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RESUMO: O milho apresenta diversidade genética,
dando origem a um grande numero de variedades
com caracteristicas fenotipicas distintas, como a
pigmentacdo dos grdos. Recentemente, essa
variacao da coloracao dos grdos de milho passou a
ser de grande interesse devido & correlagdo da
coloracdo dos alimentos com o conteddo de
compostos fendlicos, antocianinas e carotenoides.
Estas substancias bioativas possuem funcédo
antioxidante e podem prevenir algumas doencas,
proporcionando efeitos benéficos para a salde
humana. O objetivo desse estudo foi caracterizar
quatro acessos de milho de coloragcdo distinta de
grdos quanto a composicdo de substancias
bioativas (fendlicos totais, antocianinas,
carotenoides) e determinar a atividade antioxidante.
Foram avaliados os acessos de milho de grdos
coloridos TO 002, ES 006, RO 013 e BAG 0661 do
Banco Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo
(BAG). O experimento foi planejado em
delineamento estatistico inteiramente casualizado.
Foi possivel verificar existéncia de variabilidade na
concentracéo de compostos bioativos dos genotipos
avaliados. O acesso TO002 apresentou maior
concentracdo de fendlicos totais e antocianinas e a
maior atividade antioxidante.

Termos de indexacdo: fendlicos totais,
antocianinas, carotenoides.
INTRODUCAO
Graos de milho podem apresentar Vvarias

coloragbes, entretanto, milhos com pigmentacdo
intensa (pretos, roxos, vermelhos, azuis e laranjas)
tem recebido maior atencdo devido a relagdo dessa
caracteristica com a presenca de substancias
bioativas, como carotenoides (Hu & Xu, 2011,
Aguayo-Rojas et al.,, 2012), e compostos fendlicos
(Santiago et al., 2007; Li et al., 2008; Yang & Zhai,
2010; Hu & Xu, 2011; Zili¢ et al., 2012).

Diferencas consideraveis no conteudo de
fitoquimicos e na capacidade antioxidante, foram
reportadas por Hu & Xu (2011) e Zilic et al. (2012)
em diferentes gendtipos de milho. Nestes estudos a

distribuicdo de carotenoides ou antocianinas diferiu
significativamente entre as classes de cores
avaliadas. Portanto, milhos com diferentes origens,
ainda precisam ser avaliados a fim de identificar um
genétipo com maior destaque na composicao
destes fitoquimicos. Assim, o objetivo desse estudo
foi caracterizar quatro acessos de milho com
coloracao intensa de grédos quanto a composicéo de
substancias bioativas (fendlicos totais, antocianinas,
carotenoides) e atividade antioxidante, a fim de
selecionar um genétipo com destaque para a
composicao destes fitoquimicos.

MATERIAL E METODOS

Tratamentos e amostragens

Foram avaliados quatro acessos de milho de
graos coloridos do Banco ativo Germoplasma (BAG)
Milho da Embrapa Milho e Sorgo quanto a
concentracdo de fendlicos totais, antocianinas,
carotenoides e atividade antioxidante dos grdos TO
002, ES 006, RO 013 e BAG 0661 (Figura 1).

TO 002 BAG 0661

ES 006 RO 013

Figura 1 Acessos do BAG- Milho (Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG) avaliados no estudo.

Para as avaliacbes, os gréos de milho foram
moidos em moinho tipo ciclone MA 020 MARCONI
(Piracicaba — SP) acoplado de peneira de abertura
0,5mm, sendo o material acondicionado em frascos
de vidro, tampados, lacrados com Parafim M e
envoltos em papel aluminio.

Determinagdes analiticas
Todas as analises foram realizadas em auséncia
de luz e em temperatura ambiente de 21+1°C.
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As analises quimicas foram conduzidas no
Laboratério de Qualidade de Grdos da Embrapa
Milho e Sorgo, localizado em Sete Lagoas-MG.

Fendlicos totais

A determinacdo de fendlicos totais foi
determinada de acordo com a metodologia de
Singleton et al. (1999).

Antocianinas

A composicdo de antocianinas foi determinada
de acordo com a metodologia de Francis (1992) e
adaptada por Lopes et al. (2012).

Carotenoides

Os carotenoides foram extraidos das amostras
em esquema sequencial de solventes orgéanicos,
conforme protocolo descrito por Kurilich & Juvik
(1999) com modificagdes (Barbosa, 2015). Os
carotenoides foram quantificados pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
cromatégrafo liquido Alliance Waters, modelo e-
2695, equipado com coluna polimérica C30 da
marca YMC (3 um, 4,6 x 250 mm, Waters, Milford,
MA, USA) e acoplado a detector de arranjo de
diodo (modelo 2998 Waters). O gradiente de eluicdo
foi conduzido a 0,8 mL.min? em condicGes de
gradiente 80:20 a 20:80 de metanol; éter metil tert-
butil em 16 minutos, seguido por constante de 80:20
em 4 minutos, finalizando com 6 minutos de
equilibrio. A temperatura de forno utilizada foi de
30°C, comprimento de onda 450 nm e volume de
injecdo de 40 pL. A temperatura do laboratério foi
mantida a 20 + 1°C durante todo o processo. Para
identificacdo dos compostos foram utilizados
padrdes purificados a partir de cenoura (a-
caroteno), mamao formosa (B-criptoxantina),
seguindo protocolo descrito por Rodriguez-Amaya e
Kimura (2004), e os padr6es comerciais de luteina
(Lutein 40 mg, Vision Health), zeaxantina (Swanson,
ZeaGold zeaxanthin 4 mg (from paprika) e B-
caroteno (Beta Carotene (vitamina A) 25,000 IU
Supplement , Swanson SWO007). Os resultados da
andlise de carotenoides foram expressos em base
seca.

Determinacéo da capacidade antioxidante

A determinagcdo da capacidade antioxidante foi
determinada de acordo com a metodologia de
Roesler et al. (2007).

Delineamento e andlise estatistica

O experimento foi planejado em delineamento
estatistico inteiramente casualizado.

As analises foram realizadas em triplicata, sendo
os resultados submetidos estatisticamente a andlise
de variancia (ANOVA). Quando significativo, foi
realizado teste de média Least Significant Difference

(LSD), estabelecendo-se o nivel de 5% de
significancia.

Para analise dos dados, utilizou-se o programa
Sisvar versao 5.3 (Build 77) (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os fitoquimicos fendlicos totais e
antocianinas houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os graos dos genétipos de milho pigmentados
(Tabela 1).

Tabelas 1 - Médias da concentragdo de compostos
bioativos presentes nos grdos de milho de
genotipos pigmentados.

Gendtipos Concentracdo (mg.100mg) nos
graos + DP

Fendlicos totais Antocianinas

TO 002 959,6+0,612 72,260,402

ES 006 860,8+0,49° 64,17+0,52°

RO 013 756,3+0,31° 58,40+0,38¢

BAG 0661 690,0+0,38¢ 50,84+0,43¢

*Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna n&o diferem
estatisticamente pelo teste de LSD a 5% de probabilidade
(p<0,05).

°DP: Desvio padrao.

Os gréos do acesso TO 002 apresentaram maior
concentracdo de fendlicos totais e antocianinas
guando comparados aos demais materiais.

Montilla et al. (2011), estudando a composicao
de fendlicos totais em diferentes cultivares de milho
roxo encontrou variacao de (311,0 a 817,6 mg.100g"
1). Del Pozo-Insfran et al. (2006), De La Parra et al.
(2007) e Mora-Rochin et al. (2010) relataram médias
de 40,0 a 266,0 mg.100g* de fendlicos totais em
milho de diferentes colora¢Bes. Entretanto, Urias-
Lugo et al. (2015), encontraram teores de 1039,0 e
1331,3 mg.100g?, existindo, portanto, variagdes na
composicdo de bioativos em materiais de diferentes
locais.

Quanto ao teor de carotenoides, também houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os genétipos
pigmentados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentragdo de carotenoides expressos
em pg g* (base seca) em grdos de milho de
genotipos pigmentados.

Carotenoides Concentragdo de carotenoides pg g* + DP
Genétipos pigmentados

TO 002 ES 006 RO 013 BAG 0661
Luteina * 0,96+1,05% 0,31+1,08° 1,16+1,10°
Zeaxantina * 0,87+1,03%* 0,94+1,06% 0,62+1,05°
B-criptoxantina 0,13+1,04¢ 0,62+1,10* 0,19+0,90° 0,31+1,03°
B-caroteno 0,19+0,12°  0,31+1,06% 0,19+1,08° 0,19+0,80°
a-caroteno * * * *
Carotenoides 0,32+1,07°  3,2441,11?* 1,63+0,91° 1,97+1,10°

totais

'Médias seguidas de mesma letra na mesma linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de LSD a 5% de probabilidade
(p<0,05).

*DP: Desvio padro.

* Abaixo do limite de quantificacdo

O gendtipo ES 006 se destacou quanto a
concentracdo de carotenoides totais, seguidos dos
gendtipos RO 013 e BAG 0661. Ja o gendtipo TO
002 obteve a menor concentracdo de carotenoides
totais nos seus graos.

A concentracdo de carotenoides esta também
relacionada com a pigmentacdo da cor do grao de
milho, uma vez que grdos com coloracdo amarela
intensa ou laranja apresentam maior concentracdo
de carotenoides totais quando comparados a graos
amarelos claros e brancos (Cardoso et al. 2009).
Porém, quanto aos carotenoides totais, o gendétipo
ES 006 (grdos roxos), apresentou maior
concentracdo inclusive maior que o genoétipo BAG
0661 (alguns grdos amarelos).

O gendtipo BAG 0661 apresentou maior
concentracdo de luteina e o RO 013 maior
concentracdo de zeaxantina. Estes carotenoides
estdo associados a prevencdo de degeneracao
macular e catarata (Torres et al. 2008). Porém, ES
006 contém os maiores teores de Beta-criptoxantina
e Beta-caroteno (pro-vitaminicos A). E apesar de
TO 002 apresentar mais fendlicos totais e
antocianinas, € o genétipo que apresentou a menor
concentracao de carotenoides totais.

Para a variavel atividade antioxidante, diferenca
significativa (p<0,05) péde ser notada para os graos
dos genotipos pigmentados (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade antioxidante dos grédos de
milho de genétipos pigmentados.

Genotipos Atividade antioxidante (%) + DP
TO 002 74,3140,162
ES 006 65,19+0,09°
RO 013 51,16+0,17¢
BAG 0661 52,880,144

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de LSD a 5% de probabilidade
(p<0,05).

’DP: Desvio padréo.

Em ordem crescente os gendtipos que mais se
destacaram quanto a atividade antioxidante foram:
TO 002, ES 006, RO 013 e BAG 0661.

O gendtipo TO 002 apesar de apresentar a
menor concentracdo de carotenoides totais
apresentou maior atividade antioxidante, indicando
gue os fendlicos totais e antocianinas podem estar
relacionados a maior atividade antioxidante deste
genotipo.

CONCLUSOES

Acessos de milho de grdos com coloracdes
distintas apresentam variabilidade na concentracdo
de compostos  fendlicos, antocianinas e
carotenoides, diferindo na resposta de atividade
antioxidante. Dentre os genoétipos estudados, o
acesso de graos pretos TO002 apresenta maior
concentracdo de fendlicos totais, antocianinas e
maior atividade antioxidante.
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