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Variabilidade de Cor e Compostos Fendlicos
em Acessos de Milho Pigmentados

Maria Cristina Dias Paes’
Flavia Franca Teixeira?
Ediane Perrugia Ribeiro®

Resumo -Diferengas na coloragédo de graos de milho ja foram descritas na
literatura, considerado um atributo importante para a determinagéo do uso
desses materiais, sendo os gendtipos de milho de coloragdo mais intensa,
como vermelha, roxa e azul, os preferidos nas comunidades tradicionais
da América Latina e para o desenvolvimento de alimentos funcionais e
corantes naturais. Apesar da associagdo da cor com a composi¢gao quimica
dos graos de milho, pouco ainda é conhecido sobre as diferengas em teores
de compostos bioativos de importancia biolégica e industrial, em especial
compostos fendlicos, que conferem cor aos graos em gendtipos conservados
em banco de germoplasma brasileiro. Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar acessos de milho com graos de diferentes coloragdes quanto aos
componentes de cor por método instrumental e a concentragdo de compostos
fendlicos totais, avaliando possivel correlagdo entre esses fatores. Foram
avaliados 10 gendtipos de milho de gréos coloridos através de andlises de
cor em colorimetro digital e composicao de fendlicos totais com o reativo
folin-ciocalteau. Para os milhos coloridos avaliados foi identificada maior
concentragédo desses compostos em graos pretos, azuis, roxos e vermelhos
em comparagdo a amarelos e com segregagao de cor creme, havendo
correlagao positiva entre a cor dos graos e a concentragao de fendlicos totais.

Termos para indexagao: Fendlicos totais, analise de cor, milho, capacidade
antioxidante, alimento funcional.

1Maria Cristina Dias Paes, Nutricionista, Doutora em Food Science And Human Nutrition, Analista da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG;
2 Flavia Franga Teixeira, Engenheira-Agrénoma, Doutora em Genética e Melhoramento de Plantas, Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG;

2 Ediane Perrugia Ribeiro, Engenheira de Alimentos, Campos dos Goytacases, RJ..



6 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 223

Color Variability and Phenolic Compounds
in Pigmented Maize Accessions

Abstract — Differences in the color of maize kernels have already been
described in the literature, considered as an important attribute to determine
the use of these materials, being the maize genotypes of more intense color
such as red, purple and blue preferred in the traditional communities of Latin
America and for the development of functional foods and natural colorants.
Despite the association of color with the chemical composition of maize grains,
little is still known about the differences in contents of bioactive compounds of
biological and industrial importance, mainly phenolic compounds, which give
color to the grains in genotypes conserved in the Brazilian Maize Germplasm
Bank. Thus, the objective of this study was to characterize maize accessions
with grains of different pigmentation for color components by instrumental
method and concentration of total phenolic compounds, evaluating a possible
correlation between these factors. Ten maize genotypes of colored grain were
evaluated through color analysis in a digital colorimeter and composition of
total phenolics with the folin-ciocalteau reactive. For the evaluated colored
maize a higher concentration of total phenolics was identified in black, blue,
purple and red grains compared to yellow and cream-colored segregation
ones, with a positive correlation between the color of the grains and the
concentration of total phenolics.

Index terms: total phenolics, color analysis, maize, antioxidant capacity, func-
tional food.
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Introducao

A coloracdo dos grdos de milho é decorrente da presenca de varios
pigmentos, entre eles carotenoides e compostos fendlicos, substancias com
reconhecido valor biolégico (Lao et al., 2017). A concentragdo de compostos
de pigmentagcdo no milho, comumente denominados compostos bioativos,
esta associada a beneficios a saide humana como fatores de prevengao de
riscos ao desenvolvimento de diversas doengas crénicas nao transmissiveis
(Bhaswant et al., 2017; Gowd et al., 2017; Mazewski et al., 2019). Esta acao
se da principalmente a capacidade antioxidante (Lopez-Martinez et al., 2009;
Hu; Xu, 2011; Zilic et al., 2012;), atuando na redugao do estresse oxidativo
em células. Compostos fendlicos também apresentam propriedades anti-
inflamatdria, antimutagénica, anticarcinogénica e antiangiogénica (Kang et
al., 2013; Arroyo et al., 2008; Zhang et al., 2014; Lao et al., 2017; Guzman-
Geronimo et al., 2017; Mazewski et al., 2017; Magni et al., 2018). Além da
importancia nutricional, a antocianina presente em milhos pretos, azuis e
roxos tem sido considerada um importante corante natural para aplicagdo em
produtos das industrias de cosméticos e de alimentos (Li et al., 2014; Luna-
Vitala et al., 2018).

Diferengas consideraveis em conteudo de compostos bioativos e
capacidade antioxidante entre um conjunto de diferentes gendtipos de
milho foram reportadas previamente por Paes et al. (2006, 2007), Lopez-
Martinez et al. (2009), Hu e Xu (2011), Xu et al. (2011), Montilla et al. (2011),
Zilic et al. (2012), Rodriguez et al. (2013), Salinas et al. (2013), Rios et al.
(2014), Kljak e Grbesa (2015) e Guimaraes et al. (2016). Para os materiais
avaliados nesses estudos a distribuicdo de carotenoides ou antocianinas
diferiram significativamente entre as classes de cores. Apesar desses
achados, a variabilidade em cor e composigao de substancias bioativas em
milhos de graos coloridos disponiveis em banco de germoplasma brasileiro
ainda nao foi devidamente estudada, um fato que influencia diretamente
o desenvolvimento de cultivares comerciais de milho coloridos através do
melhoramento genético. Desconhecendo os atributos de interesse das
fontes, a introgressao das carateristicas de importancia nutricional e funcional
nao pode ser conduzida para geracéo de novos materiais inovadores para o
mercado, e por esta razdo ndo ha materiais coloridos com caracteristicas
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agronémicas desejaveis disponiveis para plantio pelos agricultores brasileiros.
Sendo assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar genétipos de milho com
graos de diferentes coloragdes quanto aos componentes de cor por método
instrumental e a concentracdo de compostos fendlicos totais, avaliando
possivel correlagdo entre esses fatores.

Como o trabalho aborda fenotipagem de acessos quanto a compostos
relacionados na literatura com a prevencédo de riscos de doengas e o
desenvolvimento de produtos com melhor valor nutricional, contribui para
o atendimento do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel da ONU ODS
2 “Erradicar a fome, alcangar a seguranga alimentar, melhorar a nutricdo e
promover a agricultura sustentavel”, visto que esta alinhado a meta 2.5 “Até
2020, manter a diversidade genética de sementes”.

Material e Métodos

Analise de cor

Amostras de acessos de milho foram obtidas no Banco Ativo de
Germoplasma de Milho (BAG-Milho) da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-
MG. Foram selecionados dez gendtipos distintos em cor de gréos (Figura 1),
sendo estes: BA 125, MT 059, BAG 0661, PR 031, MT 024, RR 028, TO 002,
RO 013, ES 006 e MG 174. Cada repeticao por gendtipo foi quarteada, e
uma aliquota de graos resultante foi moida em moinho tipo ciclone (Marconi)
modelo MA 020, acoplado de peneira de abertura 0,5 mm, e cada um foi
analisado para cor em colorimetro digital modelo Sensing CR400 (KONICA
MINOLTA) através dos componentes do espacgo de cor Cie L*, a*, b* e AE,
sendo o L* indicador de luminosidade e o a* a coordenada cromatica de
vermelho/verde (+a indica vermelho e —a indica verde) e b* a coordenada
amarelo/azul (+b indica amarelo e —b indica azul). A diferencga total de cor AE
foi calculada como [AL*2 + Aa*2 + Ab*2 ]1/2, sendo o milho BR1001 de graos
alaranjados utilizado como padrao.

Antes de cada leitura, cada amostra foi disposta na placa de leitura
de forma a cobrir toda a superficie para ndo permitir espacos vazio, e foi
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nivelada com espatula conforme indicagcao do fabricante. Os componentes
de cor foram obtidos diretamente do instrumento. Outra aliquota de graos
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Figura 1. Imagem dos graos dos acessos de milhos pigmentados avalia-
dos no estudo

integros do quarteamento de cada material foi também analisada usando
mesmo equipamento. Foram feitas leituras em triplicatas para cada amostra.

Determinagao de fendlicos totais

A andlise da concentracdo de fendlicos totais foi conduzida usando o
reagente de Folin-Ciocalteau seguindo método adaptado de Singleton et al.
(1999). Cada amostra moida (2 mg) foi extraida com 2 mL de metanol ul-
trapuro Tedia (Ohio, USA), sendo coletados 250 L do extrato em tubo de
2,5 mL tipo eppendorf, no qual foram adicionados 415 uL do reagente Folin-
Ciocalteau Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e 830 pL de solugéo 75% (m/v) de
Na,CO, (J.T Baker). Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente (22
°C) durante 2 horas, e a absorbancia foi determinada a 760 nm usando um
espectrofotdmetro UV-Vis modelo Cary 50 (Varian). Para determinagédo da
concentragao foi construida curva padrdo com solugéo de acido galico, e os
resultados foram expressos como equivalentes de acido galico (EAG), sendo
calculados em g.100 g' de milho.
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Delineamento experimental

O experimento foi delineado em DIC com 10 tratamentos (gendtipos) e
trés repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade. Analise
de Correlagao de Pearson foi feita para as variaveis fenolicos totais e compo-
nente AE obtido da analise instrumental de cor. Para as andlises estatisticas
foi utilizado o programa SYSTAT versao 13.2 (Systat Software, Inc).

Resultados e Discussao

Fenodlicos Totais

As médias de fendlicos totais (FT) obtidas para os gendtipos avaliados
sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracado de fendlicos totais em gréos de acessos de milho de diferente cor de
grao.

Genétipo Classificagé? de Fen_élicos totais
cor dos graos (EAG g.100g"' amostra base seca)
TO 002 Preto 300,0a
MT 059 Azul/amarelo 300,0a
MT 024 Vermelho/amarelo/creme 300,0a
ES 006 Roxo 290,0a
RO 013 Roxo/vermelho 280,0a
MG 174 Vermelho 280,0a
RR 028 Vermelho 270,0a
PR 031 Vermelho/creme 120,0b
BAG 0661 Azul/creme 80,0b
BA 125 Amarelo/laranja 50,0c

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de LSD.
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Foram observadas maiores concentracdes de fendlicos totais em milhos
com predominancia de graos de cor preta, azul, vermelha e roxa. A seme-
Ihanga deste achado, Shahidi et al. (2006) reportaram teor de fendlicos totais
superior em gergelim preto quando comparado ao gergelim creme em valo-
res expressos em equivalentes de catequina. Esta diferenga de composigao
quimica foi ainda verificada em analise de grdos de sorgo, cujo contetdo mé-
dio de fendlicos totais foi maior nos graos vermelhos (1,39 mg.g'de EAG) em
comparacgao aos brancos (0,40 mg.g'de EAG) (Dicko et al., 2002). Em arroz
(Oryza sativa L.), os maiores teores de fendlicos soluveis totais foram encon-
trados nos graos com pericarpo preto e vermelho em detrimento do marrom
claro. De acordo com Walter (2009), essas variagbes podem ser atribuidas,
principalmente, a cor dos graos. De fato, Tian et al. (2004) observaram que a
cor do arroz estava relacionada ao conteudo de compostos fendlicos soltveis
totais e grdos com coloragdo mais escura apresentam teor consideravelmen-
te mais elevado desses compostos.

As médias de concentragao de fendlicos sollveis encontradas nos aces-
sos deste estudo se assemelham aquelas reportadas por Montilla et al.
(2011) para graos de cultivares de milhos pigmentados bolivianos, sendo teo-
res superiores nos materiais de graos roxos. Corroborando com estes acha-
dos, recentemente, Peniche-Pavia e Tiessen (2020) encontraram diferengas
significativas em concentracéo de flavonoides em milhos crioulos coloridos
mexicanos, sendo menor para genotipos de graos amarelos e maior para
aquele classificado como preto. Milhos de graos de cor rosa claro e roxo claro
apresentaram concentragdes intermediarias de antocianinas.

Cor dos graos

A andlise de cor permitiu identificar variagdes dos componentes para
amostras de graos de milho coloridos, dependendo da forma em que foram
avaliadas (grao ou moido) (Tabela 2).
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Tabela 2. Componentes de cor de acessos de milho coloridos nas formas de gréos inteiros e
moidos.

moida grdo moida grao
TO002 322b 650a 05b 34a 0,09b 2,5a 31,0a 25,0b
ES006 32,1b 66,0a 09b 3,6a 0,04b  6,1a 31,12 22,7b
RO 013 34,0b 64,9a 24a 23b 2,3b 5,6a 28,4a 22,5b
MG 174 33,7b 69,8a 79a 3,4b 3,6b 17,4a 27,2a 19,2b
RR 028 51,5b 74,2a 1,72 1,6b 13,4a 8,9b 10,90 27,1a

SGABC;J 44,7b  69,0a 11,7a 4,6b 126b 129a 14,7b 20,4a

MT 059 43,4b 73,0a 0,2b 0,4a 8,3a 5,4b 18,1b  28,4a
PR031 52,0b 71,0a 32b 44a 12,2a  9,8b 11,7b  23,7a
MT 024 44,70 78,0a 6,1a 22b 9,4a 8,6b 16,1b  30,4a
BA125 533b 799a 64a 0,2b 23,2b 24,4a 2,3b 28,5a

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas dentro do componente de cor especifico comparando
gréos e amostra moida néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de LSD (p>0,05)

Quando comparadas as médias dos componentes de Cie L*, a*, b* e AE
para os grdos e a amostra moida de um mesmo gendétipo foram identificadas
diferencgas, portanto indicando a necessidade de ser considerado o preparo
da amostra de graos de milho para determinagéo destes atributos. Graos de
milho moidos apresentaram maiores médias de L* que os graos inteiros do
mesmo acesso, mas para os demais componentes de cor e o AE esta tendén-
cia nao foi observada para todos os acessos, sendo a resposta dependente
do gendtipo.

Os resultados para o Cie L*, a*, b* e o AE para gréos inteiros dos diferen-
tes acessos de milho coloridos sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Médias dos componentes de cor obtidas para graos de acessos de milho coloridos.

Acesso L* a* b* AE
TO 002 32,2 a 0,5 bc 0,09 bc 310a
ES 006 32,1a 09 b 0,04 c 31,1a
RO 013 34,0a 2,4 ab 23b 28,4 b
MG 174 33,7 a 7,9 ab 3,6b 272b
RR 028 51,5a 1,7 b 13,4 ab 109 e
BAG 0661 44,7 a 11,7 a 12,6 ab 14,7d
MT 059 43,4 a 02 c 8,3b 18,1¢c
PR 031 52,0 a 3,2 ab 12,2 ab 1M1,7e
MT 024 44,7 a 6,1 ab 9,4 ab 16,1d
BA 125 53,3 a 6,4 ab 23,2a 23f

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
LSD a 5% de probabilidade.

Os graos dos acessos de milho avaliados ndo apresentaram diferenga
estatistica quanto as médias de luminosidade (L*) (p>0,05).

Para o componente a*, quando este apresentou maior média, indicou
proximidade ao vermelho, e os menores valores de a* proximidade, ao verde.
As amostras com maiores valores de b* apresentaram-se mais préximas do
amarelo do que aquelas com menores valores de médias, indicando mais
préoximas do azul. A associagdo da classificacdo de cor (Tabela 1) obtida
visualmente e as medidas instrumentais de a* e b* ndo corresponderam para
todos os materiais analisados.

Os milhos de gréaos pretos TO 002 e roxos ES 006 apresentaram as
maiores médias de diferencga total de cor, determinada por AE, comparada
aos demais acessos, diferindo estatisticamente das demais (p<0,05),
mas nao entre si (p>0,05). Os genodtipos MG 174 e RO 013 com gréos
predominantemente roxo e roxo/vermelho, respectivamente, ndo diferiram
quanto ao atributo mencionado (p>0,05), assim como BAG 0661 e PR031,
mas estes genotipos apresentaram médias estatisticamente diferentes
comparados aos outros acessos. Demais gendtipos apresentaram diferenga
total de cor significativamente diferente (p<0,05). A menor média de AE
observada foi para o acesso com gréos de cor predominantemente amarela/
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laranja, coloragao visualmente semelhante ao padrao utilizado de acordo
com a classificacao de cor.

Foi observada correlagdo positiva (R=0,707) entre a concentracéo de
fendlicos totais e 0 AE para graos inteiros, portanto o aumento da concentragéao
de fendlicos totais correlacionou positivamente com a diferenca total de cor
das amostras, podendo o referido componente ser considerado para uso
como indicador na selegéo preliminar de fontes para o desenvolvimento de
cultivares de milho com grdos de melhor composicédo de fitoquimicos de
interesse para a producao de alimentos funcionais, nutracéuticos e corantes
naturais.

Conclusao

A concentragcédo de fendlicos totais varia em grdos pigmentados, sendo
maior para aqueles classificados como pretos, azuis, roxos e vermelhos em
comparagao a amarelos e com segregagao de cor creme, havendo correlagao
positiva entre a diferencga total de cor (AE) e a concentragdo destes compostos.
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