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RESUMO

A alta incidéncia mundial de casos com reagdes adversas relacionadas ao gluten tem
aumentado a demanda por novas fontes alternativas de insumos com qualidade
nutricional e tecnoldgica para a producdo de alimentos. Dentre essas alternativas
destaca-se o sorgo (Sorghum bicolor. L. Moench), quinto cereal mais produzido no
mundo, que apresenta elevada qualidade do ponto de vista nutricional, alta variabilidade
genética no que se refere a quantidades de compostos antioxidantes e de amido
resistente. Esses podem promover beneficios a saude, reduzindo o risco de
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Dessa forma, o presente
estudo visa avaliar a composicdo nutricional, assim como compostos bioativos e
atividade antioxidante de cinco gendétipos de sorgo e uma farinha comercial.
Primeiramente, foram avaliados os grdos dos genotipos quanto a sua vitreosidade e peso
em 1000 grdos. Posteriormente, foram produzidas farinhas e uma formulacdo de péo
sem glaten com cada genotipo mais o comercial. Foram realizadas analises de umidade,
cinzas, proteina bruta, lipideos, fibra soltvel e insoltivel, amido resistente e amido
solavel, teor de amilose, fendlicos totais, taninos totais e atividade antioxidante por
DPPH (ICs) e FRAP, tanto nas farinhas quanto nos pées elaborados. Pdde-se observar
que as amostras de farinha e pdo provenientes do genotipo classificado como testa
marrom com tanino BR 305 apresentaram maiores teores de compostos fendlicos (1493
e 469 mg/100g MF, respectivamente) e taninos (609,9 e 188 mg de
proantocianidina/100g MF, respectivamente), além de maior concentragdo de amido
resistente (3,89/100g e 2,49/100g MF, respectivamente), representando um potencial
interessante para a formulacdo de pdes sem gluten do ponto de vista nutricional. Com
relacdo ao teor de amilose nas farinhas, a amostra 116748 apresentou maior fracdo, com
22,8 %. Os teores de umidade (12,5 — 14,7g/100g), cinzas (1,02 — 1,53g/100g),
proteinas (8,59 — 9,54¢9/100g) e lipideos (2,14 — 4,669/100g) obtiveram pequena
variacdo entre as farinhas. Observou-se uma correlacdo positiva entre 0s compostos
bioativos e fibras, além de amilose, com vitreosidade. Concluiu-se que existe diferenca
nas caracteristicas entre distintos genotipos de sorgo quanto a presenca e a atividade de
compostos bioativos. Além disso, 0 processamento térmico tende a diminuir a
concentracdo desses compostos. No entanto, mais estudos devem ser feitos para uma
avaliacdo mais aprofundada objetivando-se também aspectos tecnoldgicos e sensoriais
desta variacéo.



ABSTRACT

The high incidence worldwide of cases with adverse reactions related to gluten has
increased the demand for alternative sources of inputs with nutritional and technological
quality for food production. Among these alternatives highlight the sorghum (Sorghum
bicolor. L. Moench), fifth most cereal produced in the world that has a high quality
nutritional point of view, high genetic variability as regards the amounts of antioxidants
and resistant starch . These can promote health benefits, reducing the risk of developing
chronic diseases. Thus, this study aims to evaluate the nutritional composition, as well
as bioactive compounds and antioxidant activity of five genotypes of sorghum and a
commercial flour. First, we evaluated the grains of genotypes for their vitreousness and
weight of 1000 grains. Subsequently, flours were produced and gluten-free bread
formulation with increasingly commercial genotype. moisture analyzes were performed,
ash, protein, lipids, soluble and insoluble fiber, resistant starch and soluble starch,
amylose content, total phenolics, total tannins and antioxidant activity by DPPH (I1Csp)
and FRAP, both in flour as in breads elaborate. It was observed that samples of flour
and bread coming from the rated as genotype tests with brown tannin BR 305 showed
higher levels of phenolics (1493 and 469 mg/100g MF, respectively) and tannins (609.9
to 188 mg proanthocyanidin/100g MF, respectively), besides higher concentrations of
resistant starch (3.8 and 2.4g / 100g MF, respectively), an interesting potential for the
formulation of gluten-free breads nutritional point of view. Regarding the amylose
content in flour, sample 116748 showed a higher fraction, with 22.8%. The moisture
content (12.5 - 14,79 / 100g), ash (1.02 - 1.53g / 100g), proteins (8,59 - 9,54g / 1009)
and lipids (2.14 - 4 66g / 100g) showed little variation between meals. There was a
positive correlation between the fibers and bioactive compounds, and amylose, with
vitreousness. It was concluded that there is a difference in characteristics between
different genotypes of sorghum for the presence and activity of bioactive compounds.
Moreover, heat processing tends to reduce the concentration of these compounds.
However, more studies should be done to further evaluation also aiming up
technological and sensory aspects of variation.
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1. INTRODUCAO

A alta incidéncia mundial de casos com reagdes adversas relacionadas ao gluten
tem aumentado a demanda por novas fontes alternativas de insumos com qualidade
nutricional e tecnoldgica para a producdo de alimentos (FASANO et al., 2008). A
substituicdo da farinha de trigo das preparagdes por outros farinaceos acarreta mudancas
sensoriais nos alimentos modificando seu sabor, textura, hidratacdo e aparéncia podendo
levar a baixos teores de micronutrientes e fibras (ANDRADE et al., 2011).

Além disso, o tratamento das reacGes adversas ao gluten consiste,
principalmente, na adocdo de uma dieta isenta de gluten que representa uma dréastica
mudanca no estilo de vida dos pacientes. Por adotarem uma dieta rigorosa durante toda
a vida, essas pessoas sdo obrigadas, muitas vezes, a retirar de sua alimentacao produtos
como paes, bolos e biscoitos. Estas restricdes, consequentemente, levam a uma
caracteristica monotonia alimentar (PEREIRA et al., 2013).

Dentre os insumos utilizados para a preparacao de produtos isentos de gluten o
sorgo pode ser uma alternativa interessante. O sorgo (Sorghum bicolor. L. Moench) é o
quinto cereal mais produzido no mundo, entretanto, apenas 35% dessa producdo é
utilizada para a alimentacdo humana (MUTISYA et al., 2009). E reponséavel por até
70% da ingestdo caldrica de algumas comunidades na Africa, assim como importante
ingrediente de preparagdes na india (EMBRAPA, 2009). Apresenta elevada qualidade
do ponto de vista nutricional, sendo basicamente comparavel ao milho e ao trigo
(ANGLANI, 1998). Além disso, sua elevada variabilidade genética possibilita a
existéncia de grdos com quantidades superiores de antioxidantes e de amido resistente

(DICKO et al., 2006).
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Os antioxidantes podem promover beneficios a salde, reduzindo o risco de
desenvolvimento de doengas crbnicas ndo transmissiveis, devido a sua capacidade de
neutralizar os radicas livres. Dessa forma, inibe-se a oxidacgdo de lipidios de membrana,
proteinas e carboidratos garantindo o correto funcionamento do organismo. Em longo
prazo, previne-se o aparecimento de doengas cronicas, principalmente associadas ao
envelhecimento, destacando-se o céncer, a aterosclerose e as doencas inflamatdrias
(HARBONNE & WILLIANS, 2000; LIU, 2003; SEIFRIED et al., 2007).

Um estudo de revisédo realizado por Pineli et al. (2015) avaliou a utilizacdo do
sorgo na producdo de pées comerciais. Foi observado que, geralmente, dentre pesquisas
envolvendo esse cereal para a panificacdo sdo poucos estudos que avaliam sua
diversidade acerca de seu potencial antioxidante e demais compostos bioativos.

Dessa forma, o presente estudo visa caracterizar quimica e nutricionalmente
cinco genotipos de sorgo com caracteristicas fenotipicas variadas (pericarpo branco,
bronze e marrom, com e sem taninos) e o efeito do processamento de panificagcdo sobre

0s nutrientes e 0s compostos bioativos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Panificacao

A panificacdo € considerada como uma das artes culinarias mais antigas da
humanidade. Teve papel de destaque na estrutura de importantes civilizaces como o
antigo Egito, o Império Romano e ainda hoje estd fortemente presente na producéo
alimenticia mundial (FLANDRIN et al., 1998; REVISTA-FI, 2009).

Desde a antiguidade o preparo de pdes sempre esteve associado ao plantio do
trigo. Essa cultura foi a principal responsavel pelo surgimento da agricultura na regido
do Crescente Fértil, considerada como ber¢o da civilizacdo. No periodo de 8.000 a.C a
600 d.C, o pdo ja era elaborado na regido da Mesopotamia. Produzido com graos
triturados rusticamente a base de trigo e outros cereais como cevada e aveia, tinha um
formato oval e achatado caracteristico. Esses pdes, posteriormente, denominados em
inglés por flatbreads, foram os Unicos conhecidos pelas civilizagbes por milénios (RAE,
2008; REVISTA-FI, 2009).

O processo de producdo do pdo sofreu incontaveis mudancas a partir de sua
incorporacgdo a outras culturas. Foi no Egito antigo que a panificacdo se transformou
definitivamente com o desenvolvimento de técnicas para a moagem de grdos e a
implementacdo do processo de fermentacdo o qual contribuiu para melhores
caracteristicas tecnologicas, principalmente maior maciez (REVISTA-FI, 2009).

Mais tarde, em Roma, conquistou rapidamente todos os extratos da sociedade.
Nesse periodo, tornou-se tdo importante na estrutura do império, que obteve papel
central no controle social da época. A politica do “Pao ¢ Circo” (Panem et circenses
originalmente em Latim) constituiu-se em uma pratica clientelista onde havia a troca de
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alimentacdo e entretenimento pelo consentimento da forma de governo vigente
(GONCALVES, 2007).

Com o desenvolvimento das relagOes de Estado, a utilizacdo da farinha de trigo
como principal ingrediente na formulacdo de pées fortificou-se na Europa entre os
séculos X e X1V durante a Idade Média. Nesse periodo, o trigo adquiriu uma conotagao
relacionada a “hierarquia do gosto” onde os mais ricos consideram o pao branco como
sendo o Unico a altura de seu nivel social, 0 que acabou impulsionando uma elevacéao
exponencial em sua area cultivavel, principalmente na regido da Italia (FLANDRIN et
al., 1998).

O status que a panificagdo alcangou na constituicdo alimentar das culturas da
época pdde ser avaliado na ocorréncia de episddios como o ocorrido na Franga em
1775. A chamada “Guerra da Farinha” foi resultado do descontentamento popular frente
ao programa econdmico do entdo ministro das finangas Jacques Turgot, que aumentou o
preco do pao para evitar a escassez do trigo no mercado interno (FREIXA et al., 2008;
GALLO, 2012).

Esses fatores historicos demonstram o papel fundamental da panificagdo na
alimentacdo. Pela sua importancia, essa atividade, até entdo considerada artesanal, foi
uma das primeiras a passar pelo processo de mecanizacdo oriundo da revolucao
industrial. As principais alteracdes que influenciaram expressivamente na sua cadeia
produtiva foram as fases de amassadura e cozimento, em 1925 (FLANDRIN et al.,
1998; FREIXA et al., 2008).

Esse processo consolidou, durante muitos anos, o que podemos chamar de

composicdo minima do pdo como sendo a juncao de agua, sal e fermento bioldgico com
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a farinha de trigo. Cada um desses ingredientes possuiu importéncia tecnoldgica ao
preparo, com destaque & farinha de trigo por se tratar de ser o componente estrutural.

A cultura do trigo sofreu grandes modificacbes durante seu processo de
domesticagdo. O desenvolvimento tecnoldgico das espécies selvagens culminou
atualmente, em apenas duas espécies que sdo largamente produzidas mundialmente:
Triticum aestivum (trigo comum) e Triticum vulgare (trigo duro), sendo o primeiro
responsavel por 90% da producao (PIANA et al., 2008).

O trigo é composto basicamente de carboidratos (~82%) e proteinas (~10%).
Particularmente, sua composicdo proteica possui elevada importancia tecnolégica na
panificacdo. Suas proteinas podem ser classificadas de acordo com a solubilidade em:
gluteninas, gliadinas, albuminas e globulinas. Desse conjunto destacam-se as gliadinas e
a globulinas que ao serem hidratadas e sobre energia mecénica, formam uma massa
viscoelastica denominada gliten, que permite proporcionar volume e crocancia as

preparacdes (ARAUJO et al., 2007; FENNEMA, 2010).

R 58

Gliadina Glutenina

SR

Gliten (gliadina = glutenina)

Figura 1: Formacéo do Gluten na farinha de Trigo
Fonte: Produto alimenticio, 2013
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Trata-se de uma mistura heterogénea de peptideos especificos (Figura 01) que,
além do trigo, também podem ser encontrados em outros cereais como a cevada
(secalina), aveia (avenina) e o centeio (hordeina).

Essas moléculas sdo incapazes de sofrer hidrdlise completa por enzimas
digestivas humanas podendo ativar uma resposta inflamatéria inapropriada do
organismo contra a mucosa do individuo, resultando em um quadro sintomatico devido
a uma das varias reacdes adversas ao gluten, dentre as quais estdo as alergias, a
sensibilidade ao gluten ou a doenga celiaca (SAPONE et al., 2012). Esse quadro
compromete as fungdes secretoras, digestivas e absortivas do individuo comprometendo
seu metabolismo (STERN et al., 2001; GRENN et al., 2003; FASANO et al., 2008;
KRAUSE, 2010; CRESPO PEREZ et al., 2012).

Atualmente, as reacdes adversas ao gliten estdo entre as mais comuns do mundo
com prevaléncia mundial de aproximadamente 10% da populagdo mundial (FASANO
et al., 2003). Acomete, principalmente, individuos brancos do género feminino. Nesse
grupo sua ocorréncia mais agressiva ao organismo, responsavel por 1% dos casos, é
denominada de Enteropatia Sensivel ao Gluten, ou mais popularmente de Doenca
Celiaca (ACELBRA, 2004).

Seu tratamento consiste na exclusao de preparacfes que contenham ingredientes
com gluten da dieta do paciente. Objetiva-se, dessa maneira, a melhora das alteragdes
fisiopatoldgicas intestinais favorecendo a absorcéo de nutrientes para recuperar o estado
nutricional do paciente (ARAUJO, 2008). No entanto, a sua remocdo da alimentacio
dos pacientes é uma tarefa de dificil realizacdo, pois preparos com ingredientes que

contenham gluten, dentre os quais principalmente o trigo, sdo consumidos amplamente
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pela populagdo mundial e podendo estar presentes em todas as refei¢des do individuo
(ARAUJO et al., 2010; SAPONE et al., 2012).

Dentre as preparagdes com maior importancia de adaptacéo para o publico com
reacOes adversas ao gluten, o pdo constitui-se um alimento de elevada importancia
cultural em todo o mundo, e o de maior complexidade para adaptacdo a auséncia de
glaten. No Brasil, os poucos paes sem glaten encontrados no mercado, em sua maioria
ndo possuem boa qualidade tecnoldgica, apresentando baixo volume, esfarelamento do
miolo e cor pélida (MATOS et al., 2011).

Uma pesquisa realizada em 2012 pela Associagdo dos Celiacos do Brasil
demonstrou que 47% dos entrevistados apresentou preferéncia na maior disponibilidade
de produtos de panificacdo seguido por massas com 21% (ACELBRA, 2012).

De acordo com a legislacdo brasileira, o pdo é o produto obtido pela coccdo de
uma massa fermentada ou ndo, preparada com farinha de trigo e/ou outras farinhas que
contenham naturalmente proteinas formadoras de glaten, ou adicionadas destas, e agua,
podendo conter outros ingredientes (ANVISA, 2000).

E desafiadora a substituicdo do trigo por outros produtos amilaceos sem gliten
na panificacdo. Atualmente, o principal produto utilizado para tal € o arroz. Sua farinha
é uma alternativa interessante, pois € hipoalergéncia, possui sabor suave, coloragdo
branca e boa digestibilidade (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2004). Entretanto, por
ndo apresentar em sua constituicdo proteinas formadoras de glaten, ndo consegue gerar
uma estrutura que mantenha as mesmas caracteristicas de quando utilizado o trigo
(ALMEIDA, 2011). Para suprir essa necessidade tem-se pesquisado a adicdo de
ingredientes como hidrocoloides, emulsificantes, produtos lacteos, proteinas, amido

gelatinizado e enzimas, pois busca-se desenvolver uma estrutura similar a rede de glaten
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para manter o gas carbdnico produzido na fermentacdo garantindo volume e crocancia
adequadas (RAMOS et al., 2011).

Na busca de outras alternativas mais interessantes para a substituicdo do trigo
nas preparagdes culinarias, principalmente na panificacdo, a farinha de sorgo tem se
apresentado como promissora, pois sua elevada diversidade e variabilidade genética
possibilita a elaboracdo de farinhas com diferentes nutrientes. Além de possuir sabor
suave, os niveis de amido resistente e diferentes teores de amilose e amilopectina, estdo
relacionadas com a capacidade de geleificacdo e solubilidade da farinha podendo
apresentar-se como importante papel na substituicdo do gliten nas preparacdes

(LELOUP et al., 1991; CIACCI et al., 2007; PONTIERI et al., 2013).

2.2.50rgo

A constante busca por substitutos ao trigo em preparac@es culinarias destinados
a populacdo com sensibilidade ao glaten permitiu o resgate de diferentes culturas com
potencial para alimentagdo humana. Dentre estas destaca-se o sorgo (Sorghum bicolor
L. Moench) por suas caracteristicas nutricionais, de produtividade e de maior resisténcia
a seca (EMBRAPA, 2009).

Trata-se de uma cultura utilizada no preparo de alimentos desde a antiguidade.
Registros arqueoldgicos sobre sua producdo datam desde 3.000 a.C. na regido hoje
conhecida como Etidpia, época em que houve a introducdo e o cultivo de cereais no
Antigo Egito (HARLAN et al., 1972; EMBRAPA, 2009).

Foi introduzido no Ocidente em meados do século XIX, sendo utilizado, quase

que exclusivamente, como substituto do milho na alimentacdo animal. No Brasil, sua
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introducdo ocorreu em meados do século XX no Sudeste, sendo hoje, cultivado
principalmente no Centro Oeste (EMBRAPA, 2009).

O sorgo, assim como outros cereais de elevada importancia para o preparo de
alimentos (trigo, milho e arroz), pertence a familia Poaceae, do género Sorghum e
caracteriza-se por possuir raizes profundas e ramificadas com grande quantidade de
pelos absorventes, o caule alto e espesso dividido em nos e entrends e folhas lineares,
compridas e largas, semelhantes as do milho ao longo de toda a planta (EMBRAPA,
2009).

E considerado resistente a seca, pois envolve simultaneamente os mecanismos
de escape e tolerancia oriundos de aspectos fisioldgicos, bioquimicos e morfologicos. O
escape estd relacionado com suas raizes caracteristicas que lhe conferem eficiente
captacdo de agua do solo e a tolerancia devido a capacidade de modificar o metabolismo
para melhor tolerar periodos de estresse (EMBRAPA, 2009).

O sorgo possui qualidade nutricional semelhante ao milho e ao trigo variando de
acordo com as condigdes ambientais existentes durante o cultivo (WANISKA, 2000).
Possui quantidades aproximadas de 65 a 80% de carboidratos, 7 a 15% de proteinas, 1,5
a 6% de lipideos, 1 a 4% de minerais e umidade entre 8 e 12 % (DICKO et al., 2006).

Atualmente, é o quinto cereal mais produzido no mundo com, aproximadamente,
67,9 milhdes de toneladas, ap6s o milho (Zea mays L.) — 1 bilhdo de toneladas, arroz
(Oryza sativa L.) - 741 milhdes de toneladas, trigo (Triticum aestivum L.) — 729 milhGes
de toneladas e a cevada (Secale cereale L.) — 144 milhdes de toneladas

(FAOSTAT,2014).
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Figura 2: Producdo mundial de sorgo em 2014
Fonte: http://faostat3.fao.org

No mundo apenas 35% de sua producdo sdo destinados para alimentacéo
humana. Mais de 500 milhdes de pessoas utilizam o sorgo como alimento base
chegando a 70% da constituicdo do valor calérico diario em determinadas localidades.
Os principais produtos comercializados nessas regides sdo paes, tortilhas, cervejas,
cuscuz e snacks (MUTISYA et al, 2009).

O Brasil foi o décimo maior produtor mundial em 2014 com aproximadamente
2,3 milhdes de toneladas. Sua producdo estd concentrada nas regides Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, mas devido a planta ser altamente adaptativa, principalmente, sob
condicBes de deficiéncia hidrica, desfavoraveis & maioria dos outros cereais, permite
que a cultura seja apta para desenvolvimento e expansdo em regides de cultivo com
distribuicéo irregular de chuvas e em sucesséo a culturas de verdo (FAOSTAT,2014)

como na regido do nordeste brasileiro.
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Figura 3: Principais paises produtores mundiais de sorgo em 2014
Fonte: http://faostat3.fao.org

A utilizacdo do sorgo para a alimentacdo humana tem elevado potencial, pois
trata-se de uma cultura relativamente barata em relagdo a outros cereais. Quando
comparado ao milho, sua substituicdo pela farinha de sorgo apresenta uma reducéo de
até 15% no preco das preparacdes culinarias (HANCOCK, 2000; MUTISYA et al.,
2009). Porém em alguns paises, como o Brasil, ele é utilizado quase que exclusivamente
para alimentagéo animal.

Para mudar esse quadro a unidade da Embrapa milho e sorgo, em parceria com
diversas entidades de ensino no pais, estruturou uma linha de pesquisa voltada ao
aproveitamento desse cereal para a alimentacdo humana e posterior difusdo sobre os
beneficios do sorgo para os seres humanos (EMBRAPA, 2009).

Devido néo apresentar uma protecdo natural para as sementes, a planta de sorgo
pode produzir substancias com a finalidade de defesa quimica contra passaros,
patdgenos e outros competidores. Essas substancias, denominadas compostos fendlicos,
sdo um grupo de antioxidantes considerados como extranutricionais presentes em
pequenas quantidades no alimento (KRIS-ETHERTON et al, 2002). Nos vegetais,

podem ser divididos em flavonoides ou ndo-flavonoides e geralmente sdo responsaveis
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por apresentarem pigmentacdes variadas possibilitando também papel importante para a

atracédo de polinizadores (SANTOS, 2007).
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Figura 4: Variedades de sorgo com distintas colorages.
Fonte: DE ALENCAR FIGUEIREDO L. F, 2016

Os antioxidantes sdo compostos bioativos que podem promover beneficios a
salde e reduzir o risco de desenvolvimento de doencas devido a sua capacidade de
neutralizar os radicas livres. Esses radicais, constituidos de moléculas ou atomos
quimicamente muito reativos, sdo responsaveis por induzir a oxidagdo de lipidios de
membrana, proteinas e carboidratos prejudicando o correto funcionamento do
organismo. O acumulo de seus efeitos em longo prazo estdo relacionados ao

aparecimento de doencas cronicas, principalmente associadas ao envelhecimento,
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destacando-se cancer, aterosclerose e doencas inflamatérias (HARBONNE e
WILLIANS, 2000; LI1U, 2003; SEIFRIED et al, 2007).

Os trés maiores grupos de fendlicos relacionados a dieta sdo os flavonoides, 0s
acidos fenolicos e os polifendis (taninos). Com destaque para o terceiro grupo, algumas
variedades de sorgo podem apresentar quantidades significativas de taninos em sua
constituicio (NYACHOTI et al, 1997; Dykes, 2006). Esses lhe proporcionam
resisténcia, no entanto, sdo adstringentes e podem acarretar problemas de digestibilidade
do grao.

Os taninos podem ser classificados em hidrolisaveis e condensados, sendo 0s
condensados, também conhecidos como proantocianidinas, mais facilmente encontrados
no grédo de sorgo (EMBRAPA, 2009). Por estar relacionado com a pigmentagdo do
grdo, podemos encontrar gendétipos com coloracdo variando do branco ao marrom, de
acordo com a intensidade desses compostos (Dykes, 2006).

Outras caracteristicas importantes do grao de sorgo sao em relacdo aos teores de
amido resistente e fibras alimentares. As fibras possuem papel impar no combate de
comorbidades como o Diabetes tipo 2 atuando como redutoras no indice glicémico, nos
niveis de LDL e de triglicerideos plasmaticos de preparacGes como as da panificacdo
(QUEIROZ, 2009).

Com a presenca de tantos fatores benéficos na constituicdo de alguns gendtipos
de sorgo, surge a necessidade de se investigar gen6tipos mais indicados e com melhor
aptiddo nutricional para o desenvolvimento de produtos alimenticios, aliado a
necessidade de novos insumos para a producdo de alimentos voltados ao puablico
crescente com aversdes ao glaten. Desse modo, o presente estudo visa a caracterizar

fisica, quimica e nutricionalmente cinco diferentes gendtipos de sorgo, principalmente
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quanto a seus teores de amido resistente e antioxidantes, assim como avaliar o efeito do

processamento nas qualidades nutricionais de paes sem gluten.
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3. OBJETIVOS

3.1.0ODbjetivo Geral

Caracterizar fisica, quimica e nutricionalmente cinco diferentes genotipos de sorgo,
principalmente quanto a seus teores de amido resistente e antioxidantes, assim como

avaliar o efeito do processamento nas qualidades nutricionais de paes sem gluten.
3.2. Objetivos Especificos

Elaborar farinhas dos diferentes genotipos de sorgo estudados (1167048 e BR 305 —
pericarpo marrom com taninos, BRS 330 e BRS 332 — pericarpo bronze sem taninos,
CMSXS 180 — pericarpo branco sem taninos);

Caracterizar os aspectos quimicos (umidade, cinzas, proteina bruta, lipideos, fibras
soluvel e insoluvel, amido resistente e amido solUvel, teor de amilose, fendlicos totais,
taninos totais e atividade antioxiddante por DPPH - ICso e FRAP) das farinhas a base de
sorgo;

Confeccionar paes isentos de glaten a base de sorgo;

Caracterizar os aspectos quimicos (amido resistente e amido soluvel, teor de
amilose, fenolicos totais, taninos totais e atividade antioxiddante por DPPH - ICg, €
FRAP) das formulacdes de pées a base de sorgo;

Avaliar o impacto do processo de panificagdo nos compostos bioativos e na

atividade antioxidante das preparagdes.
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo de carater experimental composto de duas etapas:

1) Anélise dos gréos de cinco gendtipos de sorgo, elaboracdo das suas farinhas e
analises fisicas e quimicas, realizadas nos Laboratérios de Microbiologia do
Departamento de Botéanica (BOT) da Universidade de Brasilia (UnB), Laboratério de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa Cerrados em Planaltina — DF e no
Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Catolica de Brasilia

(UCB) em Taguatinga — DF.

2) Elaboragdo de cinco formulagdes de pdes sem gluten e analises de teor de
compostos fendlicos, taninos, atividade antioxidante in vitro, amilose, amido resistente
das farinhas e dos pées, realizadas no laboratério de Técnica Dietética do Curso de
Nutricdo da Faculdade de Saude (FS) da UnB, no Laboratério de Andlise de Alimentos
do Nucleo de Nutricdo da UnB e no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) em Taguatinga - DF.

4.1.Elaboracéo e caracterizacdo das farinhas de sorgo

Para a elaboracdo das farinhas foram utilizados cinco genoétipos de sorgo
(1167048 e BR 305 — pericarpo marrom com taninos, BRS 330 e BRS 332 — pericarpo
bronze sem taninos, CMSXS 180 — pericarpo branco sem taninos), de diferentes
composic¢des nutricionais, produzidos na Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas - MG.

Os gréos foram produzidos seguindo as recomendac6es adequadas de plantio da
cultura do sorgo. Antes do plantio a area foi dessecada com aplicacdo de Glyphosate

WG 2 kg/ha. Na semeadura foi feita adubacdo de 350 kg de adubo 8-28-16 (NPK) e
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adubacdo de cobertura com 150 kg/ha de Ureia. Para controle de plantas daninhas pds-
plantio foi aplicado Atrazine na concentragéo de 3,5 L/ha. A colheita destes parceles
foi feita manualmente. Todo o material foi plantado e colhido no ano de 2014, na area
experimental da referida instituicdo. Apds a colheita, foram avaliadas as caracteristicas

de vitreosidade e peso de 1000 gréos.

Tabela 1. Tipo de gréo e caracteristicas do pericarpo dos genotipos utilizados

Gendtipo Pericarpo Tipo
Comercial Branco sem tanino Hibrido
BRS 332 Bronze sem tanino Hibrido
BR 305 Marrom com tanino Hibrido
BRS 330 Bronze sem tanino Hibrido
1167048 Marrom com tanino Hibrido
CMSXS 180 Branco sem tanino Linhagem

Os gréos de sorgo previamente selecionados foram triturados em um moinho da
marca HAWOS, modelo Muhle 1. Apds esse procedimento, foram realizadas analises
quimicas para determinagdo da composicdo centesimal, fendlicos totais, taninos totais,
amido resistente, teor de amilose e atividade antioxidante por DPPH e FRAP nas

farinhas.

4.2. Elaboracéo dos Pées

Para selecéo da receita padrdo dos pdes com as distintas farinhas de sorgo, foram
realizados testes no Laboratorio de Técnica Dietética do Curso de Nutricdo da
Faculdade de Saude (FS) da Universidade de Brasilia (UnB). As receitas foram
adaptadas para adequacdo dos ingredientes que obtivessem melhor resultado

tecnoldgico em um produto de panificagio sem glaten (PINELI et al, 2015).
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Posteriormente, foi elaborada com o auxilio do programa Dietbox®, para o célculo dos
macronutrientes, a ficha técnica da preparacdo padrdo (Apéndice I1). A média do preco
dos ingredientes foi levantado em estabelecimentos varejistas da regido de Brasilia em

junho de 2016.

Figura 5: Teste de receita de pdo sem gluten.

Uma vez determinada a receita padrdo, foram elaborados seis paes com
aproximadamente 5009 cada. Cada preparo divergiu apenas na farinha de sorgo
utilizada, sendo cinco dos gendtipos elencados para avaliagdo e uma da farinha

comercial de sorgo branco marca Bob’s Red Milll (EUA) como padrao.
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Tabela 2. Proporcédo dos ingredientes da receita padrdo do pao de sorgo

Ingredientes Quantidade (%)
Farinha de sorgo 61
Fécula de batata 28
Polvilho doce 11
Gelatina em p6 sem sabor 1
Goma xantanta 1
Acucar mascavo 8
Sal 2
Oleo 15
Agua morna 91
Ovo inteiro 15
Clara de ovo 9
Fermento bioldgico seco 3
AcUcar mascavo (para fermento) 3
Agua (para fermento) 36

O preparo consistiu nas seguintes etapas: ativacdo do fermento bioldgico seco,
mistura dos ingredientes secos, adicdo dos demais ingredientes, molde do preparo
(formas) e cozimento em forno. Posteriormente todos os paes foram desenformados e
esfriaram a temperatura ambiente para serem porcionados em cinco lotes. As amostras

foram liofilizadas e armazenadas a temperatura de -80°C até a realizacdo das analises.

4.3.Métodos analiticos

A composigéo centesimal das farinhas foi determinada utilizando-se os métodos
descritos a seguir.

Anélise de Vitreosidade

A vitreosidade foi obtida por meio da determinacéo visual do escore das areas de
endospermas vitreo e farindceo, na secgdo transversal paralela ao gérmen do gréo
(Maxson, 1971). A unidade empregada para a vitreosidade dos gréos foi em

porcentagem (%) do gréo.
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O escore 1 foi atribuido aos gréos de textura dura (endosperma vitreo), o 2 aos
de textura médio dura, 0 3 aos de textura média (metade do endosperma vitreo e metade
farinaceo), o 4 aos de textura médio macia, e 0 5 aos de textura macia (endosperma

farinaceo).

Fig. 6. Texture de I'endosperme

Anélise do Peso de 1000 Gréos

Apds a selecdo dos grdos integros, foi realizada a homogeneizacdo do lote e,
posteriormente, foram separadas trés repeticbes de 100 grdos, os quais foram pesados
em uma balanca digital obtendo-se a massa de 1000 grdos por meio da média das
pesagens. Posteriormente multiplicou-se o resultado em dez para estimar o peso de 1000

grdos. A unidade utilizada foi em gramas (g).

Anédlise de Umidade e Cinzas

O teor de agua (umidade) foi determinado pelo método da secagem a 105°C com
circulacdo de ar, de acordo com metodologia da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1997). As cinzas foram obtidas a partir do principio da incineracéo a

500°C (AOAC, 1997). A unidade empregada das analises foi em g/100 g.

Andlise do Teor de Proteina Bruta
O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl. Nesse

método, determina-se o nitrogénio contido na matéria orgénica, incluindo o nitrogénio

33



proteico propriamente dito e outros compostos nitrogenados ndo proteicos, como
aminas, amidas, lecitinas, nitrilas e aminoécidos, mas o nitrogénio, em forma de nitrato
e nitrito, ndo é determinado. Dessa forma o nitrogénio total foi determinado pelo
método de Kjeldahl, segundo AOAC (1997), fator de correcdo de 6,25 e a unidade
empregada g/100g.

Anélise do teor de Extrato Etéreo

O extrato etéreo ou lipideos totais foram determinados pelo método de extracdo

Soxhlet segundo AOAC (1997) e apresentado na unidade de g/100 g.

Anélise do Teor de Fibras Solaveis e InsolGveis

Para determinacdo dos teores de fibras sollveis e insollveis foi empregado o
método enzimatico que caracteriza quimicamente os carboidratos contidos na fibra apos
remocdo dos carboidratos disponiveis (monossacarideos, dissacarideos e amido). A

unidade final é dada em g/100 g (AOAC, 2005).

Anéalise do Teor de Amido Resistente, Amido Soltuvel e Amido Total

A determinacdo do amido resistente foi realizada utilizando-se o kit da
Megazyme, K-SRTAR 09/14, segundo a metodologia da AOAC, Method 2002.02
(McCLEARLY; MONAGHAN, 2002). O principio do método consiste nas amostras
incubadas com a-amilase pancreatica e amiloglicosidase (AMG) por dezesseis horas a
37°C, em banho com agitacdo. Durante este tempo, o amido ndo resistente é
solubilizado e hidrolisado em D-glicose pela acdo das duas enzimas combinadas. A
reacdo é finalizada com a adicdo de um mesmo volume de etanol e os granulos de
amido resistente sdo recuperados por centrifugacdo, lavados duas vezes com etanol
(50%), seguido de centrifugacdo. O liquido livre é removido pela decantagdo. O amido

resistente no granulo é dissolvido em KOH 2M através de agitacdo vigorosa em banho
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gelado com agitador magnético. A solugdo é neutralizada com tampé&o acetato e 0 amido
é quantitativamente hidrolisado a glicose com a AMG. A quantidade de D-glicose é
medida com o reagente glicose oxidase / peroxidase (GOPOD) e esta é a determinagéo
do amido resistente contido na amostra. O amido ndo resistente (amido solubilizado) é
determinado com os acumulos de sobrenadantes e das lavagens ao ajustar o volume para
100 mL e por meio da medig&o do contetdo de D-glicose com GOPOD.

Anélise do Teor de Amilose

O teor de amisole / amilopectina foi determinado utilizando-se o kit K-AMYL
09/14 da Megazyme (lreland) segundo método do dimetilsulféxido (DMSO). As
amostras tiveram seu teor de amilose determinado enzimaticamente e analisada usando
0 reagente glucose/peroxidase (GOPOD). O amido total foi determinado em uma
aliquota separada em espectrofotdbmetro a 510nm.

Preparo de extrato para analises de compostos fendlicos, taninos e atividade
antioxidante por FRAP e DPPH

O preparo dos extratos seguiu o protocolo adaptado do método desenvolvido por
Singleton e Rossi (1965). Pesou-se 0,5g de amostra (previamente liofilizada e triturada)
de cada farinha e pdo em triplicata em um tubo Falcon de 15 mL. Adicionou-se, entdo,
10 mL de metanol 70% acidificado com 1% HCI e agitado por duas horas em mesa
agitadora. Apos agitacao, as amostras foram deixadas em repouso por doze horas.

Passadas as doze horas, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por dez
minutos e o sobrenadante recolhido em Falcon de 50mL.

Foram realizados quatro extratos, sendo dois de metanol 70% acidificado com
1% HCL (uma adigdo de 10 mL e outra de 5 mL) e duas extragdes com acetona 70%

(uma adicéo de 10 mL e outra de 5 mL). O volume coletado foi entdo avolumado com
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agua destilada em baldo volumétrico de 50 mL e filtrado com 1& de vidro. O
acondicionamento das amostras foi em vidro ambar de 50 mL. Os extratos foram
mantidos sob congelamento até o momento das analises.

O preparo dos extratos e as andlises foram realizados ao abrigo da luz.

Anélise de Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fenolicos totais foi realizado pelo método Folin-Ciocalteau
de acordo com o descrito por Singleton e Rossi (1965). A amostra foi diluida de acordo
com testes prévios, nos quais massas que apresentem maior quantidade de fendlicos tém
maior diluicdo, enquanto outras foram realizadas sem dilui¢do. Foi pipetado 1mL de
cada extrato em triplicata, adicionado de 1mL da solu¢do Folin. Apés um minuto, foram
adicionados 2 mL de carbonato de s6dio 20% e 2 mL de agua destilada. Ap6s 30
minutos, a leitura da absorbéncia foi realizada a 700 nm.

Anélise de Taninos Totais

A andlise de Taninos foi realizada de acordo com o método DMAC (BRAND-
WILLIANS et al., 1995). No qual foram pipetados 70 pL de cada extrato e adicionados
210 pL do reagente DMAC na microplaca de poliestireno com 96 cavidades.

Apos pipetada, a microplaca foi instalada no espectrofotdmetro de placas e, ap6s
25minutos, a leitura foi realizada a 630 nm.

Atividade Antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o método (DPPH) descrito
por BRAND-WILLIAMS et al., (1995). Este método se baseia na reducdo da
absorbancia medida a 515 nm do radical DPPH por antioxidantes. Adicionou-se 0,1 mL
de amostra, depois 3,9 mL da solu¢cdo DPPH e realizou-se a leitura da absorbancia a 515

nm.
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Atividade Antioxidante por FRAP

O método utilizado para a determinacdo da atividade antioxidante por FRAP foi
a de PULIDO et al. (2000), no qual transfere-se uma aliquota de 90uL de cada extrato
para tubos de ensaio em trés diluigbes consecutivas. Neste estudo foram utilizadas as
concentragOes de amostra de 100%, 75%, 50%, 25% e 12,5%, de acordo com testes
prévios. Acrescentou-se entdo 270 pL de &gua destilada e 2,7 mL de reagente FRAP. Os
tubos de ensaio foram entdo colocados em banho maria a 37°C por trinta minutos.
Passado o periodo, realizou-se a leitura a 595 nm.

Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

As anélises foram esquematizadas em delineamento inteiramente casualizado,
com 6 tipos de farinhas de sorgo (cinco genotipos mais uma comercial) e trés repeticoes
(lotes). A unidade experimental das farinhas e péaes elaborados foi composta,
respectivamente, por uma embalagem de farinha com 300g e trés unidades de pao de
forma de aproximadamente 500 g de cada genotipo, suficientes para as andlises
quimicas em triplicata. Os dados foram analisados por ANOVA (p<0,05) e no caso de
diferenca significativa o teste de comparacdo de médias de Tukey foi aplicado (p<0,05).
Posteriormente nos dados foi aplicada regressdo multivariada dos Minimos Quadrados
Parciais (PLS — Partial Least Square). Todas as analises estatisticas foram realizadas

pelo programa XLSTAT (ADDINSOFT, Francga).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dada a grande variabilidade genética do sorgo, espera-se que farinhas e gréos de
diferentes genotipos apresentem diferencas que impactem nas caracteristicas
nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais dos produtos derivados, como os de panificagéo.

Este estudo focou nos impactos nutricionais associados a variabilidade do sorgo.

A Tabela 3 mostra a caracteristica visual e dados de vitreosidade e peso dos
grdos dos genotipos utilizados no estudo. Do lado esquerdo esta apresentada a imagem
frontal e posterior dos graos de sorgo. Nessa parte observa-se a pigmentagédo geral do
grdo. Como descrito anteriormente, das cinco amostras utilizadas no estudo duas
possuem pericarpo com pigmenta¢do marrom escuro (BR 305 e 116748), bronze (BRS
330 e BRS 332) e uma branca (CMSXS 180). Na segunda coluna tem-se o corte
transversal de forma a apresentar o interior do grdo. A fracdo esbranquicada no centro e
a fracdo pigmentada nas extremidades representam a porcdo farindcea e a por¢éo vitrea

do gréo respectivamente.
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Tabela 3. Caracteristica visual e valores de vitreosidade e peso de 100 grdos dos graos selecionados para
0 estudo.

Vitreosidade (%)

Gendtipo Gréao Peso de 1000
Gréos (g)
_ 20,2° +7,35
1167048 ‘
_ 21,9°+0,03
21,7° +4,88
BR 305
23,4%+0,02
30,4° +9,04
BRS 330
15,5%+0,01
37,5°+7,21
BRS 332
18,6°+0,03
XS 71,22 +13,04
180 23,9%+0,01

Valores constituem médias + desvios padrdo (n=3). Em uma mesma coluna, médias com letras iguais nao
apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Com base na distribuicdo dos granulos de amido e da matriz de proteinas o
endosperma do grdo de sorgo pode ser classificado como farinaceo ou vitreo. De acordo
com a Tabela 3, 0 gen6tipo CMSXS 180 apresenta endosperma com maior constituicao
vitrea. Isso pode ser observado claramente na imagem do grdo seccionado, onde
observamos uma menor por¢do esbranquicada no interior. A vitreosidade mede a
proporcao de endosperma vitreo no grao e quanto maior essa propor¢do, mais duro sera
0 grdo (CORREA et al., 2002). Antunes et al. (2008) observou a alta correlacdo (0,87)
entre a vitreosidade e densidade do gréo, quanto maior a vitreosidade, maior o grau de
dureza do grdo e menor seu grau farindceo. Segundo Lima et al. (2001), gréos
extremamente vitreos como 0 gendtipo CMSXS 180 geralmente estdo associados a
maior dureza e consecutivamente menor digestibilidade. Esse fator impacta diretamente
na qualidade durante a producdo da farinha. Os demais genotipos apresentaram
percentual de vitreosidade semelhantes entre si. O peso de 1000 grdos variou de 23,9 g
para 0 gent6tipo CMSX180 e 15,5 g para 0 BRS 330. As amostras BR 305 e CMSXS
180 apresentaram maior massa dos gréos indicando uma maior densidade quando
comparado aos demais. Dessa forma, observa-se que a relagdo entre essas duas variaveis
(vitreosidade e densidade) foi semelhante o apresentado por esses autores. O gendtipo
CMSXS 180 foi 0 que apresentou estatisticamente maior vitreosidade (71,2%) que os
demais analisados assim como maior massa (23,99/1009). Estudo realizado por Antunes
(2008) encontrou valor médio de 21,38g/1000 grdos, dentro do intervalo obtido para

este estudo.

Para a composi¢do das farinhas (Tabela 4), observou-se menor teor de agua
(12,5 ¢/100g) para o hibrido 1167048 de pericarpo marrom com tanino, e nenhuma
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diferenga entre os demais genotipos, variando de 13,7 g/100g a 14,7 g /100g. A farinha
produzida a partir do gendtipo 1167048, por apresentar menor concentra¢do de umidade
em sua composi¢do, pode resultar na menor proliferacdo microbioldgica, visto que a
agua é um dos fatores primordiais para o0 desenvolvimento de organismos patogénicos

(JUNIOR, et al., 2013).

O hibrido 1167048 e a linhagem CMSXS 180 foram 0s que apresentaram uma
proporcdo estatisticamente inferior de proteinas. Um estudo realizado por Queiroz
(2015) avaliou a composicdo nutricional de 100 gendtipos de sorgo, diferentes dos
analisados no presente estudo, apresentou teores de proteinas com variacdo de 8,6 a 18,9
0/100g. Outro estudo, Galle (2012), mostrou que o teor proteico do sorgo pode variar
em média de 7,8 a 12,99/100g. Dessa forma, os valores encontrados nesse estudo estdo

dentro do intervalo relatado.

A farinha do cultivar BR 305 foi a que apresentou maior teor de fibras
insolUveis, cerca de 63% maior do que o teor da farinha de sorgo comercial (controle),
que possui a menor quantidade deste tipo de fibra. Ao se comparar com a farinha de
trigo integral, com média de 38g de fibras insollveis e 4g de fibras solGveis em 100g de
farinha, os valores encontrados para o sorgo sédo 50% inferiores. No entanto, quando
comparados a produtos com maiores teores de fibras como a aveia (9,59 de fibras
insolUveis) e largamente utilizada na producdo alimenticia, 0 sorgo apresenta maiores
quantidades de fibras insoltveis (FIBRAS, 1999; ABOUBACAR et al., 2006). As fibras
possuem papel impar no organismo humano, sdo responsaveis por aumentar o volume
do conteudo gastrico retardando seu esvaziamento e proporcionando uma saciedade
prolongada. Além disso, atuam no controle insulinémico e estimulam a mobilidade

intestinal (GIUNTINI, 2003). Para fibras sollveis, os maiores teores foram encontrados
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para a farinha comercial e para a cultivar marrom com taninos BRS 305 que, em média
foram 7,7 vezes maiores que 0 menor teor encontrado para a cultivar bronze sem tanino
BRS 330. Os demais genoétipos apresentaram teores intermediarios de fibras soluveis.
Uma maior quantidade de hidrocoloides como as fibras soltveis é benéfica na produgéo
de pées, pois as fibras presentes na formulagcdo podem contribuir para a retencdo de
umidade dos pées durante o assamento, contribuindo positivamente para o volume das
preparagcdes. Moraes et al., (2015) ao analisar a composi¢do da farinha de sorgo,
elaborada com um geno6tipo de pericarpo marrom, encontrou quantidade de fibras totais

de aproximadamente 11,53g/100g, inferior aos valores encontrados nesse estudo.

A amostra CMSXS 180 de sorgo de pericarpo branco apresentou maior
quantidade de amido soltvel do que as demais. Trata-se de uma farinha elaborada com
sorgo branco sem taninos. No outro extremo, o gendtipo BR 305, pericarpo marrom
com tanino, apresentou quantidade muito inferior de amido sollvel que o esperado, 0
que pode ser resultado de alguma interferéncia de outros compostos, como o préprio
tanino, ao se complexar com o amido. De acordo com Sullins & Rooney (1975), grdos
com uma maior porcao de endosperma vitreo apresentam teores elevados de proteinas e
consecutivamente diminuicdo da porcdo de amido disponivel para a degradacdo
enzimatica. Todavia, a linhagem CMSXS 180 apresentou maior teor de amido e maior
teor de amido soltvel, sugerindo que outros fatores ndo avaliados pelos autores podem

estar mais associados a vitreosidade do endosperma.

O gendtipo BR 305 também apresentou elevado valor de amido resistente em
sua constituicdo (4,34 g/100g) quando comparado aos demais genotipos analisados.
Teixeira (2016) ao analisar o teor de amido resistente em 49 gendtipos de sorgo

encontrou uma variacao expressiva com valores entre 0,31 e 65,65 g/100g por amostra.
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A linhagem 116748 apresentou a maior concentracdo de amilose (19,6 g/100g).
Farinhas provenientes de trigo e milho, em geral, possuem teores mais elevados de
amilose (26 a 30 g/100g). Essa estrutura influencia no poder geleificante do amido e na
viscosidade das preparacGes, devido sua elevada solubilidade em &gua, podendo
contribuir na retencdo dos gases oriundos da fermentacdo (DAMODARAN; PARKIN,
FENNEMA, 2010). Dessa forma, espera-se que essa linhagem apresente um melhor

desenvolvimento da massa quando comparada as demais.

O teor de compostos fendlicos totais do cultivar BR 305 foi 81% mais elevado
do que o hibrido experimental marrom com taninos 1167048. N&o houve diferenca entre
0S gendtipos de pericarpos bronze e brancos, incluindo a farinha comercial, para esta
variavel, cujos teores foram em média 7,7 vezes inferiores a farinha de 1167048. Ao
contrario dos cereais convencionais como trigo e arroz, 0 sorgo tem se apresentado
como fonte de antioxidantes em funcdo da presenca de compostos fendlicos em sua
composicdo (GULCIN, 2010; AWIKA, 2009). Do mesmo modo, os gendtipos BR 305 e
1167048 apresentaram as maiores concentracfes de taninos com 609,9 e 350,5mg de
proantocianidina/100g, respectivamente. Na literatura sdo encontrados estudos
utilizando a metodologia de catequinas para quantificar o teor de taninos condensaveis

no sorgo. Moraes et al. (2015) apresentou teor médio de 0,54mg de CatE/g™.

Ao se analisar a atividade antioxidante pelo método DPPH (BRAND-
WILLIANS et al., 1995) o resultado foi expresso em ICsoconcentracdo necessaria de
antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH, de modo que, quanto menor o 1Csy,

maior € a atividade antioxidante da farinha de sorgo utilizada.
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Tabela 4. Valores de composi¢do, compostos bioativos e atividade antioxidante das farinhas elaboradas em comparacdo com a comercial

Fibras (g/100g) Amido (g/100g) Censi Taninos
Genétipo Umidade Cinzas Proteinas Lipidios ] Amilose (%_rg;icsos Tota(ljsé(mg DPPH EC50 Ftlf (ﬁgx;g)M
(9/100g)  (9/100g) ~ (9/100g)  (9/1009)  |nsolgveis  Soltveis Res:‘tent Solavel (%) (mg/100g)  proantociani (kg Tea/g)
dina/1009g)
. 14,3" 1,38 9,31 2,75° 10,50° 2,24" 0,017 60,4° 9,89° 134° c A D
Comercial £0,14 :0,17 £0,05 £0,17 20,03 £0,26 20,01 20,22 20,49 £4,20 10,67+1,26  18,67+349  351°47,50
145 1,37 9,52 3,39 12,30 1,16 0,67 58.1 16,6 218 c A c
BRS 332 £0,05 £0,13 £0,17 £0,05 £0,23 £0,00 £0,03 20,86 20,11 +2,80 21,47£0,00 2037439  1136" 16,7
14,2 1,53 9,35 214 17,10 271 3,80 17.6 14,6 1493 N 6 .
BR 305 20,00 £0,03 £0,06 £0,16 +0,54 +0,42 +0,01 +017 +0,43 +117 ~ 00997#127 4407018 802074123
13,7 1,21 9,54 3,11 14,108 0,32° 0,89° 60,3° 11,1° c c A c
BRS 330 10,00 4005 516 w017 601 5,03 25,06 o1 4029 239 t]E;4,9 20,7°41,26  21,8°#287  121,7°+113
125 1,31 8,59 3,36 14,20 1,56 0,35 59,5 10,3° 824 6 6 6
1167048 £0,08 £0,08 £0,20 £0,19 £0,31 £0,15 £0,03 +115 +0,25 £17,0 35057#102  6,05°+0,11  400,1"+45.7
CMSXS18 147 1,02 8,66 4,66 12,70 1,21 0,00 65,9 19,62 173 . A b
0 10,18 0,01 +0,11 +0,12 +0,07 10,12 +0,00 +0.10 10,08 t480 16072093 17,67:0,82 62,67 +5,0

Comercial White Tanin Free — WTF, BRS 332 Bronze Tanin Free — BZTF, BR 305 Brown Tanin — BT, BRS 330 Bronze Tanin Free — BZTF, 1167048 Brown Tanin — BT,
CMSXS 180 White Tanin Free — WTF. Valores constituem médias + desvios padrdo (n=3). Em uma mesma coluna, médias com letras iguais ndo apresentam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Dada a complexidade em se analisar a atividade antioxidante dos materiais
orgnanicos ha a necessidade de se comparar, no minimo, dois métodos distintos (CHOI,
et al., 2002). Desse modo, os métodos utilizados nesse estudo foram o de DPPH (ICx) €
FRAP. As amostras BR 305 e 1167048 se destacaram frente as demais farinhas com
valores médios de 5,24 e 7,25ug Teq/g, respectivamente, pelo método DPPH. Para o
método FRAP, observou-se maior atividade da farinha elaborada com o gendétipo BR
305 (802,0 uM Trolox/g). Esses resultados se devem, provavelmente, ao maior teor de
taninos, compostos altamente antioxidantes, nesses dois genétipos. Um estudo realizado
por Moraes et al. (2005) avaliou a atividade antioxidante por FRAP de trés farinhas
distintas de farinha de sorgo de pericarpo marrom (gendtipo SC 21) provenientes do
gréo integral (90,74 pM Trolox/g™), polido (10,62 uM Trolox/g™) ou do farelo (307,4
UM Trolox/g™). Dessa forma, a atividade antioxidante obtida, principalmente do hibrido
BR 305, foi semelhante ao apresentado por Moraes et al. (2005) para o grdo integral.
Pressupde-se que esses dois genotipos sdo semelhantes quanto a sua atividade

antioxidante.

Efeito do processamento

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados determinados e estimados de
composicdo, compostos bioativos e atividade antioxidante dos pdes de sorgo. Foi
utilizada a Tabela de Composicdo dos Alimentos (TACO), disponibilizada pela
Universidade de Campinas (Unicamp), para a estimativa da composi¢do dos pées. Os
demais valores estimados foram calculados extrapolando-se os dados de composi¢édo
das farinhas elaboradas com os diferentes gendtipos, abordado anteriormente. Os
valores estimados de proteinas e lipideos ndo apresentaram grande variacdo (4% para

proteinas e 13% para lipideos).
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No entanto, para fibras a amostra BRS 332 apresentou valor 46% (5,839/100g)
superior que a amostra CMSXS 180. Preparaces de paes sem gliuten com diferentes
concentracOes de polvilho e farinha de arroz, obteve valor médio de 5g/100g de fibras
alimentares (NADAL, 2013). Outro estudo que avaliou 5 marcas de pdo italiano sem
glaten apresentou valores de fibras entre 3,2 e 6,39/100g (LAUREAT], 2012). Onyango
et al. (2009), ao utilizar um genotipo de sorgo com pericarpo vermelho para a
formulacdo de pées encontrou quantidade de 1g/100g de fibras totais, resultado muito

inferior ao estimado no presente estudo.

Os pées elaborados com a farinha comercial e o genotipo 1167048 foram os que
apresentaram estatisticamente maiores valores de amilose perante os demais, 18,1% e
17,8%, respectivamente. Em comparagcdo com a composi¢do das farinhas, o acréscimo
significativo no teor de amilose deve se dever a adi¢do de ingredientes como a fécula de
batata e o polvilho doce por apresentarem quantidades consideraveis de amilose em sua
constituicdo, aproximadamente 20% e 25%, respectivamente. Com relagdo ao teor de
amido resistente, houve diferenca significativa da preparacdo com a farinha elaborada
com o gen6tipo BR 305 em relagdo aos demais pées (2,549/100g). Um estudo realizado
por Liljeberg et al. (1995), avaliou a influéncia do tratamento térmico e o tempo na
formacéo de amido resistente na producdo de pdes. Esse estudo demonstrou que baixas
temperaturas, assim como, elevado tempo de preparo sdo fator que contribuem
positivamente para 0 aumento no teor de amido resistente nas preparacdes. De acordo
com Walter et al. (2005), o amido resistente nos alimentos pode ser classificado em trés
tipos, sendo eles, amido fisicamente inacessivel (Tipo 1), granulos de amido resistente
(Tipo 2) e amido retrogradado (Tipo 3). Desses, o Tipo 3 esta relacionado diretamente

com o aumento no teor de amido resistente relatado por Liljeberg na panifinacdo, pois
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ao ser submetido a um processo envolvendo calor e umidade o teor de amilose sofre
retrogradacdo formando amido resistente (WALTER et al., 2005). O teor de amido
resistente determinado nas preparacées foi superior ao valor o estimado utilizando-se a
composi¢cdo das farinhas de sorgo. Entre os fatores provaveis, a retrogradacdo da
amilose, alteracdes na interagdo com taninos (BARROS et al., 2012) ou a interferéncia

do amido resistente de outros ingredientes podem ser destacados.

Os gendtipos BR 305 e 116748 obtiveram teor de fendlicos totais de 469 e
320mg/100g e taninos de 188 e 103,6mg de proantocianidina/100g, respectivamente.
Essas linhagens se destacaram frente aos demais por apresentarem teor de taninos até
18,8 vezes maior que os outros pdes. Com relacdo a atividade antioxidante por DPPH,
avaliando-se o efeito do processamento dessa varidvel pode-se observar que as amostras
em sua maioria apresentaram mesmos valores de atividade antioxidante entre as
linhagens estudadas e também inferior ao encontrado nas farinhas. Pode-se sugerir que a
alta temperatura empregada no preparo dos paes pode ser responsavel pela diminuicdo
de sua atividade antioxidante (HAMAMA & NAWAR, 1991). Morais (2011), avaliou a
atividade antioxidante de 7 variedades dentre as quais coincidiu com os resultados
encontrados nesse estudo. Ele observou queda significativa em todas variaveis (36% a

86%) com a realizacdo de tratamento térmico em estufa e posterior producao de pipoca.

No entanto, quando avaliamos a atividade antioxidante pelo método FRAP, a
amostra de pdo produzida com o genotipo BR 305 obteve um grau de atividade
estatisticamente superior aos demais. Khan et al. (2015) avaliou o impacto da atividade
antioxidante in vivo de preparagdes com sorgos bronze e branco. Foram elaboradas duas
formulacGes de massa com 30% de sorgo e comparadas a uma formulagdo padréo sem

sorgo. Os resultados encontrados sugeriram um aumento de marcadores plasmaticos de
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antioxidantes e estresse oxidativo nos sujeitos estudados que ingeriram a preparagdo

com sorgo bronze. Esse resultado condiz com o encontrado no presente estudo.

Cardoso et al. (2015), avaliou o conteido e a estabilidade de compostos e
capacidade antioxidante pelo método ORAC de trés ganotipos de sorgo (SC 319, SC
291, B.DLO 357) apés tratamento térmico em forno convencional ou extrusdo. O
gendétipo SC 391 foi o Unico a apresentar teor estatisticamente superior de fendlicos
totais. Observou-se que a cocgdo em forno convencional ndo apresentou diminuicéo
estatistica consideravel quando comparado ao gréo cru. Sua capacidade antioxidante foi
melhor preservada do que quando extrusado. Isso condiz com o presente estudo e
presume-se que sua manutencdo esta intrinsicamente relacionada ao genétipo utilizado e

ao processamento empregado.

48



Tabela 5. Valores de composicéo estimada, compostos bioativos e atividade antioxidante dos paes elaborados em
comparacao com o pao comercial

Amido

Genétipo Proteinas  Lipidios Fibras Amido Resistente Soldvel Amilose (%) Fendlicos Totais (mg Taninos Totais (mg DPPH EC50 FRAP (uM
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/100g) AGE/100g) PE/100g) (ng/g) trolox/g)
Estimado Estimado Estimado Determinado Estimado Determinado Determinado Determinado Estimado Determinado Estimado Determinado Determinado
Comercial 5,60* 5,11* 4,79* 0,00° +0,00 0,00* 559" +395  18,1+0,16 0,00 +0,00 45,6* 10,4° 0,21 3,06* 14,0° +1,13 29,1°+6,0
BRS332 5,80* 4,79% 5,83* 1,86° +0,16 0,23* 483%+116 15,6°+0,06  226°+8,80 49,3* 20,9° +1,60 7,01* 15,9 +0,57  84,3°+3,0
BR305 5,85* 5,04* 4,43+ 2,54%+0,07 1,29* 47,8°+182 156°+0,19 469" +144 590,7* 188,0+8,55  211,7*  14,1°+0,28 217,6"+22,7
BRS330 5,85* 5,11* 4,20* 0,42° +0,01 0,30* 49,1°+0,15  15,1°+0,18  227°+2,60 56,4* 18,3°° +1,05 7,31  14,4°®10,16 126,85+19,2
1167048 5,62* 5,44* 4,30* 1,64% +0,20 0,12* 47,2°+0,71  17,8°+0,24  320°+115 298,4* 103,6° +4,63  121,8*  13,1%+0,20 127,5°+0,2
CMSXS180 5,79* 4,95* 3,99* 0,28° +0,04 0,00* 481%°+246  16,6°+0,29  175°+111 15,9% 12,5°° +1,06 5,42* 13,9° +1,18 54,8° +0,5

Valores constituem médias + desvios padrao (n=3). Em uma mesma coluna, médias com letras iguais ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p< 0,05). Valores com * contituem estimativa da composi¢do baseada na Tabela Brasileira de Composi¢éo dos alimentos.
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Correlacao entre a composicao e as caracteristicas fisicas do grao

Anélise de regressdo PLS foi conduzida para avaliacdo das correlagdes entre as
vitreosidade e o peso de 1000 grdos, e as varidveis de composicdo e atividade
antioxidante das farinhas (Figura 6). Trata-se de uma técnica de andlise de dados
multivariados que relaciona a matriz de dados X (variavel independente) com uma
resposta Y (varidvel resposta) permitindo encontrar vetores base representando a relagdo
entre as variaveis (WESTAD, 2004). Desse modo, as variaveis proximas umas das
outras no mapa gerado estdo inter-relacionadas e as varidveis mutuamente distantes ndo

estdo relacionadas, ou estdo negativamente relacionadas.
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Figura 6. Regressdao PLS da composicéo das farinhas de sorgo e das caracteristicas
fisicas dos graos (vitreosidade e massa de 100 graos).
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Na parte superior da figura est& apresentado o grafico referente a relagéo entre as
variaveis independentes (vitreosidade e peso de 1000 grdos) e as varidveis resposta
(composicdo e atividade antioxidante). No primeiro quadrante, observou-se uma
associacao entre vitreosidade, cinzas, proteinas e o teor de amilose. Essa relagdo esta
quantificada na Tabela 6, onde estdo presentes os parametros do modelo da regressdo. A
associagédo entre cinzas apresentou-se como sendo mais positiva que as demais (32,087)
e lipideos como sendo a mais negativa (-5,469). Esse resultado confirma o apresentado
anteriormente de que a vitreosidade esté relacionada com uma maior densidade do gréo

e menor porcao farinacea.

Com relacdo ao peso de 1000 grdos, no quadrante 4, observa-se possivel
correlacdo com o teor de fibras solGveis, no entanto, ao se analisar os dados da tabela 6
n&o se observou associacdo consideravelmente positiva ou negativa. Dessa forma, pode-
se concluir que essa varidvel ndo esta relacionada diretamente com a composicao

nutricional e no teor de antioxidantes para esse tipo de alimento

Também pode-se observar na primeira dimensdo do mapa (quadrantes 1 e 4) que
0s compostos bioativos (compostos fenolicos, taninos, amido resistente e fibras) assim
como com a atividade antioxidante por FRAP apresentaram-se aglomerados. Deve-se
observar que a atividade antioxidante, por tratar-se de uma metodologia por ICsg
(quantidade de amostra necessaria para diminuir a oxidagdo), apresentou-se oposta aos

demais dados por ser inversamente proporcional.
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Tabela 6. Relacdo entre as varidveis resposta e as varidveis independentes de
vitreosidade (%) e massa de 1000 graos (g)

Parametros do Maodelo

Vitreosidade  Massa de 100

Variavel (%) Grios (g)

Intercept 30,887 4,532
Umidade (g/100g) -5,289 0,016
Cinzas (g/100g) 32,087 -0,158
Proteinas (g/100g) 5,261 -0,263
Lipidios (g/100g) -5,469 0,118
Fibra Insoltvel (g/100g) -0,038 -0,016
Fibra Soldveis (g/100g) -0,843 0,151
Amido Resistente (g/100g) 0,124 -0,012
Amido Soldvel (g/100g) -0,010 -0,001
Amilose (g/100g) 2,396 -0,026
Fendlicos Totais (mg/100g) 0,002 0,000
Taninos (mg de

proantoiiaiidinaflﬂﬂgj 0,006 0,000
DPPH EC50 (uM Teq/g) -0,059 -0,009
FRAP ATT (mM Teg/ g) 0,006 0,000

Na parte inferior da Figura 6 esta representada a associacdo entre os diferentes
gendtipos utilizados. Como o esperado, houve associa¢do positiva entre as cultivares
com as mesmas pigmentacdes. Os genOtipos com pericarpo marrom (BR 305 e
1167048) e com pericarpo bronze (BRS 332 e BRS 330) apresentaram-se opostos ao

gendtipo de pericarpo branco (CMSXS 180).

Com base nos dados obtidos com a regressao, observa-se que 0s genétipos com
pericarpo de coloragdo semelhante tendem a apresentar parametros proximos de
composicdo. Esse fator é importante, pois pode vir a nortear estudos futuros para
estabelecimento de aptiddes tecnolégicas para gendtipos com determinadas

caracteristicas fisicas e quimicas.
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6. CONCLUSAO

Os genotipos de sorgo BR 305 e 116748 apresentaram elevada concentracdo de
compostos bioativos (fendlicos totais e taninos totais) e consecutivamente atividade
antioxidante (DPPH e FRAP). O BR 305 se sobressaiu por também apresentar valores
superiores de fibras e amido resistente. Observou-se reducdo na atividade antioxidante
apos o preparo dos paes. Seus teores mais elevados de amido resistente também indicam
potencial para a producdo de paes sem glaten. Dessa forma, as diferencas entre os
genotipos de sorgo quanto a presenca e atividade de compostos bioativos foram
mapeadas e monitoradas da farinha aos pées produzidos. O preparo dos pées diminuiu
sua concentracdo, cabendo considerar que os paes genotipos com maior retencdo de
compostos antioxidantes eram provenientes de farinhas mais ricas nestes compostos e,
portanto, sua aplicacdo deve ser recomendada para avaliacdo da funcionalidade deste
alimento. No entanto, mais estudos devem ser feitos objetivando-se também aspectos
tecnoldgicos e sensoriais da variacdo da composicao das farinhas sobre a qualidade dos

pées.
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ANEXO I

Vitreosidade de graos

e Objetivo
Determinar o percentual vitreo do gréo de sorgo
e Procedimento

Selecionar 9 grdo integros da amostra a ser analisada. Com um estilete, realizar um
corte transversal na porcdo central do gréo cuidadosamente para ndo fragmenta-lo.

Posteriormente avaliar visualmente, utilizando a figura 1, e determinar o grau da
porcao vitrea (escura) do gréo.

Fig. 6. Texture de I'endosperme

Frigura 01: Diferentes niveis de vitreosidade no gréo.
Fonte: Descripteurs du Sorgho, Rome 1993.

Grau Porgéo

1 100%
3 75%
5 50%
7 25%
9 0%
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ANEXO II

Andlise de Umidade

e Objetivo
Determinacéo do teor de umidade pelo método de gravimetria.
e Referéncias Normativas

Fonte: IAL. Instituto Adolfo Lutz. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz:
métodos quimicos e fisicos de composicao de alimentos. 3. ed. Sdo Paulo, 1985. v.1.

e Materiais e equipamentos:

Placa de petri

Dessecador

Estufa 65°C Com circulacdo de ar
Balanca analitica - preciséo (+ 0,0001g)
Espatula de pesagem

e Procedimento:

Na placa de petri, pesar aproximadamente cinco gramas da amostra Umida em
balanca analitica e anotar o peso (P1).

Levar a placa de petri para a estufa a 65°C por 24h.

Tirar a placa da estufa e imediatamente colocar no dessecador para esfriar por 30
minutos.

Pesar a anotar os dados (P2).

e Calculos:

0/100g de umidade = [(P1 — P2) x 100] / PA

Onde:
PA: peso da amostra umida (~5g)
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ANEXO 111

Andlise de Cinzas

Objetivo
Determinacéo do teor de sais inorganicos no residuo de fibra.

Referéncias Normativas

Fonte: IAL. Instituto Adolfo Lutz. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz:
métodos quimicos e fisicos de composicao de alimentos. 3. ed. S&o Paulo, 1985. v.1

Materiais

Cadinho de porcelana previamente aquecido em forno Mufla a 550°C e tarado
Dessecador

Mufla 550°C

Balanca analitica - preciséo (+ 0,0001g)

Espatula de pesagem

Pinca para cadinho

Procedimento

Pesar o cadinho previamente preparado (P1).

Pesar exatamente em torno de 3g da amostra no cadinho.

Anotar 0 peso.

Incinerar em forno Mufla inicialmente a 50°C e a cada 20 minutos aumentar mais
50°C até atingir 550°.

Deixar incinerar até obter cinzas brancas (~3h).

Esfriar em dessecador e pesar (P2).

Caélculo de cinzas

9/100g de cinzas =[(P2 — P1) x 100] / PA

Onde:
CZ = teor de cinzas
PA: peso da amostra umida (~3g)

66



ANEXO IV

Procedimento de Analise de Proteina Bruta

Objetivo

Determinac&o do teor de proteina bruta — Kjeldahl.

Referéncias Normativas

Fonte: AOAC.“Official Methods of Analysis,”Association of Official Analytical
Chemists methods, AOAC 16th Edition. Washington DC. 1995.

Materiais

Balanca analitica (precisao 0,1 mg)
Papel vegetal

Bloco digestor (até 400°C)

Tubos de digestdo macro
Dispensete

Destilador de Nitrogénio/Proteina
Bureta digital de 25 ou 50 mL
Cilindro graduado de 1000 mL

Reagentes e solucdes:

Acido sulfurico concentrado P.A. - (H2 SO4)

200g de sulfato de sodio P.A. - (Na2 SO4)

20g de sulfato de cobre P.A. - (CuSO4)

2g de selénio P.A - (Se)

Solucdo de hidroxido de sodio 40% - (NaOH)

Solucéo fatorada de acido sulfarico 0,05M - (H2 SO4)

Solucgéo indicadora: 0,1% de verde de bromocresol + 0,2% de vermelho de metila
Solucdo de acido borico 5% - (H3 BO3)

Preparo das solucgoes:
Padronizacéo da solucdo de Acido sulfarico 0,05M:

Pesar em erlenmeyer de 250 mL, ao décimo de miligrama, cerca de 0,1 g
de carbonato de sodio previamente seco. Adicionar algumas gotas de solucédo
indicadora. Titular com solucédo de &cido sulfarico 0,05 molar.

M = [(m x pureza) / (105,989 x v)] x 1000
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Onde:

M = molaridade da solucéo de H2SO4

m(g) = peso de carbonato de sodio

105,989 = peso molecular do carbonato de sddio
v(ml) = volume de H2SO4 gasto na titulagdo

Catalisador:

Triturar 350 g de sulfato de potéssio P.A. e 0,35 g de selénio P.A., até
obter mistura homogénea.

Solucéo de hidroxido de sodio 40%:

Dissolver 800 g de NaOH em &gua destilada num baldo volumétrico de
2L.

Solucdo de acido bdrico 5%:

Dissolver 50 g de &cido bdrico grau reagente em aproximadamente
500mL de agua destilada. Aquecer até que todo o acido seja dissolvido.
Esfriar e avolumar para 1000mL

Solucdo indicadora:

Dissolver 0,1 g de verde de bromocresol e avolumar para 100 mL com
etanol 95%. Dissolver 0,1 g de vermelho de metila e avolumar para 100 mL
com etanol 95%. Juntar as duas solu¢des e homogeneizar.

e Procedimento:

Adicionar cerca de 0,7 g de catalisador no tubo de digestdo. Transferir
cuidadosamente, com o auxilio de uma espatula apropriada, 3g de amostra seca para o
tubo de digestdo Kjeldhal. Acrescentar 12 mL de acido sulfurico P.A.]

Colocar todos os tubos no bloco digestor e ajustar a temperatura para 100°C, depois
elevar 50°C a cada 30 minutos até 350°C.

Deixar digerir até que o contetdo do tubo se torne claro (verde ou azul claro e
limpido). Apos atingir este fase, deixar em digestdo por mais 1 hora e esfriar até
temperatura ambiente.

Levar o tubo de digestdo ao destilador.

Adicionar 30 mL de solucdo de acido borico a 5% em erlenmeyer de 250 ou 300
mL, em seguida, no minimo 4 gotas de indicador e colocar na saida do destilador.

Colocar 25 mL da solugédo de NaOH 40% no copo dosador do destilador, aguardar o
inicio da producdo de vapor e adicionar de uma sé vez a solugdo de NaOH ao conteudo
do tubo de digestéo.

Destilar até a virada da solucdo indicadora de rosa para verde. Apos a virada,
aguardar mais 10 minutos e interromper a destilagéo.
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Titular o destilado com a solucgdo de H2 SO4 0,05 molar padronizada até viragem de
verde para rosa.

e Calculo de Proteina (Ptn):

Ptn = M X V X 0,028 X Fa|iment0

Onde:

M = molaridade do acido sulfarico utilizado

V = volume gasto de &cido

Falimento = fator de conversao de proteina para alimentos (6,25)
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ANEXO V

Procedimento de Analise de Lipideos

Objetivo
Determinacéo rapida de extrato etéreo utilizando extrator a alta temperatura
Referéncias Normativas

Fonte: AOCS. American Oil Chemists’ Society. Official Method Am 5-04, Rapid
determination of oil/fat utilizing high temperature solvent extraction. Urbana:
Official Methods and Recommended Pratices of the American Oil Chemists” Socity,
2005.

Materiais e equipamentos:

Peneira 5 mesh (4 mm)

Dessecador

Espatula de aco inox

Marcador para retroprojetor com tinta permanente
Papel toalha

Peneira

Pinga

Proveta de 250 mL

Saquinhos Ankom® (Filter bag) XT4
Seladora

Suporte para pesagem

Suporte para extracao

Balanca analitica - preciséo (+ 0,0001g)
Estufa ajustada para (102 £ 2) °C

Extrator de Gordura (Ankom® modelo XT10)
TermOmetro com faixa de 60 °C a 110 °C

Reagentes e soluges:

Eter de petréleo, P.A.

Procedimento:

O procedimento para determinacdo de extrato etereo sob alta pressdo e alta

temperatura estd descrito a seguir e estd conforme proposto por AOCS (2005) e
ANKOM (2009a).

Registrar o numero da amostra em cada saquinho XT4 utilizando um marcador para

retroprojetor com tinta permanente
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Pesar de 1,000 a 1,020 g de amostra, anotar o peso (P1) e selar o saquinho XT4
(filtro), utilizando uma seladora

Colocar as amostras para secar em estufa a (102 = 2) °C por 3 h, em uma peneira
com malha de 4 mm. Esta etapa pode ser usada na determinacdo da matéria seca

Deixar as amostras esfriando em dessecador até atingir a temperatura ambiente e
pesar (P2)

Acomodar as amostras no equipamento e, com o0 auxilio de uma proveta, adicionar
200 mL de éter de petréleo no compartimento de extracdo e 150 mL de éter de petréleo
no tubo de teflon

Em seguida, ligar o equipamento e selecionar o tempo de extracao desejado (30 min,
40 min ou 50 min para avaliagdo)

Selecionar a temperatura de extracao (90 °C)

Ap6s completar o processo de extracao, retirar as amostras do extrator com o auxilio
de uma pin¢a, acomoda-las na peneira de malha de 4 mm, e colocar as amostras para
secagem em estufa a (102 = 2) °C por 30 min

Deixar as amostras esfriando em dessecador até atingir a temperatura ambiente e
pesar (P3).

e Calculos:

EE% = [(P2 — P3) x 100 / P1
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ANEXO VI

Procedimento de Analise de Fibra Alimentar

Objetivo

Determinar o teor de fibra alimentar soltvel e insoltvel em produtos alimenticios
Referéncias Normativas

Fonte: AOAC - 2005, método 985.29 (AOAC INTERNATIONAL, 2005)

Materiais e equipamentos:

Balanca analitica (precisao de 0,1 mg)

Banho Dubnoff com regulagem de temperatura até 100°C

Refrigerador mantido de 0-5°C

Potenciémetro (pHmetro ou titulador automatico) e padrfes de calibracdo (pH=7 e

pH=4)

Sistema de filtracdo a vacuo

Estufa a 105°C

Mufla a 525-550°C

Placa de aquecimento

Bécher de 400 mL de forma alta

Bécher de 1000 mL de forma alta

Papel de aluminio

Dessecador

Pipetador para 0,1 mL e 1 mL e ponteiras
Provetas graduadas de 50 mL e 500 mL
Pipeta graduada de 10 mL ¢ Kitasato
Cadinho com placa de vidro sinterizado - Marca Pyrex de porosidade 40-60 ASTM,

capacidade de 50 mL

Reagentes e soluges:

Acetona - CH3 (CO)CH3

Etanol a 95% - (C2H50H)

Celite (auxiliar de filtracao) - terra diatomacea com 87,5% de SiO2 , 1,0%; Al2 O3 ;

6,6% Ca0; 0,4% Fe203 e 1,5 % Na20 + K2 O

Fosfato dibasico de sodio - (Na2HPO4)

Fosfato monobaésico de sddio - (NaH2PO4 )

Solugéo de acido cloridrico 5% - (HCI)

Soluc¢éo de hidroxido de sodio 5% - (NaOH)

Enzimas:
a) alfa-amilase termo-estavel - Termamyl - referéncia Sigma A-3306
b) protease - referéncia Sigma P-3910
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c) amiloglucosidase - referéncia Sigma A-9913 ou kit Sigma contendo as 3
enzimas TDF 100A

e Procedimento:

1 - Fibra Insoluvel:

Amostras que contém mais de 10% de lipidios devem ser desengorduradas
previamente com éter de petroleo. Caso se tenha necessidade de extrair a gordura de
amostras Umidas, deve-se, primeiramente, realizar a determinacdo de umidade e
registrar o resultado. Em seguida, deve-se determinar o teor de gordura por extracao
Soxhlet. O resultado do extrato etéreo obtido deve ser registrado.

Lembrar que este procedimento deve ser computado no célculo final.

Ligar o banho Dubnoff, e fixa-lo em uma temperatura entre 95 e 100°C. Verificar o
nivel da agua, completando, se necessario, sempre com &gua destilada.

Separar 10 cadinhos para a andlise (5 para fibra insoltvel e 5 para fibra solavel) e
adicionar 1g de celite em cada cadinho. Colocé-los na mufla, liga- la e ajustar a
temperatura para 525-550°C. Deixar na mufla por 1 hora, desliga-la e aguardar até que
temperatura alcance 150°C. Retirar os cadinhos para dessecador, esfriar até temperatura
ambiente e pesar.

Observar que, para manter a vida util do cadinho, deve-se ter cuidado em
seu manuseio. O cadinho ndo deve ser exposto a mudancas bruscas de
temperatura. O aquecimento deve ocorrer de maneira gradual, assim como o
resfriamento. Sugere-se 0 uso de mufla com programacao de aquecimento e
resfriamento.

Pesar, no minimo 3 replicatas de amostra de 1 g, com precisao de 0,1 mg, em bécher
de forma alta de 400 mL. As pesagens das porc¢des teste ndo devem diferir mais do que
20 mg. Adicionar 50 mL da solucdo tampéo fosfato (pH = 6) em cada bécher e cobrir
com papel aluminio. Usar mais 2 bécheres para o branco.

Colocar os 5 bécheres no banho-maria a 95-100°C e ligar a agitacdo (100 rpm) por
20 minutos para gelatinizar o amido.

Parar a agitagdo, retirar o papel de aluminio e adicionar 0,1 mL da enzima
Termamyl com o auxilio do pipetador. Cobrir novamente os bécheres com a folha de
aluminio, ligar a agitacdo (100 rpm) e manté-los a 95-100°C por 35 minutos.

Remover as amostras do banho e deixar esfriar a temperatura ambiente. Caso
necessite acelerar o resfriamento, colocar os bécheres em um banho de gelo em bandeja.

Calibrar o potenciometro de acordo com o manual de calibragdo do equipamento.
Remover os papéis de aluminio e mergulhar o eletrodo no bécher contendo a amostra.
Ajustar o pH de cada amostra para 7,5 £ 0,1. Usar inicialmente 2,0 a 2,5 mL de NaOH
5% para que se aproxime o maximo do valor desejado, depois ajustar gota a gota.

Obs.: caso seja necessario ajustar o pH com HCI 5%.

Adicionar 0,1 mL da solugéo de protease.
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Cobrir os bécheres com papel de aluminio incubando sob continua agitacéo (100 rpm),
em banho-maria a 60°C por 30 minutos.

Remover as amostras do banho e resfriar a temperatura ambiente. Caso necessite
acelerar o resfriamento, colocar os bécheres num banho de gelo em bandeja.

Remover os papéis aluminio. Mergulhar o eletrodo no bécher contendo a amostra.

Ajustar o pH de cada amostra para 4,3 + 0,3. Usar inicialmente 2,0 mL de HCI 5%,
para que se aproxime o maximo do valor desejado, depois ajustar gota a gota.

Obs.: caso seja necessario ajuste o pH com NaOH 5%.

Adicionar 0,1 mL da solucdo de amiloglucosidase sob agitacdo e cobrir o bécher
com papel de aluminio.

Incubar por 30 minutos com agita¢do (100 rpm) em banho-maria a 60°C.

Instalar o sistema de filtracdo conforme mostrado na figura 1: kitasato, funil,
adaptadores de borracha e cadinhos filtrantes com celite tarados. Ligar o sistema na
tubulacéo de vacuo.

Antes de iniciar a filtracdo das amostras, adicionar (aplicando vacuo) em cada
cadinho etanol suficiente para formar um leito homogéneo de celite no interior do
mesmo.

Filtrar as amostras através do sistema de filtracdo com o cadinho com filtro
sinterizado + celite usando vacuo. Transferir quantitativamente todo o residuo do bécher
usando solucdo tampao fosfato. Usar o menor volume possivel, a fim de prevenir um
grande aumento do volume final.

Obs.: em algumas amostras um filme parecido com uma goma pode se formar
impedindo a filtracdo. Caso isto ocorra, deve-se romper este filme com o auxilio de
uma espatula ou bastéo, sem, no entanto, alterar o leito de celite.

Nesta etapa obteremos 2 tipos de residuos: 2 provenientes do branco e 3
provenientes da amostra.

2 — Fibra Soluvel:

Transferir quantitativamente o filtrado do kitasato para um bécher de 1000 mL.

Lavar o residuo 2 vezes com 15 mL de etanol 95%, e depois 2 vezes com 15 mL de
acetona. Colocar os cadinhos com os residuos obtidos em estufa convencional a 100-
105°C por 1 hora. Esfriar e pesar. Manter os cadinhos em dessecador para posterior
determinacdo de cinzas e proteina.

Aquecer etanol 95% em banho-maria em placa de aquecimento ou em banho
Dubnoff a 60°C.

Adicionar o etanol aquecido em volume equivalente a 4 vezes o volume do filtrado.

Cobrir todos os bécheres com novas folhas de aluminio e deixar o precipitado se
formar a temperatura ambiente por 1 hora.

Instalar o sistema de filtragdo conforme mostrado nas figuras 2 e 3: kitasato, funil,
adaptadores de borracha e cadinhos filtrantes com celite tarados. Ligar o sistema na
tubulacdo de vacuo. Antes de iniciar a filtracdo das amostras, adicionar alguns mililitros
de etanol (aplicando vacuo) em cada cadinho de modo a formar um leito homogéneo de
celite no interior do mesmo.
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Filtrar as amostras através do sistema de filtracdo com o cadinho com filtro
sinterizado + celite usando vacuo. Transferir quantitativamente todo o residuo do bécher
usando etanol 95%.

Lavar o residuo 2 vezes com 15 mL de etanol 95% e depois 2 vezes com 15 mL de
acetona.

Obs.: em algumas amostras um filme parecido com uma goma pode se
formar impedindo a filtracdo. Caso isto ocorra, deve-se romper este filme com
0 auxilio de uma espétula ou bastdo, sem, no entanto, alterar o leito de celite

Transferir o filtrado do kitasato para a bombona de residuos de solventes organicos.

Colocar os cadinhos com os residuos obtidos em estufa convencional a 100°C por 1
hora. Esfriar e pesar.

Da precipitacdo da fibra insoltvel, selecionar 2 cadinhos de residuo e 1 de branco
para determinacdo de cinzas. Da precipitacdo da fibra soltvel, selecionar 2 cadinhos de
residuo e 1 de branco para determinacéo de cinzas. Da mesma forma serdo selecionados
os residuos das fibras e brancos para a determinacgéo de proteina.

Desta etapa serdo obtidos os seguintes valores: peso do cadinho contendo cinzas do
residuo de fibra insolivel da amostra; peso do cadinho contendo cinzas do residuo de
fibra solivel da amostra; peso do cadinho contendo cinzas do residuo de branco da
analise de fibra insoltvel e peso do cadinho contendo cinzas do residuo de branco da
analise de fibra soltvel. Nos demais residuos de fibra soltvel, fibra insoltvel, branco da
fibra insoltvel e branco da fibra sollvel, serdo obtidos os respectivos valores de
proteina

3 — Analise de Proteina
e Objetivo

Determinar o teor de proteina total nos residuos de fibra soltvel, insoltvel, branco de
fibra insoltvel e branco de fibra soltvel e respectivos alimentos em geral.

e Referéncia Normativa

AACC -1995 (AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS, 1995), método
46-13 modificado (catalisador sulfato de sodio (Na2 SO4), sulfato de cobre (CuSO4) e
selénio(Se); titulante (H2 SO4 0,05M).

e Materiais

Balanca analitica (precisdo 0,1 mg)
Papel vegetal

Bloco digestor (até 400°C)

Tubos de digestdo macro
Dispensete

Destilador de Nitrogénio/Proteina
Bureta digital de 25 ou 50 mL
Cilindro graduado de 1000 mL
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Reagentes e soluces:

Acido sulfurico concentrado P.A. - (H2 SO4)

200g de sulfato de sodio P.A. - (Na2 SO4)

20g de sulfato de cobre P.A. - (CuSO4)

2g de selénio P.A - (Se)

Solucéo de hidroxido de sodio 40% - (NaOH)

Solucdo fatorada de &cido sulfarico 0,05M - (H2 SO4)

Solucdo indicadora: 0,1% de verde de bromocresol + 0,2% de vermelho de metila
Solucéo de acido borico 5% - (H3 BO3)

Preparo das solucgoes:
Padronizagéo da solucio de Acido sulfarico 0,05M:

Pesar em erlenmeyer de 250 mL, ao décimo de miligrama, cerca de 0,1 g
de carbonato de sddio previamente seco. Adicionar algumas gotas de solucdo
indicadora. Titular com solucdo de acido sulfurico 0,05 molar.

M = [(m X pureza) / (105,989 x v)] x 1000

Onde:

M = molaridade da solucdo de H2SO4

m(g) = peso de carbonato de sddio

105,989 = peso molecular do carbonato de sodio
v(ml) = volume de H2SO4 gasto na titulagéo

Catalisador:

Triturar 350 g de sulfato de potassio P.A. e 0,35 g de selénio P.A., até
obter mistura homogénea.

Solucéo de hidroxido de sodio 40%:

Dissolver 800 g de NaOH em &gua destilada num bal&o volumétrico de
2L.

Solucéo de acido borico 5%:

Dissolver 50 g de &cido borico grau reagente em aproximadamente
500mL de agua destilada. Aquecer até que todo o &cido seja dissolvido.
Esfriar e avolumar para 1000mL

Solucdo indicadora:

Dissolver 0,1 g de verde de bromocresol e avolumar para 100 mL com
etanol 95%. Dissolver 0,1 g de vermelho de metila e avolumar para 100 mL
com etanol 95%. Juntar as duas solugOes e homogeneizar.
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e Procedimento:

Adicionar cerca de 0,7 g de catalisador no tubo de digestdo. Transferir
cuidadosamente, com o0 auxilio de uma espatula apropriada, o material do cadinho
(celite + residuo) para o tubo de digestdo Kjeldhal. Acrescentar 12 mL de é&cido
sulfurico P.A.]

Realizar a anélise de um branco para cada bateria de amostras.

Colocar todos os tubos no bloco digestor e ajustar a temperatura para 100°C, depois
elevar 50°C a cada 30 minutos até 350°C.

Deixar digerir até que o contetdo do tubo se torne claro (verde ou azul claro e
limpido). Apos atingir este fase, deixar em digestdo por mais 1 hora e esfriar até
temperatura ambiente.

Levar o tubo de digestdo ao destilador.

Adicionar 30 mL de solucédo de acido bdrico a 5% em erlenmeyer de 250 ou 300
mL, em seguida, no minimo 4 gotas de indicador e colocar na saida do destilador.

Colocar 25 mL da solucdo de NaOH 40% no copo dosador do destilador, aguardar o
inicio da producéo de vapor e adicionar de uma s6 vez a solucdo de NaOH ao contetdo
do tubo de digestao.

Destilar até a virada da solucdo indicadora de rosa para verde. Apds a virada,
aguardar mais 10 minutos e interromper a destilacéo.

Titular o destilado com a solugdo de H2 SO4 0,05 molar padronizada até viragem de
verde para rosa.

Desta etapa serdo obtidos os seguintes valores: teor de proteinas do residuo de fibra
insolivel da amostra; teor de proteinas do residuo de fibra solivel da amostra; teor de
proteinas do residuo de branco da anélise de fibra insollvel e teor de proteinas do
residuo de branco da anélise de fibra solavel.

e Célculo de Proteina (Ptn):

Ptn = M X V X 0,028 X Fajimento

Onde:

M = molaridade do acido sulfarico utilizado

V = volume gasto de acido

Falimento = fator de conversao de proteina para alimentos (6,25)

4 — Andlise de Cinzas
o Objetivo
Determinagéo do teor de sais inorgénicos no residuo de fibra.
e Referéncias Normativas
AOAC 2005, 182 ed. - métodos: 923.03 (AOAC INTERNATIONAL, 2005)
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Materiais

Cadinho de placa de vidro sinterizada com residuo de fibra soltvel e insoltvel e

branco

Mufla a 525-550°C

Dessecador com silica gel

Balanca analitica (precisao de 0,1mgq)
Pinca tenaz

Procedimento

Colocar os cadinhos em mufla, liga-la e ajustar a temperatura para 525- 550°C.

Deixar aproximadamente por 5 horas, desligar a mufla e aguardar até que alcance
150°C. Retirar os cadinhos para dessecador, esfriar até temperatura ambiente e pesar.

Calculo de cinzas

Cz=P1-P

Onde:
CZ = teor de cinzas

5 — Célculo final de Fibras

Célculo da correcéo do branco da analise de fibra solavel e insoltvel

Correcédo do Branco = Py, — Ptny, - Czy

Onde:
PRy (cadinho de residuo de branco - P1) = massa dos residuos do branco apés

secagem em estufa

Ptny, = teor de proteina calculado para o branco
Cz, = massa de cinzas obtida do branco

Célculo da Fibra Alimentar SolGvel ou Insoltvel

%FA = [(Pra— Ptn,— Cz,— Corregédo do Branco) / Pa] x 100

Onde:

% FA - teor de fibra alimentar por 100 g de amostra
PRa = Pr - P1= média dos residuos das amostras
Ptna = correcao de proteinas

Cza = média das cinzas das amostras

Correcédo do branco = média dos residuos obtidos
Pa = média dos pesos da amostra em gramas
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ANEXO VII

Procedimento de Analise de Amido Resistente, Amido Soltuvel e Amido Total

Objetivo

Determinacdo do teor amido resistente, amido solivel e amido total através do

métido enzimatico.

Referéncias Normativas

Megazyme International Ireland. Resistent Starch Assay Procedure — K-

RSTARO09/14 disponivel em: < www.megazyme.com >,

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of

analysis of AOAC.17th ed. Washington, 2002. 1 v.

Materiais e equipamentos:

Moinho com abertura de peneira de 1,0 mm

Balanca analitica com a aproximacéo de 0,0001 g

Agitador de tubos (vortex)

Suporte para tubos

Banho-maria com agitacdo a 37 °C

Centrifuga com capacidade de rotagdo de 3.000 x ¢
Banho-maria a 50 °C

Espectrofotdmetro UV/Visivel operando a 510 nm

pHmetro

Agitador magnético e recipiente para banho de gelo

Baldes volumeétricosde 1,0 L, 2,0 L e 100 mL
Béqueresde2,0Lel1,0L

Barras magnéticas de 15 mm x 5 mm

Pipetas graduadas de vidro de 20,0 mL

Pipetadores para volumes de 8 mL, 5mL,4mL,3mLe 2 mL
Micropipetas para volumes de 1000 pL e 100 pL

Tubos de ensaio de vidro 16 mm x 100 mm, capacidade 14 mL
Tubo para centrifuga em polipropileno de 50 mL

Parafilme

Temporizador digital

Reagentes e soluces:

Acetato de sodio
Acido acético
Acido maleico
Alcool etilico 99%
Azida sodica
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Cloreto de célcio di-hidratado

Hidrdxido de potassio

Hidroxido de sodio

Kit para determinagdo de Amido Resistente (K-RSTAR, Megazyme) composto por:

= Frasco 1: Amiloglicosidase (3.300 U mL-1, estavel a 4 °C por mais de
trés anos)

» Frasco 2: a-Amilase pancredtica (Pancreatina, 3 unid. Ceralpha/mg,
estavel a -20 °C por mais de trés anos)

» Frasco 3: Concentrado para preparo de tampdo para GOPOD (ap6s
diluicdo: tampao fosfato de potassio 1,0 mol L-1, pH 7.4; acido p-
hidroxibenzoico 0,22 mol L-1; azida sodica 0,4% (p/v), estavel a 4 °C
por mais de quatro anos)

» Frasco 4: Reagente com enzimas GOPOD (ap6s diluicdo: glicose oxidase
12.000 U L-1; peroxidase 650 U L-1; 4-aminoantipirine 0,4 mol L-1,
estavel a -20 °C por mais de cinco anos)

» Frasco 5: Solucdo padrdo de D-Glicose (1,0 mg/mL em &cido benzobico
0,2%, estavel a temperatura ambiente por mais de cinco anos)

» Frasco 6: Controle para Amido Resistente (contetdo de amido resistente
descrito no frasco, varidvel entre lotes, estavel em temperatura ambiente
por mais de cinco anos).

e Preparo das solugdes:

Tampédo maleato de sédio (100 mmol L-1, pH 6,0) mais cloreto de calcio 5 mmol L-
1 e azida sddica 0,02% (p/v):

Em béquer de 2,0 L, dissolver 23,2 g de acido maleico em 1.600 mL de 4gua
destilada e ajustar o pH para 6,0, com solu¢édo de hidroxido de sédio 4,0 mol L-1
(160 g/L). Adicionar 0,74 g de cloreto de célcio dihidratado e 0,4 g de azida
sodica e dissolver. Transferir para baldo volumétrico de 2,0 L e ajustar o volume
com agua destilada. Solucdo estavel por 12 meses a 4 °C.

Tampao acetato de sodio 1,2 mol L-1, pH 3,8:

Adicionar 69,6 mL de acido aceético glacial (1,05 g/ mL) em 800 mL de agua
destilada e ajustar o pH para 3,8 usando solucdo de hidroxido de sédio 4,0 mol
L-1. Transferir para baldo volumétrico de 1,0 L e ajustar o volume com &agua
destilada. Solugéo estavel por 12 meses a temperatura ambiente.

Tampao acetato de sodio 100 mmol L-1, pH 4,5

Adicionar 5,8 mL de acido acético glacial em 900 mL de agua destilada e
ajustar o pH para 4,5, usando solucdo de hidréxido de sodio 4,0 mol L-1.
Transferir para baldo volumétrico de 1,0 L e ajustar o volume com &gua
destilada. Solugéo estavel por dois meses a 4 °C.

Hidroxido de potéssio 2,0 mol L-1:

Adicionar 112,2 g de hidroxido de potassio em 900 mL de dgua deionizada e
dissolver sob agitacdo. Transferir para baldo volumétrico de 1,0 L e ajustar o
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volume com agua deionizada. Solucdo estdvel por mais de dois anos a
temperatura ambiente.

Alcool etilico 50% (v/v):

Adicionar 500 mL de etanol 99% em 500 mL de &gua destilada. Solugdo
estavel por mais de dois anos a temperatura ambiente.

Amiloglicosidase (AMG) diluida 300 U mL-1:

Homogeneizar 2,0 mL da amiloglicosidase concentrada (Frasco 1) em 20,0
mL de tamp&o maleato de sddio (0,1 mol L-1, pH 6,0), obtendo volume final de
22,0 mL. Dividir em aliquotas de 5,0 mL em tubos de polipropileno e congelar.
Solucdo estavel por cinco anos a —20 °C. Estavel também durante repetidos
ciclos de congelamento e descongelamento.

a-Amilase pancreatica 10 mg/mL e amiloglicosidase 3 U mL-1:

Imediatamente antes do uso, suspender 1,0 g de o-amilase pancreética
(Frasco 2) em 100 mL de tampdo maleato de sédio (100 mmol L-1, pH 6,0) e
agitar em vortex durante cinco minutos. Adicionar 1,0 mL de amiloglicosidase
diluida (300 U mL-1) e misturar bem. Centrifugar por dez minutos a 3.000 x g.
Usar o sobrenadante no dia de seu preparo.

Nota: E aconselhdvel preparar aproximadamente a quantidade
necessaria para as amostras analisadas no dia, evitando assim o desperdicio
das enzimas.

Reagente GOPOD (reagente de determinacéo de glicose)

Em baldo volumétrico de 1,0 L, dissolver o contedo do Frasco 3
(concentrado para tampdo) em agua destilada e aferir o volume. Usar 20 mL
desta solucdo para dissolver o contetdo do Frasco 4 (reagente enzimas GOPOD)
e, quantitativamente, transferir para béquer de 1,0 L contendo o restante da
solugdo tampdo para GOPOD, ja diluida (usar a solucdo tampé&o para lavar o
Frasco 4). Armazenar em frasco &mbar ou coberto por papel aluminio. Estavel
por trés meses a temperatura de 2 °C a 5 °C, ou por mais de 12 meses a -20 °C.
Dividir em aliquotas antes de armazenar a -20 °C, pois, uma vez descongelada, a
solugdo deve ser imediatamente usada. Quando recém-preparado, 0 reagente
pode apresentar cor amarelo-claro ou rosa-claro. O reagente desenvolve
coloragdo rosa-escuro apds dois a trés meses a 4 °C. A absorbancia desta
solucdo deve ser menor que 0,05 quando lida a 510 nm, usando agua destilada
como branco.

e Procedimento
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Nota: E recomendavel analisar uma amostra controle (Frasco 6) a cada
procedimento para conferir a exatiddo dos resultados

1 - Hidrdlise enzimatica e solubilizacdo do amido nao resistente (ANR)

Pesar a amostra, previamente moida, em triplicata de 100 mg + 5 mg cada, em tubo
para centrifuga de 50 mL.

Adicionar 4,0 mL de solugdo de a-amilase pancreatica (10 mg/mL) contendo
amiloglicosidase (3 U mL-1), recém-preparada.Tampar bem os tubos e vedar com
parafilme.

Incubar em banho-maria a 37 °C e 100 rpm, por 16 horas.

Retirar os tubos do banho-maria, adicionar 4,0 mL de alcool etilico 99% e agitar
vigorosamente durante 15 segundos em agitador de tubos a 1.200 rpm.

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos.

Retirar cuidadosamente o sobrenadante com auxilio de um pipetador de 5,0 mL e
transferir para baldo volumétrico de 100 mL (reservar para a determina¢do de amido
ndo resistente).

Ressuspender o precipitado em 8,0 mL de &lcool etilico 50% e agitar durante dez
segundos em agitador de tubos 1.200 rpm.

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos. Retirar o sobrenadante, com cuidado para
ndo suspender o precipitado e transferir para o baldo volumétrico de 100 mL reservado
para ANR. Repetir esta etapa.

Apbs a segunda lavagem com alcool etilico 50%, colocar o tubo contendo o
precipitado (amido resistente) na capela de exaustdo para evaporar o dlcool
remanescente.

Nota: O precipitado serd utilizado para a determinacdo do amido resistente
(AR) e os sobrenadantes (reunidos) para a determinacdo do amido nao resistente
(ANR) ou amido soluvel.

2 - Determinacéo do amido resistente (AR)

Adicionar uma barra magnética dentro de cada tubo contendo o precipitado e
colocar em banho de gelo sobre um agitador magnético. Em seguida, acrescentar, sob
agitacdo, 2,0 mL de solucdo de hidroxido de potéssio 2,0 mol L-1 e deixar sob agitacéo

p \'.-)C I[JIII.
| Nota: Verificar se todo o precipitado foi dissolvido, sem a formacéo de grumos.

Retirar as amostras do banho de gelo e, ainda sob agitacdo (aproximadamente 200
rpm) da placa, acrescentar 8,0 mL de tampdo acetato de sédio 1,2 mol L-1 (pH 3,8).

Acrescentar 100 pL de amiloglicosidase concentrada (3.300 U mL-1) e incubar em
banhomaria a 50 °C por 30 minutos (agitar em agitador de tubos a cada dez minutos).
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Medir o volume final de cada réplica da amostra com o auxilio de pipeta graduada
de vidro de 20,0 mL e anotar; retornar a solucdo para o tubo (normalmente o volume
final é de 10,3 mL).

Centrifugar a 3.000 x g por dez minutos.

= Pipetar em duplicata 100 puL do sobrenadante de cada réplica da amostra
para tubos de ensaio.

= Preparar um branco com 100 pL de tampé&o acetato de sodio 0,1 M (pH 4,5).

= Pipetar em triplicata 100 uL do padrdo D-glicose (Frasco 5) para tubos de
ensaio.

Adicionar 3,0 mL de reagente GOPOD aos tubos contendo a amostra, o branco e o
padrdo glicose. Agitar em agitador de tubos a 1.200 rpm por apenas cinco segundos.

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.

Medir a absorbancia da amostra (AbsAR) e do padrdo glicose (AbsGLI) em
espectrofotdbmetro a 510 nm.

Importante: Se a leitura de AbsAR for acima de 1,3000, o teor de AR da
amostra serd maior que 10% e podera ocorrer erro pelo desvio da Lei de Lambert-
Beer. Entdo seré necessario efetuar uma dilui¢do, transferindo todo o contetdo do
tubo, apo6s tratamento com amiloglicosidase, para baldo volumétrico de 100 mL e
completando o volume com 4agua destilada. Transferir uma aliquota de
aproximadamente 10 mL para outro tubo de centrifuga de 50 mL e centrifugar,
continuando com o procedimento anteriormente descrito.

3 - Determinacdo do amido nao resistente (ANR) ou soltvel

Completar até 100 mL, com tampdo acetato de sodio 0,1 mol L-1 (pH 4,5), os
bal6es volumétricos contendo os sobrenadantes obtidos da hidrélise enzimética e
subsequentes lavagens com alcool etilico e homogeneizar.

Transferir aliquotas de 100 puL em duplicata para tubos de ensaio, acrescentar 10 puL
amiloglicosidase diluida (300 U mL) e agitar manualmente.

Preparar um branco com 110 pL de tampdo acetato de sédio 0,1 mol L-1 (pH 4,5).

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.

Adicionar 3,0 mL do reagente GOPOD preparado e agitar em agitador de tubos a
1.200 rpm por cinco segundos.

Incubar em banho-maria a 50 °C por 20 minutos.

Medir a absorbancia das amostras (AbsANR) em espectrofotdmetro a 510 nm.

e Calculo

Amido Resistente (g/100 g):

AR = (AbsAR) x (F) x (Vf /0,1) x (1/1000) x (100/PS) x (162/180)

AR = (AbsAR) x (F) x (Vf /PS) x 0,90
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Amido N&o Resistente (g/100 g):

ANR = (AbsANR) x (F) x (100/0,1) x (1/1000)x(100/PS) x (162/180)

ANR = (AbsANR) x (F/PS) x 90

Amido Total (g/1009):

AT = Amido N&o Resistente (g/100 g) + Amido Resistente (g/100 g)

Onde:

F = fator de conversdo da absorbancia do padrdo glicose (AbsGLI) para
microgramas

F = 100/(meédia das AbsGLlI)

Vf = volume final medido da amostra no tubo ou 100 mL ap6s diluicdo (para
amostras com Abs acima de 1,3000 ou 10% de AR)

1/1000 = conversédo de microgramas para miligramas

PS = peso seco da amostra analisada

PS = (peso fresco das amostras) x (100 — umidade) /100

100/PS = fator para obter o resultado de AR e ANR em porcentagem (g/100g)

162/180 = fator de conversdo da D-glicose livre obtida em D-glicose anidra (como
ocorre no amido).
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ANEXO VIII

Procedimento de Analise de Amido Amilose e Amilopectina

e Objetivo
Determinacgédo do teor de amilose e amilopectina através do método enzimatico.
o Referéncias Normativas

Megazyme International Ireland. Amylose/Amylopectin. Assay Procedure — K-
AMYL09/14 disponivel em: < www.megazyme.com >.

e Materiais e equipamentos:

Frasco volumétrico (25 mL )

Tubos de ensaio de vidro (16 x 120 mm, 15 mL ) com tampa rosqueavel
Micropipetas, de 50-1000 uL

Tubos Eppendorf (2,0 mL)

Banho-maria a 95 °C

Balanca analitica com a aproximacéo de 0,0001 g
Agitador de tubos (vortex)

Centrifuga com capacidade de rotacdo de 14.000 x g
Espectrofotdmetro UV/Visivel operando a 510 nm
Temporizador digital

Suporte para tubos

Baldes volumeétricosde 1,0 L, 2,0 L e 100 mL
Béqueresde2,0Lel1,0L

Barras magnéticas de 15 mm x 5 mm

Tubo Falcon para centrifuga em polipropileno de 50 mL
Parafilme

e Reagentes e solugdes:

Acetato de sodio

Acido acético Glacial

Azida sodica

Etanol 95%

Cloreto de Sédio

Cloreto de célcio di-hidratado
Cloreto de Magnésio hexahidratado
Cloreto de Manganés tetrahidratado
Dimetil Sulféxido DMSO
Hidroxido de sodio

Kit para determinacdo de Amilose/Amilopectina (Megazyme) composto por:
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Frasco 1 : Reagente Con A. Estavel por >5 anos a-20 ° C.

. Frasco 2: Amiloglucosidase [200 U em p-nitrofenilo p-maltésido ( i.
e. 3.300 U de amido a pH 4,5, a 40°C)], mais a-amilase fungica (500 U
de Reagente Ceralpha a pH 5,0 e 40°C) , 2 ml. Estavel por > 5 anos a
4°C.

. Frasco 3: Reagente Padrdo GodPod . Tampdo (50 mL, pH 7,4) ,
azida sodica e &cido p-hidroxibenzoico (0,095 %wi/v). Estavel durante >
4 anos a 4°C.

. Frasco 4: GodPod Reagente enzimas. Congelar. Estavel por > 5 anos
a-20°C.

. Frasco 5 : D-Glicose solucdo padrdo (5 mL, 1,0mg/ml) em 0,2 %

(w/v) de &cido benzoico. Estavel por > 5 anos a temperatura ambiente.
Frasco 6: amostra de referéncia, Amido (com contetdo especificado

de amilose). Estavel por > 5 anos a temperatura ambiente.

e Preparo das solugdes:
Tampao Acetato de Sodio (100 mM , pH 4,5):

Adicionar 5,9 mL de acido acético glacial (1,05 g/mL) a 900 ml de agua
destilada. Ajustar o pH para 4,5 pela adicdo de 1 M (4 g/100ml) de solucédo de
hidroxido de sddio (aprox. 30 ml é necessario). Adicionar 0,2 g de azida de
sOdica e ajustar o volume a 1L. Estavel por > 2 anos a temperatura ambiente.

Concentrado Con A Solvente (6,4 de sédio 600 mM, pH tampao de acetato)

Dissolver 49,2 g de acetato de sodio anidro, 175,5 g de cloreto de sédio, 0,5
g de CaCl2 2H20, 0,7 g de MgCI2 6H20 e 0,7 g de MnCI2 4H20 em 900 mL
de 4gua destilada . Ajustar o pH para 6,4 por adi¢do de &cido acético glacial e,
em seguida ajustar o volume para 1L com &gua destilada. Estavel durante 2
semanas a 4°C.

NOTA: Ao preparar esta mistura tampdo, é essencial que o pH seja ajustado
muito cuidadosamente. Se o pH cair significativamente abaixo de 6,4 podera
formar um precipitado. Consequentemente, este reagente devera ser descartado e
um novo lote preparado.

Con A Solvente (concentracgdo de trabalho)

Diluir 30 ml do concentrado Con A solvente ajustado para 100 ml com agua
destilada. Use no dia da preparagéo.

Reagente Com A:

Homogeneizar o contetdo do Frasco 1 em 50,0 mL do Com A Solvente
(concentracdo de trabalho). Dividir em aliquotas de 2,0 mL em tubos de
polipropileno e congelar. Solucéo estavel por cinco anos a —20 °C.
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Amiloglicosidase (AMG) diluida 300 U mL-1:

Homogeneizar 2,0 mL da amiloglicosidase concentrada (Frasco 2) em 20,0
mL de tamp&o maleato de sddio (0,1 mol L-1, pH 4,5), obtendo volume final de
22,0 mL. Dividir em aliquotas de 2,0 mL em tubos de polipropileno e congelar.
Solucéo estdvel por cinco anos a —20 °C. Estavel também durante repetidos
ciclos de congelamento e descongelamento.

Reagente GOPOD (reagente de determinacéo de glicose)

Em baldo volumétrico de 1,0 L, dissolver o contetdo do Frasco 3
(concentrado para tampdo) em agua destilada e aferir o volume. Usar 20 mL
desta solucdo para dissolver o contetudo do Frasco 4 (reagente enzimas GOPOD)
e, quantitativamente, transferir para béquer de 1,0 L contendo o restante da
solucdo tampédo para GOPOD, ja diluida (usar a solugdo tampdo para lavar o
Frasco 4). Armazenar em frasco ambar ou coberto por papel aluminio. Estavel
por trés meses a temperatura de 2 °C a 5 °C, ou por mais de 12 meses a -20 °C.
Dividir em aliquotas antes de armazenar a -20 °C, pois, uma vez descongelada, a
solucdo deve ser imediatamente usada. Quando recém-preparado, 0 reagente
pode apresentar cor amarelo-claro ou rosa-claro. O reagente desenvolve
coloracdo rosa-escuro ap0s dois a trés meses a 4 °C. A absorbancia desta
solucdo deve ser menor que 0,05 quando lida a 510 nm, usando agua destilada
como branco.

e Procedimento

Nota: E recomendavel analisar uma amostra controle (Frasco 6) a cada
procedimento para conferir a exatiddo dos resultados

1 — Pré-tratamento do amido

Pesar a amostra, previamente moida, em triplicata de 20-25 mg + 0,1 mg cada, em
tubo para centrifuga de 15 mL.

Adicionar 1 ml de DMSO ao tubo , agitando -0 suavemente em baixa velocidade no
vortex . Tapar o tubo e colocar em A&gua fervente até que a amostra esteja
completamente dissolvida (aprox. 1 min).

Misture vigorosamente o contetdo do tubo no vortex e coloca-lo em agua fervente
durante 15 min.

Deixar esfriar a temperatura ambiente por 5 min e adicionar 2mL de 95 % (v/v) de
etanol. Agitar no vortex. Adicionar mais 4ml de etanol, tampar e voltar ao vortex. Um
precipitado de amido vai se formar. Deixar descansar a temperatura ambiente por 15
minutos (ou durante a noite se necessario).

Centrifugar os tubos a 3.000 g por 10 minutos e desprezar o sobrenadante. Verter 0s
tubos sobre papel absorvente por 10 min para certificar a completa remog¢éo do etanol.
Utilizar o sedimento na subsequente determinacdo de amilose e de amido.
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Adicionar 2 mL de DMSO ao amido sedimentar e agitar no vortex. Colocar o tubo
em agua fervente por 15 minutos. Certifique-se de que nédo existem pedacgos gelatinosos.

Ao retirar os tubos do banho, imediatamente adicione 4 ml de Con A solvente
(concentracéo de trabalho), misture bem e , em seguida, transferir quantitativamente o
conteddo do tubo (por repetidas lavagens com Con A solvente), para um baldo
volumeétrico de 25 mL (Solugéo A).

NOTA: Esta solugdo deve ser analisada dentro de 2 h.

2 — Precipitacdo de amilopectina e determinagéo de amilose

Transferir 1,0 mL da Solugdo A, para um Eppendorf de 2,0 ml. Adicionar 0,50 ml
de reagente Con A. Tampar o Eppendorf e misturar delicadamente por inversdo
repetida. Evite a formacédo de espuma na amostra .

Deixar em repouso a temperatura ambiente durante 1 h. Centrifugar a 14000 g
durante 10 minutos em uma microcentrifuga.

Transferir 1 ml do sobrenadante para um tubo falcon de 15 mL. Adicionar 3 ml de
tampéo de acetato de sddio 100 mM , pH 4,5. Este reduz o pH para ~ 5. Misturar no
vortex e aquecer em um banho de agua fervente por 5 min para desnaturar a Con A.

Colocar o tubo em banho-maria a 40°C e deixar equilibrar durante 5 min. Adicionar
0,1 ml de enzima amiloglucosidase / o - amilase e incubar a 40°C durante 30 min.
Centrifugar & 3.000 g, durante 5 min.

Retirar em triplicata alicotas de 1,0 mLdo sobrenadante e adicionar 4 ml de GodPod
Reagente. Incubar a 40°C durante 20 min. Incubar um branco e os controles de D-
glicose simultaneamente.

NOTA:

O branco € preparado por adi¢cdo de 1,0 mL de 100 mM tampdao de acetato
de sodio a 4,0 mL de GodPod Reagente e incubando a 40°C durante 20 min.

Os controles de D-glicose (em duplicata) compreendem 0,1 ml de D-
glucose solucdo padrdo com 0,9 ml de tampédo de acetato de sodio e 4,0 ml de
GodPod reagente. Este valor nédo ¢ utilizado no calculo, no entanto, sugerem que
ela é realizada para assegurar que ndo existem problemas com esta parte do
ensaio.

Leia a absorvancia de cada amostra e os controles de D-glucose a 510 nm contra o
branco de reagente.

3 - Determinacéo do amido total

Misturar 0,5 ml da Solugdo A com 4 mL de acetato de s6dio 100 mM tampao, pH
4,5,

Adicionar 0,1 ml de solugdo de amiloglucosidase/a-amilase e incubar a mistura a
40°C durante 10 min.

Transferir 1,0 mL de aliquotas (em duplicata) desta solucdo para tubos de ensaio,
adicionar 4 ml de GodPod Reagente e misturar bem. Incubar a 40°C durante 20 min .
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Esta incubacéo deve ser realizada simultaneamente com as amostras e os padrdes de
Secdo B acima.

Leia a absorbancia de cada amostra a 510 nm contra o branco de reagente.

Calculo

Amilose, % (w/w):

(Absorbancia Amilose / Absorbancia Amido Total) x 66.8
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ANEXO IX

Procedimento para Preparo de Extratos com Compostos Bioativos

o Referéncias Normativas

Singleton, V. L., & Rossi, J. A. (1965). Colorimetry of total phenolics with
phosphomolybdic phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and
Viticulture, 16, 144-158.

e Materiais

Tubos falcon de 15 mL

Tubos falcon de 50mL

Baldo volumétrico de 50 mL

Funil de 30 mL

Vidro ambar de 50 mL

Pipetas automaticas com ponteiras de 10mL

e Preparo das solugdes:
Solucdo metanol 70% acidificado com 1%HCI:

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 690 mL de alcool metilico;
adicionar agua destilada, depois adicionar 10mL de acido cloridrico e completar
0 volume para 1.0 L com &gua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar em temperatura ambiente
por tempo indeterminado

Solucéo acetona 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de acetona; completar o
volume para 1.0 mL com agua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar em temperatura ambiente
por tempo indeterminado.

e Procedimento:

Em um falcon de 15 mL, pesar 0,5 g de amostra. Anotar 0 peso exato.

Adicionar 10 mL de metanol 70% 1%HCI, homogeinizar em mesa agitadora por
2horas e manter em repouso overnight.

No dia seguinte, centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos.

Recolher o sobrenadante para um falcon de 50 ml.

Adicionar 10 mL de metanol 70% 1%HCI ao residuo da primeira extragdo (no
falcon de 15 mL).

Homogeinizar em mesa agitadora por 30 minutos.
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Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e recolher o sobrenadante para o falcon de
50 mL.

Repetir a extracdo com acetona 70% (10mL) duas vezes, totalizando quatro
extragoes.

Transferir o contetido do falcon de 50 mL para um baldo volumétrico de 50 mL com
auxilio de um funil. Avolumar com agua destilada.

Transferir o contetdo do baldo para o vidro &mbar com o auxilio de um funil,
filtrando o extrato com I& de vidro.

Manter o extrato congelado até o momento das analises.
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ANEXO X

Procedimento para Analise de Fendlicos Totais

o Referéncias Normativas

LARRAURI, J.A/ RUP[EREZ, P.; SAURA-CALIXTO, F. Effect of drying
temperature on the stability of polyphenols and antioxidant activity of red grape pomace
peels. J. Agric Food Chem. v.45, p. 1390-1393 (1997).

e Materiais

Espectrofotdmetro com cubetas
Tubos de ensaio
Pipetas automaticas com ponteiras (100uL, 1mL, 10mL)

e Preparo das solugdes:
Solucdo de carbonato de sodio a 20%

Pesar em um béquer de 100mL 20g de carbonato de sddio. Transferir
para um baldo de 100mL com auxilio de 1 funil e de agua destilada. Lavar o
béquer 3 vezes com pequenas por¢des da agua destilada. Completar o volume.
Deixar descansar por 12 horas, filtrar e transferir para um frasco plastico.
Armazenar em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Folin-Ciocateau 1:3

Em uma proveta, medir 50 mL do reagente Folin Ciocalteau e transferir
para um frasco ambar. Na mesma proveta, medir 150 mL de dgua destilada e
acrescentar no mesmo frasco. Preparar no dia da analise.

e Curva Padr&o de Acido galico

Todos os procedimentos devem ser feitos ao abrigo da Luz.

Pesar 0,019 de acido galico. Transferir cuidadosamente para um baldo volumétrico
de 100 mL. Esta é a solu¢do mae (100ug/mL). Avolumar com agua.

A partir da solucdo mée, preparar diluicbes em triplicatas variando a concentragéo
de 10 a 100 pg/mL.
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Tabela 1. Curva padrdo de acido galico

Concentracao Solu,(;:_io deacido  Agua destilada Abs média
(Mg/mL) galico (uL) (BL)
10 500 4500 0,178
20 1000 4000 0,360
30 1500 3500 0,528
40 2000 3000 0,685
>0 2500 2500 0,868
60 3000 2000 1,033
70 3500 1500 1,194
80 4000 1000 1,313

Pipetar em triplicata 1 mL de cada diluicao.

Pipetar 1 mL da solucdo Folin em cada repeticdo e no branco (1 ml de agua
destilada)

Incubar por 1 minuto.

Adicionar 2,0 mL de carbonato de sddio a 20% e 2 mL de agua destilada.

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Ler a absorbancia a 700nm usar agua destilada como branco.

Plotar em planilha as concentracdes de acido galico (ug/mL) no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y e calcular a equacéo da reta.

Equacdo da reta: y = 0,0164x + 0,03 , R2 = 0,998

e Procedimento:

Pipetar em triplicata 1 mL da amostra.

Pipetar 1 mL da solu¢do Folin em cada repeticdo e no branco (1 ml de &gua
destilada).

Incubar por 1 minuto.

Adicionar 2,0 mL de carbonato de sddio a 20% e 2 mL de agua destilada.

Homogeneizar e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Ler a absorbancia a 700nm, usando agua destilada como branco.

A partir das absorbancias obtidas, substitui-las na equacdo (X) e obter o resultado
em mg/mL.
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ANEXO XI

Procedimento para Analise de Taninos Totais

Objetivo
Determinacéo colorimétrica de proantocianidinas pelo método dmac.

Referéncias Normativas

PRIOR, R.L.; FAN, E.; JI, H.; HOWELL, A.; NIO, C.; PAYNE, M.J.; REED, J.

Multi-laboratory validation of a standard method for quantifying proanthocyanidins in
cranberry powders. Journal of the Science of Food and Agriculture, v.90, p. 1473-1478,
2010.

Materiais

Baldo volumétrico de 10 ml.

Becker

Pipeta de 100 pL

Pipeta de 1mL

microplaca de poliestireno com 96 cavidades
Espectrofotdmetro de microplaca

Reagentes

Etanol absoluto

Padrdo antocianidina B2

DMAC (4-dimethylsminocinnamaldehyde)
HCI

Preparo das solucoes

Preparar solu¢cdo DMAC (0,1%)

Pesar 50mg de reagente DMAC. Dissolver completando o volume com
etanol em um baldo de 50ml. Em um vidro ambar, adicionar 37,5ml desta
solucdo com 6,25ml de a’gua destilada e 6,25 ml de HCI (Adicionar o HCI na
capela). Esta € a solugdo DMAC 0,1% em etanol: agua: acido cloridrico (75:
12,5: 12,5 viviv).

Curva Padrao de Proantocianidina B2

Pesar 1000ug (1 mg) de proantocianidina B2 e dissolver em etanol em um baldo

volumeétrico de 10ml (esta é a solugdo mae).

Fazer as diluicdes conforme tabela abaixo:
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Tabela 1. Curva padrdo de procianidina

Concentracao SOIUQ&.O d_e . Volume de Absorbancia
(Proantocianidina) Proantocianidin etanol (uL) média
a (100pg/ml)
10 200 1800 0,178
20 400 1600 0,360
30 600 1400 0,528
40 800 1200 0,685
50 1000 1000 0,868
80 1600 400 1,033
100 2000 0 1,194

Pipetar em triplicata 70 pL de cada concentracédo e adicionar 210 pL do reagente
DMAC na microplaca de poliestireno com 96 cavidades.

Preparar o branco com 70 pL de etanol e 210 pL do reagente DMAC.

Colocar no espectrofotdmetro de placa, aguardar 25 minutos e realizar leitura em
espectrofotdmetro a 630 nm, zerando o equipamento com o branco.

Tabular dados para obter valor de R? e equacéo da reta.

y =0,016x + 0,038 R2 = 0,998

e Procedimento

Pipetar na microplaca de polietileno, em triplicata, 70 pL de cada extrato e
adicionar 210 pL do reagente DMAC.

Colocar no espectrofotdmetro de placa, aguardar 25 minutos e realizar leitura em
espectrofotdmetro a 630 nm, zerando o equipamento com o branco.

A partir das absorbancias obtidas, substitui-las na equacdo (X) e obter o
resultado em mg/mL.
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Procedimento para Analise da Atividade antioxidante por DPPH

ANEXO XIlI

Referéncias Normativas

BRAND-WILIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical
method to evaluate antioxidant activity. Food Science and Technology,Londres, v.28,
p.25-30. 1995. Com modificagdes.

Preparo das solucées

Solucéo de DPPH 0,06mM

Dissolver 2,4 mg de DPPH em alcool metilico e completar o volume para 100
mL em um baldo volumétrico com alcool metilico, homogeneizar e transferir para
um frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado. Preparar e usar apenas no dia da

analise.

Curva Padrdo de TROLOX

Pesar 0,0125 g de Trolox em béquer de 10mL

Transferir quantitativamente (lavar o béquer com metanol 3 vezes) para baldo de
50 mL (concentracdo de 998,84 uM) e completar o volume com metanol. Esta é a

solucdo Mée
Diluir a solugcdo mée para obter as concentracdes da Tabela 1

Tabela 1: curva padréo de Trolox

Solucéo de Trolox

Solucéo de alcool

(mL) Metilico (mL) ~ Concentragao uM - Abs média
0,25 3,75 50 0,662
0,5 35 100 0,623
10 3,0 200 0,551
15 2,5 300 0,470
2,0 2,0 400 0,402
2,5 15 500 0,354
3,0 1,0 600 0,272
3,5 05 700 0,219
4,0 0,0 800 0,172

Cada diluicao devera ser pipetada e lida em triplicata
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Para cada concentracéo, pipetar 0,1 mL da diluicdo + 3,9mL de solu¢cdo DPPH
(0,06mM), incubar pelo tempo determinado no EC50 e ler as absorbancias.
Usar 4 cubetas, sendo 1 para o branco

| BRANCO = 0,1mL de agua destilada + 3,9mL de metanol |

TUBO CONTROLE: 0,1mL de 4gua destilada e 3,9mL de DPPH 0,06mM. Ler a
absorbancia.

Para determinar a curva padrdo de trolox, encontrar o % de Inibicdo de cada
diluicdo da solugcdo mée com o auxilio da equagéo abaixo:

% Inibicdo = (AbsDPPH —Absconcentracdo) x 100

Onde, AbsDPPH ¢ a absorbancia do tubo controle e Absconcentracdo é a
absorbancia média da concentracdo usada para construir a curva padrdo. Realizar esse
calculo para todas as diluicdes.

Plotar as concentragdes de Trolox no eixo X e 0s % de inibi¢do no eixo Y para
encontrar a curva padréo.

Equacdo da reta: y = 0,098x - 1,485, R2 = 0,996

e Determinacédo do tempo EC50

Em ambiente escuro, transferir uma aliquota de 0,1mL da diluicdo adequada do
extrato para tubos de ensaio com 3,9mL de DPPH (0,06mM) e homogeneizar em
agitador de tubos.

Realizar leitura da absorbancia da solucéo controle.

Utilizar alcool metilico, como branco, para calibrar o espectrofotdmetro.

As leituras das absorbancias (515nm) devem ser monitoradas a cada cinco minutos,
onde é observada a reducdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A leitura da
absorbancia final para o calculo do EC50 sé deve ser feita ap0s a estabilizacdo da
absorbéancia (tempo EC50). Neste caso, as leituras foram realizadas apds 30 minutos.

Para experimentos posteriores, com uma mesma amostra, a leitura pode ser feita
apenas no tempo estabelecido anteriormente (tempo EC50), acompanhado, também, da
leitura inicial do controle.

e Procedimento

Pipetar 0,1 mL da amostra + 3,9mL de solucdo DPPH (0,06mM), incubar pelo
tempo determinado no EC50 (30 minutos) e ler as absorbancias.

A partir da absorbancia do tubo controle, determinar 0 % de inibi¢do do extrato.
Utilizar o % de inibicdo das amostras e a equacao da reta de Trolox para encontrar a
concentracdo de Trolox equivalente presente na amostra.
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A atividade antioxidante total (AAT) ser& expressa em pumol de trolox equivalente/g
de matéria fresca (umol TE.g-1 MF).

ANEXO XIlI

Procedimento para Analise DA Atividade antioxidante Total por FRAP

e Referéncias Normativas

PULIDO, R.; BRAVO, L.; SAURA-CALIXTO, F. Antioxidant activity of dietary as
determined by a modified ferric reducing/ antioxidant power assay. Journal Agriculture
and Food Chemistry, v. 48, p. 3396-3402, 2000.

e Preparo das solugdes
Solucdo de HCI 40mM

Adicionar 3,34 mL de HCI concentrado em baldo volumétricode 1 L e
completar o volume com 4&gua destilada. Homogeneizar e armazenar em
temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solucéo de TPTZ 10mM

Pesar 312mg de TPTZ e avolumar em baldo volumétrico de 100 mL com
HCI (40mM). Homogeneizar e armazenar sob refrigeracdo por até 1 més.

Solucdo de Cloreto Férrico 20mM

Dissolver 540mg de cloreto férrico em agua destilada, transferir para um
baldo volumétrico de 100 mL e completar até o volume final com agua destilada.
Homogeneizar e armazenar sob refrigeracdo por até 1 més.

Tampéo acetato 0,3M, pH 3,6

Em um béquer de 1000 mL, dissolver 40,8 g de acetato de sddio em 16
mL de &cido acético glacial. Adicionar 800 mL de agua destilada e verificar o
pH em pHametro. Se necessario, ajustar pH com solugdo HCI 40mM. Transferir
para um baldo volumétrico de 1L e completar o volume final com agua
destilada. Homogeneizar e armazenar sobre refrigeragdio por tempo
indeterminado.

Solucdo de reagente FRAP

Preparar o Reagente FRAP no momento da analise.
O reagente FRAP é obtido a partir da combinacao:
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e 25mL de tampdo acetato 0,3M

e 2,5mL de solu¢do TPTZ 10mM

e 2,5mL de solucéo aquosa de cloreto férrico 20mM
e Curvade calibracdo de TROLOX

Pesar 0,01 g de Trolox em bequer de 10mL

Transferir quantitativamente (lavar o béquer com metanol 3 vezes) para baldo de 50
mL (concentracdo de 800 uM) e completar o volume com metanol . Esta é a solucdo
Mée

Diluir a solucdo mée para obter as concentracdes da Tabela 1

Tabela 1: curva padrdo de Trolox
Concentracdo  Solucdo de Trolox Solucdo de alcool Abs média

UM (mL) Metilico (mL)

50 0,25 3,75 0,058
100 0,5 3,5 0,149
200 1,0 3,0 0,286
300 1,5 2,5 0,418
500 2,5 15 0,655
800 4,0 0 1,081

Transferir, em triplicata, uma aliquota de 90uL de cada concentracdo para tubos
de ensaio.

Acrescentar 270uL de dgua destilada;

Misturar 2,7mL de reagente FRAP;

Homogeneizar e manter em banho-maria a 37°C por 30 minutos.

Realizar leitura a 595nm, utilizando o reagente FRAP como branco.

Plotar em planilhas as concentrac6es de Trolox (UM) no eixo X, e as respectivas
absorbancias no eixo Y e calcular a equacéo da reta;

Equacdo dareta: y =0,001x + 0,013, R2 = 0,989

e Procedimento

Todos os procedimentos devem ser realizados ao abrigo da luz.

Diluir os extratos conforme seja necessario.

Transferir uma aliquota de 90uL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio
(em triplicata)

Acrescentar 270uL de agua destilada;

Misturar 2,7mL de reagente FRAP;

Homogeneizar e manter em banho-maria a 37°C por 30 minutos.

Realizar leitura a 595nm, utilizando o reagente FRAP como branco.

Para encontrar a concentracdo de trolox equivalente referente a atividade
antioxidante por FRAP na diluicdo do extrato, substituir a média das absorbancias de
cada amostra na variavel y da equacéo da reta da curva padrao.

99



Os resultados da atividade antioxidante sdo expressos em pMol de Trolox
equivalente/g.
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Ficha técnica do pdo sem gluten:

APENDICE |

PESO PESO PER CUSTO TOTAL

INGREDIENTES BRUTO(g) LiQUIDO(g) FC CAPITA(g) (R9) MODO DE PREPARO
Farinha de sorgo 122 122 1 10,2 6,54*
Fécula de batata 56 56 1 4,72 1,43 o
Polvilho doce > > 1 181 0.22 Regenerar o fermento biolégico seco por
Gelatina em pd sem sabor 2 2 1 0,17 0,20 10 minutos de pré-fermentagéo a 40°C em
Goma xantanta 2 2 1 017 0,44 4gua e aglicar. Em uma batedeira, com
Aclcar mascavo 16 16 1 1,33 0,15
Sal 2 2 1 0,17 0,00 uma ferramenta de pa (raquete) a uma
Oleo de Girassol 15 15 1 1,25 0,10 velocidade lenta (nivel 1 e 2) misturar as
Agua morna 150 150 1 12,5 - . 3
Ovo inteiro 77 66 086 550 0.60 farinhas, a goma xantana, o sal, aclcar e
Clara de ovo 32 32 1 2,67 0,30 a gelatina. Adicionar a 4gua morna junto
Fermento biologico seco > > L 0,42 0.27 com o Oleo. Posteriormente o ovo inteiro e
AcUcar mascavo (para fermento) 5 5 1 0,42 0,05 '
Agua (para fermento) 60 60 1 5,00 - a clara foram adicionados até que a

Rendimento: 472¢
Fator de Coccéo: 0,85
VET: 950 kcal

CHO: 66%

PTN: 11%

LIP: 23%

Fibras (Total): 21g

Porcéo: 1 fatia com aproximadamente 399

*Farinha de sorgo Comercial Importada

mistura ficasse homogénea. Por ultimo
adicionar o fermento levedado e misturado
em velocidade baixa. Quando a mistura
ficar homogénea colocar na formas
previamente untadas e deixar fermentar
em local morno por 30 minutos (até dobrar
de volume). Assar o pao em forno pré-
aquecido a 200°C e por 30 minutos.

Deixar esfriar, desenformar e servir.







