter um método 

analítico qualificado para abranger todas as classes de metabólitos em uma única análise é um 

trabalho impossível(VILLAS-BÔAS; BRUHEIM, 2007).  

A espectrometria de massas é a técnica de análise mais utilizada na metabolômica por 

ser bastante sensível e viabilizar agilidade nas análises por ser bastante seletiva. O modo de 

utilização para esta técnica se faz através da infusão direta dos extratos, entretanto há problemas 

de supressão de ionização dos sinais adquiridos, mas este problema pode ser minimizado por 

meio da utilização da cromatografia líquida de alta eficiência e da cromatografia gasosa 

(MIRNEZAMI, R. et al., 2014). 

A cromatografia à gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é uma das técnicas 

de análise de maior utilização em pesquisas na metabolômica, fornecendo dados que se repetem 

muitas vezes, demonstrando robustez. A análise de metabólitos voláteis por headspace é 

constantemente utilizada para alcançar a fração volátil do conjunto de todos os metabólitos do 

sistema biológico. Contudo, grande parte de metábólitos que formam o metaboloma precisam 

ser derivatizados, para alcançar em temperaturas atenuadas a volatilidade. A derivatização é um 

procedimento que envolve alterações de composto químicos com o intuito de produzir novos 
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produtos com melhores propriedades cromatográficas. O uso de CG-EM demonstra uma grande 

vantagem que é resultado da elaboração de bibliotecas de espectros exibindo elevada 

confiabilidade na identificação dos metabólitos, outro dado fornecido é o tempo de retenção e 

o padrão de fragmentação alcançado em consequência da ionização por elétrons 

(WECKWERTH; KAHL, 2013; KOEK et al., 2011) 

 A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas (CLAE-

EM) tem ganhado grande notoriedade nas pesquisas envolvendo análises de metabolomas 

(THEODORIDIS et al., 2012; PEZZATTI et al., 2020). Essa técnica se mostra robusta, sensível 

e seletiva. No que tange a cobertura de identificação de metabólitos secundários, a CLAE-EM 

é considerada uma técnica abrangente, pois promove o mapeamento químico extenso de um 

metaboloma. Esta cobertura é consequência da grande variedade de fases estacionárias à 

disposição, possui variadas formas de separação, como a eluição em fase reversa, com ou sem 

pareamento iônico, interação hidrofílica, e troca iônica (THEODORIDIS et al., 2019). 

Avalia-se que existam mais de 200.000 metabólitos em plantas (ERNST et al., 2014).  

Levando em consideração esta variedade de metabólitos secundários contidos em cada planta, 

a análise do metaboloma de plantas é crucial para o entendimento da sua composição química, 

otimização na produção, cultivo e possíveis testes relacionados às atividades biológicas 

(FERNANDEZ et al., 2016).  

Os estudos de avaliação metabolômica global do estigma de milho (Zea mays L.), objeto 

de estudo dessa dissertação, são escassos. A maioria das análises metabolômicas abordada nos 

estudos até então são classificadas como alvo (do inglês, targeted metabolomics). Mesmo sendo 

quantitativa, este tipo de estudo direciona à análise para determinados metabólitos presente em 

uma classe e estes possuem rotas metabólicas comuns. 

A análise metabolômica global é muito importante na busca de uma análise de diversas 

classes químicas contidas numa espécie. Levando em consideração a carência da aplicação da 

análise metabolômica global em estigma de milho. Este estudo apresenta a aplicação de técnicas 

metalabolômicas para mapear grande parte do metaboloma do estigma de milho. As técnicas 

foram: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM) para realizar este 

mapeamento químico mais abrangente. 
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2.6 Milho  

2.6.1 Origem 

 

O milho se originou nas terras altas do México entre 7.000 e 10.000 anos atrás. 

Evidências arqueológicas mostraram que o milho foi cultivado no ano 2000-2500 aC. em um 

sítio arqueológico com o nome "Nac Neish".  Essa é a primeira evidência paleoetnobotânica de 

sua domesticação, localizada na parte sul do estado de Tamaulipas no México. Existem outros 

sítios arqueológicos valiosos localizados nos estados de Puebla, Oaxaca e México. A Zea 

mexicana e Zea perennis são espécies mais antigas registradas há 5000 anos aC. Essas espécies 

foram encontradas nos sítios arqueológicos chamados "La Playa" e "Nevada", localizados no 

vale de Tehuacan. Dois tipos de planta do milho chamados Chalco e Balsas foram encontrados 

no oeste do México, situados em altitudes altas e baixas, respectivamente (GALINAT, 1988; 

CUEVAS SÁNCHEZ, 2011; SERNA-SALDIVAR, 2015). 

 

 2.6.2 Descrição botânica  

 

A Zea mays L. é a nomenclatura científica de uma espécie domesticada pertencente à 

divisão: Angiospermae, reino: Plantae, divisão: Magnoliophyta, classe: Liliopsida, ordem: 

Poales, família: Paceae, gênero: Zea e epíteto específico: mays. Estes podem ser milho doce, 

ceroso e roxo.  As cultivares são abundantemente cultivadas e utilizadas na indústria de 

alimentos (ANDERSON; BROWN, 1952).  

 

2.6.3 Cultivares de milho 

 

A cultivar é uma forma de planta cultivada e possui um genótipo e fenótipo distintos.  

No Brasil são utilizadas variedades e híbridos. As variedades são adquiridas através do 

cruzamento de plantas da mesma linhagem.  A variedade é um grupo de plantas com 

características comuns e apresentam estabilidade no material genético devido ao cuidado na 

reprodução dessas plantas para que o cruzamento não ocorra (ORTON, 2020) 

Os híbridos são adquiridos através do cruzamento delineado entre diferentes plantas de 

linhagem pura. Os híbridos mais utilizados no Brasil são: híbridos de variedades que são 

produtos de cruzamento genético entre duas variedades e aqueles de linhagem e híbridos de 

linhagem, este é o mais comercializado, sendo separados em três tipos diferentes. Híbrido 

simples: cruzamento entre duas linhagens puras; híbrido triplo: cruzamento entre uma linhagem 



27 

 

pura e e um híbrido simples; híbrido duplo: cruzamento entre dois híbridos simples (SANTOS 

et al., 2020). 

Existe uma diversidade em relação aos tipos de sementes utilizadas no cultivo no 

mercado. Os híbridos simples são os mais utilizados no comércio. Tendo em vista a demanda 

das indústrias e a necessidade do pequeno e médio agricultor. Muitos estudos foram realizados 

com o objetivo de melhorar geneticamente as sementes produzidas pelos híbridos, levando em 

consideração a escolha do tipo de semente para uma região em crescimento, melhor 

gerenciamento cultural e fatores ambientais que influenciam a expressão do gene da semente e, 

consequentemente, nas características da planta, e mais intrinsecamente, sua composição 

química (WANG et al., 2020; REZENDE et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2008). 

 

2.6.4 Reprodução da planta de milho 

 

O milho (Zea mays L.) é uma espécie monoclina onde as flores estaminadas (masculina) 

está localizada na borla, enquanto a flores pistiladas (feminina) está localizada na espiga do 

milho. Esses órgãos aparecem como flores e são responsáveis pela reprodução da planta, a qual 

ocorre através da transferência do polén para o estigma, esse processo é conhecido como 

polinização. Uma planta de milho pode se autofertilizar ou esse processo reprodutivo pode ser 

feito através da polinização cruzada, onde a transferência é feita de uma flor masculina de uma 

planta para outra da mesma espécie. A inflorescência masculina produz 25 milhões de grãos de 

pólen (os híbridos modernos têm cerca de 750.000 a 1 milhão devido ao tamanho menor das 

borlas) (DARRAH; MCMULLEN; ZUBER, 2019). 

 

2.6.5 Fenologia da planta de milho 

 

O crescimento e desenvolvimento de uma planta de milho seguem um padrão. No 

entanto, o intervalo de tempo entre as etapas de crescimento pode variar entre diferentes 

cultivares, ano agrícola, data de plantio e localização. Portanto, é necessário identificar os 

estádios de desenvolvimento da planta que podem estar no estádio vegetativo (V) e reprodutiva 

(R). Dentro do estádio vegetativo, há uma faixa de crescimento indicada por números que 

representam o número de folhas, por exemplo: estádio vegetativo (V1) a VN, que descreve a 

última folha deste estádio (ASSEFA et al., 2014). 

 

2.6.5.1 Estádio vegetativo 
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O primeiro estágio dá início a emergência. Neste estádio a germinação geralmente 

ocorre entre quatro e cinco dias, mas a duração exata desse período depende diretamente de 

fatores ambientais. A formação do sistema radicular nodal começa nesse estádio e o 

alongamento das primeiras raízes inicia-se no estádio V1 e após o estádio V3 o crescimento é 

quase zero (Figura 1) (MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio V1 a primeira folha com colar aparece e a partir deste ponto até a floração 

(R1) os estádios vegetativos são determinados a partir da última folha desenvolvida. O 

meristema apical da planta fica abaixo da superfície do solo até o estádio V5. No estádio V2, 

as raízes nodais começam a crescer no subsolo (Figura 1) (RITCHIE; HANWAY 1989). 

No estádio V3 as folhas são completamente desenvolvidas. No entanto, o ponto de 

crescimento ainda está abaixo da superfície do solo e o caule ainda está se formando. Nesse 

estádio, os pêlos radiculares do sistema nodal começam a emergir e o crescimento radicular 

seminal estagna. No estádio V5, cinco folhas estarão completas, há também o início emergência 

da espiga do milho e da borla. No estádio V4, predominam as raízes nodais que ocupam maior 

densidade do solo em comparação às seminais. As folhas ainda se desenvolvem no ponto de 

crescimento da planta (apical) (Figura 1) (MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio V6, a borla está acima do nível do solo, o caule está sendo esticado e o 

sistema radicular está crescendo. A falta de água neste estádio pode interferir negativamente no 

desenvolvimento das plantas, principalmente no armazenamento de açúcares (Figura 1) 

(MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio V9, há um grande desenvolvimento dos órgãos das flores, no entanto, o caule 

permanece esticado. Em contraste, a borla tem pouco desenvolvimento. Na transição para o 

estádio V10, a planta começa a crescer gradualmente, onde há um grande acúmulo de nutrientes 

que duram até o início do estádio reprodutivo. Após esse período, o crescimento foliar entre 

estádios ocorre em períodos mais curtos. Até o estádio de desenvolvimento foliar total, a taxa 

é de aproximadamente 2 a 3 dias por folha (Figura 1) (RITCHIE; HANWAY 1989). 

No estádio V12, os grãos têm seu tamanho definido. Se duas a quatro folhas básicas 

forem perdidas nesse estádio, isso comprometerá diretamente a produção. No estádio V17, os 

grãos são definidos por linha, e uma semana depois ocorre a floração (Figura 1) 

(MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio V15, o estigma de milho começa a emergir dos picos. Se o estresse hídrico 

ocorre quinze dias antes e após a floração, afeta diretamente a formação de grãos. No período 

subsequente, a margem livre já pode ser vista (Figura 1) (MAGALHÃES et al., 1995). 
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O estádio V18 começa uma semana antes da floração. As raízes aéreas aparecem neste 

estádio e são responsáveis pela absorção de água e nutrientes. A falta de água neste estádio 

pode dificultar a emissão do estigma (Figura 1) (MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio de pendoamento a transmissão da inflorescência masculina ocorre antes que 

o estigma do milho seja exposto, o intervalo de tempo entre eles pode chegar a 4 dias. O 

intervalo entre a fertilização e o primeiro estádio reprodutivo pode variar de acordo com a 

cultivar e os fatores ambientais (Figura 1) (MAGALHÃES et al., 1995). 

 

Figura 1- Estádio vegetativo de Zea mays (L.). 

 
Fonte: Fonte: K-State Research and Extension (2016). 

 

2.6.5.2 Estádio reprodutivo 

 

No estádio R1, o estigma de milho é totalmente visível na parte externa da espiga. 

Durante esse período o "cabelo" do milho retém o pólen para polinizar. A fertilização do óvulo 

ocorre após 24 horas de retenção de pólen. O estigma de milho cresce até ser fertilizado. Em 

todos os estádios os fatores ambientais são essenciais para o desenvolvimento da planta. Nesta 

etapa, a baixa umidade e altas temperaturas inviabiliza a polinização e consequentemente a 

produção de grãos (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY, 1989; MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio R2, a espiga de milho está próxima do seu tamanho máximo. O acúmulo de 

amido nos grãos se inicia neste estádio. Neste estádio o estigma de milho começa a escurecer 

e secar (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY, 1989; MAGALHÃES et al., 1995). 

No estádio R3, os grãos têm um líquido mais amarelado demonstrando a transformação 

de açúcares menos complexos em um polissacarídeo. Além disso, é precisamente neste estádio 

que os fotoassimilados encontrados em outras partes da planta são transferidos para a espiga 

(Figura 2) (MAGALHÃES; 1995). 
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No estádio R4, os grãos se tornam mais pastosos e consistentes. Este estádio é atingido 

após 25 dias da emergêcia do estigma de milho. O acúmulo de amido e o ganho de peso dos 

grãos nesse estádio é constante, atingindo metade do peso que será atingido na maturidade 

fisiológica (Figura 2) (MAGALHÃES et al., 1995) 

O estádio R5 é caracterizado pela formação de uma parte côncava na parte elevada do 

grão, mais conhecida como dente. É essencial saber que nem todos os genótipos terão o "dente", 

portanto o melhor parâmetro é observar a rigidez dos grãos (RITCHIE; HANWAY 1989, 

FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). 

O estádio R6 é alcançado 60 dias após a polinização. Nesse período os grãos atingem 

seu peso seco máximo e envelhecimento das folhas, garantindo uma aparência mais opaca. Esse 

estádio compreende o tempo ideal para a colheita. A umidade dos grãos pode variar entre os 

híbridos (Figura 2) (RITCHIE; HANWAY 1989, FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). 

 

Figura 2 - Estádio reprodutivo do milho Zea mays (L.). 

 

Fonte: K-State Research and Extension (2016). 

 

2.7 Estigma de milho e seus compostos bioativos 

 

O estigma de milho é parte da flor feminina de Zea mays L, fica no topo do fruto do 

milho, sendo considerado um subproduto obtido da produção de milho, descartado como lixo 

junto com outras partes do milho como resultado da falta de utilização. As principais classes 

químicas encontradas no estigma são: esteroides, sitosterol, estigmasterol, alcaloides, 

saponinas, ácidos graxos (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007), flavonoides 

(SOSA et al., 1997; SNOOK et al., 1993) e outros fenólicos (NURHANA; ROSLI; MOHSIN, 

2012; EBRAHIMZADEH et al., 2008). 
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Figura 3 - Estigma de Zea mays (L.). 

 

Fonte: Ivone Lopes (2016). 

 

Os metabólitos secundários desempenham um papel essencial nas plantas através da 

interação destas com o meio ambiente para sua sobrevivência. Estes metabólitos exercem um 

papel relevante para o desenvolvimento de medicamentos utilizados na medicina atual 

(SRIVASTAV; EGBUNA; TIWARI, 2020). 

 

2.7.1. Compostos fenólicos 

 

Os compostos fenólicos representam uma grande classe de metabólitos presentes na 

maioria das plantas. O estigma de milho possui diversos compostos fenólicos. O extrato 

metanólico do estigma de milho apresentou o teor de compostos fenólicos de 272,81 mg de 

EAG / 100 g, enquanto o extrato aquoso continha 256,36 mg de EAG 100 g, Através do método 

colorimétrico Folin-Ciocalteau (NURHANAN; ROSLI; MOHSIN, 2012).  (NURHANAN; 

ROSLI; MOHSIN, 2012). Entretanto, em outra pesquisa que utilizou uma  espécime número 

280 foi de 118, 94 ± 2,78 mg g -1. Esta extração foi realizada com etanol-água (1:1) e o teor 

fenólico foi determinado usando o (EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008). 

Os diferentes genótipos de milho podem alterar a composição de seus compostos 

fenólicos. O estudo de Sarepoua et al. (2015) utilizou o método colorimétrico Folin-Ciocalteau 

e exibiu um teor significativamente maior de compostos fenólicos no estigma de milho do 

estádio reprodutivo 4, em relação ao estádio reprodutivo 6. O conteúdo fenólico total variou de 

26,5 μg EAG g-1 (milho ceroso branco, variedade WWC1 no estádio R6) a 206,8 μg EAG g-1 

(milho ceroso roxo, variedade PWC5 no estádio R4), nas amostras que utilizaram solventes 

metanólicos nas variedades de milho avaliadas.  

No entanto, o estudo de Žilić et al. (2016) avaliado através do método colorimétrico 

Folin-Ciocalteau apresentou teores de compostos fenólicos significativamente maiores em 
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relação ao resultado exposto no estudo de Sarepoua et al. (2015). O teor de compostos fenólicos 

nos estigmas de milho híbrido ZP foi mais elevado no estádio reprodutivo 1 (R1), em relação 

ao estádio reprodutivo 4 (R4). Considerando as plantas de milho híbridas estudadas (ZP Exp, 

ZP 555, ZP 341 e ZP 366), o maior teor de compostos fenólicos foi de 8101,6 ± 73,5 mg de 

EAG  100g-1 (ZP Exp – estádio R1) e o menor foi 2093,9 ± 215,7 mg de EAG 100g-1 (ZP 555 

– estádio R4). 

O conteúdo total de compostos fenólicos nos extratos etanólicos do estigma de milho 

avaliado através do método colorimétrico Folin-Ciocalteau variou de 21,40 ± 7,47 a 13,41 ± 

4,78 mg de EAG g-1 de extrato. O maior teor de compostos fenólicos foi encontrado no milho 

doce (cultivar – SP: bicolor) e o menor teor foi identificado no milho ceroso (KT: ATS5), ambos 

no estádio R3 (CHAIITTIANAN et al., 2016).  

O conteúdo fenólico total do extrato etanólico do estigma de milho (cultivar YeDan-13 

– estádio R6) avaliado através do método colorimétrico Folin-Ciocalteau foi de 38,2 mg de 

EAG  g-1. (WANG; ZHAO, 2019). 

Os flavonoides pertencem ao maior grupo de compostos fenólicos no estigma de milho. 

A estrutura genérica de um flavonoide consiste em dois anéis aromáticos conectados por um 

anel heterocíclico oxigenado conhecido como anel C. Diferentes estruturas no anel dos 

flavonoides os classificam como flavanois, flavanonas, antocianinas e isoflavonoides 

(RANUM; PEÑA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014). 

Com o uso da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE),  alguns flavosídeos 

foram isolados e identificados no estigma de milho: ax-5-metano-3-metimicina (1), ax-4-OH-

3-metoximicina (2), 7,4-di-hidroxi- 3-metoxiflavona-2-O-null -L-ramnosil-6-C-fucosídeo (3), 

2 "-O-α-L-ramnosil-6-C-3" - desoxiglucosil-3'-metoxiluteolina (4), Ax -4 '' - hidroxi-3 -'-

metoximisina (5), 6, 4'-di-hidroxi-3'-metoxiflavona-7-Oglucosídeo) (6) (REN; QIAO; DING, 

2013; REN, 2018). 

Alguns outros ácidos e derivados fenólicos, bem como derivados do ácido vanílico, 

também foram identificados por espectrometria de massas em cromatografia líquida em tandem 

(CL-EM /EM), como, vaniloil hexose (7), naringenina 4'-O-glucosídeo (8) (CHAIITTIANAN; 

SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017). 

 Através da análise CL-EM, foram identificados o ácido cafeico (9) e ácido p-cumárico 

(10). Dentre os ácidos cafeoilquínicos (11), os principais ácidos identificados foram 

respectivamente: ácido 4-O-cafeoilquínico (4-CQA) (12), ácido 5-O-cafeoilquínico (5-CQA) 

(13) e ácido p-coumaroilquínico (P-CQA) (14) (ŽILIĆ et al., 2016). 
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O estudo de Yu et al. (2008) usando reação espectral em cromatografia em camada fina 

(CCF) identificou os flavonoides predominantes. As frações particionadas de acetato de etila 

de um extrato etanólico bruto do estigma de milho, mostraram luteolina (16), formononetina 

(17) e apigenina (18).  

O estudo de Guo et al. (2004) mostrou que através da cromatografia líquida de alta 

eficiência de fase reversa foi possível identificar os flavonoides gliosídeos, incluindo a 

quercetina (19), maysina (20), apimaisina (21), estes foram os metabólitos majoritários. Vale 

ressaltar que a base populacional do estudo foi a segunda geração parental (F2), resultado de 

um cruzamento entre as linhas puras GE37 (P1A1) e 565 coletadas no estádio R1.  A análise 

foi realizada com extrato etanólico. 

A avaliação metabolômica do extrato etanólico do estigma de milho roxo, no estádio 

fenológico R3, através da CLAE, revelou a presença do ácido protocatecúico (22), ácido 

vanílico (23), ácido p-cumárico (10) e ácido hidroxicinâmico (24) (CHAIITTIANAN et al., 

2016). Os polifenóis foram definidos como os principais metabólitos do estigma de milho. 

Respectivamente, nesta ordem, antocianinas, quercetina (19), ácidos fenólicos e derivados 

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017). O conteúdo de 

antocianina de 1,57 e 192,96 mg de EGC 100 g-1, contribuiu para a cor rosa e púrpura. O 

conteúdo de quercetina (19) foi de 58,22 ± 1,34 mg g -1.  Vale ressaltar que neste estudo a 

quercetina foi um dos flavonoides majoritários presentes no estigma de milho iraniano, 

 

2.7.2 Terpenos 

 

Os terpenos são os principais compostos em diversas espécies de plantasse apresentam 

diversas biológicas. As plantas que possuem flores demonstram um teor maior de terpenos. Os 

egípcios começaram a usar esses metabólitos para fins religiosos, cosméticos e medicinais. 

(THOMPSON, 2005; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; ZHOU; PICHERSKY, 2020; EL-

GHORAB; EL-MASSRY SHIBAMOTO, 2007). 

Alguns terpenos foram identificados no extrato do estigma de milho egípcio utilizando 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. Para obter o extrato foi utilizado o 

solvente diclorometano. Os principais constituintes foram, 6, 11-oxidoacor-4-eno (25), 

citronelol (26), trans-pinocanfona (27), ledol (28), globulol (29), neo-iso-3-tujanol (30) e 

hidrato de cis-sabineno (31). Outros terpenos também foram identificados em concentrações 

mais baixas, como timol (32), cis-crisantol (33), tujopsadieno (34), 7-epi-R-selineno (35), o-

cimeno (36), ácido isovalérico (37), (E) -hexen-2 (38), cubenol (39), tricicleno (40), alfa-pineno 
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(41), cânfora (42), acetato de citronelil (43), acetato de neoisodi-hidrocarveol (44), cis-carveol 

(45), viridiflorol (46), 1-epi-cubenol (47), p-cimeno-7-ol (48), selina-3,7 (11) -dieno (49), 

eugenol (50), verbeno (51), sabineno (52), careno (53) cis-alfa-terpina (54), transcarveol (55), 

carvacrol (56), aromadendereno (57), acor-4-eno (6,11-oxido) (58), germacreno (B) (59), beta 

óxido de himachaleno (60) farnesol (61) (EL-GHORAB; EL-MASSRY SHIBAMOTO, 2007). 

 

2.7.3 Esteróides 

 

Fitoesterois é um termo coletivo para esteróis e estanóis vegetais com uma estrutura 

semelhante ao colesterol, diferindo apenas nas cadeias laterais. Eles são os componentes 

essenciais das paredes e membranas celulares das plantas. Os pequenos constituintes do óleo 

de milho, os fitoesteróis, são classificados em subgrupos: 4-desmetilsteróis, 4,4-dimetilesteróis, 

4-monometilsteróis e sitosteróis. A classificação é baseada no número do grupo metil na 

posição C-4 (STUMPF, P; MUDD, J; NES, W, 1987). 

 

2.8 Estudos farmacológicos com o estigma de milho 

 

Especificamente na França, o estigma de milho é usado para diminuir gordura corporal 

(TSUDA et al., 2003; WANG et al., 2011). Além disso, foram lançados no mercado produtos 

à base de chá e cápsulas de folhas de milho com alegações de melhoria referente à redução da 

pressão arterial e cura de infecções do trato urinário. 

 Com evidência científica as atividades biológicas do estigma de milho têm sido 

relatadas na literatura, como: anti-diabético (GUO et al., 2009), diurético (VELAZQUEZ et al., 

2005), inibição antiproliferativa induzida por lipopolissacarídeo (1) e (2), respectivamente, 

inibição da hiperglicemia em ratos diabéticos induzidos por aloxana e efeitos hipolipidêmicos 

do polissacarídeo no estigma de milho (GUO et al., 2019)  

A atividade antiadipogênese no estigma do milho foi investigada e a atividade esperada 

não foi evidenciada. Por outro lado, foi encontrada como uma rica fonte de fibras alimentares, 

antocianinas e flavonoides (CHAIITTIANAN et al., 2016). 

 

2.8.1 Atividade antioxidante do estigma de milho 

 

O oxigênio é um composto abundante no planeta e responsável pela produção eficiente 

de energia em animais e plantas. A disparidade entre oxidação e a ação antioxidante de defesa 
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é causada por um desequilíbrio entre pró-oxidante e antioxidante. Este desequilíbrio condiciona 

à geração de espécies tóxicas de radicais. Os radicais livres são geralmente eliminados por 

antioxidantes e estimulam os níveis de enzimas antioxidantes (BJELAKOVIC et al., 2007). 

As espécies reativas de oxigênio podem causar danos às biomoléculas como o DNA, 

causando câncer, bem como a doenças neurodegenerativas e cardiovasculares (CICHO-LACH; 

MICHALAK, 2014).  

O extrato de etanol do cultivar YeDan-13 mostrou uma atividade antioxidante através 

do ensaio DPPH com valor de IC50 de 116.2 μg mL (WANG; ZHAO, 2019). De acordo com o 

trabalho de Zilic et al. (2016), utilizando o ensaio DPPH, avaliaram os estigmas de milho, em 

estágios diferentes de maturidade e obtiveram valores de IC50 de 0,059 mg para o ZP 341, no 

estágio R1, que foi o mais antioxidante que o do estágio R4, com IC50 de o 0,180 mg. 

O estudo de Chaiittianan et al. (2016), foram utilizados dois cultivares distintos: o 

estigma de milho doce (SP: Bicolor e SV: ATS5) e estigma de milho ceroso (KJ: Kaimook-49 

e KT: Big white -852). As amostras foram coletadas no estádio R3 e foi realizado o teste de 

determinação do poder de redução do ferro (FRAP). Este teste definiu o potencial de extração 

com base na redução de Fe3+ para Fe2+. Também foi utilizado o ensaio DPPH que avalia a 

capacidade de doação de hidrogênio ou a eliminação de radicais. Os resultados dos dois testes 

mostraram a atividade antioxidante. A maior atividade foi identificada nos extratos SP (0,44 ± 

0,08 mg Fe2 + eq  g extrato e 11,74 ± 1,21 mg Vit C eq g extrato) quando comparado ao SV, KJ 

e KT, respectivamente. A atividades antioxidante encontrada nos extratos estavam relacionadas 

às concentrações totais de fenólicos e flavonoides.  

O estudo de Vranješ et al. (2016) utilizando ratos (Mus musculus albino variedade 

NMRI), analisou a atividade antioxidante do homogenato de rim através do ensaio de DPPH, 

além de ensaios enzimáticos, glutationa e peroxidação lipídica. Para esta avaliação foi utilizado 

a superóxido dismutase (SOD), esta enzima foi determinada em alíquotas pelo método de Misra 

e Fridovics (1972) com base na inibição da transformação da adrenalina em adrenocortical a 

pH 10,2, a qual foi maior nos rins de camundongos tratados com extrato de estigma de milho 

(16,03 U mg de proteína em relação às demais plantas) em comparação com as demais plantas 

utilizadas neste estudo (mirtilo e salsa) (MATKOVICS et al., 1977). A avaliação dos rins de 

camundongos tratados com extrato do estigma de milho na concentração de 75 nmol de guaiacol 

mg de proteína e da a glutationa peroxidase (GSH-Px) usando hidroperóxido de cumeno nos 

rins de animais que ingeriram estigma de milho (75,18 nmol GSH mg de proteína) foi 

considerada significante. Entretanto, os rins de animais que ingeriram o estigma de milho 
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apresentaram baixa atividade da CAT com a concentração de 49,11 nmol de H2O2 mg de 

proteínas, a qual foi aferida através de um espectrofotômetro a 240 nm. 

A ação reduzida da glutationa foi elevada nos rins de animais que ingeriram extrato do 

estigma de milho (187,14 nmol mg de proteína). A peroxidação lipídica foi medida por TBARS 

(quantidade de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) e os valores foram expressos como 

equivalentes de malonildialdeído (MDA); a calibração da curva foi preparada com 

malonyldialdeído bisdiacetal. A peroxidação lipídica foi reduzida com um valor de 4,20 nmol 

MDA mg de proteína nos rins. A capacidade de eliminar os radicais livres (RSC) foi 

determinada usando o DPPH. 

 

2.8.2 Atividade antiobesidade do estigma de milho 

 

Os efeitos antiadipogênicos nos extratos do estigma de milho estão intimamente 

relacionados aos seus metabólitos. Utilizando algumas ferramentas analíticas o estudo com o 

estigma de milho conseguiu identificar metabólitos que pertencem à classes químicas como por 

exemplo, flavonoides, polifenóis, derivados fenólicos. Esses metabólitos já foram 

correlacionados com a antividade antiobesidade. O estudo in vivo e in vitro com o estigma de 

milho em células pré-adipócitas 3T3-L1 e camundongos C57BL / 6 identificou uma flavona 

glicosilada que contribuiu para a inibição da aglomeração lipídica, tratamento com maysin (25, 

50, 75 e 100 mg mL), de modo dependente da dose, atenuou o elevado teor de triglicerídeos 

nos adipócitos por 0,27, 68 e 69%), diferenciação de adipócitos (a concentração de 75 e 100 

mg mL reduziu significativamente as expressões de PPAR-g em 37 e 51%, respectivamente), 

apoptose celular (25, 50, 100 e 200 mg mL por 24h minimizou de forma gradual a viabilidade 

celular  em 80%, 79%, 72%, e 53%, respectivamente, quando comparado com as células  do 

grupo controle (100%). Em uma concentração de 25mg kg a maysina (20) junto com uma dieta 

rica em gordura diminuiu o ganho de peso dos ratos (16.19 ± 0.67), quando comparada com a 

utilização da dieta gordurosa sem a maysina (22,02 ± 0.50) (LEE et al., 2017). 

No estudo de Aguirre et al. (2011), observou-se maior potencial antiobesidade para o 

extrato etanólico do estigma de milho. As classes químicas encontradas majoritariamente 

foram: flavonoides e fenólicos, quando comparado ao extrato etanólico do estigma de milho 

ceroso. A quercetina (19) é um flavonóide que apresenta atividade antiobesidade. Pois 

interrompe o ciclo de vida dos adipócitos diminuindo o peso corporal. 

Extratos metanólicos do estigma de milho foram administrados em ratos wistar e os 

exames bioquímicos apontaram atividade hipolipidêmica com média de colesterol de 
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79,12±3,77 mg dL para os ratos que consumiram a dieta com uma alta teor de colesterol junto 

com o estigma de milho na concentração de 400 mg kg, quando comparados com o grupo de 

ratos que só consumiram a dieta com um alto teor de colesterol o resultado foi de 111,16 ±1,85 

mg dL (AHMED; HAMZA; KOTOB, 2016).  

Os extratos etanólicos dos estigmas de milho doce (SP e SV) e de cerosos (KJ e KT) no 

estádio R3 foram analisados. E os extratos SP e SV exibiram como componentes principais, o 

glicosídeo de quercetina (63) e derivados (118,20 ± 2,55 mg 100 g peso seco), ácido ferúlico 

(62) (39,40 ± 0,75 mg 100g peso seco) e derivados da catequina (117,90 ± 10,04 mg 

equivalentes de catequina/peso seco 100g de fenóis). No KJ e KT, os principais compostos 

foram, o ácido p-cumárico (26,37 ± 1,06 mg 100 g de peso seco), derivados do ácido gálico 

(65) (93,19 ± 1,91 mg de equivalentes de ácido gálico 100g de peso seco) e derivados de 

catequina (109,34 ± 5,16 mg equivalentes de catequina 100 g de estigma seco). Estes compostos 

químicos apresentaram atividade anti-adipogênese e indução de lipólise.  (CHAIITTIANAN et 

al., 2016).  

 

2.8.3 Atividades antidiabética do estigma de milho 

 

No estudo de Guo et al. (2009), oonde a aloxana foi utilizada para induzir diabetes em 

camundongos e a utilização do extrato de estigma de milho reduziu efetivamente a 

hiperglicemia aumentando os níveis de insulina e recuperando as células β danificadas. Com a 

utilização do extrato aquoso de estigma nos respectivos camundongos diabéticos a glicemia (p 

<0,05) e a hemoglobina glicada (p<0,01) foram atenuadas em camundongos hiperglicêmicos 

induzidos por aloxana (ambos os indicadores com significância estatística). 

 Os extratos de acetato de etila e butanólico tiveram efeito anti-hiperglicêmico. Essa 

conclusão advém da diminuição da α-amilase (IC50 = 156,2 μg mL e 64,8 μg mL, 

respectivamente) e α-glicosidase (IC50 = 151,2 e 170,8 μg mL, respectivamente) em ensaios 

enzimáticos. No modelo de BSA-glicose o extrato de acetato de etila e o extrato butanólico 

impediram a formação de produtos finais de glicação avançada (IC50 = 156,8 μg mL e 174,2 

μg/ mL, respectivamente). O ensaio que avaliou a nefropatia uilizou extrato etanólico, acetato 

de etila, butanólico e aquoso, respectivamente. Estes apresentaram inibição de uma cultura 

significativa da produção de Col IV, FN e IL-6 em células mesangiais (glicose a 200 μg/mL) 

(WANG; ZHAO, 2019).  

No estudo de Chen et al. (2013), o polissacarídeo carboximetilado ativou maior 

capacidade inibidora de α-amilase diminuindo a digestão de carboidratos. A ordem decrescente 
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da atividade de inibição foi: polissacarídeo carboxilmetilado, derivado sulfatado do 

polissacarídeo, polissacarídeo sem modificação, derivado acetilado do polissacarídeo com os 

valores de IC50 de 5,33, 8,54, 10,07 e 10,31 mg mL, respectivamente. 

 No estudo de Guo et al. (2019) os polissacarídeos do estigma de milho (CSP) com os 

principais mecanismos moleculares inibiram a α-amilase e a α-glicosidase. A atividade de 

inibição da enzima α-amilase foi proporcionada pelos polissacarídeos, CSP1, CSP2 e CSP3, os 

respectivos resultados foram expressos em IC50: 0,18 mg mL, 0,13 mg mL, 0,17 mg mL e os 

valores de IC50 referente a ação dos mesmos polissacarídeos frente à α-glucosidase, foram: 1,60 

mg mL, 1,21 mg mL e 1,79 mg mL, respectivamente. O CSP também regulou a via de 

sinalização PI3K/Akt e promoveu a translocação de GLUT4 para a membrana plasmática.  Esta 

translocação amplia a captação de glicose nas células musculares esqueléticas de ratos L6. 

O trabalho de Pan et al. (2017), isolou o polissacarídeo (PCS2), este carboidrato 

composto por d-galactose, D-manose, D - (+) - glicose, D - (+) - xilose, L-arabinose e ramnose. 

O tratamento com PCS2 atenuou os níveis de glicose no sangue de camundongos tratados com 

glicose nas respectivas concentrações: 200, 500 e 800 mg kg de PCS2 foram diminuídos em 

17,97%, 33,85% e 33,11%, em relação ao do grupo com diabetes controlada. Os resultados 

mostram que PCS2 tem um efeito antidiabetes. 

 

2.8.4 Atividade anti-inflamatória do estigma de milho 

 

Wang et al. (2012) testaram a eficácia anti-inflamatória do extrato aquoso do estigma 

de milho em doses de 2 e 4g kg de peso corporal em ratos com pleurisia induzida por 

carragenina (Cg). Os resultados mostraram redução no nível de proteína C3 no grupo 4 onde 

estão inseridos os animais tratados com carragenina e administrados por via oral 4 g, em relação 

ao grupo controle 13.2 mg dl ±1.7 – p < 0.01), o menor nível de proteína C4 foi observado no 

grupo 4 (4.0 ± 0.3 mg dL, sem significância estatística em relação ao controle); o menor nível 

de TNF-α foi observado no grupo 4 em relação ao grupo controle (360.2±135.7 (pg mL – p < 

0.001); o menor nível de IL-1β  foi identificado no grupo 4  em relação ao grupo controle 

(666.0±49.3 pg mL - p < 0,05); o menor nível de VEGF-α foi encontrado no grupo 4 

(540.0±22.2 pg mL – p < 0.01); o menor nível de IL-17 foi identificado no grupo 4 (73.7±5.5 

pg/mL - p < 0.00). O estigma de milho é promissor para tratar doenças inflamatórias que causam 

estresse oxidativo. 

O estudo de Habtemariam (1998) mostrou uma possível opção para o tratamento de 

leucócitos regulados pelo TNF. O extrato etanólico atenuou a expressão de ICAM-1 com 50 e 
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65% de aderência no período de 4 e 18 horas de tratamento e diminuiu a expressão de ICAM-

1 estimulada pelo LPS (1 e 10 μg/mL) com 18 horas. Mostrando que o extrato etanólico possui 

atividade anti-inflamatória. No trabalho de Kim et al. (2017), o extrato etanólico do estigma de 

milho e o extrato etanólico com alto teor de maysina (20) na concentração de 10, 50 e 100 μg 

mL atuaram como promotor anti-inflamatório do LPS induzido por óxido nítrico e TNF- α. 

 

2.8.5 Atividades neuroprotetora do estigma de milho 

 

O estudo de Choi et al. (2014) testou o efeito da maysina (20), uma flavona glicosilada 

presente no estigma de milho coreano (Kwangpyeongok), contra o peróxido de hidrogênio. Este 

metabólito secundário induziu as células do neuroblastoma humano (SK-N-MC) à morte 

celular. A maysina diminuiu a toxicidade do H2O2 nas células SK-N-MC. A avaliação foi 

realizada por teste de viabilidade celular e liberação de LDH. Este agente também auxilia na 

formatação da dose de ERO intracelular e evita a clivagem do PARP. Esta flavona também 

diminuiu significativamente danos ao DNA e apoptose celular causado pelo H2O2. O pré-

tratamento com a maysina (20) (5-50 μg mL), durante um período de 2 horas aumentou de 

maneira considerável e dependente da dose os níveis de mRNAs de enzimas antioxidantes: 

CAT, GPx-1, SOD-1, SOD-2 e HO-μM, com o aumento de 2,49, 2,42, 2,40, 3,15 e 14,75 vezes, 

respectivamente. 

Kan et al. (2012) analisaram extratos etanólicos e extratos em acetato de etila de 

variedades de milho (Z. mays var. Intendata, Z. mays var. Indurata, Z. mays var. Everta e Z. 

mays var. Saccharata) por sua ação inibitória contra acetilcolinesterase (AChE), 

butiracolinesterase (BChE) e tirosinase em concentrações de: 50, 100 e 200 μg /mL -1.  A maior 

inibição da AChE foi realizada pelos extratos em acetato de etila de Z. mays var. Intendata 

(96,69 ± 2,06%) e var. indurata (92,73% ± 0,98%) à 200 μg mL -1. A maior inibição de BChE 

foi observada no extrato de acetato em etila de Z. mays var. everta. Apenas os extratos em 

acetato de etila (44,06%) e etanol (61,54% ± 4,84%) de Z. mays var. saccharata impediram 

tirosinase até 100 μg mL -1. 

 

 

 

2.8.6 Atividades antifadiga do estigma de milho 
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Hu et al. (2010) avaliaram a atividade antifadiga dos flavonoides do estigma do milho 

(FCS) após o isolamento destas substâncias. A atividade anti-fadiga da FCS foi investigada 

através de ratos submetidos a um exercício de natação. O tempo dos grupos clássicos de 

tratamento não foi superior ao do controle de crescimento (p <0,05). O tempo médio de natação 

do grupo de ratos que utilizaram inibiu a produção de ácido lático durante o exercício e o retardo 

do nitrogênio da uréia no sangue em qualquer exercício em relação ao grupo controle (p <0,05). 

A dose de glicogênio hepático dos ratos que utilizaram tratamento com flavonoides (taxa 

crescente de 260,71 e 281,25%) foi mais elevada em relação no grupo controle (p <0,05). Os 

resultados obtidos com o FCS podem aumentar a tolerância ao exercício. 

 O trabalho de Zhao et al. (2017) testou a atividade antifadiga do polissacarídeo (PCS) 

composto por ramnose, arabinose, xilose, manose, glicose e galactose. Esse estudo foi 

desenvolvido com PCS com o objetivo de prolongar significativamente o tempo de treinamento 

para o exercício em ratos machos foi utilizado polissacarídeos na concentração de 200 e 400 

Em fêmeas foram utilizados 400 mg kg (p < 0,05) para minimizar os níveis de nitrogênio da 

uréia circulante no sangue (p <0,05) e 26,7% (p < 0,01). O nível de nitrogênio para as fêmeas 

foi de 34,5% (p <0,05) e 34,8%, quando utilizada uma concentração de 400 mg kg, ambos 

conseguiram uma eliminação do ácido lático (machos p < 0,05 e fêmeas p <0,01). O aumento 

de ácido lático ocorreu conforme as atividades de lactato desidrogenase (p <0,05) e os dados 

de glicogênio hepático foram encontrados em relação aos machos (p < 0,01). O PCS foi testado 

nas concentrações de 100, 200 e 400 mg kg e obteve um aumento relevante de 66,33% em 

relação ao grupo controle. A concentração de 400 mg kg de peso corporal fornece uma dose 

mais eficiente para a atividade antifadiga em camundongos machos e fêmeas. Corroborando 

com o estudo anterior esta aplicação teve diminuição da fadiga. 

 

2.8.7 Atividades antidiurética do estigma de milho 

 

O estigma de milho é tradicionalmente utilizado para o tratamento de edema, cistite, 

gota e litíase renal. O estudo de GRASES et al. (1993) demonstrou que o volume da urina de 

ratos que ingeriram uma dieta padrão mais o estigma de milho com água por infusão (2 g L) 

teve um volume de urina maior (23.8 ± 3.3) em relação aos ratos do grupo controle (17.0 ± 2.3) 

que consumiram a dieta padrão com água. Vale ressaltar que houve diferença estatística do 

grupo que utilizou o estigma de milho em relação ao controle. 

No estudo de Pinheiro et al. (2011) foi avaliado a atividade do extrato aquoso do estigma 

de milho, considerando a influência de água no rim, eletrólitos e a pressão arterial em ratos 



41 

 

Wistar anestesiados. Três grupos foram avaliados: o grupo controle recebeu de forma 

intragástrica de 1mL de água destilada; o segundo grupo recebeu de forma intragátrica 1 mL 

do extrato do estigma de milho a 20%; o grupo 3 recebeu de forma intragástrica 1 mL de solução 

com furosemida. O volume de urina na bexiga também foi avaliado com o intuitto de calcular 

o fluxo de água de a cada 30 minutos e quantificar os íons de sódio (Qe (Na+)). O grupo controle 

apresentou a menor excreção com 67% (p>0,05), no grupo tratado com o extrato de estigma de 

milho o resultado referente a excreção foi de 127,5% (p>0,05), mas a maior excreção de sódio 

advém do uso da furosemida com excreção de 300% (p>0,001). 

 A excreção de potássio (Qe (K+)) no grupo controle foi baixa, entretanto o grupo que 

recebeu extrato do estigma de milho apresentou excreção de 62% (p>0,05), contudo, o grupo 

que recebeu a furosemida apresentou excreção de 155% (p>0,05). Em relação ao efeito 

diurético, o grupo controle não exibiu modificações relevantes (58%, p > 0,05) em relação ao 

período basal, o grupo tratado com o estigma de milho exibiu aumento de 135% (p > 0,05) em 

relação ao período basal e o grupo tratado com a furosemida, este apresentou excreção de 65%, 

p > 0,05) em relação ao período basal. Os resultados exibiram que extrato do estigma de milho 

tem atividade diurética, entretanto não atua como um diurético de alto potencial, pois não 

atenuou consideravelmente o potássio e sódio quando comparado com à furosemida.  

O estudo de Vranješ et al. (2016) avaliou os efeitos dos extratos do estigma de urtiga, 

salsa e milho na diurese e composição eletrolítica no rim de camundongo da variedade Mus 

musculus albino NMRI. O maior efeito na quantidade de K+ foi identificado no estigma de 

milho.  O resultado mais relevante foi observado com 7 dias de utilização do estigma de milho 

(219,17 mmol L). A quantidade de Na+ foi maior nos dois primeiros dias (347,98 e 397,01 

mmol L, respectivamente). 

O estudo de Solihah et al. (2015) avaliou o efeito de diurese do estigma de milho 

utilizando dose dose-resposta no rato Sprague-Dawley. Quantidades de 400, 500, 600, 700 e 

800 mg kg. A urina aumentou com os níveis de dosagem de 400-600 mg kg, com variação de 

14,06 a 20,13 mL. O teor de Na+ foi significativamente maior em relação ao controle negativo 

nas doses de 500, 600, 700 e 800 mg kg (62,75 ± 3,60; 63.50 ± 1.79; 58.67 ± 3.74; 62.33 ± 

3.28). Mais uma vez uma atividade diurética relevante do extrato do estigma de milho. 

 

2.8.8 Atividades tóxica do estigma de milho 

 

O estigma de milho é amplamente utilizado na medicina chinesa para tratar várias 

patologias e distúrbios. O estudo de toxicidade realizado por Wang et al. (2011) foi aplicado 
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em ratos Wistar machos. Na busca por contaminantes não foi encontrado nenhum valor que 

ultrapasse a referência limite. Não foi identificado efeitos adversos vinculados ao tratamento 

com o estigma de milho considerando os parâmetros hematológicos em fêmeas e machos. Este 

estudo concluiu que o estigma de milho não apresenta efeitos adversos demonstrando segurança 

no consumo. 
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Tabela 1- Compostos, estruturas químicas, atividades farmacológicas descritas em estudos fitoquímicos e farmacológicos do estigma de milho (Zea mays L.) 

Número Metabólitos Estrutura Atividade Referência 

1  

Ax-5 "-metano-3'- 

metoximisina 
 

 

Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013) 

2  

7,4'-di-hidroxi-3'-

metoxiflavona-2 "-O-α-

L-ramnosil-6-C-

fucosídeo 

 

Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013) 

3  

2 "-O-α-L-ramnosil-6-C-

3" - desoxiglucosil-3’-

metoxiluteolina  

Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013) 

4  

Ax-4 '' - hidroxi-3 -'- 

metoximisina 

 

Antioxidante 
(REN, 2018; BORS et al., 1990; WAISS et al., 1979; 

PIETTA, 2000; SNOOK, et al., 1993) 

5  

6, 4’-di-hidroxi-3’-

metoxiflavona-7-

glucosídeo)  

Antioxidante (REN; QIAO; DING, 2013) 
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6  Glicose de vaniloil 

 

Antioxidante 
(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017) 

7  

Naringenina 4'-O-

glicosídeo 
 

Antiobesidade 
CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017) 

8  Ácido cafeico 
 

Antioxidante e antiobesidade (ŽILIĆ et al., 2016; NARITA, et al., 2012) 

9  Ácido p-coumarico 
 

Antiadipogênese e antioxidante 
(EBRAHIMZADEH; POURMORA; HAFEZI, 2008; 

CHAIITTIANAN et al., 2016) 

10  Ácido 1-cafeoilquínico 

 

Antioxidante (ŽILIĆ et al., 2016) 

11  Ácido 4-O-cafeoilquínico 

 

Antioxidante (ŽILIĆ et al., 2016) 

12  Ácido 5-O-cafeoilquínico 

 

Antioxidante (ŽILIĆ et al., 2016) 

13  P-coumaroilquinico 

 

Antioxidante (ŽILIĆ et al., 2016) 
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14  Ácido 3-O-cafeoilquínico 

 

Antioxidante 

(ŽILIĆ et al., 2016) 

 

15  Luteolina 

 

Antioxidante, antimicrobiana, anti-

inflamatória, quimiopreventiva, 

quimioterapêutica, cardioprotetora, 

antidiabética, neuroprotetora e 

antialérgica 

(YU et al., 2008; BAEK et al., 2017 ; BAEK et al., 

2016 ; CHOI et al., 2017 ; LOPEZ-LAZARO, 2009 ; YU 

et al., 2017 ) 

16  Formononetina 
 

Antitumoral, anti-inflamatória e 

anti-dislipidemia 
(YU et al., 2008; TIAN et al., 2013; WU et al., 2017) 

17  Apigenina 

 

Antiproliferativa, anti-inflamatória, 

anti-obesidade, antioxidante e 

anticncer 

(YU et al., 2008; VARGO et al., 2006; PAREDES-

GONZALEZ et al, 2014) 

18  Quercetina 

 

Antiadipogênese, atividade 

lipolítica, antioxidação, anti-

inflamatória, imunomoduladora e 

anticâncer 

(AHN et al., 2008; GONZÁL CASTEJÓN; 

RODRIGUEZ-CASADO, 2011) 
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19  Maisina 

 

Anticancerígena, antibiótica, 

neuroprotetora, imunomoduladora 
(WAISS et al., 1979; LEE et al., 2014; CHOI et al, 2014) 

20  Apimaisina 

 

Antibiótica 
(WAISS et al., 1979; SNOOK, et al., 1993; LEE et al., 

1998) 

21  Ácido protocatecuico 
 

Antioxidante, anti-hiperglicêmica e 

neuroprotetora 

(EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008; 

MASELLA et al., 2012) 

22  Ácido vanílico 
 

Antioxidante, anti-inflamatória, 

neuroprotetora 

(EBRAHIMZADE; POURMORAD; HAFEZI, 2008; 

SINGH et al., 2015) 

23  Ácido hidroxicinâmico 
 

Anti-hipersensiva, anticâncer, 

diabetes tipo 2 e aterosclerose 

(EBRAHIMZADEH; POURMORAD; HAFEZI, 2008; 

(JAISWAL et al., 2011a, JAISWAL et al 2011b, 

JAISWAL et al 2014a, JAISWAL et al 2014b; 

NARVAEZ-CUENCA et al., 2012 ) 
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24  6,11-oxidoacor-4-eno 

 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

25  Citronelol  

Antifúngica, antibacteriana, 

antinociceptiva, anti-piolhos, 

repelente, anti-alérgica, anti-

inflamatória, antiespasmódica, 

antidiabética, anticolesterol, anti-

hiperalgésica, antiansiedade e 

anticonvulsivante 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

BRITO et al., 2012; KOTAN; KORDALI; CAKIR, 2007; 

VIOLLON; CHAUMONT, 1994; GONZALEZ-

AUDINO, 2011; MICHAELAKIS et al., 2014; 

KOBAYASHI et al., 2016; ABE et al., 2003; SADRAEI 

et al., 2013; SRINIVASAN; MURUGANATHAN, 2016, 

BATUBARA et al.,  2015; BRITO et al., 2015; UMEZU 

et al., 2002; de SOUSA et al., 2006) 

26  (E) -3-pinanona 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY, SHIBAMOTO, 2007) 

27  Ledol 

 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

28  Globulol 

 

Sedativa e antimicrobia 

na 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

SILVA et al., 2013; TAN et al., 2008) 

29  Novo-iso-3-tujanol 
 

NT 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

SILVA et al., 2013; TAN et al., 2008) 

30  Hidrato de cis-sabineno 
 

Antioxidante 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007; 

BERETTA et al., 2011;  MEZZA et al., 2018) 
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31  Timol 
 

Antioxidante antimicrobiana 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

OLMEDO; NEPOTE; GROSSO, 2014; YANG;  KHAN; 

KANG et al., 2015; VALCOURT et al., 2016) 

32  

(1S, 5R, 6S) -2,7,7-

trimetilbiciclo [3.1.1] 

hept-2-en-6-ol 
 

NT 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

SILVA et al., 2013; TAN et al., 2008) 

33  Tujopsadieno 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007) 

34  7-epi-R-selineno 
 

Antimicrobiana 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

ALARCÓN et al., 2015) 

35  o-cimeno 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

36  Ácido isovalérico  NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007) 

37  (E) -hexen-2-al  NT EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

38  Cubenol 
 

Antimicrobiana 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

SOLÍS et al., 2004) 

39  Tricicleno 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 
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40  alfa-pineno 
 

 

Antioxidante, inflammatoria, 

antinociceptiva, antibacteriana, 

antifúngica, antiulcerogênica, anti-

leichmania, anticâncer e 

antiulcerogênica 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

RATHER et al., 2012; WANG, C. Y.; WANG, S. Y.; 

CHEN, 2008; KIM et al., 2015; HIM et al., 2008; 

NISSEN et al., 2010; HONG et al., 2004; PINHEIRO et 

al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; CHEN et al., 2015; 

WANG et al., 2012) 

41  Cânfora 
 

Antioxidante e antimicrobiana 
(EL-GHORAB, EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

KADRI; ZARAI,  2011; AKARCHARIYA et al., 2017) 

42  Acetato de citronelilo  

Antihepatoma, pró-apoptótica, 

fungicida, larvicida, bactericida, 

repelente / inseticida 

Antinociceptiva e antitumoral 

SHEN; CHEN; DUH, 2012; RAMEZANI, 2006; SINGH; 

DHIMAN; MITTAL, 2007; MULYANINGSIH et al., 

2011; SIRIPORN; MAYURA, 2012, RIOS et al., 2013) 

43  

Acetato de novoisodi-

hidrocarveol  
NT 

EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

KADRI; ZARAI,  2011; AKARCHARIYA et al., 2017) 

44  

Cis-carveol 

 

 

 NT 
EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007; 

KADRI; ZARAI,  2011; AKARCHARIYA et al., 2017) 

45  Viridiflorol 

 

Antimicobacteriana, anti-

inflamatória e antioxidante. 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

TREVIZAN et al., 2016) 
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46  1-epi-cubenol 

 

Antifúngica 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

SAROJ et al., 2015) 

47  P-cimeno-7-ol 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007) 

48  Selina-3,7 (11) -dieno 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

49  Eugenol 
 

Antifúngica, antibacteriana, anti-

inflamatória, antimutagênica e 

antioxidante 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

JAGANATHAN et al., 2010; ROTH-WALTER et al., 

2014; CUSTÓDIO et al., 2010) 

50  Verbena  NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

51  Sabineno 
 

Antioxidante, antifúngica e anti-

inflamatória 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

BERETTA et al., 2011; VALENTE et al., 2013) 

52  

(1S, 6R) -3,7,7-

trimetilbiciclo [4.1.0] 

hept-2-eno 

 Antinociceptiva e anti-inflamatória 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

HUANG et al., 2019) 

53  Cis-alfa-terpina 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

54  Transcarveol 
 

Antifúngica 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY;  SHIBAMOTO, 2007; 

ADAM et al., 1998) 
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55  Carvacrol 
 

Antimicrobiana e antioxidante 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

DIDRY; DUBREUIL; PINKAS, 1994; OLMEDO; 

NEPOTE; GROSSO, 2014) 

56  

(1aR, 4aR, 7R, 7aR, 7bS) 

-1,1,7-trimetil-4-

metilideno-2,3,4a, 

5,6,7,7a, 7b-octa-hidro-

1aH-ciclopropa [e] 

azuleno 

 
Antimicrobiana 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

MULYANINGSIH et al., 2011) 

 

57  Acor-4-eno (6,11-óxido) 
 

NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

58  Germacreno (B) 
 

Antimicrobiana 
(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

KUMAR, TYAGI, 2013) 

59  

Óxido de beta-

himachaleno  
NT (EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007) 

60  Farnesol  

Citotóxica, antiprotozoária, 

antibacteriana, antifúngica, 

antitumoral, antinociceptiva 

(EL-GHORAB; EL-MASSRY; SHIBAMOTO, 2007; 

AU-YEUNG et al., 2008, VERAS et al., 2017, 

HISAJIMA et al., 2008; LIU et al., 2010; LEE et al., 

2015, DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013) 

61  Ácido ferúlico 
 

Antioxidante (CHAIITTIANAN et al., 2016) 
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62  Glicosídeo de quercetina 
 

 

Antioxidante (CHAIITTIANAN et al., 2016) 

63  

(-) - Galato de 

epigalocatequina 

 

Antiproliferação, apopitótica, 

adipogênese 

(CHAIITTIANAN et al., 2016; HUNG et al., 2005; KIM; 

HIRAISHI; TSUCHIYA; SAKAMOTO, 2010; 

SAKURAI et al., 2009) 

64  Ácido gálico 

 

Antioxidante, antiviral, 

antibacteriano e antifúngica, 

anticâncer 

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017; FARIED et al., 2007;  

AYAZ et al., 2005; WANG; PROVAN; HELLIWE, 

2003; SINGH. et al., 2016) 

65  Naringenina 
 

Anti-inflamatória 
(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017; JIN et al., 2017) 

66  Ácido clorogênico 

 

Antioxidante 
HARMON; HARP, 2001; HSU et al., 2006; WILLIAMS 

et al., 2013) 

67  Ácido quínico 

 

Antioxidante e antiobesidade 
(PERO; LUND; LEANDERSON, 2009; NARITA, et al., 

2012) 
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68  Isoorientina 

 

Antioxidante (WIDSTROM; SNOOK, 1998 ; DEEPHA et al., 2014) 

69  Cianidina-3-glicosídea 

 

Neuroprotetora, antioxidante e 

antidiabética 

PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; 

PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA; RIVAS-

GONZALO, 2002; PEDRESCH; CISNEROS-

ZEVALLOS, 2007; CÁSEDAS et al., 2018) 

70  Cianidina 

 

NT 
(AOKI, KUZE; KATO, 2001; CHAIITTIANAN; 

SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017) 

71  Pelargonidina 

 

Antioxidante 

(AOKI, KUZE; KATO, 2001; CHAIITTIANAN; 

SUTTHANUT; RATTANATHONGKOM, 2017; NODA 

et al., 2002) 

72  

Pelargonidina 3-

glicosídea 

 

Anti-inflamatória e antioxidante 

PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; 

PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA;  RIVAS-

GONZALO, 2002; ROY; SEM; CHAKRABORTI, 2008) 

73  Delfinidina 

 

Atividade antitumoral, 

antioxidante, anti-inflamatória, 

antiangiogênica e antimutagênica. 

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT, RATT; 

NATHONGKOM, 2017; JEONG et al., 2016; NODA et 

al., 2002;  FAVOT et al., 2003; AZEVEDO et al.,2007) 
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74  Petunidina 

 

Antioxidante 

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017; JIMÉNEZ et al., 2010) 

 

 

75  Peonidina 

 

Antioxidante 
(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017; SUN et al., 2018) 

76  

Peonidina 3-

monoglicosídea 

 

Antioxidante 

PEDRESCHI.; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007; 

PASCUAL-TERESA; SANTOS-BUELGA;  RIVAS-

GONZALO, 2002) 

77  Malvidina 

 

Inibidora da sinalização 

oncogênica, anti-hipertensivo, anti-

inflamatória, antitumoral e 

antioxidante 

(CHAIITTIANAN; SUTTHANUT; 

RATTANATHONGKOM, 2017; BABA et al., 2017; LEE 

et al., 2013; HUANG et al., 2014; MARKO et al., 2004; 

MATSUNAGA et al., 2009) 

78  Hesperidina 

 

Analgésica, anti-inflamatória, 

antioxidantes, anti-hipertensivo, 

antiviral, anticâncer, moduladora 

de marcadores inflamatórios e 

expressão gênica 

(EBRAHIMZADEH, POURMORAD, HAFEZI, 2008; 

COELHO; HERMSDORFF; BRESSAN, 2013) 

Fonte: Autoria própria (2020)
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o metaboloma e atividades antioxidante, antimicrobiana e citotóxica de extratos 

do estigma de milho ((Zea mays L.) de variedade híbrida. 

 

3.2 Objetivos específico 

 

- Obter os extratos do estigma de Zea mays L. in natura e de seu produto comercial 

- Determinar as atividades antioxidante e teor de fenóis totais dos extratos; 

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente às bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, bem como fungos não filamentosos; 

- Avaliar os efeitos do tratamento com os extratos na viabilidade de células da linhagem tumoral 

de glioma de rato (C6); 

- Definir o metaboloma dos extratos obtidos a partir das técnicas de cromatografia líquida de 

alta performance e da gasosa, ambas acopladas a espectrometria de massas; 

- Correlacionar as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotóxica com os compostos 

bioativos identificados nos extratos obtidos. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Obtenção das amostras e preparação dos extratos 

 

O estigma do milho (Zea mays L.) foi obtido através das sementes híbridas AG1051. 

Esta semente é de ciclo semiprecoce, alto porte, sendo muito utilizado por agricultores 

familiares por exibir um elevado potencial produtivo. Utilizada para silagem por apresentar 

grande produção de massa verde com elevada digestibilidade, além de tudo, se destaca no 

mercado de milho verde e pamonha por causa da sua produção uniforme de maturação e grande 

aceitação pelos consumidores (SEMENTES AGROCERES, 2012).  As amostras foram 

cultivadas na fazenda experimental do Centro de Ciências Agrárias, Ambientais e Biológicas 

da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia, em 3 de abril de 2018. Com o objetivo de 

preparar os extratos as primeiras amostras foram coletadas no dia quatro de junho (primeiro 

estádio reprodutivo) e a última amostra foi coletada no dia vinte e quatro de junho de 2018 

(terceiro estádio reprodutivo) no município de Cruz das Almas, que é localizado na região 

fisiográfica do Recôncavo Baiano apresentando as coordenadas geográficas de 12º40'19 "S, 
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39º6'23" W e altitude de 220 m. O clima é subúmido e apresenta precipitação de 1.170 mm que 

pode variar entre 900 e 1.300 mm.  Entre março e agosto os meses apresentam mais chuva e 

entre setembro e fevereiro são mais secos. A temperatura média anual é de 24,1° C e o solo é 

classificado como Latossolo Grosso de textura argilosa e relevo plano (RIBEIRO et al., 1995). 

As amostras foram divididas em três grupos. O primeiro grupo abrange amostras in 

natura coletadas no estádio reprodutivo 1. Este estágio que compreende o período de 7 a 10 

dias após a antese, ou seja, 60 a 65 dias após o período de emergência das primeiras folhas da 

planta chamadas de coleóptilos. O segundo grupo abrange amostras in natura coletadas no 

estádio reprodutivo 3. Este estágio compreende o período de 15 dias após a polinização que 

acontece no estádio de embonecamento (MAGALHÃES; DURÃES, 2006). O terceiro grupo 

compreende amostras comerciais do estigma do milho adquiridas através da compra em loja de 

produtos naturais em Salvador – BA. Vale salientar que este produto foi dispensado de registro 

conforme ANVISA- RDC N° 277, DE 22 de setembro de 2005. 

 

Figura 4 - Modelo de maceração para obtenção dos extratos do estigma de milho (Zea mays L.) 

 

 

 

Os três grupos de amostras foram secas em temperatura ambiente (25°C) e trituradas 

até atingir a textura de um pó fino, seguido da utilização de três solventes para extração do ou 
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dos princípios ativos solventes (hexano, acetato de etila e etanol). Cada grupo foi subdividido 

em 2 subgrupos. O subgrupo 1 foi submetido à extração direta com etanol e o subgrupo 2 sofreu 

extrações sucessivas por ordem de polaridade crescente (hexano, acetato de etila, e etanol). A 

extração foi realizada por 72h por três vezes. Os solventes foram removidos sob pressão 

reduzida a 40 °C utilizando um rotaevaporador a vácuo, marca: Fisatom, modelo 

801evaporador rotativo (4000 Laborota echo, Alemanha). As amostras permaneceram no 

exaustor à temperatura ambiente (25 °C) até a completa evaporação de todo o solvente residual 

e os extratos estarem completamente secos. Foram obtidos quatro extratos de cada amostra, 

totalizando doze extratos (Figura 4). 

 

Tabela 2 - Extratos do estigma de milho (Zea mays L.) obtidos a partir das amostras e suas respectivas siglas 

Amostra Extrato Sigla 

Estigma de 

milho in natura – 

estádio R1 

 

Extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 E1R1 

Extrato hexânico produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 

HR1 

Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 

EAR1 

Extrato etanólico 2 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 

que sofreu extrações sucessivas previamente E2R1 

Estigma de 

milho in natura – 

estádio R3 

 

Extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3 E1R3 

Extrato com hexano produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3 HR3 

Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3 EAR3 

Extrato etanólico 2 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 2 sofreu 

extrações sucessivas previamente 

E2R3 

Estigma de 

milho– comercial 

Extrato etanólico 1 produzido com a amostra comercial CE1 

Extrato hexânico produzido com a amostra comercial CH 

Extrato com acetato de etila produzido com a amostra comercial CEA 

Extrato etanólico 2 produzido com a amostra comercial que sofreu extrações 

sucessivas previamente 

CE2 

 

Fonte: Própria autoria (2020). 

 

 

 

 

 

 

4.2 Ensaio do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) 
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A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-

picril-hidrazil (DPPH) (SANTOS et al., 2018). Inicialmente, 1mL de DPPH (120 mmol L- 1; 

metanol) foi adicionado a 1mL de cada extrato (foi diluído em metanol) para fornecer 2mL da 

mistura de reação com a concentração final dos extratos variando de 77 a 1000 μg mL -1. A 

absorbância foi aferida a 517 nm após 30 min de reação. Foi utilizado como branco o metanol 

e a solução de DPPH (1,0mL; 120 mmol L - 1) e etanol (1,0mL) como controle negativo. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos através do valor 

da concentração que representa a quantidade de substância antioxidante necessária para reduzir 

em 50% (IC50) a concentração inicial de DPPH. Para análise estatística foi utilizado um 

programa computacional de análises estatística chamado SIRVAR. Os resultados foram 

exibidos através de média e desvio padrão. 

 

4.3 Determinação de fenóis totais  

 

A determinação do do conteúdo de fenóis totais foi realizada pelo método de Folin-

Ciocalteau (SANTOS et al., 2018). Inicialmente, 100 μL do extrato (2 mg mL − 1 em metanol) 

foram misturados com 50μL do reagente de Folin-Ciocalteu e 750μL de água. Posteriormente, 

100µL de carbonato de sódio (Na2CO3, 15% p / v) foi acrescida à solução atingindo um volume 

final de 1mL. A mistura reacional foi condicionada no escuro por 120 min. Após esse tempo, a 

absorbância foi lida a 725 nm (VersaMax ™ Microplate Reader, EUA). A curva analítica do 

padrão de ácido gálico foi utilizada para calcular o conteúdo fenólico total nos extratos e os 

resultados foram expressos em mg EAG g de extrato seco. Foi utilizado como branco uma 

solução contendo metanol e todos os reagentes, exceto os extratos. Para análise estatística foi 

utilizado um sistema computacional de análises estatística chamado SIRVAR. Foi avaliada a 

significância entre as amostras (p < 0,05), este teste realiza comparações múltiplas usando 

bootstrap, utilizando assim o teste Tukey. Os resultados foram proferidos através de média e 

desvio padrão. Todas as culturas foram adquiridas da Coleção de Culturas Tropical da Fundação 

André Tosello. 

 

 

 

4.4 Atividades antimicrobiana  
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A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada através da microdiluição sucessiva 

em placas de 96 poços e a concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada (SANTOS et 

al., 2018). Para isto, foram utilizados os microrganismos Bacillus subtilis (ATCC 6633), 

Bacillus cereus (CCT 0096), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 94863), 

Pseudomonas aeruginosa (CCT 0090), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Candida 

albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (CCT 0728). Caldo nutriente (Acumedia, EUA) e extrato 

de levedura e malte (Acumedia, EUA). Foram utilizados como meios de cultura para o 

crescimento de bactérias e fungos, respectivamente.  Foi utilizado 10 mg de extrato dissolvidos 

em 975 μL de dimetilsulfóxido DMSO, 25 μL de Tween e 4 mL de água destilada. As placas 

foram incubadas a 36 ° C (24 h) e 26 °C (72 h) para e crescimento de bactérias e fungos, 

respectivamente. Cloranfenicol (0,19 – 25 μg mL -1) e garamicina (0,39 – 5,0 μg mL-1) Os 

extratos foram dissolvidos em 20% de DMSO (v/v) ou em Tween a 20% (v/v), os quais fazem 

parte do controle negativo. Os extratos foram considerados ativos quando inibiram o 

crescimento microbiano em concentrações abaixo ou igual a 500 μg mL – 1. A CIM foi 

estabelecida pela menor concentração do extrato que limita o crescimento visível do 

microrganismo utilizado. Dos poços que apresentaram ausência de turbidez, 10 μL do conteúdo 

foram inoculados em meio de cultivo sólido, como ágar nutriente ou ágar de levedura e malte 

para avaliar se a atividade foi microbiostática ou microbicida. Todas as amostras foram testadas 

em triplicata. 

 

4.5 Atividade citotóxica 

4.5.1 Cultura de células de glioma murino (C6) 

 

As linhagens de glioma murino (C6) foram obtida nos hemisférios cerebrais de ratos 

Wistar e advém do banco de células do Laboratório de Neuroquímica e Biologia Celular 

(LabNq) do Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia. Estas foram 

conservadas com 90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfóxido à razão de 1,5 – 

2,0 x 106 células/mL e condiocionadas em tubos de criopreservação à -196º (nitrogênio líquido). 

As linhagens de células C6 derivam de tumores gliais de rato induzidos por N-nitrosometilureia 

(BENDA et al. 1968).  Estas foram cultivadas a uma densidade de 2,5 × 103 células/cm2 

(SANTOS et al., 2015). As células foram suspensas em meio Dulbecco (DMEM, Cultilab, SP, 

Brasil), suplementadas com 100 UI mL penicilina G, 100 µg mL de estreptomicina, 2 mM de 

L-glutamina, 0,011 g e 10% de soro fetal bovino (Cultilab, SP, Brasil), semeadas em placas de 
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cultura em poliestireno (TPP, Suíça) e incubadas numa atmosfera umidificada com 5% de CO2 

à 37 ° C, até atingir 80% de confluência. O meio foi removido e as células foram liberadas para 

incubação com tripsina (GIBCO® Invitrogen Corporation, Canadá – USA - 0, 05%) e 0,002% 

de ácido etileno diamino (EDTA) e acondicionadas por 2 minutos na incubadora à 37º C. A 

ação enzimática foi contida com meio de cultura suplementada com soro fetal bovino (10%). 

Posteriormente as células foram tratadas em tampão fosfato (PBS) com pH 7,4. As células 

foram centrifugadas à 800 rpm por 5 minutos, ressuspendidas em meio DMEM. Estas células 

foram deslocadas para placa de poliestireno de 96 poços (TPP) numa concentração final de 

10.000 células por poço. As células (10 µL) foram transferidas para câmara de Neubauer para 

contagem.  

Após 24h do plaqueamento das células foram tratadas com extrato do estigma de milho 

na concentração de 100 µg mL-1 (1µL solução estoque* + 999 µL meio DMEM), este processo 

é chamado de tratamento. A solução estoque continha 100 mg mL-1  = 10 mg do extrato + 100 

µL de DMSO  

O grupo controle foi tratado com DMSO diluído no meio de cultura no volume 

equivalente máximo utilizado nos grupos tratados (0,1%). As placas foram mantidas por 24 

horas à 37º C e 5% de CO2. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em três experimentos 

independentes com 8 replicatas por ensaio 

 

4.6 Teste de viabilidade celular 

 

O teste de viabilidade celular utilizado foi o MTT, (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio. Esse ensaio colorimétrico tem o objetivo de medir a atividade metabólica de 

desidrogenases das mitocôndrias em células vivas. Este teste é baseado no princípio da 

conversão do substrato de cor amarela (MTT) pela clivagem do sal amarelo tetrazólico para 

cristais de formazan de cor púrpura por céluas metabolicamente ativas (HANSEN et al., 1989). 

Após 24 horas de tratamento das células a viabilidade celular foi medida em placas de 

de cultura pelo método clássico MTT. O reagente de MTT dissolvido em PBS foi adicionado a 

cada poço (concentração final de 1 mg mL). Após incubação de 2h à 37º C e 5% de CO2, 100 

µL/poço de duodecil sulfato de sódio (SDS) à 20% (p/v) em dimetilformamida (DMF à 50% 

em água, pH 4,7) foi adicionado para lisar células. As células foram mantidas por 12 horas à 

37°C. A absorbância foi então medida à 570 nm utilizando um leitor de microplacas (Thermo 

Scientific Varioskan® Flash).  
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Os experimentos foram repetidos por três vezes e os resultados apresentados com a 

porcentagem da viabilidade (media e desvio padrão) em relação ao controle. Para as análises 

estatísticas foi utilizado o software GraphPad Prim 8.0.2, primeiramente foi utilizado um teste 

de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino e Pearson e teste de Shapiro-

Wilk). Os dados foram demonstrados em média, os testes paramétrios feitos nos grupos tratados 

e controle utilizaram a análise de variância (ANOVA) e o teste de variadas comparações de 

Bonferroni. Foi utilizado p < 0,05 como referência de significância. 

 

4.7 Análises de metabolômica 

4.7.1 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-EM) 

 

As análises CG-EM foram realizadas em um sistema de cromatografia composto pelo 

Cromatógrafo Gasoso CG-2010, detector de massas modelo QP-2010 Plus, aquisição de dados  

no modo SCAN e Injetor Automático AOC-20i. Foi utilizada coluna caplilar de sílica fundida 

OV-5 (5% de grupos fenila em metil silicone), com 30 m de comprimento, 0,25mm de diâmetro 

interno e 0,25 μm de espessura de fase), ionização por impacto eletrônico com 70 eV, analisador 

quadrupolo e injetor split/splitless, operando no modo simples. A temperatura do injetor e 

detector foi mantida à 250ºC.  A rampa de aquecimento do forno cromatográfico varia de 80º 

C até 260 ºC a uma taxa de 3 ºC/min, permanecendo 10 minutos nesta temperatura. 

Inicialmente, um miligrama de extrato seco foi dissolvido em uma solução com metanol e 

ribitol (1,0 mg mL-1) para preparar uma solução estoque (1 mg mL -1).  

 Para análises CG-EM, 200 μL da solução estoque foram evaporados usando um 

concentrador a vácuo (Thermo Scientifici SPD1010, EUA). O próximo passo foi a 

derivatização utilizando solução com 95 μL de methoxiamina (4 mg mL -1) em piridina e as 

amostras foram condicionadas por 30 min à 60 ºC. Posteriormente, foi feita a derivatização por 

sililação, adicionando 95 μL de N-Metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) mais 

1% (v / v) de trimetilclorosilano (TMCS). 

 

 

 

4.7.2 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas de alta 

resolução (CLAE-EM).  
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As análises de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de 

massas foram realizadas usando um sistema de cromatografia líquida (Prominence, Shimadzu 

Co., Japão) acoplado a um espectrômetro de tempo de quadrupolo de massa (microTOF II, 

Bruker Daltonics, Alemanha). A separação foi feita em coluna C18, tamanho do poro: 100 Å, 

150 mm x 3 mm, tamanho da partícula: 2,6 µm, marca:  Kinetex®, número de referência 00F-

4462-YC condicionada à 40 °C, acetonitrila e água de grau-HPLC, ambos acidificados com 

0,1% (v / v) de ácido fórmico, usado como uma fase móvel. A coluna foi recondicionada com 

25% de B por 3min. O fluxo foi de 0,2 mL / min - 1. A espectrometria de massas foi operada em 

placa positiva com 3,2 kV na interface ESI e 350 ° C em gás seco. Os espectros de varrimento 

completo foram adquiridos de 50 a 1000 m / z. Inicialmente, um miligrama de extrato seco foi 

dissolvido em acetonitrila de grau HPLC (1,0 mL) para preparar uma solução estoque (1 mg 

mL - 1). Em seguida, 500μL da solução-mãe foram diluídos em 500μL de acetonitrila e injetados 

diretamente no equipamento. 

 

4.7.3 Processamento de dados e identificação de compostos 

Processamento de dados e identificação dos compostos a partir da CG-EM 

  

Os dados brutos foram processados pelo software ChromaTOF 2.0 (Leco Instruments), 

seguido pelo alinhamento dos cromatogramas usando o software MetAlign. O MSClust foi 

utilizado para remover a redundância do sinal do metabólito em tabelas alinhadas de pico de 

massa e recuperar informações espectrais de massa dos metabólitos usando o agrupamento de 

pico de massa. Os espectros de massa obtidos foram utilizados para identificação por tentativa 

de combinação com bibliotecas espectrais (Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia 

[NIST08] e banco de dados do metaboloma Golm [http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/]). 

 

Processamento de dados de CLAE-EM 

 

Foi utilizado o software de bioinformática XCMS online para processar dados de 

cromatografia líquida / espectrometria de massas metabolômicos não direcionados. O XCMS 

online forneceu solução para o fluxo de trabalho metabolômico não direcionado completo, 

incluindo detecção de recursos, correção do tempo de retenção, alinhamento, identidades 

supostas de cada metabolito através do banco de dados de metabólitos e classes químicas 

(METLIN) e visualização de dados.  
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Identificação dos compostos por CLAE-EM 

 

A tabela com características moleculares (MF) foi obtida, contendo os tempos de 

retenção alinhados, a razão m / z e as intensidades. Os MFs detectados nos espaços em branco 

foram excluídos das amostras. Para dados de CL-EM a identificação dos metabólitos foi 

realizada pesquisando m / z no banco de dados Metlin (http://metlin.scripps.edu) usando [M + 

H] +, [M + 2H] 2+, [M + Na] + e [M+ACN+H]+ como possíveis adutos. A classe de metabólitos 

foi identificada putativamente usando [M + H] +, [M + 2H] 2+ e [M + Na] + e [M+ACN+H]+ 

como possíveis adutos e 5ppm como erro máximo. Para dados de CG-EM os metabólitos foram 

identificados usando as bibliotecas Fiehn RT e NIST, com base no padrão de fragmentação dos 

espectros de massa. 

 

4.7.4 Normalização de dados da análise univariada e multivariada 

 

O sinal de um cromatograma pode ser dividido em três componentes o sinal analítico, 

o fundo e o ruído. Logo, se faz necessário o pré-processamento em metabolômica, para isso, 

são utilizadas algumas técnicas como correção da linha de base, suavização de ruído, 

alinhamento de pico, distorção, redimensionamento e normalização (PARASTAR; TAULER, 

2014).  

Os procedimentos de normalização são agrupados em três categorias. A normalização 

da amostra permite ajustes de uso geral para diferenças entre sua amostra; transformação e 

escala de dados são duas abordagens diferentes para tornar os recursos individuais mais 

comparáveis. Pode ser usado individualmente ou combinado para obter melhores resultados.  

Neste estudo foi utilizado a normalização por mediana, transformação da raiz cúbica, 

escalonamento automático (centralizado na média e dividido pelo desvio padrão de cada 

variável). Essas informações foram utilizadas para gerar o gráfico, que mostra os dados antes e 

depois da normalização (classes e metabólitos), onde os sinais brutos, sofreram redução do 

ruído, correção da linha de base, alinhamento e houve a normalização do pico. 

Quando se equipara amostras diferentes, a normalização dos perfis cromatográficos é 

essencial para atingir resultados com diferença quantitativa precisa entre as amostras. As 

medidas mais utilizadas para normalizações são:  média, mediana, desvio padrão total e área 

total sob a curva.  

Os dados normalizados foram carregados no MetaboAnalyst 4.0; um pipeline analítico 

baseado na Web para alto desempenho de estudos de metabolômica conforme descrito 
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anteriormente. A normalização foi realizada para permitir o ajuste de propósito geral para 

diferenças entre amostras, a transformação direta dos dados foi feita através da raiz cúbica e 

normalização e padronização de escala de intensidade (auto-scaling). A análise multivariada foi 

realizada usando a análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLSDA), análise de 

cluster a partir de agrupamento hierárquico (METABONALYST, 2011). 

 

4.7.5 Análise univariada 

 

A análise univariada foi realizada através da plataforma on-line, Metabonalyst 4.0.  

Dentro do conjunto de ferramentas disponível por esta plataforma. Foi utilizada o teste 

paramétrico de análise variância unidirecional (ANOVA one-way, do inglês Analysis Of 

Variance). A taxa de falsas descobertas (FDR, do inglês False Discovery Rate) foi emperegada 

para apresentar a proporção esperada de hipóteses nulas rejeitadas de forma errônea utilizando 

como parâmetro de significância os metabólitos com valor de p < 0,05, afim de controlar falsos 

valores positivos (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995).  

Também foi utilizado o pós-teste de Turkey. Este teste busca comparações múltiplas de 

médias, de dois em dois grupos, com alta precisão com o intuito de determinar a diferença 

mínimia significativa (HSD, do inglês Honest Significant Difference) na análise de variância 

(HOFFMAN, 2019). 

A plotagem de volcano também foi realizada através da plataforma on-line, 

Metabonalyst 4.0. Na análise não emparelhada, o eixo X é a mudança de dobra (log (FC) e este 

parâmetro demonstra o número de contagens significativas com o limite de decisão de 1,5. O 

eixo Y é -log10 (valor de p) é baseado em valores brutos, usando como parâmetro de 

significância o valor de p < 0,05 (BOCCARD; RUDAZ, 2020) 

 

4.7.6 Análise multivariada 

 

Visando à detecção de um padrão espectral para cada extrato foi utilizada a análise 

parcial discriminante de mínimos quadrados (PLS-DA), que consede o alcance dos metabólitos 

estatisticamente significativos nas amostras avaliadas, tanto aqueles que sejam comuns aos 

diferentes grupos quanto os compostos que sejam exclusivos de um único grupo (ALLEN; 

WILLIAMS; SIGMAN, 2019). 

 Esta é uma das técnicas de análise de dados multivariadas amplamente aplicadas para 

quimiometria, pois demonstra a visualização gráfica de variados padrões de dados e relações 
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com base em pontuações e carregamentos para os componentes correspondentes. PLS-DA 

encontra a separação máxima entre metabólitos e classe com mais eficiência e base na 

designação de membro da classe, o que permite encontrar padrões nos dados (WORLEY; 

POWERS, 2012; TORAMAN et al., 2016). O gráfico de pontuação PLS-DA foi feito, 

minimizando o arcabouço multidimensional dos dados e oferecendo um mapa bidimensional 

para avaliar a variação entre as amostras levando em consideração seus metabólitos 

secundários.  

O PLS-DA projeta os dados (x) em um espaço de baixa dimensão que intensifica a cisão 

entre os dissemelhantes grupos de dados nas primeiras dimensões (variáveis latentes). Essas 

variáveis são classificadas a partir do quão bem elas explicam a variância (y). Para exibir estes 

dados foi utilizado um gráfico de pontuação em duas dimensões (PEREIRA et al., 2018).  

Nesse estudo foi comparado a diferença sempre entre os 12 extratos obtendo 2 gráficos 

de PLS-DA com uma variância entre o metaboloma das amostras R1, R3 e comercias. Com o 

objetivo de avaliar diferenças intra-grupos em relação a variação entre a dispersão da 

concentração de seus metabólitos. A importância da variável na projeção é a soma ponderada 

dos quadrados dos pesos da PLS considerando o grau de variância explicada da variável 

dependente em cada componente. A importância variável na projeção (VIP) foi o método 

utilizado como ferramenta de seleção de variáveis acoplado PLS-DA. 

Foram considerados potenciais biomarcadores as variáveis localizadas longe do 

agrupamento central da maioria das variáveis no gráfico de pontuação bidimensional de PLS-

DA e resultados fornecidos pelo índice de importância da variável na projeção (IVP) (LU et al., 

2014). 

A importância da variável na projeção caracterizou o modelo PLS-DA. Os vetores 

informativos demonstram a sua importância no modelo de regressão original. Existem duas 

medidas de importância no PLS-DA: uma é de importância variável na projeção (VIP) e a outra 

é a soma ponderada dos coeficientes de regressão absolutos (coef.). 

O modelo de classificação estabelecido para o conjunto de dados foi avaliado utilizando 

validação cruzada. Foi utilizado método da validação cruzada. Este método considerou a 

quantidade de amostras disponíveis para utilizar tanto para o conjunto de treinamento quanto 

para o conjunto de validação. Para os dados desta pesquisa foi utilizado o método LOOCV (do 

inglês Leave One Out CrossValidation), no qual consiste em escolher uma das amostras para 

compor o conjunto de validação e as demais amostras remanescentes são usadas para o conjunto 

de treinamento. Posteriormente uma nova amostra é retirada para integrar o conjunto de 

treinamento (SZYMAŃSKA et al., 2012).   
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A capacidade de predição do modelo foi avaliada utilizando os parâmetros de exatidão 

R2 e Q2 para o componente 2. O Q2 mensura a qualidade da predição do modelo ou acurácia do 

modelo ajustado. A avaliação considerou valores maiores que zero.  O F2 é avaliado pela razão 

entre a parte explicada pelo modelo e a parte não explicada (F2 = R2 / (1- R2).  

O Q2 é uma estimativa da capacidade preditiva do modelo e é calculada via validação 

cruzada (VC). Em cada VC os dados previstos são comparados com os dados originais e a soma 

dos erros ao quadrado é calculada. O erro de previsão é então somado em todas as amostras 

(soma residual prevista dos quadrados ou PRESS). Por conveniência, o PRESS é dividido pela 

soma inicial dos quadrados e subtraído de 1 para se parecer com a escala do R2. Boas previsões 

terão PRESS baixo ou Q2 alto.  

Neste estudo foi utilizado como medida de importância: VIP. O cálculo do valor de VIP 

escores de uma variável J, considera que o “d” é o número de variáveis do conjunto X, h é o 

número de variáveis latentes do modelo, w é o vetor fator-peso, entre o vetor-coluna de XJ e o 

vetor y, e vk descreve a variância de X calculada a começar dos escores e dos resultados das 

previsões y. Esse vetor é super relevante para a explicação dos modelos e é capaz de ser 

utilizado na escolha de variáveis. A média dos quadrados dos valores de VIP escores de todas 

as variáveis é igual a um.  

 Neste estudo também foi utilizado a técnica estatística por análise de agrupamento. Com 

o objetivo de classificar um conjunto de metabólitos em grupos distintos chamados clusteres. 

O cluster hierárquico é uma técnica para reordenar matrizes, mostrando que existem 2n - 1 

arranjos possíveis para “n” linhas ou colunas relacionadas por uma árvore de cluster. 

 O mapa de calor estático foi modelo escolhido para apresentar os resultados, 

considerando que as linhas e as colunas formam grupos e criam blocos de células de cores 

semelhantes que são fáceis de detectar, foi utilizado a métrica de distância euclidiana; foi usado 

algoritmo de agrupamento, ward, este método avalia medida de distância entre dois 

agrupamentos é a soma das distâncias ao quadrado entre os dois agrupamentos; foi inserido o 

contraste de cor padrão, todos os dados foram normalizados e foi incluído o recurso de escala 

automática. Para estes dados foi aplicado o teste T/ ANOVA.  O mapa de calor foi gerado 

através do pacote estatístico MetaboAnalyst 3.0. 

 

5. RESULTADOS  

5.1 Atividade antioxidante 
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Neste estudo foi utilizado o ensaio de sequestro do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila 

(DPPH) devido a sua boa estabilidade na inexistência da luz, aplicabilidade, simplicidade e 

viabilidade (DENG; CHENG; YANG, 2011; SCHERER; GODOY, 2009).  Este método é 

aplicado em mais de 90% das pesquisas que avaliam a atividade antioxidante de extratos 

complexos. Este estudo utiliza a redução do 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), levando em 

consideração a quantidade necessária de antioxidante para reduzir o DPPH em 50% (IC50) 

(BITTENCOURT et al., 2015; SZABO et al., 2007; KANDI; CHARLES, 2019).  

O extrato hexânico HR1 apresentou IC50 de 364,16 μg mL−1 ± 1,52 (cd), enquanto que 

o HR3 apresentou IC50 de 305,41 ± 0,29 μg mL−1 (abcd). O extrato CH apresentou IC50 de 

950,32 ± 1,22 μg mL−1 (e) (Figura 5). Ambos os extratos apresetaram diferença estatística entre 

si. 

O extrato EAR1 apresentou IC50 de 103,24 ± 0,93 μg mL−1 (ab), enquanto que o EAR3 

apresentou o valor IC50 de 107,01± 2,66 μg mL−1 (abc) e o extrato comercial CEA apresentou 

IC50 de 398,56 ± 6,49 μg mL−1 (d). Ambos os extratos apresetaram diferença estatística entre 

si. 

O extrato E1R1 apresentou IC50 de 77,44 ± 3.95 μg mL−1 (a), enquanto que o E1R3 foi 

de de 84,43 ± 3,77 μg mL−1 (a), os dois extratos não apresetaram diferença estatística entre si, 

o CE1 apresentou IC50 de 429,62 ± 6,61 μg mL−1 (d), o qual apresentou diferença estatística 

quando comparado com o E1R1 e E1R3. 

O extrato de E2R1 e E2R3 apresentaram valores de IC50 de 79,18 ± 0,34 μg mL−1 (a) e 

105,78 ± 0,20 μg mL−1 (ab).  Adicionalmente, o do extrato CE2 foi de 349,73 ± 4,34 μg mL −1 

(bcd) (Figura 5). Ambos os extratos apresetaram diferença estatística entre si. 
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Figura 5 - Atividade antioxidante de extratos do estigma de Zea mays L. in natura R1 e R3 e o comercial (IC50) 

 

 
 

As barras em preto correspondem aos extratos em hexano, barras em laranja corresponde aos extratos em acetato 

de etila, barras em branco correspondem aos extratos etanólicos 1 e barras em cinza correspondem aos extratos 

etanólicos 2. H = hexano; C = comercial; EA = acetato de etila; E = extrato etanólico que advém de uma extração 

direta, R1 = estádio reprodutivo 1, R3 = estádio reprodutivo 3. IC50 do ácido gálico (controle positivo) = 1,69± 

0,02 µg.mL-1. Letras diferentes mostram diferença significativa entre as amostras utilizando o teste Tukey (p < 

0,05). 

 

 

5.2 Quantificação de fenois totais 

 

Os fenóis totais foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu (SANTOS et al, 

2018). No extrato HR1 a quantidade de fenóis totais foi de 38,39 ± 1,00 mg EAG g−1 (c), no 

HR3 foi de 39,74 ± 2,25 mg EAG g−1 (c), os dois extratos não apresetaram diferença estatística 

entre si, o CH foi de 23,69 ± 1,22 mg EAG g−1 (b), o qual apresentou diferença estatística 

quando comparado com o HR1 e HR3 (Figura 6). 

Nos extratos a quantidade de fenóis totais foi de 45,84 ± 7,71 mg EAG g−1 (c) para 

EAR1, de 26,61 ± 2,57 mg EAG g−1 (b) para EAR3 e de 12,96 ± 4,11 mg EAG g−1 (a) para 

CEA. Ambos os extratos apresetaram diferença estatística entre si. 

No extrato E1R1 a quantidade de fenólicos totais foi de 46,14 ± 1,08 mg EAG g−1 (c), 

no extrato E1R3 foi de 27,34 ± 2,57 mg EAG g−1 (b) e no extrato CE1 foi de 12,92 ± 0,26 mg 

EAG g−1 (a). Ambos os extratos apresetaram diferença estatística entre si. No extrato E2R1 a 
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quantidade de fenóis totais foi de 26,01± 2,16 mg EAG g−1 (b), no extrato E2R3 foi de 19,63 ± 

4,28 mg EAG g−1 (ab) e no extrato CE2 foi de 19,70 ± 4,41 mg EAG g−1 (ab). Os extratos E2R3 

e CE2 apresetaram significância estatística quando comparados com o extrato E2R1. 

 

Figura 6 - Teor total dos compostos fenólicos de extratos do estigma de Zea mays L. in natura R1 e R3 e o 

comercial (mg EAG g−1)     

 

 

 
 

As barras em preto correspondem aos extratos em hexano, barras em laranja corresponde aos extratos em acetato 

de etila, barras em branco correspondem aos extratos etanólicos 1 e barras em cinza correspondem aos extratos 

etanólicos 2. H = hexano; C = comercial; EA = acetato de etila; E = extrato etanólico que advém de uma extração 

direta, R1 = estádio reprodutivo 1, R3 = estádio reprodutivo 3. IC50 do ácido gálico (controle positivo) = 1,69± 

0,02 µg.mL-1.  Letras diferentes mostram diferença significativa entre as amostras utilizando o teste Tukey (p < 

0,05). 

 

5.3 Atividade antimicrobiana 

 

Neste estudo, extratos com CIM superior a 500 μgmL −1 foram classificados como não 

ativos (n.a). Dos doze extratos avaliados, três apresentaram atividade antimicrobiana. O EAR1 

apresentou atividade bacteriostática contra Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (500 

μgmL −1) e os  E1R1 e E2R3 foram bacteriostáticos para B. subtilis (500 μgmL −1) (Tabela 3).  

Nenhum dos extratos atividade microbicida após o cultivo em ágar nutriente. 

 

Tabela 3 - Atividade antibacteriana dos extratos do estigma de Zea mays L. contra bactérias 

Extratos Bactéria gram-positiva 

(µg.mL-1) 

Bactéria gram-negativa 

(µg.mL-1) 
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 Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa 

E1R1 500 n.a 

E2R3 500 n.a 

EAR1 500 500 

Cloranfenicol 3,12 3,12 
n.a= não ativo. Os resultados estão representados em concentração inibitória mínima (CIM). 

 

5.4 Atividade citotóxica 

 

Neste estudo foi realizado uma análise dose-resposta para testar a toxicidade de extratos 

dos estigmas de milho, com concentração de 100 µg mL-1, frente à linhagem de glioma murino 

(C6). Segue os valores referente à inibição da viabilidade celular após o tratamento com os 

respectivos extratos: EAR1(40,74%), HR1 (36%), HR3 (24,18%), E1R3 (23,69%), E1R1 

(23,43%), CE2 (23,15%), CEA (18,28%.), EAR3 (17,23%), E2R3 (15,07%), CE1(14,57%), 

CH (13,33%), E2R1(9,26%) (Figura 7). 

-  

Figura 7 - Viabilidade da linhagem de glioma murino (C6) 

 

Avaliação realizada pelo teste do MTT após 24h de exposição aos extratos do estigma de Zea mays L. 

(100 µg∙mL-1). Os resultados foram expostos em triplicatas por *p<0.01; **p<0.001, comparando ao grupo 

controle DMSO. 

 

5.4.1 Avaliação da morfologia celular e celularidade  

 

A microscopia de constraste de fase possibilitou a análise da citotoxidade nas células 

C6 sobre o tratamento do extrato EAR1 do estigma de Zea mays L.. No controle foi possível 

observar uma monocamada celular homogênea e confluente (Figura 8A). O tratamento com o 

extrato EAR1 influenciou para diminuição das células viáveis, apresentando atenuação do 
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tapete celular e alterações na morfologia celular de fusiformes para arredondadas e debris 

celulares (Figura 8B). 

 

Figura 8 Microscopia de contraste de fase da morfologia de células C6 

 

 

A= Células não tratadas (DMSO 100 µg∙mL-1). B= Células tratadas com o extrato mais tóxico do estigma (EAR1) 

de Zea mays L. (100 µg∙mL-1) após um período de 24 horas. É possível observar que após o tratamento houve 

redução da celularidade, perda do tapete celular e mudança na morfologia celular de fusiformes para arredondadas, 

indicada pela seta branca e presença de debris celulares indicados setas pretas 

 

 

5.5 Caracterização do perfil metabolômico 

 

Foram inferidas a identificação de dezoito metabólitos nos extratos do estigma de Zea 

mays L. através da análise de CLAE-EM. Foram identificados dois ácidos graxos e derivados, 

três alcaloides e derivados, um álcool graxo, um carboidrato e derivados, um estilbenoide, um 

glicosídeo esteroidal, uma lignana, duas saponinas, três terpenoides e derivados. A identificação 

dos metabólitos foi realizada comparando-se a razão massa-carga de alta resolução com o banco 

de dados Metlin. Foi utilizado os adutos [M + H] +, [M + 2H] 2+ e [M + Na] + [M+ACN+H]+ O 

tempo de retenção alinhado (RT), bem como as fórmulas moleculares e a estrutura química de 

cada metabólito foram apresentadas na Tabela 4). 

Estes resultados são animadores, visto que algumas classes químicas que abrangem os 

metabólitos identificados neste estudo apresentam atividades biológicas benéficas à saúde 

humana. Os ácidos graxos apresentaram atividade citotóxica frente a váris linhagens tumorais 

(JÓŹWIAK et al., 2020), os glicosídeos frente às células de leucemia HL-60 e MOLT-4 

(SASHIDA,1999) e as lignanas contra a linhagem celular BxPC-3 (YANG et al., 2017). Os 

triterpenoides também exibiram atividade citotóxica contra as linhagens celulares Hep3B e 

HepG2 (BAI et al., 2020).  As saponinas apresentam atividade antibactericida contra S. aureus, 

S. epidermidis e B. cereus (DONG et al., 2020) e os terpenoides também apresentam ação 
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antimicobacteriana contra as cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (PASSOS et al., 

2019). 
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Tabela 4 - Metabólitos identificados nos extratos do estigma de Zea mays L. por CLAE-EM 

CLASSE TR NOME FÓRMULA MASSA ADUTO ESTRUTURA 

Ácido graxo e 

derivados 
18.8958 

Ácido 15-oxo-18Z-

tetracosenóico 
C24H44O3 380.3290 [M+H]+ 

 

Ácido graxo e 

derivados 
24.5410 Linoleato de Panaxydol C35H54O3 522.4073 [M+ACN+H]+ 

 

Alcaloide e 

derivados 
0.1026 Aloperina C15H24N2 232.1939 [M+Na] + 

 

Alcaloide e 

derivados 
16.5161 

1-Cinnamoylpiperidina 

 

C14H17NO 215.1310 [M+Na] 
 

Alcaloide e 

derivados 
21.7988 Pipercitina C23H43NO 34.3345 [M+Na] + 

 

Álcool graxo 6.0903 (3R,7R)-1,3,7-Octanetriol C8H18O3 162.1256 [M+Na] +  

Carboidrato e 

derivados 
0.0858 Fenetil rutinosídeo C20H30O10 430.1839 [M+Na] + 

 

Estilbenoide 1.3188 
1-difenil-2- (4-metoxifenil) 

propeno 

C17H22O4 

 
300.1514 [M+2H] 2+ 
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Glicosídeo 

esteroidal 
11.7118 Notoginsenosídeo R10 C30H50O9 554.3455 

[M+2H] 2+ 

 

 

Lignanas 0.0858 Argenteane C40H46O8 654.3193 [M+ACN+H]+ 

 

Outros 18.7675 Sinapoylspermina C21H36N4O4 408.2737 [M+ACN+H]+ 

 

Outros 0.1026 7-(Methylthio)heptanenitrile C8H15NS 157.0925 [M+ACN+H]+ 
 

Outros 3.8987 
1-Propenyl 1-(1-

propenylthio)dissulfeto propyl 
C9H16S3 220.0414 [M+Na] + 

 

Saponinas 20.4606 Lycoperoside D C39H65NO12 739.4507 

[M+2H] 2+ 

 

 

Saponinas 13.9135 Yiamoloside B C43H68O15 824.4558 [M+Na] + 
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Terpenoides e 

derivados 
20.5494 Cassaidine 

C24H41NO4 
407.3036 [M+ACN+H]+ 

 

Triterpenoides e 

derivados 
20344 Sintaxanthin C31H42O 430.3236 [M+ACN+H]+ 

 

Triterpenoides e 

derivados 
16.0818 

7',8'-Dihydro-8'-

hydroxycitraniaxanthin 
C33H44O3 488.3290 [M+2H] 2+ 

 
Fonte: Própria Autoria (2020). 
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Foram identificados doze metabólitos nos extratos do estigma de Zea mays L., através 

da análise de CG-EM, sendo quatro ácidos graxos e derivados, três ácidos orgânicos, cinco 

carboidratos e derivados. A identificação dos metabólitos foi realizada utilizando os espectros 

de massas para identificação por tentativa de combinação com bibliotecas espectrais. O tempo 

de retenção alinhado (RT), bem como as fórmulas moleculares e a estrutura química de cada 

metabólito foram apresentadas na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Metabólitos identificados nos extratos do estigma de Zea mays L. por CG-EM 

CLASSE RT NOME 
FÓRMUL

A 
MASSA ESTRUTURA 

Ácidos 

graxos e 

derivados 

19.551

6 

Ácido 9,12-

octadecadienoic

o, éster etílico 

 

C20H36O2 
308.271

5  

Ácidos 

graxos e 

derivados 

23.043

3 

Ácido 

hexadecanoico 

 

C16H32O2 
256.240

2  

Ácidos 

graxos e 

derivados 

19.976

6 

Ácido linoleico 
C18H32O2 

280.240

2  

Ácidos 

graxos e 

derivados 

18.459

9 

Ácido 

tetradecanóico C14H28O2 
228.208

9  

Ácidos 

orgânicos 7.5766 
Ácido pirúvico 

C3H4O3 88.0160 
 

Ácidos 

orgânicos 

 

17.918

3 

Ácido 2-ceto-L-

glucônico C6H10O7 

194.042

6 

 

Ácidos 

orgânicos 
10.201

6 

Ácido lático 
C3H6O3 90.0316 

 

Carboidrato

s e 

derivados 

15.676

6 

Eritritol 
C6H10O7 

194.042

6 
 

Carboidrato

s e 

derivados 

17.426

6 

Glucosamina 
C6H13NO5 

179.079

3  
Carboidrato

s e 

derivados 

20.635

0 

Glicose 
C6H12O6 

180.063

3  
Carboidrato

s e 

derivados 
6.3099 

Ácido glicérico 
C3H6O4 

106.026

6  
Carboidrato

s e 

derivados 
15.835

0 

Ramnose 
C6H12O5 

164.068

4  

Fonte: Própria Autoria (2020).
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5.6 Análises univariada e multivariada 

5.6.1 Análise de variância (ANOVA) geral 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), quando constatada 

significância as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglês 

False Discovery Rate ≤ 0,05 (Figura 9).  

Vinte e sete compostos tiveram variação significativa considerando fatores como: 

solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estádios fenológicos (R1 e R3) e natureza 

das amostras (in natura e comercial) para a análise pós-teste de Tukey. Entretanto, estes 

metabólitos são significativos numa grande quantidade de comparações. Destes compostos 

significativos há seis carboidratos e derivados (12, 21, 22, 23, 24, 29), cinco ácidos graxos e 

derivados (11, 20, 25, 27 30), três metabólitos considerados como “outros” (3, 4, 14), três ácidos 

orgânicos (19, 26, 28), um álcool graxo (1), um triterpenoide e derivados (5), um alcaloide e 

derivados (6), um terpenoide e derivados (8), um glicosídeo esteróidal (10), uma saponina (16), 

um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18),  

 

 

Figura 9 - Análise de variância geral 

 

1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-

propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5 = 7 ', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 = 

argenteane,   8 = cassaidina, 9 = licoperósido D, 10 = notoginsenosídeo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 = 

rutinosídeo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeído espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 = 

1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = ácido glicérico, 25 = ácido hexadecanóico  , 

26 = ácido lático, 27 = ácido linoleico 28 = ácido pirúvico, 29 = ramnose, 30 = ácido tetradecanóico.  
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A bolas vermelhas representam os metabólitos com significância estatística e as bolas verdes representam 

metabólitos sem significância estatística.  

 

5.6.2 Análise parcial discriminante de mínimos quadrados (PLS-DA) geral 

 

A robustez do modelo criado pela análise de PLS-DA foi avaliada através da validação 

cruzada utilizando os paramentros R2 e Q2. A validação cruzada apresentou R2 = 88,93%  e Q2 

= 81,41% (dois componentes) (Figura 10). O coeficiente de Pearson (R2), classifica R2 = 2%, 

como baixo efeito, R2 = 13%, efeito médio, R2 = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para 

critério de avaliação de Q2, devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).  

 Deste modo, o PLS-DA é um ótimo modelo para a discriminação das amostras, 

considerando fatores como: solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estádios 

fenológicos R1 e R3 e natureza das amostras (in natura e comercial).   

  

Figura 10 - Validação cruzada do PLS-DA geral 

 

 

Em cada validação cruzada, os dados previstos são comparados com os dados originais, e a soma dos erros 

quadrados é calculada. O erro de previsão é então resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de 

Quadrados ou PRESS). Por conveniência, o PRESS é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraído de 1 

para se assemelhar à escala do R2.  

 

O componente 1 e 2 são capazes de explicar 49,5 % da variância total do conjunto de 

dados (Figura 11). Os extratos das amostras comerciais CE1, CE2, CEA formaram um 

agrupamento entre si. Além disso, é possível visualizar um outro agrupamento entre os extratos 

hexânicos HR1, HR3. O extrato comercial hexânico encontra-se separado dos agrupamentos. 

Há um agrupamento entre os extratos etanólicos e extratos em acetato de etila in naura: E2R1, 

E2R3 e EAR1, E1R3, E1R1, EAR3.  
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Considerando os estádios fenológicos, o PLS-DA não exibiu separação entre os extratos. 

Entretanto, observou-se separação quando considerada à natureza da amostra (in natura e 

comercial) e os solventes distintos. 

 

Figura 11 - PLSDA geral 

  

CE1 = Extrato etanólico 1 produzido com a amostra comercial; CE2 = Extrato etanólico 2 produzido com a amostra 

comercial que sofreu extrações sucessivas previamente; CEA = Extrato com acetato de etila produzido com a 

amostra comercial, CH = Extrato hexânico produzido com a amostra comercial; E1R1 = Extrato etanólico 1 

produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1; E1R3 = Extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio 

reprodutivo 3; E2R1 = Extrato etanólico 2 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 que sofreu extrações 

sucessivas previamente; E2R3 = Extrato etanólico 2 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 2 sofreu 

extrações sucessivas previamente; EAR1 = Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio 

reprodutivo 1; EAR3 = Extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3; HR1 = 

Extrato hexânico produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1; HR3 = Extrato com hexano produzido com 

a amostra do estádio reprodutivo 3. O PLS-DA maximiza a covariância entre X (metabólitos) e Y (extratos). A 

variância exibida no gráfico acima é a variância explicada para X. 

 

 

5.6.3 Mapa de calor geral 

 

O agrupamento representado no mapa de calor (Figura 12) entre os extratos refere-se à 

similaridade no perfil metabolômico, que advém da presença de classes químicas em 

concentrações semelhantes. 
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Os extratos HR3, CH e HR1 apresentam baixas concentrações de carboidratos e 

derivados (21, 22, 23, 24, 29), ácidos orgânicos (19, 26, 28) e estilbenoides (18) e altas 

concentrações de classes de metabólitos condiderados como “outros” (3, 4, 14), ácidos graxos 

e derivados (11, 25, 30), alcaloides e derivados (6, 17), saponinas (9, 16), álcoois graxos (1), 

lignanas (7), terpenoides e derivados (8) e carboidratos e derivados (12). 

 O extrato CH apresenta baixa concentração de carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24, 

29), ácidos orgânicos (19, 26, 28) e estilbenoides (18) e altas concentrações de classes de 

metabólitos condiderados como “outros” (3, 4, 14), ácidos graxos e derivados (11,20, 25, 27, 

30), alcaloides e derivados (6, 17), saponinas (9, 16), álcoois graxos (1), triterpenoides e 

derivados (5), lignanas (7), terpenoides e derivados (8), glicosídeo esteroidal (10), carboidratos 

e derivados (12). 

Os extratos CE1, CE2, CEA apresentam altas concentrações de carboidratos e derivados 

(12, 24), ácidos orgânicos (28) e baixa concentração de ácidos graxos e derivados (2), alcaloide 

e derivados (6), lignanas (7), terpenoides e derivados (5) e dos metabólitos condiderados como 

“outros”   

Os extratos E2R1 e E2R3 apresentam baixas concentrações de ácidos graxos e derivados 

(11, 20, 25, 30), triterpenoides e derivados (5, 15), alcaloides e derivados (13, 17), classes de 

metabólitos condiderados como “outros” (3, 14), álcoois graxos (1), glicosídeos esteroidais (10) 

e altas concentrações de carboidratos e derivados (21, 22, 23, 29), ácidos orgânicos (19, 26) e 

estilbenoides (18).  

Os extratos EAR1, E1R3, E1R1, EAR3 apresentam baixas concentrações de ácidos 

graxos e derivados (2, 20, 25, 27, 30), classes de metabólitos condiderados como “outros” (3,4), 

álcoois graxos (1), lignanas (7), carboidratos e derivados (12), estilbenoides (18), ácidos 

orgânicos (28) e uma média concentração de glicosídeos esteroidais (10). 
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Figura 12 - Agrupamento hierárquico representado no mapa de calor dos dados gerais 

 

 

 

 

1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-

propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5 = 7 ', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 = 

argenteane,   8 = cassaidina, 9 = licoperósido D, 10 = notoginsenosídeo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 = 

rutinosídeo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeído espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 = 

1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = ácido glicérico, 25 = ácido hexadecanóico  , 

26 = ácido lático, 27 = ácido linoleico 28 = ácido pirúvico, 29 = ramnose, 30 = ácido tetradecanóico. 

 

Para analisar o quão cada fator influencia no metaboloma dos extratos, as análises foram 

separadas por: solventes distintos (hexano, acetato de etila e etanol), estádios fenológicos R1 e 

R3 e natureza das amostras in natura e comercial. 
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5.6.4 Inluência do solvente na variação do metaboloma de extratos do estigma de Zea mays 

L. 

Considerando os extratos que advêm das amostras no estádio fenológico R1 os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA), quando constatada significância as médias 

foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglês False Discovery Rate ≤ 

0,05. Vinte metabólitos apresentaram variação estatística significativa (Figura 13A). Estão 

incluídos cinco ácidos graxos e derivados (2, 11, 25, 27, 30), quatro carboidratos e derivados 

(21, 22, 23, 24), dois ácidos orâgnicos (26, 28), álcool graxo (1), um metabólito não 

classificado, considerados como “outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um terpenoide 

e derivados (8), um glicosídeo esteróidal (10), uma saponina (16), um alcaloide e derivados 

(17), um estilbenoide (18), um ácido orgânico (19).    

Considerando os extratos que advêm das amostras no estádio fenológico R3 os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA), quando constatada significância, as médias 

foram comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglês False Discovery Rate ≤ 

0,05. Dezessete metabólitos apresentaram variação estatística significativa (Figura 13B). Estão 

incluídos, cinco carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24 29), três ácidos graxos e derivados (25, 

27, 30), dois ácidos orâgnicos (26, 28), álcool graxo (1), um metabólito não classificado, 

considerados como “outros” (3), um triterpenoides e derivados (5), um glicosídeo esteroidal 

(10), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um ácido orgânico (19). 

Considerando os extratos que advêm das amostras comerciais os dados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), quando constatada significância, as médias foram 

comparadas pelo Teste de Tukey ajustado pelo FDR, do inglês False Discovery Rate ≤ 0,05. 

Dezessete metabólitos apresentaram variação estatística significativa (Figura 13C). Estão 

incluídos, quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23, 24), quatro ácidos graxos e derivados 

(11, 20, 27, 30), dois ácidos orâgnicos (26, 28), álcool graxo (1), um metabólito não 

classificado, considerado como “outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um glicosídeo 

esteróidal (10), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um ácido orgânico (19). 
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Figura 13 - Análise de variância dos metabólitos considerando o efeito do solvente 

 

 

1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-

propeniltio) propil, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 5 = 7 ', 8'-di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 7 = 

argenteane,   8 = cassaidina, 9 = licoperósido D, 10 = notoginsenosídeo R10, 11 = linoleato de panaxidol, 12 = 

rutinosídeo de fenetil, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeído espermina, 15 = sintaxantina, 16 = yiamoloside B, 17 = 

1-cinnamoilpiperidina, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, 21= eritritol, 22 = glucosamina, 23 = glicose, 24 = ácido glicérico, 25 = ácido hexadecanóico  , 

26 = ácido lático, 27 = ácido linoleico 28 = ácido pirúvico, 29 = ramnose, 30 = ácido tetradecanóico. A bolas 

vermelhas representam os metabólitos com significância estatística e as bolas verdes representam metabólitos sem 

significância estatística.  

 

 

A robustez do modelo criado pela análise de PLS-DA foi avaliada através da validação 

cruzada utilizando os paramentros R2 e Q2. Considerando o efeito dos solventes, os extratos do 

estádio fenológico R1, a validação cruzada apresentou R2 = 89,14% e Q2 = 60,41% (dois 

componentes) (Figura 14A); nos extratos do estádio fenológico R3, a validação cruzada 

apresentou R2 = 93,19% e e Q2 = 79,08% (dois componentes) (Figura 14B); nos extratos 

comerciais, a validação cruzada apresentou R2 = 97,43% e Q2 = 70,27% (dois componentes) 

(Figura 14C). O coeficiente de Pearson (R2), classifica R2 = 2%, como baixo efeito, R2 = 13%, 

efeito médio, R2 = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para critério de avaliação de Q2, 

devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).  

   

Figura 14 - Validação cruzada do PLS-DA que avaliou a influência dos solventes na separação das amostras. 
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a) validação cruzada considerando os extratos do estágio fenológio R1, b) validação cruzada considerando os 

extratos do estágio fenológio R3 e c) validação cruzada considerando os extratos comerciais.  Cada validação 

cruzada, os dados previstos são comparados com os dados originais, e a soma dos erros quadrados é calculada. O 

erro de previsão é então resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou PRESS). Por 

conveniência, o PRESS é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraído de 1 para se assemelhar à escala do 

R2.  

 

Os dois componentes são capazes de explicar 63,4% da variância total do conjunto de 

dados das amostras no estádio fenológico R1 (Figura 15A), 53% da variância total do conjunto 

de dados das amostras no estádio fenológico R3 (Figura 15B) e 54,3% da variância total do 

conjunto de dados das amostras comerciais (Figura 15C). 

O modelo PLS-DA exibiu uma notória separação entre os extratos das amostras no 

estádio fenológico R1, R3 e comercial, esta última amostra, apresentou uma pequena 

sobreposição entre entre as elipses dos extratos CEA e CE2. 

 

Figura 15 - PLS-DA considerando a influência dos solventes 

 
  

a) E1R1 = extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1, E2R1 = extrato etanólico 2 

produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1 que sofreu extrações sucessivas previamente, EAR1 = extrato 

com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1, HR1 = extrato hexânico produzido com a 

amostra do estádio reprodutivo 1; b) E1R3 = extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 

3, E2R3 = extrato etanólico 2 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 2 sofreu extrações sucessivas 

previamente, EAR3 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3 e HR3 = 

extrato com hexano produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3; c) CE1 = extrato etanólico 1 produzido 

com a amostra comercial; CE2 = extrato etanólico 2 produzido com a amostra comercial que sofreu extrações 

sucessivas previamente; CEA = extrato com acetato de etila produzido com a amostra comercial, CH = extrato 

hexânico produzido com a amostra comercial. O PLS-DA maximiza a covariância entre X (metabólitos) e Y 

(extratos). A variância exibida no gráfico acima é a variância explicada para X. 

           

 

A Impotância da Variável na Projeção (IVP) tem o objetivo de identificar quais 

metabólitos foram relevantes para discriminação dos extratos na projeção. As variáveis com 

escores maiores que 1, são consideradas as principais variáveis do modelo. As caixas coloridas 
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à direita indicam as concentrações relativas do metabólito correspondente em cada grupo de 

estudo. (MEHMOOD et al., 2012).  

As amostras no estádio fenológico R1 apresentaram 14 metabólitos com IVP > 1, destes, 

cinco ácidos graxos e derivados (2, 11, 25, 27, 30), dois carboidratos e derivados (22, 23), um 

álcool graxo (1), um metabólito não classificado, considerados como “outros” (3), um 

terpenoide e derivados (8), um glicosídeo esteróidal (10), um alcaloide e derivados (17), um 

ácido orgânico (19), um ácido ogânico (26) (Figura 16A).  

As amostras no estádio fenológico R3 apresentaram 14 metabólitos com IVP > 1, destes, 

três carboidratos e derivados (22, 23, 24), três ácidos graxos e derivados (20, 25, 30), dois ácidos 

orgânicos (26, 28), álcool graxo (1), um metabólito não classificado, considerados como 

“outro” (3), um glicosídeo esteróidal (10), uma saponina (16), um estilbenoide (18), um ácido 

orgânico (19) (Figura 16B). 

As amostras comerciais apresentaram 11 metabólitos com IVP > 1, destes, três 

carboidratos e derivados (22, 23, 24), dois ácidos graxos e derivados (27, 30), dois ácidos 

orgânicos (26, 28), um metabólito não classificado, considerados como “outros” (3), um 

glicosídeo esteróidal (10), uma saponina (16), um ácido orgânico (19) (Figura 16C). 

 

Figura 16 - Importância das variáveis na projeção, considerando a influência dos solventes 

 

Valores de IVP >1, a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 23 = glicose, 22 = glucosamina, 

30 = ácido tetradecanóico, 26 = ácido lático, 25 = ácido hexadecanóico, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 11 = 

linoleato de panaxidol, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 27 = ácido linoleico, 10 = notoginsenosídeo R10, 3 

=  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 8 = cassaidina; b) 23 = glicose, 22 = glucosamina, 28 = ácido 

pirúvico, 26 = ácido lático, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol,  3 =  dissulfeto de 1-

propenil 1- (1-propeniltio) propil, 24 = ácido glicérico, 25 = ácido hexadecanóico, 30 = ácido tetradecanóico, 18 

= 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 20 = ácido 9,12-octadecadienoico, éster etílico, 4 = 7- (metiltio) 

heptanenitrilo; c) 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 26 = ácido lático, 23 = glicose, 24 = ácido glicérico, 22 = 

glucosamina, 28 = ácido pirúvico, 30 = ácido tetradecanóico, 16 = yiamoloside B, 10 = notoginsenosídeo R10, 3 

=  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil. As variáveis com escores maiores que 1 são consideradas as 

principais variáveis do modelo. As caixas coloridas à direita indicam as concentrações relativas do metabólito 

correspondente em cada grupo de estudo. 
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5.6.5 A influência dos estádios fenológicos na variação do metaboloma de extratos do 

estigma de Zea mays L. 

 

A análise pelo volcano plot apresentou a variação entre metabólitos estatisticamente 

significativos entre pares de amostras extraídas com o mesmo solvente, entretanto com o estádio 

fenológico distinto (valor de p < 0,05 e FC > 1,5). 

A comparação entre os extratos HR3 e HR1, revelou redução significativa no teor de 

quatro metabólitos no extrato HR3 em relação ao grupo HR1, destes, um triterpenoide e 

derivados (5), um glicosídeo esteróidal (10), um ácido graxo e derivados (20) e um ácido 

orgânico (28) (Figura 17A). 

A comparação entre o extrato EAR3 e EAR1, revelou redução significativa no teor de 

sete metabólitos no extrato EAR3, destes, um triterpenoide e derivados (5), um glicosídeo 

esteróidal (10), um alcaloide e derivados (17), dois carboidratos e derivados (24, 29), um ácido 

graxo e derivado (27), um ácido orgânico (28), e aumento significativo no teor de quatro 

metabólitos no extrato EAR1, destes, um metabólito não classificado, considerado como 

“outros” (3), um alcaloides e derivados (13), uma saponina (16), um carboidrato e derivado (23) 

(Figura 17B). 

A comparação entre os extratos E1R3 e E1R1, revelou redução significativa no teor de 

três metabólitos no extrato E1R3, destes, um triterpenoide e derivados (5), uma saponina (16), 

um carboidrato e derivado (29) e aumento significativo no teor de quatro metabólitos no extrato 

E1R1, destes, dois alcaloides e derivados (13, 17), dois carboidratos e derivados (21, 23) 

(Figura 17C). 

A comparação entre os extratos E2R3 e E2R1 revelou redução significativa no teor de 

dois metabólitos no extrato E2R3, destes, um triterpenoide e derivados (5), um estilbenoide 

(18) e aumento significativo no teor de 5 metabólitos no extrato E2R1, destes, um alcaloide e 

derivados (6), uma lignana (7), um ácido graxo e derivados (11), uma saponina (16), um 

estilbenoide (18), um carboidrato e derivados (23) (Figura 17D). 
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Figura 17 - Plotagem de volcano, considerando os estádios fenológicos 

 

Volcano Plot Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e Teste-

t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre os extratos no estádio fenológico R1 em relação ao estádio 

fenológico R3. a) 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 10 = notoginsenosídeo R10, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, éster etílico, 28 = ácido pirúvico;  acetato de etila b) 29 = ramnose, 13 = pipercitina, 27 = ácido 

linoleico, 24 = ácido glicérico, 28 = ácido pirúvico, 23 = glicose, 10 = notoginsenosídeo R10, 17 = 1-

cinnamoilpiperidina, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 16 = yiamoloside B, 3 =  dissulfeto de 1-

propenil 1- (1-propeniltio) propil; etanol 1 c) 21= eritritol, 16 = yiamoloside B, , 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-

hidroxicitraniaxantina, 23 = glicose, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 13 = pipercitina, 29 = ramnose; etanol 2 d) 5 = 7 

', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = aloperina, 23 = glicose, 16 = yiamoloside , 11 = linoleato de panaxidol, 

18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 7 = argenteane. Foi realizada a análise não emparelhada, o eixo X é a 

mudança de dobra (log (FC)) e este parâmetro demonstra o número de contagens significativas com o limite de 

decisão de 1,5. O eixo Y é -log10 (valor de p) é baseado em valores brutos, usando como parâmetro de significância 

o valor de p < 0,05. Os metabólitos significativos estão representados pelo ponto rosa e os não significativos estão 

representados por pontos cinza. 

 

Nos extratos HR1 e HR3 a validação cruzada apresentou R2 = 98,84% e Q2 = 88,07% 

(dois componentes) (Figura 18A); nos extratos EAR1 e EAR3 a validação cruzada apresentou 

R2 = 99,66% e Q2 81,34% (dois componentes) (Figura 18B); nos extratos E1R1 e E1R3 a 

validação cruzada apresentou R2 = 99,64% e Q2 = 42,38% (dois componentes) (Figura 18C); 

nos extratos E2R1 e E2R3 a validação cruzada apresentou R2 = 99,73% e Q2 = 66,98% (dois 

componentes) (Figura 18D). O coeficiente de Pearson (R2), classifica R2 = 2%, como baixo 

efeito, R2 = 13%, efeito médio, R2 = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para critério de 

avaliação de Q2, devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).   
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Figura 18 - Validação cruzada do PLS-DA considerando os estádios fenológicos 

 

 

a) validação cruzada dos extratos HR3 e HR1; b) validação cruzada dos extratos EAR1 e EAR3; c) validação 

cruzada dos extratos E1R1 e E1R3; d) validação cruzada dos extratos E2R1 e E2R3. Cada validação cruzada, os 

dados previstos são comparados com os dados originais, e a soma dos erros quadrados é calculada. O erro de 

previsão é então resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou PRESS). Por 

conveniência, o PRESS é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraído de 1 para se assemelhar à escala do 

R2.  

 

Os dois componentes são capazes de explicar 76,3% da variância dos extratos HR1 e 

HR3 (Figura 19A); 73,3% da variância dos extratos EAR1 e EAR3 (Figura 19B) e 50,6% da 

variância dos extratos E1R1 e E1R3 (Figura 19C); 57,2% da variância dos extratos E2R1 e 

E2R3 (Figura 19D). 
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Figura 19 - PLS-DA considerando a influência dos estádios fenológicos 

 

 

a) HR1 = extrato hexânico produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1, HR3 = extrato hexânico produzido 

com a amostra do estádio reprodutivo 3; b) EAR1 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do 

estádio reprodutivo 1, EAR3 = extrato com acetato de etila produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3; c) 

E1R1 = extrato etanólico 1 produzido com a amostra do estádio reprodutivo 1, E1R3 = extrato etanólico 1 

produzido com a amostra do estádio reprodutivo 3; d) E2R1 = extrato etanólico 2 produzido com a amostra do 

estádio reprodutivo 1 que sofreu extrações sucessivas previamente, E2R3 = extrato etanólico 2 produzido com a 

amostra do estádio reprodutivo 2 sofreu extrações sucessivas previamente. O PLS-DA maximiza a covariância 

entre X (metabólitos) e Y (extratos). A variância exibida no gráfico acima é a variância explicada para X. 

          

 

Considerando os extratos HR1 e HR3, foram obtidos 13 metabólitos com valores de IVP 

>1, destes, quatro ácidos graxos e derivados (11, 20, 27, 30), dois metabólitos não classificado, 

considerado como “outros” (3, 4), um álcool graxo (1), um triterpenoide e derivados (5), um 
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glicosídeo esteróidal (10), um triterpenoide e derivados (15), uma saponina (16), um ácido 

orgânico (19), um ácido orgânico (28). (Figura 20A). 

Considerando os extratos EAR1 e EAR3, foram obtidas 14 metabólitos com valores de 

IVP >1, destes, três carboidratos e derivados (23, 24, 29), dois ácidos graxos e derivados (2, 

27), um metabólito não classificado, considerado como “outros” (3), um triterpenoide e 

derivados (5),  um glicosídeo esteróidal (10), um alcaloide e derivados (13), um triterpenoide e 

derivados (15), uma saponina (16), um alcaloide e derivados (17), um ácido orgânico (19), um 

ácido orgânico (28) (Figura 19B). 

 

Figura 20 - Importância das variáveis na projeção, considerando os estádios fenológicos 

 

 

 

Valores de IVP >1, a) 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 10 = notoginsenosídeo R10, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, 16 = yiamoloside, 28 = ácido pirúvico, 27 = ácido linoleico, 30 = ácido tetradecanóico, 19 = 

ácido 2-ceto-L-glucônico, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 15 = sintaxantina, 1 = (3R, 7R) -

1,3,7-octanetriol, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 11 = linoleato de panaxidol; b) 29 = ramnose, 13 = pipercitina, 

27 = ácido linoleico, 24 = ácido glicérico, 28 = ácido pirúvico, 23 = glicose, 10 = notoginsenosídeo R10, 2 = ácido 

15-oxo-18Z-tetracosenóico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 16 = 

yiamoloside B, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico,  15 = 

sintaxantina; c) 21= eritritol, 16 = yiamoloside B, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 23 = glicose, 17 = 
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1-cinnamoilpiperidina, 13 = pipercitina, 29 = ramnose, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 19 = ácido 2-ceto-L-

glucônico, 22 = glucosamina, 11 = linoleato de panaxidol; d) 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 6 = 

aloperina, 23 = glicose, 16 = yiamoloside B, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) 

propeno, 7 = argenteane, 21= eritritol, 12 = rutinosídeo de fenetilo, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 28 = ácido 

pirúvico, 25 = ácido hexadecanóico, 30 = ácido tetradecanóico. As variáveis com escores maiores que 1 são 

consideradas as principais variáveis do modelo. As caixas coloridas à direita indicam as concentrações relativas 

do metabólito correspondente em cada grupo de estudo. 

 

 

Considerando os extratos E1R1 e E1R3, foram obtidos 11 metabólitos com valores de 

IVP >, destes, quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23,29), álcool graxo (1), um triterpenoide 

e derivados (5), um ácido graxo e derivados (11), um alcaloide e derivados (13), uma saponina 

(16), um alcaloide e derivados (17), um ácido orgânico (19) (Figura 20 C). 

Considerando os extratos E2R1 e E2R3, foram obtidos 13 metabólitos com valores de 

IVP >, destes, três carboidratos e derivados (12, 21, 23), uma saponina (16), um ácido orgânico 

(19), três ácidos graxos e derivados (11, 25, 30), um triterpenoide e derivados (5), um alcaloide 

e derivados (6), uma lignana (7), um estilbenoide (18), um ácido orgânico e derivados (28). 

(Figura 20D). 

 

 

5.6.6 A influência das amostras in natura e comercial na variação do metaboloma de 

extratos do estigma de Zea mays L 

 

 A análise pelo volcano plot apresentou a variação entre os metabólitos com variação 

estatisticamente significativa entre pares de amostras in natura e comercial (valor de p < 0,05 

e FC > 1,5). 

 A comparação entre os extratos hexânicos in natura  (HR3, HR1) e o  extrato hexânico 

comercial (CH) apresentou redução significativa no teor de sete metabólitos dos extratos HR1 

e HR3, destes, dois ácidos graxos e derivados (20, 27), um triterpenoide e derivados (5), dois 

ácidos orgânicos (19, 26), um carboidrato e derivados (23), um estilbenoide (18) e aumento 

significativo no teor de quatro metabólitos no extrato CH, destes, um alcaloide e derivados (17), 

três ácidos graxos e derivados (2, 25, 30) (Figura 21A). 

A comparação entre os extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e o extrato 

em acetao de etila comercial (CEA) apresentou redução significativa no teor de oito metabólitos 

dos extratos EAR1 e EAR3, destes, três ácidos graxos e derivados (11, 27, 30), dois carboidratos 

e derivados (21, 22), um ácido orgânico (28), um triterpenoide e derivados (15), um estilbenoide 

(18) e aumento significativo no teor de quatro metabólitos no extrato CEA, destes, dois 
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carboidratos e derivados (23, 29), um glicosídeo esteróidal (10), um alcaloide e derivados (17) 

(Figura 21B). 

A comparação entre os extratos etanólicos 1 in natura (E1R1 e E1R3) e o extrato 

etanólico comercial 1 (CE1) apresentou redução significativa no teor de nove metabólitos nos 

extratos E1R1 e E1R3, destes, três carboidratos e derivados (22, 21, 24), três ácidos graxos e 

derivados (20, 27), dois ácidos orgânicos (26, 28), álcool graxo (1), um triterpenoide e 

derivados (5) e aumento significativo no teor de um alcaloide e derivados (13) no extrato CE1 

(Figura 21C). 

A comparação entre os extratos em etanol 2 in natura (E2R1 e E2R3) e o extrato 

comercial 2 (CE2), apresentou redução significativa no teor de doze metabólitos nos extratos 

E2R1 e E2R3, destes, quatro ácidos graxos e derivados (11, 20, 27, 30), um álcool graxo (1), 

um triterpenoide e derivados (5), um metabólito não classificado, considerado como “outros” 

(3), um glicosídeo esteróidal (10), um alcaloide e detivados (17), um estilbenoide (18),  um 

carboidrato e derivado (24), um ácido orgânico (28) e aumento significativo no teor de cinco 

metabólitos, destes, dois carboidratos e derivados (21, 23), dois ácidos orgânicos (19, 26), um 

ácido graxo e derivado (20) (Figura 21D).  

 

Figura 21 - Plotagem de volcano, considerando os extratos in natura e comercial 
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Volcano Plot Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e Teste-

t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre  os extratos in natura e comercial. Os pontos rosas representam 

os metabólitos estatisticamente significativos nos extratos em hexano a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 5 = 7 ', 8'-

Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, , 20 = ácido 9,12-octadecadienoico, 26 = ácido lático, 23 = glicose, 27 = ácido 

linoleico, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 25 = ácido hexadecanóico, 2 

= ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 30 = ácido tetradecanóico; acetato de etila b) 11 = linoleato de panaxidol; 21= 

eritritol, 28 = ácido pirúvico, 22 = glucosamina, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 30 = ácido tetradecanóico, 18 = 1-

Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosídeo R10, 29 = ramnose, 15 = sintaxantina, 23 = glicose, 27 

= ácido linoleico;  etanol 1 c) 28 = ácido pirúvico, 22 = glucosamina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 5 = 7 ', 8'-

Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 21= eritritol, 24 = ácido glicérico, 26 = ácido lático, 27 = ácido linoleico, 20 = 

ácido 9,12-octadecadienoico, éster etílico, 13 = pipercitina;  etanol 2d) 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-

hidroxicitraniaxantina, , 20 = ácido 9,12-octadecadienoico, 27 = ácido linoleico, 26 = ácido lático, 21= eritritol, 

19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, , 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 28 = ácido pirúvico, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 

1- (1-propeniltio) propil, 23 = glicose, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10 

= notoginsenosídeo R10, 24 = ácido glicérico,  17 = 1-cinnamoilpiperidina, 29 = ramnose, 30 = ácido 

tetradecanóico. Foi realizada a análise não emparelhada, o eixo X é a mudança de dobra (log (FC)) e este parâmetro 

demonstra o número de contagens significativas com o limite de decisão de 1,5. O eixo Y é -log10 (valor de p) é 

baseado em valores brutos, usando como parâmetro de significância o valor de p < 0,05. Os metabólitos 

significativos estão representados pelo ponto rosa e os não significativos estão representados por pontos cinza. 

 

 

A robustez do modelo criado pela análise de PLS-DA foi avaliada através da validação 

cruzada utilizando os paramentros R2 e Q2. Considerando considerando a influência da natureza 

in natura e comercial na discriminação dos extratos hexânicos in natura (HR1 e HR3) e o 

extrato hexânico comercial (CH), a validação cruzada apresentou R2 = 99,34% e Q2 de 92,93% 

(dois componentes) (Figura 22A); nos extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e 

o extrato em acetato de etila comercial (CEA), a validação cruzada apresentou R2 = 98,83% e 

Q2 = 93,33% (dois componentes) (Figura 22B); nos extratos etanólicos in natura (E1R1 e 

E1R3) e o extrato etanólico comercial 1 (CE1), a validação cruzada apresentou R2 = 99,60% e 

Q2 = 91,59% (dois componentes) (Figura 22C); nos extratos em acetato de etila in natura (E2R1 

e E2R3) e o extrato comercial 2 (CE2), a validação cruzada apresentou R2 = 99,45% e Q2 = 

95,83% (dois componentes) (Figura 22D). O coeficiente de Pearson (R2), classifica R2 = 2%, 

como baixo efeito, R2 = 13%, efeito médio, R2 = 26% efeito relevante (COHEN, 1988). Para 

critério de avaliação de Q2, devem ser obtidos valores maiores que zero (HAIR et al., 2014).  
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Figura 22 - Validação cruzada do PLS-DA considerando a natureza in natura e comercial 

 

 

a) validação cruzada dos extratos HR1, HR3 e CH; b) validação cruzada dos extratos EAR1, EAR3 e CEA; c) 

validação cruzada dos extratos E1R1, E1R3 e CE1 d) validação cruzada dos extratos E2R1, E2R3 e CE2. Cada 

validação cruzada, os dados previstos são comparados com os dados originais, e a soma dos erros quadrados é 

calculada. O erro de previsão é então resumido em todas as amostras (Soma Residual Prevista de Quadrados ou 

PRESS). Por conveniência, o PRESS é dividido pela soma inicial de quadrados e subtraído de 1 para se assemelhar 

à escala do R2.  

 

Os dois componentes são capazes de explicar 65,3% da variância dos extratos hexânicos 

in natura (HR1 e HR3) e o extrato hexânico comercial (CH) (Figura 23A); 69,4 % da variância 

dos extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e o extrato em acetao de etila 

comercial (CEA) (Figura 23B), 55,2% da variância dos extratos etanólicos in natura (E1R1 e 

E1R3) e o extrato etanólico comercial 1 (CE1) (Figura 23C); 59,6% da variância dos extratos 

em acetato de etila in natura (E2R1 e E2R3) e o extrato comercial 2 (CE2) (Figura 23D). 
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Figura 23 - PLS-DA considerando a natureza in natura e comercial 

 

 

Considerando os extratos hexânicos in natura (HR1 e HR3) e o extrato hexânico 

comercial (CH), foram obtidas 11 variáveis com valores de IVP >1, e consideradas como 

potenciais metabólitos para esses dados. Segue os metabólitos com importância na projeção: 

cinco ácidos graxos e derivados (2, 20, 25, 27, 30), dois ácidos orgânicos (19, 26), um 

triterpenoide e derivados (5), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um 

carboidrato e derivados (23) (Figura 24A). 

Considerando os extratos em acetato de etila in natura (EAR1 e EAR3) e o extrato em 

acetao de etila comercial (CEA), foram obtidas 14 variáveis com valores de IVP >1, e 

consideradas como potenciais metabólitos para esses dados. Segue os metabólitos com 

importância na projeção: quatro carboidratos e derivados (21, 22, 23, 29), quatro ácidos graxos 

e derivados (2, 11, 27, 30), um terpenoide e derivado (8), um glicosídeo esteróidal (10), um 
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triterpenoide e derivado (15), um alcaloide e derivados (17), um estilbenoide (18), um ácido 

orgânico (28) (Figura 24B). 

Considerando os extratos etanólicos in natura (E1R1 e E1R3) e o extrato etanólico 

comercial 1 (CE1), foram obtidas 12 variáveis com valores de IVP >1, e consideradas como 

potenciais metabólitos para esses dados. Segue os metabólitos com importância na projeção:   

três carboidratos e derivados (21, 22, 24), um metabólito não classificado, considerado como 

“outros” (14), um álcool graxo (1), um triterpenoides e derivados (5), um glicosídeo esteróidal 

(10), um alcaloide e derivados (13), dois ácidos graxos e derivados (20, 27), dois ácidos 

orâgnicos (26, 28) (Figura 24C). 

Considerando os extratos em acetato de etila in natura (E2R1 e E2R3) e o extrato 

comercial 2, foram obtidas 16 variáveis com valores de IVP >1, e consideradas como potenciais 

metabólitos para esses dados. Segue os metabólitos com importância na projeção: quatro 

carboidratos e derivados (21, 23, 24, 29), três ácidos graxos e derivados (11, 20, 27), dois ácidos 

orgânicos (26, 28), álcool graxo (1), um metabólito não classificado, considerado como 

“outros” (3), um triterpenoide e derivados (5), um glicosídeo esteróidal (10), um alcaloide e 

derivados (17), um estilbenoide (18), um ácido orgânico (19) (Figura 24D). 
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Figura 24 - Importância das variáveis na projeção, considerando a natureza in natura e comercial 

 

 

Valores de IVP >1, a) 17 = 1-cinnamoilpiperidina, , 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, éster etílico, 26 = ácido lático, 23 = glicose, 27 = ácido linoleico, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 

18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 25 = ácido hexadecanóico, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 30 = 

ácido tetradecanóico; b) 11 = linoleato de panaxidol, 21= eritritol, 28 = ácido pirúvico, 22 = glucosamina, 17 = 1-

cinnamoilpiperidina, 30 = ácido tetradecanóico, 18 = 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosídeo 

R10, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 29 = ramnose, 15 = sintaxantina, 23 = glicose, 27 = ácido linoleico, 8 

= cassaidina; c) 28 = ácido pirúvico, 22 = glucosamina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 5 = 7 ', 8'-Di-hidro-8'-

hidroxicitraniaxantina, 21= eritritol, 24 = ácido glicérico, 26 = ácido lático, 27 = ácido linoleico, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, éster etílico, 10 = notoginsenosídeo R10, 13 = pipercitina, 14 = sinapaldeído espermina; d) 5 = 

7 ', 8'-Di-hidro-8'-hidroxicitraniaxantina, 20 = ácido 9,12-octadecadienoico, éster etílico, 27 = ácido linoleico, 26 

= ácido lático, 21= eritritol, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 28 = ácido pirúvico, 3 

= dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 23 = glicose, 11 = linoleato de panaxidol, 18 = 1-Difenil-2- 

(4-metoxifenil) propeno, 10 = notoginsenosídeo R10, 24 = ácido glicérico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina 29 = 

ramnose, 30 = ácido tetradecanóico. As variáveis com escores maiores que 1 são consideradas as principais 

variáveis do modelo. As caixas coloridas à direita indicam as concentrações relativas do metabólito correspondente 

em cada grupo de estudo. 
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5.6.7 Correlação entre as atividades biológicas e os metabólitos 

 

O coeficiente de correlação de Spearman (ρ) é uma medida bastante utilizada para 

descrever a realação não-linear. Os seguintes parâmetros foram utilizados para interpretar a 

correlação: O ρ = 0,00 a 0,3, positivo ou negativo, indica uma correlação desprezível; o ρ = 0,3 

a 0,5, positivo ou negativo, indica uma correlação fraca; o ρ =0.5 a 0,7, positivo ou negativo, 

indica uma correlação moderada; o ρ = 0,7 a 0,9, positivo ou negativo, indica uma correlação 

forte; o ρ = 0,09 a 0,99, positivo ou negativo indica uma correlação muito forte (MUKAKA, 

2012). 

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlação negativa e forte entre a 

atividade antioxidante e o ácido pirúvico (28), porém não significante (p > 0,05); e uma 

correlação negativa e moderada entre a atividade antioxidante e o 1-Difenil-2- (4-metoxifenil) 

propeno (18), ácido glicérico (24), glucosamina (22), porém não significante (p > 0,05), ácido 

lático (26), ácido 2-ceto-L-glucônico (19) com significância estatística (p<0,05); e uma 

correlação positiva e moderada entre a atividade antioxidante e a 1-cinnamoilpiperidina (17), 

dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), porém não significante (p > 0,05), 

yiamoloside B (16) com significância estatística (p<0,05) (Figura 25).   

 

 

Figura 25 - Correlação entre os compostos fenólicos e e os metabólitos dos extratos 

 

 
O coeficiente de correlação de Spearman considerou valores de ρ > 0 = correlação positiva e valores de ρ < 0 = 

correlação negativa. Valores de ρ mais próximos de 1 representa correlação mais forte entre as variáveis: 17 = 1-
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cinnamoilpiperidina, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 16 = yiamoloside B, 4 = 7- (metiltio) 

heptanenitrilo, 12 = rutinosídeo de fenetil, 14 = sinapaldeído espermina, 25 = ácido hexadecanóico, 30 = ácido 

tetradecanóico, 8 = cassaidina, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol,  7 = argenteane, 10 = notoginsenosídeo R10, 29 = 

ramnose, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 6 = aloperina, 9 = licoperósido D, 23 = glicose,  21= eritritol, 19 

= ácido 2-ceto-L-glucônico, 26 = ácido lático, 22 = glucosamina, 24 = ácido glicérico, 18 = 1-Difenil-2- (4-

metoxifenil) propeno, 28 = ácido pirúvico.  

 

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlação positiva e forte entre a atividade 

citotóxica contra células C6 e o ácido hexadecanóico (25), 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), ácido 

tetradecanóico (30); correlação positiva e moderada entre a atividade citotóxica contra células 

C6 e a argenteane (7), 1-cinnamoilpiperidina (17), rutinosídeo de fenetil (12), ácido 15-oxo-

18Z-tetracosenóico (2), aloperina (6), linoleato de panaxidol (11), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol 

(1), dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), ácido linoleico (27), e  correlação 

negativa e moderada entre a atividade citotóxica contra células C6 e o ácido lático (26), glicose 

(23), porém não significante (p > 0,05), ácido 2-ceto-L-glucônico (19) (Figura 26). 

 

Figura 26 - Correlação entre a atividade citotóxica contra células C6 e os metabólitos 

 

 

O coeficiente de correlação de Spearman considerou valores de ρ > 0 = correlação positiva e valores de ρ < 0 = 

correlação negativa. Valores de ρ mais próximos de 1 representa correlação mais forte entre as variáveis: 25 = 

ácido hexadecanóico, 4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 30 = ácido tetradecanóico, 7 = argenteane, 17 = 1-

cinnamoilpiperidina, 12 = rutinosídeo de fenetilo, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 6 = aloperina, 11 = 

linoleato de panaxidol, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 27 = 

ácido linoleico, , 16 = yiamoloside B, 8 = cassaidina, 14 = sinapaldeído espermina,  15 = sintaxantina, 9 = 
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licoperósido D, 18 = 1-difenil-2- (4-metoxifenil) propeno, 22 = glucosamina, 21 = eritritol, 28 = ácido pirúvico, 

19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 23 = glicose, 26 = ácido lático. 

 

O coeficiente de Spearman indentificou uma correlação positiva e forte entre a atividade 

antibacteriana (B. subtilis) e o 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), ácido hexadecanoico (25), 

argenteane (7), ácido tetradecanóico (30), ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico (2), aloperina (6); 

correlação positiva e moderada entre a atividade antibacteriana (B. subtilis) e o linoleato de 

panaxidol (11), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol (1), rutinosídeo de fenetil (12), dissulfeto de 1-

propenil 1- (1-propeniltio) propil (3), ácido linoleico (27), 1-cinnamoilpiperidina (17); e 

correlação negativa e moderada entre a atividade antibacteriana (B. subtilis e a glicose (23), 

ácido lático (26), ramnose (29) (Figura 27). 

 

Figura 27 - Correlação entre a atividade antibacteriana frente ao B. subtilis e os metabólitos 

 

 

O coeficiente de correlação de Spearman considerou valores de ρ > 0 = correlação positiva e valores de ρ < 0 = 

correlação negativa. Valores de ρ mais próximos de 1 representa correlação mais forte entre as variáveis: 4 = 7- 

(metiltio) heptanenitrilo, 25 = ácido hexadecanóico, 7 = argenteane, 30 = ácido tetradecanóico, 2 = ácido 15-oxo-

18Z-tetracosenóico, 6 = aloperina, 11 = linoleato de panaxidol, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol, 12 = rutinosídeo 

de fenetilo, 3 =  dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 27 = ácido linoleico, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 

8 = cassaidina, 15 = sintaxantina,  16 = yiamoloside B, 14 = sinapaldeído espermina, 20 = ácido 9,12-

octadecadienoico, éster etílico , 9 = licoperósido D, 28 = ácido pirúvico, 22 = glucosamina, 19 = ácido 2-ceto-L-

glucônico, 29 = ramnose, 26 = ácido lático, 23 = glicose.  
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O coeficiente de Spearman indentificou uma correlação positiva e forte entre a atividade 

antibacteriana (P. aeruginosa) e 7- (metiltio) heptanenitrilo (4), ácido hexadecanóico (25), 

argenteane (7), ácido tetradecanóico (30), rutinosídeo de fenetilo (12), ácido 15-oxo-18Z-

tetracosenóico (2), aloperina (6), linoleato de panaxidol (11); correlação positiva e moderada 

entre a atividade antibacteriana (P. aeruginosa ) e ácido linoleico (27), dissulfeto de 1-propenil 

1- (1-propeniltio) propil (3), yiamoloside B (16), (3R, 7R) -1,3,7-octanetriol (1), cassaidina (8), 

1-cinnamoilpiperidina (17); e correlação negativa e moderada entre a atividade antibacteriana 

(P. aeruginosa )  e a glicose (23), ácido lático (26) (Figura 28). 

 

Figura 28 - Correlação entre a atividade antibacteriana frente ao P. aeruginosa e os metabólitos 

 

 

4 = 7- (metiltio) heptanenitrilo, 25 = ácido hexadecanóico, 7 = argenteane, 30 = ácido tetradecanóico, 12 = 

rutinosídeo de fenetilo, 2 = ácido 15-oxo-18Z-tetracosenóico, 6 = aloperina, 11 = linoleato de panaxidol, 27 = 

ácido linoleico, 3 = dissulfeto de 1-propenil 1- (1-propeniltio) propil, 16 = yiamoloside B, 1 = (3R, 7R) -1,3,7-

octanetriol, 8 = cassaidina, 17 = 1-cinnamoilpiperidina, 14 = sinapaldeído espermina, 15 = sintaxantina, 9 = 

licoperósido D, , 22 = glucosamina, 29 = ramnose, 19 = ácido 2-ceto-L-glucônico, 21 = eritritol, 28 = ácido 

pirúvico, 26 = ácido lático,  23 = glicose.  
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6. DISCUSSÃO  

 

As plantas medicinais sintetizam biomoléculas que são utilizadas como base para 

produção de muitas drogas farmacêuticas e fitoterápicos. Estas moléculas ativas presente em 

plantas possuem atividades biológicas benéficas para a saúde humana, além disso estão 

presentes na produção de perfumes, agroquímicos e cosméticos (LI et al., 2020).  

A plantas medicinais apresentam diversas atividades biológicas, como por exemplo, 

atividade antioxidante (GUTTERIDGE; HALLIWEL, 2015), atividade antimicrobiana 

(ALEKSIC SABO; KNEZEVIC et al., 2019) e atividade citotóxica (OCHWANG'I et al., 2018).  

Existe uma relação entre uma dieta rica em metabólitos com propriedade antioxidantes 

e a proteção frente às doenças relacionadas com o dano oxidativo, como câncer, doenças 

cardiovasculares, doenças neurológicas (TRESSERRA-RIMBAU, ARRANZ, VALLVERDU-

QUERALT, 2017). Logo, é importante a descoberta de novas fontes de metabólitos secundários 

com atividade antioxidante.  

No presente estudo os extratos in natura do estádio R1, apresentaram maior atividade 

antioxidante quando comparados aos extratos produzidos a partir da amostra coletada no estádio 

R3 e comercial. Os dados apresentados no estudo atual estão de acordo com o experimento de 

Zilic et al., (2016), que utilizou o estigma de milho híbrido ZP no estádio R1, este extrato 

apresentou maior atividade antioxidante (IC50 = 0,059 mg mL−1) quando comparado com o 

extrato do estádio R4 (IC50 = 0,180 mg mL−1). A maior atividade antioxidante das amostras R1 

quando comparadas com as amostras R4, advém da oxidação dos polifenóis e da formação de 

seus derivados durante a maturação e envelhecimento do estigma. Este resultado mostra que o 

extrato que advém de uma amostra coletada no início do estádio reprodutivo, apresenta maior 

atividade antioxidante (AKBARI; DIDEHBAN; FARHANG, 2020).  

No presente estudo, o etanol apresentou maior potencial em extrair metabólitos com 

propriedade antioxidante. Este achado pode estar relacionado pela afinidade entre solventes 

polares e o conteúdo de agente redutores e compostos fenólico presente no extrato. 

Corroborando com este achado, foi avaliado em outro trabalho que o extrato polar da maioria 

dos vegetais tem propriedades antioxidantes mais altas do que o extrato apolar (OBOH; 

RADDATZ; HENLE, 2008).  A atividade antioxidante dos extratos da Crinum asiaticum L. 

variou de acordo com a polaridade dos extratos: éter de petróleo, clorofórmio, acetato de etila 

e metanol. Através do método DPPH os valores de IC50 foram de 241,9, 195,7, 122,2 e 148,1 

μg/mL-1, respectivamente. Estes resultados reforçam que a polaridade do solvente influencia na 
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atividade antioxidante (GOSWAMI et al., 2020). Os extratos brutos de Juniperus excels foram 

testados usando o método DPPH, os extratos com maior atividade foram: hidroalcoólico> 

clorofórmio> acetato de etila> hexano (WELI et al., 2014). A maior atividade antioxidante dos  

atividade deve estar relacionada ao seu conteúdo fenólico, 

A análise de correlação identificou a ramnose (29) como o principal metabólito 

responsável pela atividade antioxidante, mesmo não apresentando a maior correlação, este 

metabólito apresentou significância estatística (Figura 24). Em outro trabalho, a atividade 

antioxidante da fração do polissacarídeo de estigma de milho, identificou a ramnose entre outros 

três monossacarídeos, este extrato foi avaliado e apresentou atividade de sequestro do radical 

DPPH com valor de 0,46 mg mL (LI et al., 2020). Alguns monossacaídeos foram avaliados e 

apresentaram baixa atividade antioxidante (TOUKACH; ANANIKOV, 2013). Em outro 

trabalho, onde foi avaliada a atividade antioxidante de complexos de lignina-carboidrato, os 

polissacarídeos polissacarídeo presentou um papel crucial como doador de hidrogênio para 

encerrar as reações em cadeia de radicais ou sintetizar produtos mais estáveis (XIE et al., 2020). 

A atividade antioxidante de metabólitos normalmente advém dos seus compostos 

fenólicos. Estes resultados têm sido associados à quantidade compostos, como flavonoides, 

isoflavona, flavonas, antocianina, catequina e isocatequina. Contudo, a atividade antioxidante 

está vinculada à quantidade de hidroxilas livres e a conjugação de cadeias laterais para os anéis 

aromáticos. (ELFALLEH; KIRKAN; SARIKURKCU, 2019). 

 Os compostos fenólicos estão presentes na alimentação diária de muitas pessoas, 

através do uso de especiarias, legumes e plantas (CEJUDO-BASTANTE et al., 2013; JAIME 

et al., 2015). As plantas possuem uma grande quantidade destes compostos, estes, minimizam 

ou impedem o estresse oxidativo, através do sequestro de radicais livres. Mas estes compostos 

apresentam outros mecanismos de ação, como por exemplo, o estimulo à dilatação endotelial, 

por meio do aumento a disponibilidade biológica do óxido nítrico. Outro mecanismo acontece 

através da inibição da nicotinamida adenina dinucleótido fosfato-oxidase (NADPH oxidase 

endotelial). As induções destes mecanismos estão associadas ao menor risco de doenças 

cardiovasculares (MOCCIARO et al., 2019; CROFT et al., 2018). Os compostos fenólicos 

também têm atividade antidiabética, através da ativação da proteína quinase ativada por 

monofosfato de adenosina (AMPK) nas células HepG2, melhorando assim a captação de 

glicose na resistência à insulina (HUANG et al., 2015). 

No presente estudo, o extrato etanólico E1R1 apresentou maior teor de compostos 

fenólicos. Os únicos compostos fenólicos identificados neste estudo foram encontrados na 
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argenteane (7) e sinapaldeído espermina (14). Ambos estão mais concentrados nos extratos 

hexânicos. Esses extratos apresentaram baixa concentração de metabólitos vinculados com a 

atividade antioxidante (carboidratos e derivados e ácidos orgânicos) e possui uma grande 

concentração metabólitos que não apresentam boa atividade antioxidante (ácidos graxos). Em 

um trabalho que avaliou extratos hexânicos composto por isolados de lignanas da raiz de 

Myristica fragrans, um dos metabólitos identificado numa das frações foi a argenteane, e 

através do método DPPH este extrato apresentou atividade antioxidante com valor de IC50 de 

69,64 ppm (GINTING et al., 2020). 

O presente estudo exibiu que o teor de compostos fenólicos nos extratos do estádio 

fenológico R1 é maior que no estádio R3, com exceção para os extratos hexânicos. O teor de 

compostos fenólicos possivelmente é influenciado pelo estádio fenológico. Corroborando com 

os resultados achados no presente o estudo, outro trabalho apresentou teor de compostos 

fenólicos total que variou de 26,5 μg EAG/g (milho ceroso branco, variedade WWC1 no estádio 

R6) a 206,8 μg EAG/g (milho ceroso roxo, variedade PWC5 no estádio R4), apresentando assim 

uma diferença no teor de compostos fenólicos de acordo com o estádio fenológio 

(SAPEROUCA et al 2015)  

No presente estudo o teor de compostos fenólicos diminuiu ainda mais nos extratos 

comerciais. Essa diminuição relacionada com os processos fisiológicos dos vegetais que 

propendem ao envelhecimento, quando uma planta avança de um estádio fenológico para outro 

(RASOOL et al., 2018).   

 As plantas representam fonte de vários medicamentos que apresentam um papel crucial   

para a saúde e reproduz uma importante fonte de metabólitos com atividade antimicrobiana. 

Estes agentes antimicrobianos muitas vezes estão em extratos complexos de plantas medicinais 

(ALEKSIC SABO; KNEZEVIC et al., 2019).  

No presente estudo os extratos E1R1, E2R3 apresentaram atividade antimicrobiana 

frente ao B. cereus e o extrato EAR1 frente ao B. subtilis e P. aeruginosa (Tabela 2). O mapa 

de calor (Figura 11) apresentou alta concentração da yiamoloside B (16), ácido lático (26), 

ramnose (29) no extrato E1R1; alta concentração do ácido 2-ceto-L-glucônico (19), eritritol 

(21), glicose (23), ácido lático (26), ramnose (29) no extrato E2R3; e alta concentração do 

notoginsenosídeo R10 (10), ácido glicérico (24), ramnose no extrato EAR1.   

Não há trabalhos que avaliem a atividade antibacteriana da yiamoloside B. Entretanto 

outro trabalho utilizou a saponina extraída de cascas de quinoa, este metabólito apresentou CIM 

de 0,50 mg mL. Entretanto a diversidade de metabólitos do extrato E1R1 é um fator que não 
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favorece uma comparação com metabólitos isolados (DONG et al., 2020). O extrato aquoso do 

tubérculo Cyclamen coum Miller que contém saponinas glicosídicas, apresentou CIM de 0,05 

mg mL frente ao S. aureus. Entretanto as bactérias utilizadas em ambos os estudos são distintas, 

a concentração do extrato e a CIM não é comparável com o presente estudo. Embora não exista 

relatórios consistentes, é possível que a estrutura química da saponina tenha permeabilidade 

celular atingindo as bactérias (SABOORA et al., 2019). 

No presente estudo o mapa (Figura 11) apresentou alta concentração do ácido lático 

(26) nos extratos E1R1 e E1R3. Em outro trabalho, hidrogéis com adição do ácido lático foi 

eficaz contra quatro bactérias,.com CIM variando entre 6,25 – 12,50 µL mL-1(MOREIRA et 

al., 2019). Não há estudos que evidenciem o mecanismo de ação dos ácidos orgânicos contra 

as bactérias, mas alguns mostram que a interação dos ácidos orgânicos com a estrutura celular 

das bactérias gera danos (YANG et al., 2016). 

No presente estudo o mapa de calor (Figura 11) apresentou alta concentração da 

ramnose (29) nos extratos E1R1, E2R3, EAR1. A ramnose também foi encontrada nos 

polissacarídeos do agrião, e a mucilagem apresentou CIM de 0,56 mg mL-1 contra S. aureus. O 

valor de CIM deste trabalho é comparável com presente estudo. Entretanto, o perfil 

metabolômico das amostras avaliadas são distintas. O mecanismo de ação proposto para a 

atividade antimicrobiana do polissacarídeo, mostra que permeabilidade da membrana celular 

externa e interna atenua a produção de proteínas e impede a produção de ácidos nucleicos nas 

bactérias (ALKAHTANI et al., 2020). 

No presente estudo o mapa de calor (Figura 11) apresentou alta concentração do ácido 

glicérico (24) no extrato EAR1. Em outro trabalho, atividade antimicrobiana das partes 

subterrâneas do extrato de Polemonium caeruleum L. contra P. aeruginosa com IC50 de 200 μg 

/ mL, e um dos compostos identificados foi o ácido glicérico. Este metabólito mostrou estar 

correlacionado com a atividade antimicrobiana no presente estudo (ŁASKA et al., 2019).  

 O glioblastoma é um tumor astrócitrário maligno primário mais letal do sistema nervoso 

central e representa aproximadamente 50% de todos os gliomas. As células tumorais, que 

derivam de glioblastoma são modelos alternativos confiáveis para pesquisas considerando 

resposta à agentes externos. (CHESLER et al., 2013; BRISMAR, 1995).  

O extrato EAR1 influenciou a menor viabilidade celular das células de glioma C6, 

quando comparado aos demais extratos deste estudo. A análise de correlação identificou o ácido 

2-ceto-L-glucônico (19) e a yiamoloside B (16) como os principais metabólitos correlacionados 

com a atividade citotóxica (Figura 26). Não há estudos que avaliaram a atividade citotóxica do 
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ácido 2-ceto-L-glucônico contra linhagens de células tumorais. Entretanto outros ácidos 

orgânicos foram identificados no extrato do cogumelo comestível, Coprinopsis atramentaria, 

e este extrato mostrou citotoxicidade para as linhas celulares (MCF-7 - adenocarcinoma de 

mama, NCI-H460 - carcinoma de pulmão de células não pequenas, HCT15 - carcinoma de 

cólon) (HELENO et al., 2014). 

Os solventes influenciaram uma maior variação de ácidos graxos e derivados e de 

carboidratos e derivados do metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L. O mapa de 

calor exibe que os extratos hexânicos apresentaram uma grande concentração de ácidos graxos. 

E estes extratos não apresentaram as maiores atividades biológicas, quando comparados com 

os outros extratos do presente estudo. Em contrapartida, os extratos em etanol e acetato de etila 

apresentaram uma alta concentração de carboidratos e derivados e outras classes químicas e 

apresentaram maiores atividades biológicas quando comparado com os extratos hexânicos, e 

estes não apresentaram alta concentração de ácidos graxos e derivados. Logo, a escolha dos 

solventes foi importante para extrair os metabólitos com maiores atividades biológicas.  

 Os extratos do estádio fenológico reprodutivo 1 apresentaram uma maior concentração 

de carboidratos e derivados no metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L., estes 

metabólitos estão mais concentrados nos extratos que apresentaram maiores atividades 

biológicas. Logo, os extratos do estádio fenológico reprodutivo 1 apresentaram um perfil 

metabolômico que influenciou a atividade antioxidante, citotóxica e antimicrobiana. 

Os extratos in natura apresentaram uma maior concentração de carboidratos e derivados 

no metaboloma de extratos do estigma de Zea mays L. A ramnose está em alta concentração 

em todos os extratos que apresentaram a atividade antioxidante, citotóxica e antimicrobiana. 

Entretanto este metabólito está em uma concetração muito baixa em todas as amostras 

comerciais. Além disto, os extratos comerciais apresentaram uma maior concentração de ácidos 

graxos, quando comparados às amostras in natura. 

 

7. CONCLUSÃO 

Nesse estudo os extratos do estigma de Zea mays L. e seus produto comercial 

apresentaram atividade antioxidante, antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativa e antitumoral contra células C6. O extrato E1R1 apresentou maior atividade 

antioxidante quando comparado aos demais extratos deste estudo; o extrato EAR1 foi mais 

ativo na atividade citotóxica e antibacteriana. A partir da análise estatística foi possível observar 

que ácidos orgânicos, carboidratos e uma saponina são as classes químicas mais importantes 
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para as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotóxica. A utilização dos solventes, acetato 

de etila e etanol, influenciou o perfil metabolômico dos extratos, EAR1, E1R1 e E2R3, e estes 

apresentaram atividades biológicas superiores quando comparados com os extratos hexânicos. 

Os extratos no estádio fenológico reprodutivo 1 apresentaram perfil metabolômico importante 

para as atividades biológicas testadas neste estudo quando comparado estádio fenológico 

reprodutivo 2. Os extratos obtidos das amostras in natura apresentaram maiores atividades 

biológicas quando comparados com as amostas comerciais. 
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