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RESUMO

As Plantas Alimentares Ndo Convencionais (PANC) surgem como uma
alternativa viavel e segura para a substituicdo das farinhas com glaten, apresentando
potencial nutricional, quimico e bioativo, para além do menor custo e melhores padrdes
de qualidade sensorial. A farinha de Sorghum bicolor (L.) Moench destaca-se para o
desenvolvimento de produtos de panificacdo, sobretudo apds germinacao do grao. Neste
sentido, este trabalho visou aprofundar o estudo sobre a farinha de sorgo germinado e in
natura quanto as caracteristicas tecnoldgicas das farinhas em relacdo a granulometria,
capacidade de absorcdo de dgua e 6leo, poder de dilatagdo e solubilidade, viscosidade da
pasta e microscopia dos granulos de amido. Também foi realizada uma profunda
caraterizacdo nutricional pelos métodos da AOAC, determinacdo de acUcares livres
(HPLC-RI), é&cidos gordos (GC-FID), acidos organicos (UPLC-DAD), tocoferdis
(HPLC-FL) e compostos fenolicos (HPLC-DAD/ESI-MS). As atividades antioxidante,
anti-inflamatoria, hepatotoxidade, nefrotdxica e citotoxica do seu extrato hidroetandlico
foram também avaliadas. Finalmente, foram elaborados pdes isentos dos principais
alergénios alimentares com as farinhas de sorgo in natura e germinado, sendo estudadas
as propriedades fisicas cor, perda de peso, perfil de textura, atividade da agua, humidade
e volume especifico, assim como foi avaliado o seu perfil nutricional, quimico e bioativo.

De acordo com os resultados obtidos, 0 processo de germinacdo aumentou a
capacidade de absorc¢do de 0leo e a solubilidade e diminuiu o poder de dilatacao da farinha
de sorgo. Quanto as propriedades da pasta, a farinha germinada apresentou menor firmeza
do gel e menor taxa de retrogradagdo com o passar do tempo de armazenamento,
podendo-se também observar um aumento na temperatura de germinacdo e menor
viscosidade da pasta. Além das alteracGes as propriedades das farinhas, as atividades
bioguimicas desenvolvidas durante a germinacdo para o desenvolvimento da nova planta
influenciaram significativamente as caracteristicas nutricionais, resultando em diferengas
significativas em todos os macronutrientes estudados, aumentando o teor de humidade,
cinzas e proteina total e uma diminuicdo nos teores de gordura total, fibras dietéticas tatais
e hidratos de carbono, assim como no aumento da concentragdo de acidos gordos
monoinsaturados.

Quanto a composi¢do quimica das farinhas, com a germinacéo, verificou-se um

aumento no teor de agucares livres e acidos organicos totais e diminuicdo dos teores de
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tocoferdis e compostos fendlicos. Em termos de bioatividade, o extrato da farinha de
sorgo germinado apresentou melhor capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica,
sendo que nenhum dos extratos revelou hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, fatores muito
importantes para a validacdo do uso das farinhas para fins alimentares.

As formulacgdes dos pées elaborados com as farinhas de sorgo germinado e in
natura apresentaram ambos maiores concentragdes de proteinas, fibras dietéticas totais e
gordura, quando comparados com o controlo positivo, sendo a gordura composta
maioritariamente por acidos gordos insaturados. Para além disso, os paes desenvolvidos
com farinha de sorgo in natura e germinado, revelaram uma coloragéo mais escura, com
maior dureza do miolo e menor volume especifico, resultados caracteristicos dos produtos
elaborados com farinhas integrais e sem gluten. No entanto, o pdo de farinha de sorgo
germinado apresentou menor aumento de dureza e mastigabilidade do miolo ap6s 24 h de
armazenamento. Em relacdo as propriedades bioativas dos produtos desenvolvidos, o pao
de sorgo germinado revelou maior capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica,
seguida pelo pdo de sorgo in natura. As amostras de pdo, assim como as farinhas, ndo
revelaram citotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e capacidade anti-
inflamato6ria @ maxima concentracéo testada (>400 pg/mL).

Este estudo permitiu apresentar resultados inovadores em relacdo a caracterizacdo
quimica e bioativa das farinhas de sorgo germinado e in natura, assim como do produto
de panificacdo elaborado a partir das mesmas. Os resultados obtidos revelam um grande
potencial destas farinhas para serem aplicadas na industria alimentar, no desenvolvimento
de produtos sem gluten, com vista a substituicdo de ingredientes convencionais por nao

convencionais.

Palavras-chave: Plantas alimentares ndo convencionais (PANC); propriedades

nutricionais, quimicas e bioativas; produtos de panificagdo; germinacao.
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ABSTRACT

Nonconventional Food Plants (NFP) emerge as a viable and safe alternative to
gluten-free flours, presenting nutritional, chemical, and bioactive potential, as well as
lower cost, and better quality and sensory standards. Sorghum bicolor (L.) Moench flours
stands out for the development of bakery products, especially after grain germination. In
this sense, the present work aimed to deepen the study of sprouted and in natura sorghum
flour regarding their technological characteristics in relation to granulometry, water, and
oil absorption capacity, swelling power and solubility, viscosity of the paste, and
microscopy of starch granules. Their nutritional characterization by AOAC methods,
determination of free sugars (HPLC-RI), fatty acids (GC-FID), organic acids (UPLC-
DAD), tocopherols (HPLC-FL), and phenolic compounds (HPLC-DAD/ESI-MSn) was
also performed. The antioxidant, anti-inflammatory, hepatotoxic, nephrotoxic, and
cytotoxic activities of the hydroethanolic extracts of the flours were also evaluated.
Finally, breads free of the main food allergens were prepared with in natura and sprouted
sorghum flours, and the physical properties of color, weight loss, texture profile, water
activity, humidity, and specific volume, as well as their nutritional, chemical, and
bioactive profile were studies.

According to the results obtained, the germination process increased the oil
absorption capacity and solubility and decreased the swelling power of sorghum flour. As
for the paste properties, the sprouted flour presented lower gel firmness and lower
retrogradation rate over the storage time, and an increase in the point of gelatinization and
lower paste viscosity could also be observed. In addition to the changes to the flours
properties, the biochemical activities developed during germination for the development
of the new plant significantly influenced the nutritional characteristics, resulting in
significant differences in all macronutrients studied, increasing the moisture, ash, and
total protein contents and a decrease in the contents of total fat, total dietary fibers, and
carbohydrates, as well as an increase in the concentration of monounsaturated fatty acids.

Regarding the chemical composition of the flours, with the germination, as
increase in the free sugars and organic acids content was observed, as well as a decrease
in the content of tocopherols and phenolic compounds. In terms of bioactive properties,
the sprouted flour hydroethanolic extract presented better inhibition of lipid peroxidation

capacity; none of the hydroethanolic extracts revealed hepatotoxicity and
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nephrototoxicidide, which are very important factors for the validation of the use of these
flours for food purposes.

The formulations of breads prepared with sprouted and in natura sorghum flours
presented higher concentrations of proteins, total dietary fibers, and fat, mainly composed
of unsaturated fatty acids, when compared with the positive control. Furthermore, the
breads developed with in natura and sprouted sorghum flour revealed a darker coloration,
higher crumb hardness and lower specific volume, characteristic results of products made
with wholgrain and gluten-free flours. However, sprouted sorghum flour bread showed a
lower increase in hardness and chewability of the crumb after 24 h of storage. Regarding
the bioactive properties of the developed products, sprouted sorghum bread showed
greater capacity to inhibit lipid peroxidation, followed by in natura sorghum bread. Bread
samples, as also the flours, did not show cytotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity, nor
anti-inflammatory capacity at the maximum concentration tested (>400 pg/mL).

This study allowed to present innovative results regarding the chemical and
bioactive characterization of sprouted and in natura sorghum flours, as well as the bakery
product developed. The results obtained revelaed a great potential of these flours to be
applied in food industry, for the development of gluten-free products, for the replacement

of conventional by unconventional ingredients.

Keywords: Nonconventional Food Plants (NFP); nutritional, chemical and bioactive

properties; bakery products; germination.
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Capitulo 1




1. INTRODUCAO

1.1.Alergia e intolerancia alimentar

As alergias alimentares sdo um problema crescente de salde publica e de
seguranca alimentar que afetam atualmente cerca de 5% da populagdo nos paises
ocidentais (Costa et al., 2019). Mais de 170 alimentos foram ja identificados como
alergénios; no entanto, a grande maioria das alergias alimentares sdo provocadas por um
pequeno numero de alimentos como o leite de vaca, o ovo, o0 amendoim, o trigo, a soja,
as nozes, o peixe e o0 marisco (Carsin et al., 2015). O Regulamento (UE) N. °1169/2011
do Parlamento Europeu e do Conselho de 25 de outubro de 2011 descreve os principais
alimentos alergénios, no qual se inclui o trigo e outros cereais, crustaceos, ovos, peixes,
varios frutos secos, leite e derivados e moluscos. A descricdo da presenga destes
alergénios nos roétulos dos alimentos que contenham ou que possam conter vestigios dos
mesmos & obrigatoria.

As alergias alimentares sdo definidas como uma resposta do sistema imunitario
que ocorre repetidamente em individuos sensiveis apos exposicdo a um determinado
alimento e que se manifesta por sintomas que podem afetar diferentes partes do corpo
com diferentes niveis de gravidade, desde comichdo, urticaria e diarreia a anafilaxia
aguda com diminuicdo da presséo arterial e constricdo das vias aéreas, com risco de vida
(Noti et al., 2014). A suscetibilidade de adquirir uma alergia alimentar, como todas as
doencas cronicas, € influenciada pela genética, pelo meio ambiente e pelas interacdes
genoma-ambiente, incluindo efeitos epigenéticos (Sicherer & Sampson, 2018).

Ao contrario da alergia alimentar, a intolerdncia € uma reacdo adversa ndo
imunoldgica, mais comum que as alergias alimentares, e esta relacionada com a digestao
ou transformagdo dos alimentos no organismo, podendo ser causada por qualquer
componente alimentar ndo proteico (Carco et al., 2020). E categorizada em trés tipos:
enzimatica, farmacolégica e indefinida ou idiopatica. Todas as tipologias incluem
sintomas dermatologicos como edema, formigueiro, sintomas respiratorios como
broncoconstricdo, dispneia e sibilos, sintomas gastrointestinais, incluindo cdlicas
estomacais e nauseas. A intolerancia a certos alimentos ocorre imediatamente apos o

consumo ou até 48 horas apds o consumo (Schnedl et al., 2020).



Uma das principais formas de tratamento da intolerancia e alergias alimentares é
a total exclusdo dos alimentos responsaveis pelo aparecimento dos sintomas (Solé et al.,
2018). Esta total isencdo dos alimentos alergénios na dieta dos individuos pode causar
défice nutricional, perturbar o crescimento e o desenvolvimento de criancas, gerar
ansiedade e isolamento social pela mudanca no estilo de vida e afetar também
economicamente pela falta de alimentos alternativos que, quando existem, sdo geralmente
mais caros (Muthukumar et al., 2020).

Assim, é de extrema importancia o desenvolvimento de alimentos com menor
potencial alergénio, com substituicdo por matérias primas de maior valor nutricional e de

baixo custo.

1.1.1. Doenca celiaca

A doenca celiaca é uma doenca autoimune causada pela sensibilidade permanente
ao glaten em individuos geneticamente suscetiveis (Jericho et al., 2017). A ingestao de
gluten desencadeia uma resposta inflamatdria no intestino delgado, provocando lesdes na
mucosa que resultam na dificuldade de absorcdo de nutrientes (Quan et al., 2021). A
incidéncia e os diagndsticos de doenca celiaca tém vindo a aumentar, com uma
prevaléncia no Reino Unido e na Europa continental, estimada em quase 1% da populacao
(Jericho et al., 2017; Uche-Anya & Lebwohl, 2021).

Os sintomas da doenca celiaca variam em cada individuo e estao relacionados com
fatores como a idade, extenséo e gravidade da lesdo na mucosa, grau de sensibilidade ao
glaten e ingestdo diaria de gluten (Uche-Anya & Lebwohl, 2021). Em geral, os individuos
portadores desta doenca apresentam dor abdominal, diarreia crénica ou intermitente,
vomito, perda de peso, falta de apetite, distensdo abdominal e desnutricdo grave em casos
de diagndstico tardio (Guandalini & Assiri, 2014).

A forma de prevencéo desta doenca € uma dieta 100% isenta de gluten para o resto
da vida (Guandalini & Assiri, 2014), pois até uma quantidade minima de gluten pode
causar danos intestinais (Al-Bawardy et al., 2017). No sentido de possibilitar a isengéo
de gluten em produtos alimentares, o regulamento de execucdo (UE) n. ° 828/2014 Da
Comissdo, de 30 de Julho de 2014, estabelece normas sobre a informacéo prestada aos

consumidores relativamente & auséncia ou presenca de gliten nos alimentos, com o



objetivo de permitir aos celiacos uma identificacdo segura, rapida e facil de alimentos

com gluten.
1.1.2. Gluten

O gluten € um componente vital no processo de panificacdo, pois determina as
propriedades mecanicas da massa (capacidade de absorcdo de &gua, coesividade e
viscoelasticidade da massa) e a qualidade final dos produtos (Li et al., 2021). E
encontrado em diferentes fracbes no endosperma de diferentes cereais como o trigo,
centeio, cevada e aveia. A fracdo proteica do gluten soltvel em alcool é denominada de
prolamina e a insollvel de glutenina (Resende et al., 2017).

Durante o processo de mistura e hidratacdo da farinha, as proteinas insoluveis,
gliadinas e gluteninas, formam uma rede tridimensional viscoeléstica denominada gliten
(Figura 1) (Verbauwhede et al., 2020; Vitti, 2001). A gliadina € uma mistura heterogénea
de proteinas de cadeia simples, que apresenta alta extensibilidade e baixa elasticidade,
com capacidade limitada de voltar a forma inicial quando aplicada uma forca sobre a
massa (Monge-Morera et al., 2021). A glutenina, por outro lado, consiste em cadeias
peptidicas ligadas por ligacBes dissulfeto, que apresenta baixa extensibilidade e alta
elasticidade (estica até um certo limite, mas volta rapidamente & sua forma original)
(Balakireva & Zamyatnin, 2016). Considera-se que a glutenina é o principal contribuinte
para a elasticidade da massa, enquanto as gliadinas contribuem com o comportamento
viscoso (Blomfeldt et al., 2011; Li et al., 2021).

A rede tridimensional formada pelo glaten retém os gases produzidos pelas
leveduras durante a fermentacdo da massa, 0 que permite uma expansao suficiente e uma
boa distribuicdo dos alvéolos de gas dentro da massa, resultando num produto volumoso

e com boa textura (Balakireva & Zamyatnin, 2016; Galves, 2014).

@j,{} + —;‘%’; - % f:

Gliadina Glutenina Glaten

Figura 1: Representacdo esquematica da formacao do glaten (Tornisiello, 2019).



1.1.3. Ovo

O ovo € um alimento que apresenta um 6timo valor nutricional, sendo considerado
como um alimento proteico de facil digestdo e baixo valor calérico, podendo assim
contribuir para as necessidades nutricionais diarias dos consumidores (Medeiros et al.,
2014). E composto por aproximadamente 75,8% de agua, 12,4% de proteinas, 9,8% de
lipidos e baixas quantidades de hidratos de carbono. E também uma excelente fonte
natural de vitaminas A, D, E e B2, assim como de microelementos como o fosforo,
potéssio, sodio, calcio, magnésio e ferro (USDA, 2012). A composicao nutricional dos
ovos pode variar com a idade, estirpe, linhagem, tamanho, tipo de alimentagéo e estado
sanitario das aves (Medeiros et al., 2014).

Além do seu alto valor nutricional, 0 ovo tem uma grande importancia tecnologica
em produtos de panificagdo devido a sua capacidade espumante, coagulante,
emulsionante e gelificante, auxiliando no desenvolvimento da estrutura e textura dos
produtos desenvolvidos, assim como na cor, aroma e sabor (Suas, 2012).

A clara e a gema de ovo apresentam mais de 20 proteinas e glicoproteinas com
potencial alergénio, sendo a ovomucdide, ovoalbumina, ovotransferrina e lisozima as
principais responsaveis pela alergenicidade do ovo (Onamine & Pinotti, 2020).

A alergia ao ovo € uma das alergias alimentares mais comuns na infancia e
adolescéncia, afetando 0,5% a 2,5% da populacdo em todo o mundo (Osterlund et al.,
2019), tendo sido identificada, em criancas, com reacfes leves a moderadas como
urticéria, angioedema, dermatite atépica, asma, rinoconjuntivite, dor abdominal, nauseas,

vomitos e diarreias e, em poucos casos, com reacdes anafilaticas (Lobo et al., 2021).
1.2.Panificacdo
1.2.1. Padrao de identidade e qualidade do pao
Segundo Marquito, (2014), o pdo € um alimento com muitas variacfes, que
depende grandemente do local onde é produzido e da forma e técnicas utilizadas na

producdo. No entanto, a sua constitui¢ao é basica, farinha de cereais, agua, sal e fermento.

Canella-Rawls (2021) descreve o pdo como um alimento feito de uma pasta fermentada



de um cereal, normalmente trigo, produzida, desenvolvida e replicada rotineiramente por
um padeiro. Ainda, Franco (2015) define pdo como:

“Produto obtido pela cocg¢do, em condigdes tecnologicamente adequadas, de uma massa fermentada ou
ndo, preparada com farinha de trigo e ou outras farinhas que contenham naturalmente proteinas

formadoras de gliten ou adicionadas das mesmas e agua, podendo conter outros ingredientes”.
Legalmente, Segundo a Portaria n® 425/98 de 25 de julho:

“O produto obtido da amassadura, fermentagdo e cozedura, em condigdes adequadas, das farinhas de
trigo, centeio, triticale ou milho, estremes ou em mistura, de acordo com os tipos legalmente estabelecidos,
agua potavel e fermento ou levedura, sendo ainda possivel a utilizacdo de sal e de outros ingredientes,

incluindo aditivos, bem como auxiliares tecnologicos, nas condigoes legalmente fixadas”.

Em termos gerais, os principais ingredientes do pdo sdo a farinha, a 4gua, o sal e
o fermento, dos quais a farinha é o ingrediente fundamental para obtencdo do péo
(Pawlak, 2015). Para a elaboracéo de diferentes tipos de pées séo ainda utilizados outros

ingredientes, como aditivos e coadjuvantes tecnologicos.

1.2.2. Panificacdo livre de alergénios

Na ultima década, notou-se um aumento na procura por alimentos isentos de
alergénios alimentares, principalmente produtos sem glaten, devido ao aumento
exponencial do nimero de pessoas com alergia e hipersensibilidade ao glaten (Vintila,
2021). Juntamente com a procura de produtos isentos de gliten, os consumidores também
procuram produtos clean label, os quais sdo produzidos com tecnologias que permitem a
obtencdo de paes sem gluten de alta qualidade, mas sem a necessidade de aditivos ou
coadjuvantes tecnolégicos para a sua confecdo (Yesil & Levent, 2022).

Infelizmente, a auséncia de gluten na panificacdo tem um grande impacto nas
propriedades tecnologicas dos paes, pois estes produtos geralmente estdo associados a
produtos de qualidade sensorial inferior, apresentando baixo volume especifico, sabor
menos agradavel, maior consisténcia do miolo e maior taxa de envelhecimento (Carini et
al., 2015). Com isto, a industria alimentar procura estratégias que permitam a obtencéo
de um produto com maior qualidade nutricional e sensorial, mas também econdémica (Gao
etal., 2018).

Existem ja na literatura muitos trabalhos que focam precisamente a substitui¢éo
do gluten, ovos, leite e derivados em produtos de panificacdo, sendo os produtos mais

utilizados na substituicdo da farinha de trigo as farinhas de arroz, sorgo, trigo sarraceno,



teff, aveia, quinoa, amaranto e milho (Hu et al., 2022; Rizzello et al., 2016); proteinas de
diferentes origens como albumina, ervilha e soja (Ziobro et al., 2013); amido de milho e
fécula de batata e mandioca (Krupa-Kozak et al., 2013; Vintila, 2021; Wronkowska et al.,
2013); fibras (Foste et al., 2020); e hidrocoldides (Santos et al., 2019; Sciarini et al.,
2010). Para a substituicdo do ovo pode-se utilizar mucilagem de leguminosas ricas em
fibras (quinoa, linhaca e chia) (Fernandes & Mellado, 2018; Oliveira et al., 2020;
Rothschild et al., 2015) e aquafaba (Silva et al., 2022).

1.2.3. Goma xantana

A goma xantana é um polissacarideo de alto peso molecular, obtido a partir da
biossintese no processo de fermentacdo de agucares por uma cultura pura da bactéria
Gram-negativa Xanthomonas campestres (Patel et al., 2020). Foi descoberta no final da
década de 1950 pelo norte-americano Allene Rosalind Jeanes (Bhat et al., 2022) e, devido
aos seus efeitos ndo toxicos na satide humana, foi aprovada em 1969 pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso em produtos alimentares, sem limite na quantidade de
aplicacdo (Riaz et al., 2021).

A solucdo de goma xantana possui propriedades espessantes com comportamento
pseudoplastico e é estdvel numa gama ampla de pH, altas concentracdes de sal e
temperaturas (Carmona et al., 2015). Na industria alimentar, é frequentemente utilizada
pela alta eficiéncia mesmo em baixas concentracdes, tendo grande aplicabilidade em
produtos alimentares assados pois auxilia na ligacdo a agua, prolongando a vida util e a
estabilidade durante o armazenamento destes produtos (Riaz et al., 2021).

1.2.4. Aquafaba

Para a substituicdo do ovo em produtos de panificacao, tendo em vista a obtencao
de uma melhor emulséo e estabilidade da massa, pode-se utilizar mucilagem de sementes
como quinoa (Rothschild et al., 2015), chia (Fernandes & Mellado, 2018) e linhaca
(Oliveira et al., 2020). No entanto, atualmente, tem vindo a ser estudado o uso da agua de
cozedura (liquido viscoso) de gréo de bico, ou mesmo de outras leguminosas, como fonte
de substituicdo do ovo. Este liquido, denominado aquafaba de acordo com a origem latina

da palavra agua (aqua) e feijao (faba), é aplicado para o liquido do grdo de bico comercial
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enlatado e a agua da cozedura, da forma mais tradicional, do mesmo (Mustafa et al.,
2018). Além de auxiliar nas propriedades tecnoldgicas, a aquafaba é um subproduto da
industria alimentar com varios beneficios nutricionais, baixo poder alergénico e,
sobretudo, de baixo custo de producédo (Buhl et al., 2019).

A aquafaba exerce uma ampla gama de propriedades funcionais, incluindo a
capacidade de ligacdo com a gordura, capacidade de retencdo de agua e solubilidade.
Apresenta ainda propriedades gelificantes, espumantes e emulsionantes, que podem ser
aplicadas na producdo de novos produtos alimentares ou melhoria dos ja existentes (Silva
et al., 2022). Estas propriedades sdo determinadas pela composicao da propria aquafaba
que, em geral, possui mais de 20 compostos de elevado interesse, entre eles proteinas,
hidratos de carbono sollveis/insolUveis em agua, saponinas e compostos fendlicos que

sdo libertados durante a imersdo do grédo de bico e durante a cozedura (Serventi, 2020).

1.3.Plantas Alimentares N&o Convencionais (PANC)

A maioria das plantas existentes a nivel mundial pode ser encontrada nos paises
tropicais e estima-se que, aproximadamente, 25% das espécies se encontram
originalmente no Brasil (Rodrigues, 2016). E neste pais que se encontra uma das maiores
reservas de biodiversidade de plantas do planeta, contando com um numero estimado
entre 15% a 20% do total mundial (Leal et al., 2018).

Foram reconhecidas 49979 espécies nativas, cultivadas e naturalizadas da flora
brasileira (BFG, 2018) e estima-se que pelo menos 10% da flora nativa do pais sejam
plantas comestiveis (Kelen et al., 2015).

Mesmo com toda a abundancia de plantas com potencial alimentar, mais de
metade da necessidade energética a nivel mundial € suprida por apenas quatro culturas:
arroz, batata, trigo e milho. Existe assim uma lacuna gigantesca entre a biodiversidade e
0 numero de plantas que sdo efetivamente usadas para consumo humano (Jacob, 2020).

As chamadas ervas daninhas e plantas consideradas como pragas e in¢os séo
espécies com grande importancia econémica e/ou ecoldgica, sendo que muitas delas
podem ser mesmo consumidas, ndo sendo toxicas, e apresentando um alto potencial
nutritivo (Casemiro & Vendramini, 2020).

O termo PANC (Plantas Alimentares Nao Convencionais) surgiu em 2007,

cunhado pelo bidlogo e professor Valdely Ferreira Kinupp, e refere-se a todas as frutas,



folhas, flores, raizes, tubérculos, caules, rizomas, sementes, assim como outras estruturas
ou parte das plantas vindas de espécies exdticas ou nativas, cultivadas ou espontaneas,
que possuem uma ou mais partes comestiveis (Kinupp, 2007).

As PANC apresentam um forte regionalismo, sendo o seu consumo grandemente
influenciado pela cultura de cada regido e clima (Zacharias et al., 2021). Estas plantas
agrupam espécies que sao utilizadas secularmente por comunidades tradicionais
(indigenas, quilombolas, ribeirinhos, entre outras), exercendo uma grande influéncia na
alimentacdo dessas populacdes (Abras, 2018) que, com o passar dos anos, foi perdendo
conhecimento sobre estas plantas (Leal et al., 2018). Paralelamente, a populagdo dos
grandes centros urbanos tem vindo a consumir cada vez mais alimentos industrializados
de preparacdo rapida, o que teve como maior consequéncia a perda de soberania alimentar
e diversificacdo dos alimentos (Minello et al., 2021; Polesi et al., 2017).

Em julho de 2009, na 612 Reunido Anual da Sociedade Brasileira para o Progresso
da Ciéncia, em Manaus, Amazonas, o professor Valdely Ferreira Kinupp do Instituto

Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM), relatou:

“Muito é dito nas institui¢des de pesquisa, na midia em geral, nas agendas politicas e mesmo nas conversas

corriqueiras sobre a megabiodiversidade brasileira, no entanto, pouco é feito com objetivos praticos de
valoragdo e uso real dessa riqueza biologica.” (REUNL&O ANUAL DA SBPC, 2009).

Recentes trabalhos cientificos tém reportado os varios beneficios relacionados
com o consumo de PANC, como a diversificacdo da nutricdo na alimenta¢do humana, na
medicina, economia, mas também para a sustentabilidade e biodiversidade de culturas
(Silva & Andrade, 2022). Neste sentido, o potencial efeito benéfico (potencial
antioxidante e anti-inflamatoria) para a salde esta associado aos diversos compostos
bioativos encontrados nestas plantas, como as vitaminas, fendlicos, antocianinas, taninos
e carotenoides (Benevides et al., 2020; Fernandez & Ruiz, 2021; Minello et al., 2021). A
maioria destes compostos tem a capacidade de prevenir o stresse oxidativo,
frequentemente associado ao envelhecimento precoce e ao surgimento de doengas como
0 cancro, osteoporose, diabetes, doengas cardiovasculares e doengas neurodegenerativas
(Maphosa & Jideani, 2017; Otero & Ferreira-Ribeiro, 2019).

Além de importantes para a saude humana, sdo espécies promissoras na area da
tecnologia de alimentos, para formulagdo de novos produtos, podendo contribuir pela
colmatacdo da demanda no mercado por alimentos funcionais (Kinupp & Lorenzi, 2014;

Polesi et al., 2017). Desta forma, a inser¢do de plantas em produtos processados € uma



alternativa para oferecer aos consumidores dietas mais saudaveis contendo fibras,
vitaminas, minerais e compostos bioativos (Alves et al., 2021). Existem alguns estudos
relacionados com a substituicdo total ou parcial de farinha de trigo por farinhas
alternativas como farinha de ora-pro-nobis (Alves et al., 2021), trigo sarraceno, aveia,

quinoa, sorgo, teff (Rizzello et al., 2016), niger, milheto e alpisti (Lima et al., 2021).

1.3.1. Sorgo
O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) € um cereal pertencente a familia Poaceae
(Figura 2). E o quinto cereal mais importante do mundo, a seguir ao trigo, arroz, milho e
cevada (Stutts & Vermerris, 2020). O sorgo € um género dividido em vinte e nove
espécies e dois hibridos (Ratnavathi & Komala, 2016) Ratnavathi; Komala, 2016). A
cultura do sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) destaca-se pela rusticidade e a alta
tolerancia ao défice hidrico, permitindo o seu cultivo em diferentes épocas e regifes com

clima arido e semiérido (Tolentino et al., 2016).

e e
Figura 2: Plantacdo de sorgo (Canal Rural, 2022).

A producdo mundial atual de gréo de sorgo é de aproximadamente 59 milhdes de
toneladas, sendo liderada pelos Estados Unidos, seguidos pela China, india, México e
Brasil. No entanto, mais de metade da producdo global ocorre no continente africano,
onde se originou, e na Asia (Duodu & Awika, 2019).

A espécie S. bicolor tem uma grande importancia mundial, sobretudo nos paises
de Africa e Asia onde é considerado um dos principais alimentos basicos para milhdes de
pessoas, servindo mesmo como fonte primaria de proteina (Weerasooriya et al., 2018).
Enquanto em alguns paises, como Estados Unidos, México, Argentina, Brasil e Australia
tem sido tradicionalmente utilizado para alimentacdo animal (Ratnavathi, 2019), na



Europa, esta cultura tem vindo a ser usada para a producdo de biocombustiveis e ragdo
animal (Abdelhalim et al., 2021).

1.3.1.1.Estrutura do Grao

Os gréos de sorgo sdo geralmente esféricos, apresentando diferentes tamanhos,
com mais ou menos 4 mm de comprimento, 2 mm de largura e 2,5 mm de espessura, mas
também com cores que variam entre preto, vermelho, roxo, castanho, amarelo e branco
(Ratnavathi & Komala, 2016). O grdo é composto por trés componentes bioldgicos:
pericarpo, endosperma e gérmen (Figura 3) (Crozier et al., 2022). A distribuicdo destes
componentes varia entre 0s gendtipos e o tipo de producdo. O pericarpo, endosperma e
gérmen representam em média 7%, 84% e 9% do peso do gréo, respetivamente (Crozier
etal., 2022).

EPICARP

MESOCARP
CROSS CELLS
TUBE CELLS

LIPERICARP

Figura 3: Estrutura do sorgo: pericarpo, endosperma (camada de aleurona, cérneo e

farinhento) e gérmen (escutelo e eixo embrionério) (Ratnavathi & Komala, 2016).

O pericarpo é a camada mais externa do gréo de sorgo, dividida em trés camadas:
pericarpo, mesocarpo e endocarpo. O epicarpo é constituido por duas ou trés camadas de
células retangulares, muitas vezes contendo material pigmentado. Ao contrario de outros
cereais, 0 mesocarpo do sorgo pode conter granulos de amido. O endocarpo é composto
principalmente por células transversais e tubulares (Arendt & Zannini, 2013; Ratnavathi,
2019).

O endosperma, o principal tecido de armazenamento, € composto por uma unica

camada de células chamadas aleurona, endosperma vitreo e endosperma opaco. A
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aleurona é rica em proteinas, enzimas, lipidos, vitaminas e minerais. O endosperma vitreo
e 0 endosperma opaco diferem pela organizagdo dos granulos de amido e na distribuigéo
da matriz proteica. O endosperma vitreo contém baixo teor de amido em forma poligonal
cercados por uma matriz proteica continua, enquanto o endosperma opaco é caracterizado
por possuir maior presenca de amido em forma de esferas, com uma matriz proteica
descontinua (Arendt & Zannini, 2013; Ratnavathi, 2019).

O gérmen esta fortemente unido ao grédo de sorgo, tornado dificil a sua remocéo
no processo de moagem. Consiste em duas partes principais: 0 eixo embrionario e o
escutelo. O escutelo contém elevadas quantidades de lipidos, proteinas, enzimas e sais
minerais e serve como conexdo entre o endosperma e o gérmen. O eixo embrionério é
dividido em radicula e plumula. Ap6s a germinacdo, a radicula forma raizes primarias,
enguanto a plumula forma as folhas e os caules (Serna-Saldivar & Espinosa-Ramirez,
2019).

1.3.1.2.Composicao centesimal e quimica do sorgo

A composicao nutricional do gréo de sorgo € diretamente influenciada por fatores
climaticos, ambientais e genéticos. Geralmente, o grdo contém 55% a 77% de amido, 7%
a 19% de proteina e 1% a 5% de gordura, 8,5% a 24% de fibras, 1% a 2,8% de cinzas e
9% a 11% de humidade (Queiroz et al., 2015).

1.3.1.3.Hidratos de carbonos — importancia do amido

O sorgo contém também hidratos de carbono, sendo a maioria agtcares como a
glicose e frutose, sacarose e maltose. Os valores de glicose e frutose podem variar de
0,6% a1,18% e 0,3% a 0,7%, respetivamente (Arendt & Zannini, 2013). Mas a sua forma
principal de armazenamento dos hidratos de carbono ¢é sob a forma de amido, que varia
de 55,6 a 77% dependendo do peso do grdo (Mehboob et al., 2015).

Por sua vez, o amido € um polimero de elevado peso molecular, formado por
moléculas de amilose e amilopectina, dispostas de modo radial, unidas por pontes de
hidrogénio, com as cadeias redutoras terminais voltadas para dentro, em direcao ao centro
do granulo, local que se acredita ser a origem de crescimento do denominado hilum

(Azevedo et al., 2018; Galves, 2014). A amilose é essencialmente uma cadeia linear de
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unidades de D-glicose unidas por ligagdes glicosideas a-1,4. Pode conter 350 a 1000
unidades de glicose na sua estrutura, ligadas por pontes de hidrogénio, formando assim
uma estrutura helicoidal em que cada volta é formada por seis unidades de glicose. Essa
estrutura € ainda capaz de incluir outras moléculas, como &cidos gordos, iodo e
hidrocarbonetos, formando assim os compostos de incluséo (Damodaran & Parkin, 2019;
Ribeiro & Seravalli, 2007).

Figura 4: Cruz de malta caracteristica de grdo de amido antes da gelatinizacéo
(Catal & ibanoglu, 2012).

A amilopectina é um polimero altamente ramificado, contendo cerca de 6000 a
100000 subunidades de glucose, unidas em ligagdes glicosideas a-1, 4 e a- 1, 6, sendo a
ultima responsavel pelas ramificacbes (Damodaran & Parkin, 2019). A amilopectina
sozinha é suficiente para formar o granulo, como ocorre em espécies de sorgo
modificadas que sdo desprovidas de amilose (Silva, 2016).

Os grdos de amido sdo insoltveis em agua fria, mas podem absorver até 50% do
Seu peso seco em agua, e desse modo, eles aumentam de tamanho apenas até um ponto
sem danificar a estrutura (Damodaran & Parkin, 2019). Quando o amido € aquecido, em
excesso de agua, ocorre a expansdo e hidratagdo dos granulos, denominada de
gelatinizacdo que é um processo irreversivel (Oliveira, 2011; Xu et al., 2020). O amido
de sorgo gelatiniza numa faixa de temperaturas que varia entre 0os 68 e 91 °C (Serna-
Saldivar & Espinosa-Ramirez, 2019), e a amilopectina contribui para a absorcao de agua,
inchago, e gelatiniza¢do dos gréos, enquanto a amilose e lipidos tendem a retardar esses
processos (Silva, 2016). A perda da cristalinidade do grdo de amido durante a
gelatinizacdo pode ser visualizada através da perda da cruz de malta (Figura 4), que ¢é
acompanhada pela liquefacdo dos cristalitos, absor¢do de agua, inchago dos grdos e

solubilizagéo progressiva do amido (Catal & Ibanoglu, 2012).
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Apo6s o arrefecimento, o amido gelatinizado pode sofrer um fendémeno
denominado de retrogradacdo, no qual as moléculas de amido se reassociam
parcialmente, formando um precipitado ou um gel que, dependendo da extensdo da
associacdo da zona de formacédo, vai ter uma firmeza diferente (Silva, 2016). Em funcéo
de sua estrutura linear, as moléculas de amilose aproximam-se mais facilmente e séo as
principais responsaveis pela retrogradagdo, enquanto na amilopectina parece s6 ocorrer
na periferia da molécula (Spier et al., 2013). Outros fatores podem influenciar a
retrogradacdo do amido, tais como a fonte botanica do amido, a relacdo amido-agua, a
temperatura e o tempo de armazenamento, o pH, as condi¢des de aquecimento e
arrefecimento e a presenca de constituintes ndo amilaceos (acuUcares, lipidios,
hidrocoldides e sais) (Silva, 2019).

1.3.1.4.Proteina

O teor de proteinas do grdo de sorgo varia entre 7% a 19%, sendo distribuidas no
endosperma, gérmen e pericarpo (80%, 16% e 3%, respectivamente) (Arendt & Zannini,
2013). As proteinas do grdo sdo principalmente a albumina (10% a 30%), a globulina
(10% a 30%) e as prolaminas (50% a 70%) (Majid et al., 2022). As karfirinas do gréo de
sorgo tém um alto nivel de polimeria e pontes de dissulfeto, e apresentam uma forte
interacdo com taninos e amido que as torna resistentes a digestdo enzimatica pelo trato
digestivo (Mohamed et al., 2022). As proteinas sdo a principal fonte de aminoacidos,
sendo um fator importante para a qualidade nutricional do grdo. Os principais
aminoacidos encontrados no gréo de sorgo sdo ndo essenciais como a histidina, leucina,
fenilalanina, tirosina, treonina, triptofano e valina (Espitia-Hernandez et al., 2022). Os
aminoacidos essenciais também podem ser encontrados em menor quantidade como a
metionina, lisina e isoleucina (Mohapatra et al., 2019).

O grdo de sorgo apresenta baixo poder alergénio pois, ao contrario do grdo de
trigo, ndo apresenta as proteinas gliadina e glutenina, responsaveis pela alergia ao gluten
(Arendt & Zannini, 2013). Assim, a farinha de sorgo tem vindo a ser estudada como uma
alternativa para a substituicdo da farinha de trigo em produtos panificados livres de
alergénios alimentares (Vargas-Solorzano et al., 2014).
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1.3.1.5.Lipidos, fibras, minerais e vitaminas

O conteudo lipidico do gréo de sorgo pode variar entre 1,0 g a 5,0 g por 100 g de
peso seco do grdo, sendo esse valor diretamente influenciado pelo cultivar e fatores
climéticos (Arendt & Zannini, 2013) e estando no gérmen do sorgo 80% dessa fracdo. A
composicdo dos acidos gordos consiste maioritariamente em &cido linoleico, oleico e
palmitico (Serna-Saldivar & Espinosa-Ramirez, 2019).

O contetdo de fibras no grdo de sorgo pode variar de 8,5% a 24%, estando
localizadas principalmente nas paredes celulares do pericarpo e do endosperma, e sao
constituidas principalmente por celulose, hemicelulose, lignina e pectina, sendo 86,2%
destas consideradas fibras insoltveis (Arendt & Zannini, 2013).

O sorgo é também uma grande fonte de minerais, fésforo e calcio, apresentando
em quantidades menores o cobre, ferro e zinco, magnésio, potéssio e sddio (Ratnavathi,
2019). As vitaminas do complexo B, tiamina, niacina e riboflavinas, estdo também em
quantidades significativas no sorgo, podendo ainda conter quantidades vestigiais de
vitaminas A, D, E e K (Aruna & Visarada, 2019).

1.3.1.6.Compostos bioativos

Por fim, os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas que
possuem pelo menos um anel aromatico e um ou mais grupos hidroxila na sua estrutura
(Espitia-Hernandez et al., 2022), que podem ser divididos em &cidos fendlicos
(hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos), flavondides, cumarinas, xantonas, chalconas,
estilbenos, ligninas e lignanas (Leyva-Lopez et al., 2020).

O grdo de sorgo tem sido identificado como potencial fonte de compostos
fendlicos (Kang et al., 2016), destacando-se 0 seu uso como alimento para a prevencéo e
modulacdo de doencas crénicas, como doenca cardiaca coronaria e diabetes tipo 2,
relacionado com o seu teor em fibra alimentar, lipidos, compostos fendlicos, taninos e
flavonoides como antocianinas, flavonas e flavanonas (Wu et al., 2017).

Os acidos fendlicos estdo presentes principalmente no endosperma e no pericarpo
do gréo de sorgo (Mohamed et al., 2022). S&o classificados como derivados dos acidos
benzoico e cindmico. Os principais acidos fendlicos relatados foram os &cidos ferulico,

p-cumarico, cafeico, sinapico, galico e protocatecuico (Xiong et al., 2021). O grdo de
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sorgo também contém flavonoides e pigmentos naturais responsaveis pelo bom
funcionamento do sistema enzimatico nas células vegetais (Przybylska-Balcerek et al.,
2019). Os flavonodides do sorgo consistem principalmente em desoxiantocianidinas,
embora também seja possivel encontrar quantidades significativas de flavonois
(quercetina e kaempferol), flavanonas (naringenina) e flavonas (apigenina e luteolina)
(Salazar-Lépez et al., 2018).

Os taninos, também conhecidos como taninos condensados ou proantocianidinas
(PAs), sdo oligomeros e polimeros de flavan-3-6is (Salazar-Lopez et al., 2018). Estéo
associados a efeitos benéficos para a satde, incluindo propriedades imunomoduladoras e
anticancerigenas, funcdes antioxidantes e de eliminacdo de radicais e efeitos anti-
inflamatdrios (Palacios et al., 2021; Wu et al., 2012). No entanto, os taninos podem ligar-
se as proteinas, hidratos de carbono e minerais, resultando na reducdo da digestibilidade
dos alimentos. Também conferem um sabor amargo e adstringente que pode afetar a
palatabilidade (Paiva et al., 2022).

1.3.2. Germinacéo

A germinagdo é um processo bioquimico complexo, eficaz e barato, com
finalidade de melhorar a qualidade dos grdos (Zhang et al., 2015). Ocorre nos graos em
condicdes adequadas de temperatura, luz e humidade, ativando inUmeras enzimas que
iniciam o processo de germinacdo (Liu et al., 2022). A combinacdo de tempo e
temperatura é um parametro importantissimo para o processo, afetando diretamente a
atividade enzimatica e, como consequéncia, afeta a composicao nutricional e tecnoldgica
da farinha obtida (Marchini et al., 2021; Singh et al., 2017).

Inimeras enzimas podem ser produzidas ou ativadas durante o processo de
germinacao, incluindo proteases, amilases, [-glucanases e fitases, resultando
principalmente na degradacdo do amido, que nesse caso é utilizado como reserva
energeética para 0 processo germinativo, gerando um aumento nos agucares redutores,
fibras solGveis e aminoacidos livres, oligopeptideos, mono e oligossacarideos (Ocheme
et al., 2015).

O sorgo germinado pode apresentar niveis mais altos de proteases e nitrogenio e
de aminodcidos livres, além do aumento de albumina e globulina, podendo diminuir os

fatores antinutricionais como inibidores de fitatos, taninos e inibidores enziméticos, mas
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também o teor dos acidos gordos saturados totais e triglicerideos (Rashwan et al., 2021).
O amido sofre hidrolise, aumentando o teor de aclcares e, por isso, melhora a
digestibilidade do amido e da proteina (Marchini et al., 2021).

Além disso, a germinacdo também pode aumentar os teores de compostos
fendlicos e favorecer a libertacao de péptidos bioativos que exercem uma ampla gama de
funcgdes biolodgicas, atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana (Zhang et
al., 2015).

Com o0 aumento do tempo de germinacdo, podem ocorrer modificacBes nas
propriedades termofisicas do amido, resultado num maior grau de gelatinizacdo, uma
maior temperatura de gelatinizacdo e baixa viscosidade. Também pode causar a
desnaturacdo proteica e a diminuicdo da tensdo superficial das moléculas, resultando no
aumento das propriedades espumantes, emulsionantes e gelificantes da farinha (Saithalavi
et al., 2021; Singh et al., 2017).

O processo germinativo resulta sobretudo em mudancgas fisioldgicas do gréo,
tornando-o, assim, tecnologicamente importante para o processamento de alimentos.
Sendo assim, € de grande importancia o estudo das propriedades funcionais da farinha de
sorgo germinado e a sua aplicagdo em produtos alimentares (Liu et al., 2022; Ocheme et
al., 2015).
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1.4.0bjetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo da farinha de gréos de

sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) germinados e in natura, para posterior

desenvolvimento de um produto de panificagdo livre dos principais alergénios

alimentares, com o estudo complementar dos varios aspetos tecnoldgicos das farinhas

obtidas e dos produtos finais.

Os objetivos especificos estdo descritos abaixo, com as metodologias

implementadas, e o plano de trabalho encontra-se esquematizado na Figura 5:

o  Avaliar a influéncia da germinacdo no gel de farinha de sorgo e nas propriedades

termofisicas da farinha;

o Avaliagdo nutricional das farinhas de sorgo germinado e in natura por métodos

AOAC, nomeadamente, humidade, cinzas, gordura total, proteina bruta, fibras

dietéticas totais, hidratos de carbono e valor energético;

o Determinagdo da composi¢do quimica em:

o

Acucares por HPLC acoplada a um detetor indice de Refracdo (RI, Refraction
Index);

Acidos organicos por UFLC acoplado a um detetor de diodos (DAD, Diode
Array Detector);

Acidos gordos por cromatografia gasosa (GC, Gas Chromatography, acoplada
a um detetor FID;

Vitamina E (tocoferois) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography, acoplado a um detetor de
fluorescéncia;

Compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
a um Espectrometo de massa de lonizagdo por Electrospray (HPLC-
DAD/ESI-MSn) apés preparacdo de extratos hidroetandlicos (80:20 v/v) a

partir da farinha de sorgo in natura e germinado.

o Avaliacdo in vitro das propriedades bioativas de extratos hidroetan6licos obtidos a

partir da farinha em estudo:

©)

Atividade antioxidante: inibicdo da peroxidacéo lipidica através do ensaio das
espécies reativas do 4cido tiobarbitarico (TBARS) e inibicdo da hemolise
oxidativa (OxHLIA);

Atividade antitumoral:
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o Citotoxicidade: utilizando quatro linhas celulares tumorais,
nomeadamente MCF-7 (carcinoma da mama), AGS (adenocarcinoma
gastrico), NCI-H460 (carcinoma de pulmé&o) e CaCo (adenocarcinoma
colorretal);

o Hepatotoxicidade/nefrotoxicidade: avaliado utilizando uma cultura
primaria obtida a partir de células normais de figado de porco (PLP2)
e de rim de macaco (VERO);

o Atividade anti-inflamatdria: avaliado utilizando a linha celular de macréfagos
de rato (RAW 264.7).
Desenvolvimento de produtos de panificacdo a base de farinhas de sorgo germinado
e in natura. Desenvolvimento de um controlo positivo com uma mistura de farinhas
isentas de gluten (farinha de arroz, fécula de batata e polvilho doce) e de um
controlo negativo com 100% de farinha de trigo.
o Preparacdo de aquafaba para o desenvolvimento dos produtos de panificacéo;
o Avaliacdo das propriedades fisicas e organolépticas, nomeadamente textura,
atividade da agua (Aw), cor, perda de peso ap0s cozedura e voluma especifico;
o Avaliagdo das propriedades nutricionais, quimicas, e bioativas dos produtos
obtidos, em comparacdo com os controlos sem glaten e 100% farinha de trigo,

utilizando as mesmas metodologias analiticas usadas para as farinhas.
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2. METODOLOGIA

2.1.Padrdes e reagentes

A mistura padrdo de referéncia de éster metilico de &cidos gordos (FAME) 37
(padréo 47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), bem
como os isémeros dos acidos gordos individuais, acucares (D(+)-sacarose e D(+)-
melezitose) e padrdes de &cidos organicos (&cido oxalico, acido chiquimico, acido
fumérico, e &cido quinico). Para andlise de tocoferdis, o tocol racémico (50 mg/ml) foi
adquirido na Matreya (Chalfont, PA, EUA). Os solventes n-hexano (95%) e acetato de
etilo (99,8%) de grau HPLC foram adquiridos na Lab-Scan (Lisboa, Portugal).Para
analise de compostos fendlicos, o acetonitrilo (99,99%, grau HPLC) e o acido formico
foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), respectivamente. Os padrfes de compostos fendlicos (acido cafeico, acido
clorogénico, acido protocatecuico, apigenina-6-C-glucésido, (-)-catequina, naringenin e
quercetina-3-O-glucoésido) na Extrasynthese (Genay, Franca).

No ensaio de inibicdo da hemdlise oxidativa o reagente dicloro-hidrato de 2,2'-
azobis (2-amidinopropano) (AAPH) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Para os ensaios de citotoxicidade, hepatotoxicidade e anti-inflamatério, foram
utilizados soro fetal de bovino (FBS), solucdo salina balanceada de Hank (HBSS),
tripsina, solu¢do de penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL), RPMI-1640
(meio Insituto Memorial Parque Roswell) e meio DMEM (Meio Eagle modificado por
Dulbecco) adquiridos na Hyclone (Chicago, Illinois, EUA). O &cido acético, elipticina,
sulforodamina B (SRB), dexametasona, lipopolissacarideo (LPS), Azul de Trypan e
Trisaminometano (Tris) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As
células RAW 264.7 foram compradas a ECACC (Colec¢do Europeia de Cultura Celular
Animal, DMSMZ - Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) e o Kit de Reagentes Griess foi adquirido da
Promega (Madison, Wisconsin, EUA). No ensaio de atividade antimicrobiana foi usado
o cloreto de p-iodonitrotetrazélico (INT), adquirido na Panreac Applichem (Barcelona,
Espanha), o caldo triptona de soja (TSB) e o Caldo Mueller Hinton (MHB) na Biolab®

(S&o Paulo, Brasil). Para os ensaios de atividade antidiabética e anti-tirosinase, a a-
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glucosidase de Saccharomyces cerevisiae e tirosinase de origem fungica foram obtidas
na Sigma life Science (St. Louis, MO, EUA).

Os ingredientes utlizados para a confecdo dos produtos de panificacdo foram
adquirdas em superficies comerciais dedicadas a venda de retalho na cidade de Braganca,
Portugal. A agua destilada utilizada foi tratada num sistema de purificacdo MilliQ
(Millipore, model A10, Billerica, MA, USA).

2.2. Amostras de Sorgo e preparacao das farinhas

Os grdos de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) foram disponibilizados pela
empresa NHD-Foods (Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Foi-lhes higienizado, removido
toda a sujidade (particulas solidas de grande tamanho) e separadas as sementes
defeituosas. Posteriormente, os graos foram fracionados e armazenados em lugar seco, ao
abrigo do sol até a sua utilizag&o.

Neste trabalho foram estudados dois tipos de farinha de sorgo: farinha de sorgo in
natura (sem nenhum processo germinativo) e farinha de sorgo germinado. O processo de
germinacao dos grdos de sorgo seguiu as especificacdes descritas por Contreras-Jiménez
etal., (2019) e Ocheme et al., (2015), com ligeiras modificagcdes. Apds a higienizacao, os
grdos foram encaminhados a incubadora (incubadora tipo B.O.D, CE-300/350-FAU,
CIENLAB) 1 kg de graos de sorgo imersos em 2,5 litros dgua destilada durante 24 ha 21
°C, efetuando-se a troca de agua a cada 12 h (Figura 6A). Apos a incubacao, a agua foi
drenada e os groes de sorgo foram dispersos sobre sacos de algoddo e colocados
novamente na incubadora a 30 °C durante 24 h (Figura 6B). Ap6s a germinacdo, 0s graos
foram secos numa estufa (Modelo CE-205/100, CIENLAB, S&o Paulo, Brasil) a 40 °C
por 12 h.

Os graos de sorgo in natura e germinados foram triturados moidos num moinho
(SOLAB, SL31, Sao Paulo, Brasil) equipado com uma peneira de 0,5 mm. As farinhas
obtidas de ambas as amostras foram embaladas em sacos de polipropileno, codificadas e

armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz para posterior analise.
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A B

Figura 6: A: Gréos de sorgo germinado e B: Hidratagdo dos grédos de sorgo
(Autoria proria, 2023).

2.3.Estudos das propriedades termofisicas das farinhas obtidas de sorgo in natura

e germinado

2.3.1 Granulometria da farinha

Para a determinacdo da granulometria da farinha de sorgo in natura e germinado
foi utilizado o método oficial n° 66-20 da AACC (American Association of Cereal
Chemists/Associacdo Americana de Quimicos de Cereais) (AACC, 2000), no qual usando
um agitador de peneiras (Bertel IndUstria Metalurgica Ltda. Caieiras, Sdo Paulo, Brasil),
foram peneirados, aproximadamente, 100 g de cada farinha com agitacdo durante 15 min,
acoplando um conjunto de peneiras com 20, 30, 50, 60 e 100 “Mesh Tyler” (abertura 850,
600, 300, 250 e 150 um, respetivamente) e a base. A quantidade de farinha retida em cada

peneira e base foi pesada e expressa em percentagem (%) conforme a Equacéo (1).

Equacédo 1: Percentagem (%) de farinha retida em cada peneira e base.

arinha retida
Farinha retida (%) = ( / (9) ) * 100

total de farinha(g)

2.3.2. Firmeza do gel

Para a determinacdo da firmeza dos géis formados pela farinha, num banho
termostatizado (Julabo, SW22; Seelbach, Germany) a 90 °C foram homogeneizadas as
farinhas com agua destilada a uma concentracdo de 50% (m/v), durante 5 min, até a
formagéo da estrutura em gel. Posteriormente, 40 mL de cada amostra foram colocados
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em recipientes de acrilico com tampa, previamente identificados, e armazenados com
refrigeracdo a 15 °C até posterior anélise.

A firmeza dos géis foi determinada 24, 48 e 72 h ap0s a elaboracgéo, através de um
texturémetro (modelo TA HD plus, Stable Micro System, Godalming, Reino Unido),
utilizando o programa Exponent Lite 2016, versdo 6.1.16 lite. A compressao dos geéis foi
feita a uma velocidade de 2 mm/s e uma distancia de 15 mm com uma sonda cilindrica
de 1,0 pol, e uma célula de carga de 5 kg. A partir da curva de penetracdo foram obtidos
os parametros de forca ou firmeza do gel, expresso em g/cm?. A forca é definida como a

forca méxima observada durante o ciclo de penetracdo inicial da sonda no gel.

@

B
Figura 7: A: Gel de farinha de sorgo in natura; B: Gel de farinha de sorgo germinado

(Autoria proria, 2023).

2.3.3. Poder de dilatacéo e solubilidade

A determinacdo do Poder de dilatacdo e solubilidade da farinha de sorgo
germinado e in natura foi realizado conforme o descrito por Spier et al. (2013). 1 g de
farinha de sorgo in natura e germinado foram colocados em tubos Falcon de 50 mL
previamente pesados, com 50 mL de agua destilada, aquecidos num banho termostatizado
(Julabo, SW22; Seelbach, Germany) até atingir a temperatura de 90 °C. Apds 10 min de
aguecimento, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm durante 15 min (modelo CT 5000-
R, Cientec, Sdo Paulo, Brasil). Num papel de filtro previamente identificado, seco e
pesado foi recolhido o sobrenadante, posteriormente seco em estufa (Modelo CE-
205/100, CIENLAB, S&o Paulo, Brasil) a 105 °C até atingir peso constante para
quantificacdo da fragdo soltvel. Por fim, pesou-se o tubo com o residuo e os papéis de
filtro com os residuos numa balanga analitica (modelo AW220, Marte, S&o Paulo, Brasil).
A amostra intumescida no tubo determinou o poder de dilatacdo. Calculou-se a

solubilidade através da relacdo de massa soluvel e massa inicial, expressa em
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percentagem (%). Enquanto o poder de dilatagéo, expresso pela relagdo da massa final
intumescida (g) por massa inicial da amostra (g).

2.3.4. Capacidade de Absorcdo de Agua (CAA) e Capacidade de Absorcdo de Oleo
(CAO)

A CAA e CAO foram determinada de acordo com a metodologia descrita por
Beuchat (1977)/Kohn et al. (2015), e Lin et al. (1974), respetivamente, com modificaces.
1,50 g de farinha de sorgo in natura e germinado foram adicionados a tubos Falcon de 50
mL, com 7,5 mL de agua destilada ou 7,5 de 6leo alimentar (Fula®, Algés, Portugal),
para determinacdo de CAA e CAO, respetivamente. Em seguida, foi realizada a agitacao
das amostras em voértex (LBX V05 series, LBX Instruments, LABBOX LABWARES.L.,
Barcelona, Spain) durante 1 min, seguido por um repouso de 30 min, precedido por uma
centrifugacdo a 25°C a 5000 rpm, durante 30 min (Centrifuga refrigerada K240R,
Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido). O sobrenadante foi decantado cuidadosamente
durante 20 min e descartado. Por fim, pesou-se o tubo com o residuo numa balanca
analitica (KERN, ALS 160-4A Série, Alemanha). Os resultados de CAA foram expressos
pela relacdo da massa de agua absorvida (g) por massa inicial da amostra (g). Por fim, os
resultados de CAO foram expressos pela média + desvio padrao pela relacdo da massa de

6leo absorvida (g) por massa inicial da amostra (g).

2.3.5. Pefil de viscosidade (RVA, Rapid Viscosity Analyser)

O perfil de viscosidade aparente das amostras foi determinado usando um
instrumento visco-analisador rapido (RVA série 4500, Perten Instruments, EUA)
conforme descrito por Curti et al. (2022). Para a realizagcdo do ensaio, 3,5 g de cada
amostra (14% base de humidade)! foram suspensos em 25 g de 4gua destilada, formando
uma pasta de agua) e colocados nas latas de aluminio do préprio equipamento.

Para obter os parametros da pasta utilizou-se o software Thermocline (V 3.15,
Perten Instruments, Australia). Os parametros de colagem de pastas de agua incluiram

temperatura de colagem (PT, temperatura no momento do aumento da viscosidade) dado

1 A correcdo da humidade das amostras para 14% com agua destilada foi realizada com base na
humidade incial das amostras, determinada conforme seccéo 2.4.1.1. e adicionado agua destilada.
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em °C e pico de viscosidade (PV, viscosidade maxima da pasta quente), viscosidade final
(FV, viscosidade no final do ensaio), decomposi¢éo (BD) e recuo (SB) dados em cp.

2.3.6. Microscopia dos granulos de amido

A microestrutura dos granulos de amido da farinha de sorgo in natura e germinado
foi determinada seguindo a metodologia descrita por Guerra-Oliveira et al. (2022). Foi
utilizado um microscopio DM750 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) com
aumento de 20x combinado com o software LAS-EZ (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) para a captura das imagens.

2.4. Estudo da composicdo nutricional, perfil quimico e propriedades bioativas das

farinhas de sorgo in natura e germinado

2.4.1. Composicdo nutricional

Para avaliacdo da composi¢do nutricional nas amostras liofilizadas de farinhas de
sorgo in natura e germinado, avaliou-se a percentagem de humidade e composi¢do em
cinzas, gordura toral, proteina bruta, fibras dietéticas totais, hidratos de carbono e valor

energético.

2.4.1.1. Humidade

A determinacdo de humidade foi realizada seguindo o método oficial de anélise
n° 925.45b (AOAC, 1999). Numa balanca de humidade eletronica (ADAM, PMB 163,
Oxford, EUA) pesou-se aproximadamente 2 g de amostra de farinha, até remocéo
completa da humidade por radiacdo infravermelha. O calculo da percentagem de
humidade foi obtido pela diferenca de massa inicial e final da amostra e os valores foram

expressos em g/100g de peso seco (ps).
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2.4.1.2. Cinzas

Para a obtencdo do teor em cinzas, realizou-se o protocolo descrito no método
oficial de analise n° 935.42 (AOAC, 1999). Foi colocada 1 g de amostra de farinhas em
cadinhos de porcelana, previamente calcinados, pesados e identificados. As amostras
foram entdo colocadas numa mufla (IVYMEN, N-8L, Barcelona, Espanha) a 550 °C
durante 6 horas até obtencao de cinzas brancas (calcinacdo completa). Os cadinhos com
as amostras calcinadas foram colocados num exsicador até atingirem arrefecimento a
temperatura ambiente (~25°C), e posteriormente pesados até obtencédo de peso constante,
O célculo da percentagem de cinzas foi obtido pela diferenca de massa inicial e final da

amostra e 0s valores foram expressos em g/100g de peso seco (ps).

2.4.1.3. Gordura total

A determinacdo do teor de gordura total foi realizada segundo o descrito no
método oficial de analise n° 989.05 (AOAC, 1999). Inicialmente, pesaram-se,
aproximadamente, 3 g de amostra de farinha para um cartucho de papel colocado num
equipamento extrator de gorduras do tipo Soxhlet (modelo), usando éter de petréleo para
a extracd, a uma temperatura de aproximadamente 120 °C, com um ciclo de 6 horas. Os
resultados foram expressos em g/100g ps e calcularam-se por diferenca gravimétrica da

massa inicial e a massa de gordura.

2.4.1.4. Proteina bruta

O teor em proteina bruta foi obtido pelo método de macro-Kjeldahl protolocado
pelo método oficial de analise n° 991.02 (AOAC, 1999), usando um fator de conversao
de 6,5 para converter o teor de azoto (N) em proteinas totais, como indicado por Xu et al.
(2019). Para o processo de digestdo foram pesados aproximadamente 0,25 g de amostra
para um tubo de Kjeldahl, onde, posteriormente, foram adicionadas duas pastilhas
catalisadoras (Kjeltabs) e 15 mL de acido sulfurico (H2SO4) concentrado. De seguida,
colocaram-se 0s tubos num bloco digestor a uma temperatura de 420 °C durante 70 min.
Apbs a digestdo completa e arrefecimento das amostras, adicionou-se 25 mL de agua
destilada. Usando o analisador de Kjeldahl (Velp Scientifica UDK 152), é adicionado
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NaOH, aos tubos com a amostras digerida, por volumetria de retrocesso, que iré libertar
0 azoto sob forma de NH3, posteriormente coletado por destilagcdo a vapor numa solugéo
de H2SO4 0,1N. Finalmente, é feita uma titulagdo com NaOH 0,1N, usando vermelho de
metilo como indicador para calcular a quantidade de azoto, utilizando como fator de
correcdo N (quantidade de azoto) x 6,25, Equacéo (2), e os resultados expressos em g/100
g peso seco.

Equacéo 2: Caélculo do teor de proteina bruta (g/100g ps).

Proteina (g/100g ps) = % de azoto (N) x Fator de conversdo

2.4.1.5. Fibras dietéticas totais

O teor em fibras dietéticas totais (solUveis e insollveis) foi determinado pelos
métodos oficiais de analise n° 991.43 e 992.16 (AOAC, 1999). Em tubos Falcon 50 mL,
previamente envolvidos em papel de aluminio, foram pesados 250 mg de amostra e
adicionados 12,5 mL de tampéo fosfato 0,08 M a pH 6,0 e adicionado 10 pL de solugéo
a-amilase de Bacillus licheniformis. Os tubos foram entdo colocados num banho
termostatizado (Julabo, SW22; Seelbach, Germany) a 95 °C, com agitacdo em intervalos
de 5 min. Ap6s 15 min de aquecimento foram retirados e arrefecidos até atingirem a
temperatura ambiente (~25°C). Em seguida o pH da solucdo foi ajustado para 7,5 + 0,2
pH pela adicdo de solucdo de hidroxido de sédio 0,275 N, a qual, imediatamente apds o
ajuste, foram adicionados 25 pL de prétase de Bacillus licheniformis, e colocada
novamente num banho termostatizado a 60 °C. Apds 30 min de aquecimento, a solugdo
foi arrefecida a temperatura ambiente, a qual se adicionou &cido cloridrico 0,325 M, gota
a gota, de modo a ajustar o pH até 4,0 + 0,6 e mais. Finalmente, foram adicionados 10 pL
de amiloglucosidase de Aspergillus niger, e colocadas num banho termostatizado a 60 °C
durante 30 min. Apos arrefecimento foram adicionados quatro volumes de solucdo 95:5
(v/v) de etanol:agua, e deixado em temperatura ambiente por aproximadamente 12 h para
a completa precipitacdo da solucao das fibras insoltveis (Figura 9A).

Em cadinhos de filtracdo previamente calcinados, pesados e identificados (Figura
9B), aplicou-se suc¢do com uma bomba de vacuo para total remocao de residuos (quatro
cadinhos foram usados). Em seguida, procedeu-se a filtracdo da solucdo etanol:agua,
transferindo-se quantitativamente o precipitado da solugdo enzimatica para o cadinho. De

seguida, procedeu-se a trés lavagens sucessivas do residuo com 20 mL de solucéo 78:12
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(v/v) etanol:dgua, duas vezes com 10 mL de solugdo 95:5 (v/v) etanol:4gua e duas vezes
com 10 mL de acetona (100%, secagem total do residuo). Em seguida, os cadinhos de
filtracdo foram secos numa estufa (Jouan, Berlin, Germany) a 105 °C para total remocéo

da humidade.

A
Figura 8: A: Precipitacdo da solugdo das fibras insoluveis; B: Cadinhos de filtracéo

(Autoria proria, 2023).

As amostras secas foram pesadas, e dos quatro cadinhos utlizados, o resiudo de
dois deles foram encaminhados para determinacdo de cinzas e os outros deles para
determinacdo de proteina bruta (métodos descritos acima). O teor de fibras dietéticas

totais foi determinado seguindo a Equacéo (3) e os valores expressos em g/100g ps.

Equacdo 3:Teor de fibras dietéticas totais (g/100g ps).

massa do residuo — massa de proteina — massa de cinzas

Fibras (g/100g ps) = ( massa da amostra )xlOO

2.4.1.6. Hidratos de carbono

O teor de hidratos de carbono totais foi estimado por diferenca e expresso em

9/100g ps de acordo com Equacéo (4).

Equacéo 4: Calculo do teor de hidratos de carbono (g/100g ps).

H.carbono ( g ps) = 100 — (Humidade + Cinzas + Fibras + Gordura + Proteinas)

100g
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2.4.1.7. Valor energético

O valor energético foi calculado segundo o descrito pelo Regulamento (UE) n°

1169 (2011), e expresso em kcal por 100 g de peso seco de acordo com a Equagéo (5).

Equacao 5: Célculo do valor energético (kcal/100g ps).

kcal

Energia ( ) = 4 x (g Proteina + g Hidratos de carbono) +

100 g ps
2 x (g de Fibras dietéticas totais) + 9 x (g Gordura)

2.4.2. Caracterizacao fitoquimica

A par da avaliacdo nutricional realizada as farinhas desenvolvidas com sorgo in
natura e germinado, foi também realizado uma caracterizacdo quimica, nomeadamente
avaliacdo dos teores de acucares livres, acidos organicos, acidos gordos, tocoferois e

compostos fendlicos, recorrendo a vérias técnicas de cromatografia liquida e gasosa.
2.4.2.1. Aclcares livres

A determinacdo dos acgucares livres foi realizada com base na metodologia
descrita por Obodai et al. (2017), utilizando um sistema de HPLC acoplado a um detetor
de indice de refracdo (RI-Refraction Index).

Para a extracdo, num tubo Falcon de 50 mL adicionou-se aproximadamente 1 g
da cada amostra (residuo sélido restante da extracdo de acidos gordos, Seccdo 2.4.1.3.) e
1 mL de padrdo interno (PI; melezitose, 25 mg/mL) e posteriormente procedeu-se a
extragdo com 40 mL de uma solugéo 80:20 (v/v) etanol: agua, num banho termostatizado
(Julabo, SW22; Seelbach, Germany) a 80 °C durante 1 h 30 min, com agitacdo intercalada
a cada 15 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga refrigerada
K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) durante 10 min a 3500 rpm, filtradas,
e 0 sobrenadante transferido para um bal&o de vidro no qual se procedeu a evaporagéo do
etanol a 50 °C sob pressao reduzida em rotaevaporador (Blichi R-210, Flawil, Suica). O
sobrenadante obtido foi submetido a um processo de deslipidificacdo, tendo sido lavado

trés vezes consecutivas com 10 mL de éter etilico. Apos concentragéo, as amostras foram
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colocadas numa estufa a 50 °C para a remocdo do éter etilico residual, ap6s o qual o
residuo foi redissolvido em agua destilada para um volume final de 5 mL. Finalmente, foi
filtrado através de filtros de nylon de 0,2 um para vials, procedendo-se a analise por
HPLC-RI, a 35 °C, utilizando um sistema de HPLC (Knauer, sistema Smartline) equipado
com um detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e com uma coluna 100-5 NH2 Eurospher
(4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer). A fase mével utilizada foi acetonitrilo/dgua desionizada,
70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min.

A identificacdo dos acgucares foi realizada usando o método do padrao interno e
por comparacdo cromatografica com padrdes auténticos: frutose (y=1,04x. R? = 0,999;
LD =0,05 mg/mL; LQ = 0,18 mg/mL); glucose (y=0,935x. R? =0.999; LD = 0,08 mg/mL;
LQ = 0,25 mg/mL); e sacarose (y=0,977x, R> = 0,999; LD = 0,06 mg/mL; LQ = 0,21
mg/mL). A quantificacdo foi realizada pela normalizacdo interna da area do pico
cromatografico usando o pico da melezitose (Pl) como padrdo. Os resultados foram
expressos em g por 100 g de peso seco da amostra.

2.4.2.2. Acidos organicos

A determinacéo dos acidos organicos foi realizada por cromatografia liquida ultra-
rapida acoplada a um detetor de diodos (UFLC-DAD; Shimadzu Coperation, Kyoto,
Japao) como previamente descrito por Barros et al. (2013)

Para a extracdo dos &cidos organicos 1 g de amostra foi colocada num gobelé,
previamente envolto em papel de aluminio, ao qual adicionou-se 25 mL de &cido
metafosforico (4,5%, v/v). A mistura foi colocada sob agitagdo magnética durante 20 min,
a uma temperatura ambiente de cerca de 25 °C, e posteriormente filtrada para um tubo de
ensaio de 20 mL. Para analise cromatografica, as amostras foram filtradas em filtros de
nylon de 0,2 um para um vial &mbar (1,5 mL) para posterior analise.

A andlise cromatografica foi realizada num sistema Shimadzu 20A series UFLC
(Shimadzu Coperation, Kyoto, Japdo). A separacdo dos compostos foi efetuada através
de uma coluna de fase reversa C1g SphereClone (250 mm x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex),
termostatizada a 35 °C. A detecdo ocorreu através de um detetor de diodos (DAD)
utilizando 215 nm e 245 nm (para o acido ascorbico) como comprimentos de onda
preferiveis. A fase mdvel utilizada em modo isocratico foi acido sulfdrico 3,6 mM

(H2S04) usando um caudal de 0,8 mL/min.
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A identificacdo dos &cidos organicos e a respetiva quantificacdo foi determinada
por comparacdo dos tempos de retencdo, dos espetros com padrfes comerciais e
respetivas retas de calibracio (retas de cinco niveis): acido oxalico (y = 1x107x + 231891;
R?=0,9999; LD = 6,3 pg/mL; LQ = 20,8 png/mL); &cido quinico (y = 671557x + 14583;
R?=10,9998; LD = 11,3 ug/mL; LQ = 37,6 pg/mL); 4cido mélico (y = 950041x + 6255,6;
R?=0.9999; LD = 15,9 pg/mL; LOQ = 52,9 pg/mL); 4cido citrico (y = 1x10%x - 10277;
R?=0,9997; LD = 4.4 ug/mL; LQ = 14,5 pg/mL); e acido fumarico (y = 154862x + 1x106;
R?=0,9977; LD = 42,5 pg/mL; LQ = 141,7 pg/mL). Os resultados foram expressos em
mg por 100 g ps.

2.4.2.3. Acidos gordos

O perfil dos acidos gordos foi determinado por cromatografia gasosa acoplado a
um detector de ionizagdo por chama (GC-FID, instrumento DANI modelo GC 1000,
Mil&o, Italia), conforme descrito por Barros et al. (2013).

O extrato lipidico resultante da extracdo por Soxhlet (ver seccdo 2.4.1.3.) foi
submetida a um processo de transterificacdo para obtencédo de FAMEs (Fatty acid methyl
ester - ésteres metilicos de &cidos gordos). Para tal, a gordura total das amostras foi
adicionada 5 mL de uma solugdo de metanol/acido sulfarico/tolueno na proporgéo 2:1:1
(viviv), e foram colocadas num banho termostatizado (Julabo, SW22; Seelbach,
Germany) a 50 °C com agitacdo a 160 rotacGes por minuto (rpm) durante 12 horas. De
seguida, para recuperacdo da fase lipofilica, adicionou-se 3 mL de agua destilada aos
tubos, para a obtencdo das diferentes fases, e de seguinda 3 mL de éter etilico com
agitacdo em vortex (LBX V05 series, LBX Instruments, LABBOX LABWARE S.L.,
Barcelona, Espanha) para recuperacdo dos FAMES. Apos separacdo das fases, transferiu-
se 0 sobrenadante para um tubo de ensaio com sulfato de sddio anidro para desidratar o
sobrenadante, filtrando, com filtro de nylon de 0,2 pm, para um vial de 2 mL com tampa
de membrana de teflon.

O perfil individual de acidos gordos foi obtido num sistema GC modelo DANI
1000 equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizacdo de chama (FID), com
detetor a 260 °C e uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 um df). O
programa de temperatura do forno obedeceu a seguinte configuracdo: a temperatura

inicial da coluna foi 100 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 10
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°C/min ateé 140 °C, 3 °C/min até 190 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 2 min. O hidrogénio
(gés de transporte) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injecédo
split (1:50) foi realizada a 250 °C. Para cada analise injetou-se 1 pL da amostra.

A identificacdo dos acidos gordos foi feita com base nos tempos de retengédo
relativos dos picos da mistura padrdo de 37 FAMEs e das amostras. Os resultados foram
processados usando o software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, Republica

Checa) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

2.4.2.4. Tocoferois (vitamina E)

O procedimento de extracdo e caracterizacdo cromatografica dos tocoferdis foi
realizado de acordo com o procedimento descrito pelos autores Barros et al. (2013).

Para a extracdo, em tubos Falcon 50 mL, envolvidos em papel de aluminio, foram
pesados 500 mg de cada amostra e adicionados 100 pL de uma solugdo BHT
(Butilhidroxitolueno, em hexano, 10 mg/mL) e 400 pL do PI (tocol em hexano 50
pg/mL). Em seguida, adicionou-se 4 mL de metanol e homogeneizou no vértex (LBX
V05 series, LBX Instruments, LABBOX LABWARE S.L., Barcelona, Espanha) durante
1 min. Posteriormente adicionou-se 4 mL de hexano e homogeneizou-se mais 1 min no
vortex, adicionando-se mais 2 mL de uma solucéo aquosa saturada de cloreto de sodio e
entdo, homogeneizado no vortex mais 1 min. Centrifugou-se (Centrifuga refrigerada
K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) durante 5 min a 4000 rpm e
transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um tubo falcon de 15 mL, contendo
duas colheres de sulfato de sédio anidro, envolvido em papel de aluminio e mantido sob
refrigeracdo num banho de gelo. A amostra foi re-extraida mais duas vezes com metanol
e hexano, centrifugada e recolhida o sobrenadante de cada vez. Em seguida, o extrato foi
seco e concentrado atraves de uma corrente de azoto. Por fim, o extrato obtido foi re-
dissolvido em 2 mL de hexano, filtrado através de filtros de nylon 0,22 pm para vials
ambar e analisados por HPLC.

Para a analise cromatografica utilizou-se um sistema HPLC integrado de bomba
quaternaria a (Smartline 1000, Knauer), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 2500) e um detetor de fluorescéncia (FL, Jasco), com
uma coluna em fase normal de Poliamida Il (250 x 4,6 mm, 5 um, YMC da Waters) a 35

°C (forno 7971 R Grace), programado para excita¢cdo ao comprimento de onda de 290 nm
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e emissdo a 330 nm. A fase movel utilizada foi uma mistura de hexano/acetato de etilo
(70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min. Os dados foram analisados usando o sofrware
Clarity 2.4 (DataApex, Praga, Republica Checa). A quantificacdo foi baseada na resposta
do sinal de fluorescéncia, usando o método do padrdo interno e por comparagédo
cromatografica com padrdes: o-tocoferol (y = 1,295x, R? = 0.991; LD (Limite de Detegdo)
= 18,06 ng/mL; LQ (Limite de Quantificacdo) = 60,20 ng/UP); B-tocoferol (y = 0,396,
R?=0,992; LD = 25,82 ng/mL, LQ = 86,07 ng/mL); e y-tocoferol (y = 0,567x; R?=0,991;
LD = 14,79 ng/mL, LQ = 49,32 ng/mL). Os resultados foram expressos em mg por 100
g de ps.

2.4.2.5 Compostos fenolicos

Para a determinacdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras de farinha
desenvolvidas, foram preparados extratos hidroetanolicos. Pesou-se 1 g de amostra e
colocou-se em maceracdo com uma solucdo de etanol/agua (80:20, v/v; 30 mL) a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética constante (150 rpm) durante 1 hora.
Posteriormente, a solucdo foi filtrada através de um papel de filtro (Whatman n°. 4;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o processo foi repetido, usando o0 mesmo volume
da solucgdo hidroetandlica e tempo de agitacdo. Por fim, a fracdo alcodlica dos extratos
obtidos foi evaporada a pressdo reduzida (Biichi R-210, Flawil, Suiga) e a fragdo aquosa
obtida (Figura 9), foi congelada e posteriormente liofilizada (47 °C, 0.045 bar; FreeZone
4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA).

Figura 9: Fracdo alcodlica dos extratos hidroetanélicos (Autoria propria, 2023).

Os extratos hidroetanolicos liofilizados foram redissolvidos numa solugdo 20:80

etanol/agua (v/v) para uma concentracdo final de 10 mg/mL para analise cromatografica.
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O perfil fendlico foi avaliado através da analise cromatogréafica de acordo com o
procedimento descrito pelos autores (Bessada et al., 2016), no qual foi usado um
equipamento HPLC Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA,
USA) composto por uma bomba quaternaria e dupla detecdo on-line: detetor de diodos
(DAD), tendo como comprimentos de onda preferéncias, 280 nm e 370 nm, e em
sequéncia um detetor de espectrometria de massas (MS). Para a separagéo utilizou-se uma
coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 um, 150 x 4,6 mm, Watersm Milford, MA,
USA), numa temperatura de operacédo de 35 °C. A fase movel foi 0,1% de &cido formico
em &gua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de eluicdo foi de 15% B (5 min), 15% B a
20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min), e a coluna
foi reequilibrada (10 min) utilizando um fluxo de 0,5 mL/min.

A detecdo MS foi realizada por um espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ
XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), com uma fonte de ionizacgdo electrospray
ESI. O azoto foi utilizado como gas de arrasto a 50 psi. O sistema operou com uma
voltagem de spray a 5 kV a 325 °C com tensdo capilar de -20 V. Foi mantida a voltagem
de -66 V do tube lens offset. Os espectros foram gravados em modo ido negativo entre
100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrérias).

Os resultados foram analisados no programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San
Jose, CA, USA). Para a identificacdo dos compostos fendlicos estes foram comparados
com os tempos de retencdo comparando a literatura e/ou quando possivel aos espectros
de massa UV- 21 Vis. A analise quantitativa foi realizada usando retas de calibracdo de
7 niveis, nomeadamente: &cido cafeico (y = 388345x + 406369, LD=0,78 ug/mL;
LQ=1.97 ug/mL): &cido clorogénico (y = 168823x — 161172, LD = 0,20 pg/mL; LQ =
0,68 pg/mL); &cido protocatecuico (y = 214168x + 27102, R2=0.9999; LD = 0.14 pg/mL;
LQ = 0.52 pg/mL); apigenina-6-C-glucésido (y = 197337x + 30036, LD = 0.19 pg/mL;
LQ = 0.63 pg/mL); (-)-catequina (y = 84,950x — 23,200, R?> = 0.999, LD = 0.17 pg/mL;
LQ = 0.68 ug/mL); naringenina (y = 18433x + 78903, LD = 0.17 pg/mL; LQ = 0.81
pug/mL); e quercetina-3-O-glucosido (y = 34843x — 160173, LD =0.21 pg/mL; LQ =0.71
png/mL). tendo como base o sinal UV-Vis dos padrbes comerciais em seu comprimento
de onda méximo e, quando nao disponiveis, a partir de outros compostos com 0 mesmo

grupo fenolico. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

2.4.3. Avaliacao das propriedades bioativas in vitro

33



Para a avaliagdo das propriedades bioativas in vitro foram utilizados os extratos

hidroetandlicos liofilizados anteriormente preparados na secc¢do 2.4.2.5.

2.4.3.1. Atividade antioxidante

2.4.3.1.1. Inibicdo da peroxidacao lipidica em tecidos cerebrais de porco através

da formag&o de substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS)

Para a avaliacdo do potencial antioxidante através do ensaio TBARS 0s extratos
hidroetandlicos foram redissolvidos em agua para obtencdo de uma solucdo mae a 10
mg/mL, a qual foi diluida sucessivamente para obtencéo de doze concentragdes abaixo.

O protocolo procedeu-se conforme descrito por Souilem et al., (2017). Cérebro de
porco (Sus scrofa), obtido num matadouro local, foram dissecados e homogeneizados
com um Polytron em tampdo Tris-HCI refrigerado (20 mM, pH 7,4), para produzir um
homogeneizado de tecido cerebral 1:2 (m/v) que foi centrifugado a 3500 rpm durante 10
min. Em tubos eppendorf de 2 mL foi colocado 200 puL de cada uma das solugdes de
extrato hidroetanolico, as quais se adicionaram 100 pL de acido ascorbico (0,1 mM), 100
uL de sulfato de ferro (FeSO4 — 10 mM) e 100 pL do sobrenadante do homogeneizado de
cérebro de porco e incubou-se a 37,5 °C durante 1 hora. Apds a incubacéo, a reacdo foi
interrompida pela adigdo de 500 pL acido tricloroacético (28% m/v), seguido por 380 uL
de &cido tiobarbitarico (2%, m/v, TBA), e a mistura foi aquecida em banho termostatizado
(Julabo, SW22; Seelbach, Germany) a 80 °C durante 20 min. Posteriormente, centrifugou-
se a mistura a 3000 rpm durante 5 min para remover a proteina precipitada, o complexo
malondialdeido-acido tiobarbitirico no sobrenadante foi retirado e transferido para
microplacas de 96 pocos e a intensidade da cor foi medido pela sua absorbancia a 532 nm
(Figura 10).
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Figura 10: Complexo malondialdeido-acido tiobarbitirico na microplaca de 96 pocos
(Autoria propria, 2023).

A taxa de inibicdo (%) foi calculada usando a Equacéo 6 onde A representa a
absorbancia do controlo (agua) e B a absorbancia da solu¢do do composto. Como controlo

positivo foi usado o Trolox e os resultados foram expressos em pg/mL.

Equacéo 6: Determinacdo da taxa de inibicdo em ensaio TBARS.

A—-B
Inibicao da peroxidagio lipidica (%) = % x 100

2.4.3.1.2. Inibicéo da hemolise oxidativa (OxHLIA)

A atividade anti-hemolitica dos extratos hidroetandlicos foi avaliada através do
ensaio de OXHLIA previamente descrito por Lockowandt et al. (2019). Primeiramente,
foi efetuada uma colheita de sangue de ovelhas saudaveis, do qual foram obtidos os
eritrécitos (plasma e camada leuco-plaquetaria foram descartados) por centrifugacdo a
1000 g durante 5 min a uma temperatura de 10 °C. Apés a eliminacdo do sobrenadante,
os eritrocitos recuperados foram submetidos a uma lavagem com NaCl (150 mM) seguida
de trés lavagens com tampao fosfato-salino (PBS, pH 7,4), procedendo-se a centrifugacao
e remocdo do sobrenadante a cada lavagem. O sedimento de eritrocito foi depois
ressuspenso em PBS 2,8% (v/v).
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Numa placa de 48 pocos de fundo plano, 200 uL da solugéo de eritrocitos foram
misturados com 400 pL de solugcdo PBS (controlo negativo), ou com 0s extratos
hidroetandlicos dissolvidos em PBS ou agua (para hemdlise completa). O Trolox foi
usado como controlo positivo. Realizou-se uma pré-incubacéo das placas a 37 °C durante
10 min com agitacdo, adicionando-se em seguida dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-
amidinopropano) (AAPH, 160 mM em PBS, 200 pL), incubando-se de seguida nas
mesmas condic¢des. A densidade 6tica foi entdo medida a 690 nm em intervalos de 10 min
até ao maximo de 10 min (Takebayashi, et al., 2012). O célculo da percentagem de

populacéo de eritrécitos que permanece intacta (P) foi calculada mediante a Equacéo 7.

Equacéo 7. Percentagem de populacéo de eritrocitos intactos.
P (%) = (St- CHo / So - CHo) x 100
onde S; e So correspondem a densidade Otica da amostra aos tempos t e O min,
respetivamente, e CHo é a densidade Otica da hemdlise completa a 0 min. Os resultados
foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), o qual foi calculado de acordo
coma

Equacdo 8
Equacédo 8. Tempo de atraso da hemdlise.

At (min) = Htsg (amostra) - Htso (controlo)

onde Htso corresponde ao tempo hemolitico de 50% (min) obtido graficamente a partir da
curva de hemolise de cada concentracao de amostra de antioxidante. Os valores de At
foram posteriormente correlacionados linearmente com as diferentes concentragdes de
amostra, a partir das quais foi calculada a concentragdo com capacidade de retardar a

hemolise em 60 min (ICso (60 min), pg/mL).

2.4.3.2. Atividade citotoxica em células tumorais e hepatotdxica e nefrotoxica em

células ndo tumorais

Para a avaliacdo do potencial citotdxico, hepatotoxicoe nefrotdxico dos extratos
hidroetandlicos das farinhas de sorgo in natura e germinado, foi realizado o ensaio da

sulforrodamina B (SRB) previamente descrito porMandim et al., (2021). Foram utilizadas
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trés linhas celulares tumorais: AGS (adenocarcinoma gastrico), CaCo (adenocarcinoma
colorretal) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Foram também testadas duas linhas
celulares ndo tumorais: PLP2 (cultura priméria de figado de porco) e Vero (rim de macaco
verde africano) com a finalidade de verificar a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade dos
extratos hidroetandlicos, respectivamente. Todas as linhas celulares foram mantidas em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina (2 mM),
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL), com excecdo do Vero, mantido em
meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), glutamina e antibidticos. Os
frascos de cultura celular foram incubados a 37 °C com 5% de CO- (diéxido de carbono),
sob atmosfera humidificada. As células foram utilizadas somente quando apresentavam
70 a 80% de confluéncia. O desprendimento e desaglomeracao das células foi garantido
pela adicdo, prévia aos ensaios, de tripsina (enzima proteolitica) as culturas de células
aderentes, que apés o desprendimento (5 min) foram centrifugadas durante 5 min a 120
rpm, e re-suspensas em meio RPMI.

8mg de cada um dos extratos foi dissolvido em agua destilada (1 mL), a fim de
obter as solu¢cbes mae com concentracdo de 8 mg/mL, a partir das quais foram feitas
diluicdes sucessivas, obtendo-se as concentracfes a serem testadas de 0,125 a 8 mg/mL.
Uma aliquota (190 pL) da suspensao celular de cada uma das linhas testadas com uma
concentragdo celular de 5x10* células/mL, foi incubada com uma aliquota de cada uma
das concentragdes dos diferentes extratos (10 pL) em microplacas de 96 pogos durante
48 horas. O intervalo de concentrages testadas foi de 6,25 — 400 pg/mL.

Ap0s o periodo de incubacdo, as células foram corrigidas com TCA (10% m/v;
100 uL) refrigerado, e as placas novamente incubadas por 1 hora a 4°C, lavadas com agua
e, apos secagem, colocadas em contanto com uma solucdo de Sulfarodomina B (SRB,
0,057%, m/v; 100 pL) e deixadas a temperatura ambiente por 30 min. Para remover a
SRB ndo aderida, as placas foram lavadas trés vezes com uma solugdo de 4cido acético
(1% v/v) e colocadas a secar. Finalmente, a SRB aderida foi solubilizada com Tris (10
mM, 200 pL) e lida a absorbancia a 540 nm num leitor de microplacas Biotek ELX800.
Os resultados foram expressos em concentracdo de extrato com capacidade de inibir o
crescimento celular em 50% - 1Gso. Como controlo positivo foi utilizada a elipticina.
Todos estes processos e operacdes foram efetuados em ambiente asseptico numa camara
de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70).
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2.4.3.3. Atividade anti-inflamatéria

O potencial anti-inflamatério foi avaliado atraves da producdo de oxido nitrico
formado pelos lipopolissacarideos da linha celular de macréfagos de rato RAW 264.7
obtidas no DMSMZ — Leibniz — Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (Souilem et al., 2017). As concentragdes dos extratos a testar foram
preparadas de maneira semelhante a avaliagdo do potencial citotdxico, hepatotoxico e
nefrotoxico. As culturas de células de macréfagos de rato RAW 264.7 foram preparadas
em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB, 10%), glutamina (1%),
aminoacidos ndo essenciais (2mM), penincilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
mg/mL), e mantidas numa incubadora a 37 °C, com 5% de CO, em atmosfera
humidificada. As células foram entdo separadas do meio através de centrifugacdo a 1200
rpm por 5 min, descartou-se o sobrenadante e realizou-se a contagem das células.

As células com crescimento ativo foram raspadas e ajustadas a uma densidade
celular de 5x10° células/mL, com uma proporcdo de células mortas inferior a 5%,
conforme teste de exclusdo de Azul de Tripano. Colocou-se uma aliquota da suspensao
celular de macrofagos (300 pL) em microplacas de 96 pocos, de modo que a quantidade
de células por poco fosse de 1,5x10° e deixadas a aderir e multiplicar por 24 h, incubados
a temperatura 37 °C e 5% de CO». Ap0s a incubagdo, as células foram tratadas com 15
pL dos diferentes extratos e novamente incubadas durante 1 h. Foi adicionado 30 pL de
lipossacarideo (LPS, 1 ug/mL) e incubou-se por mais 24 h. Os controlos negativos foram
preparados sem adicdo de LPS para observacdo de possivel inducdo destes nas alteracfes
dos niveis basais de Oxido nitrico (NO). Para o controlo positivo foi utilizada
dexametasona (50 uM).

A quantificacdo de 6xido nitrico foi feita através da utilizagdo de um kit do sistema
de reagentes de Griess (solucdes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e através da
curva de calibragdo de nitrito (nitrito de s6dio 100 mM a 1,6 mM) preparada numa placa
de 96 pocos. O oxido nitrico produzido foi determinado através da leitura das
absorvancias a 540 nm (leitor de microplacas EL X800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EUA) e pela comparacdo com a reta de calibracdo do padréo (y = 0,0063x
+0,1368, R? = 0,9989). Os resultados foram calculados através da representacio grafica

da percentagem de inibicdo da producdo de Oxido nitrico versus a concentracdo de
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amostra, e expressos relativamente a concentracdo de cada um dos extratos que provoca

a inibicdo, em 50%, da producéo de 6xido nitrico — ICsg.

2.5.Aplicacdo da farinha de sorgo in natura e germinado em produtos de

panificagdo

Quatro formulacdes de paes foram elaboradas: pao de sorgo in natura (PSIN), pdo
de sorgo germinado (PSG), pdo com farinha de trigo (100%) denominado pédo controlo
negativo (PCN) e pdo com misturas de farinhas sem gluten denominado controlo positivo
(PCP). A formulacdo utilizada na elaboracdo dos pées consiste numa adaptacdo da
formulacdo base disponibilizada por Gava, (2017), que consiste em: farinha (150 g), sal
(2,5 g), actcar (30 g), fermento (5 g), 4gua (175 mL), aquafaba (5 g, preparacdo descrita
na seccao seguinte), azeite (18 g) e goma xantana (3,75 g). As farinhas utilizadas para a
formulacdo PCP consistiram numa mistura de farinha de arroz (52 %), fécula de batata
(36 %) e polvilho doce (12 %) como descrita por (Santos et al., 2019).

Primeiramente, e apenas para as farinhas de sorgo in natura e germinado, que
apresentam alto teor de fibras dietéticas totais e isencdo de glaten, foi realizado um passo
de gelatinizacdo das farinhas, com finalidade de melhorar a qualidade da massa. Num
banho termostatizado (Julabo, SW22; Seelbach, Germany) durante 10 min, as quais foi
sendo adicionada agua até completar 150 mL e atingir a temperatura entre 60 e 65 °C.

De seguida, para a elaboracdo das quatro amostras de pdo foi feita uma pré-
fermentacgdo durante 5 min, com acucar, fermento bioldgico seco (Fleishman ®) e 10 mL
de 4gua. Em seguida misturou-se o sal e a goma xantana com a farinha com a ajuda de
um misturador (Bimby, Vorwerk, Alemanha) durante 5 min, ao qual foi adicionado a
aquafaba e azeite, misturando durante 10 min. Por fim, o preparado fermentado com mais
10 mL de agua foram adicionados, batendo-se por mais 3 min em poténcia baixa. A massa
de péo obtida foi enformada em formas de aluminio de 100 mm de comprimento e 80 mm
de largura e realizado um novo passo de fermentacdo. A fermentacéo foi realizada em
ambiente controlado (80 % HR, 40 °C), durante 32 min. As amostras de pdo foram
cozinhadas em forno a 150 °C durante 40 min e arrefecido a temperatura ambiente,
posteriormente embalados em sacos de polietileno e armazenados a temperatura ambiente
em local seco e fresco durante 1 h e 24 h para avaliacdo das suas propriedades fisicas

(seccdo 2.5.2.). Uma amostragem de cada amostra de péo foi congelada, liofilizada e
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triturada para avaliagdo das suas propriedades nutricionais, quimicas e bioativas (sec¢ao
2.5.3).

2.5.1. Preparacao da aquafaba em p6

Para obtencdo da aquafaba em pd, foi seguida a metodologia descrita por Silva et
al. (2022). Foram utilizadas amostras de gréo-de-bico do genotipo Kabuli, compradas
num comeércio de venda a retalho em Braganca, Portugal, com um tamanho aproximado
de 9 mm. Na Figura 11, encontra-se descrito o processo de preparacdo da aquafaba.
Primeiramnete, os gréos passam por um processo de coacg¢do e de seguida, numa panela
de pressdo na proporcdo de 1 kg de grdo para 3 litros de agua (1:3), foram cozidos durante
30 min (contados a partir do momento em que a panela adquiriu pressao), aguardando-se
20 min para a retirada da pressdo e, posteriormente, coaram-se 0s graos com auxilio de
uma peneira de malha de ago inoxidavel. O liquido resultante do cozimento (aquafaba)
foi colocado numa panela para redu¢éo durante 20 min, em fogo alto. Por fim, a aquafaba
foi fracionada em frascos de recolha, congelada a -80°C e liofilizada (liofilizador
FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA).) até obtencdo de um pd seco,
homogéneo e de cor amarelada. O extrato de aquafaba foi armazenado num local seco e
fresco, prtotegido da luz, até uso no fabrico dos produtos de panificacao.

A +* -

1kg grdo-de-bico 3L agua

Cozimento Retirada da pressao Coar graos

f O
D F -
Aquafabaem pé Liofilizacdo Congelamento Aquafaba liquida Redugao

Figura 11: lustragdo do esquema de producdo de aquafaba liquida
(Autoria propria, 2023).
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2.5.2. Avaliacdo das propriedades fisicas dos produtos de panificagdo desenvolvidos

2.5.2.1. Textura

O perfil de textura dos pdes foi obtido pelo método TPA (Texture Profile
Analysis), o qual se aplica a alimentos sélidos e semi-solidos, e baseado nas condigdes
do método da AACC 74-09, com modificagdes (AACC, 2000). Foi utilizado o
texturémetro (modelo TA HD plus, Stable Micro System, Godalming, Reino Unido) em
interface com o computador utilizando o programa Exponent Lite 2016, verséo 6.1.16
lite. As andlises de textura foram realizadas numa fatia de 25 mm de dois pées de cada
formulacdo, da qual foram retiradas as bordas com auxilio de um cilindro de aco
inoxidavel de 25 mm para ndo interferirem nos resultados (Figura 12). Uma sonda
cilindrica de aluminio de 75mm de diametro (P/100) foi usada num teste de dupla
compressédo “Texture Profile Analysis” (TPA) para penetrar até 50% da profundidade da
amostra a uma velocidade de teste de 2 mm/s, com um atraso de 30 s entre as duas
compressdes. A dureza (N), mastigabilidade (N), elasticidade (-), coesdo (-) e resiliéncia

(-) foram calculados a partir da curva TPA.

Figura 12: Amostra de pdo preparada para analise de textura no texturdmetro
(Autoria propria, 2023).
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2.5.2.2. Atividade de agua (Aw)

A analise de atividade de 4gua dos paes foi realizada segundo método oficial de
analise n° 978.18 (AOAC, 1999), onde é criada uma atmosfera especial para a amostra e
realizada a medida manometricamente da agua livre presente no alimento. A anélise de
atividade de agua foi realizada com auxilio do equipamento medidor de atividade de 4gua
(AqualLab — 4TE, Munique, Alemanha), a temperatura constante (24 + 1 °C), fazendo-se

as medicGes em duplicado.

2.5.2.3. Cor

Os parametros de cor dos quatro paes e das duas farinhas foram medidos
utilizando colorimetro (modelo CR400, Konica Minolta, Nova Jersey, EUA) com esfera
de integracdo e angulo de visdo de 45° (iluminacdo d/45 e iluminante D). Sem
necessidade de preparacdo da amostra, os valores de luminosidade foram determinados
na superficie e no miolo das amostras em 3 pontos distintos.

Os resultados foram expressos em valores L*, a* e b*, onde o pardametro de
luminosidade (L*) varia do preto (0) ao branco (100), componente a* do verde (-60) ao
vermelho (+60) e componente b* do azul (-60) ao amarelo (+60), sendo o resultado a
média dessas trés componentes. A Figura 13, representa o0 espaco de cor para este

sistema.

Figura 13: Espaco de cor CIE Lab (Konica Minolta, 2021).

2.5.2.4. Perda de peso ap0s cozedura

42



A perda de peso foi determinada segundo a metodologia proposta por Belorio &
Gomez (2020), sendo calculada pela diferenca da massa (g) do pdo antes e apés a

cozedura, expresso em percentagem (%) conforme Equacéo (9).

Equacéo 9: Perda de peso ap0s cozedura.

massa antes da cozedura (g)
Perda de peso(%) = x100

massa ap6s cozedura (g)

2.5.2.5. Volume especifico
O volume especifico do pdo foi determinado usando um sensor a laser com o
Volscan Profiler (Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido). As medigdes de
volume foram realizadas em dois pées de cada amostra. O volume especifico foi calculado
como a razdo entre o volume do pdo e respetiva massa, expressado mL/g conforme
Equagéo (10).
Equacdo 10: Volume especifico.

. volume do pdo (mL)
Volume especifico (mL/g) = massa do pao (g)

2.5.3. Avaliacdo das propriedades nutricionais, quimicas, e bioativas dos produtos
obtidos

As quatro amostras de pdo desenvolvidas apds liofilizacdo foram também
estudadas quanto ao seu valor nutricional, composi¢do quimica e propriedades bioativas.
A humidade, teor de cinzas, gordura total, proteina brura, hidratos de carbono e valor
energéticas foram determinados seguindo os métodos descritos anteriormente na secgao
2.4.1. Para a determinacdo do perfil de acidos gordos, tocoferois, acUcares e acidos
organicos, foram utilizados os métodos previamente descritos nos sub-titulos 2.4.2.1,
24.2.2., 24.23. e 2.4.2.4., respectivamente. Foram também preparados extratos
hidroetandlicos como descritos anteriormente no sub-titulo 2.4.2.5., para posterior estudo
do perfil fendlico (2.4.2.5.) e propriedades bioativas (sec¢do 2.4.3.) dos produtos

desenvolvidos.

2.6.Andalise estatistica
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Todos os ensaios foram realizados em triplicado e os valores expressos como
médiatdesvio padrdo (DP). As diferencas significativas entre amostras foram analisadas
através do teste t-student com um nivel de significancia de 95%, utilizando o IBM SPSS
Statistics for Windows, Versdo 23.0. (IBM Corp., Armonk, Nova York, EUA). No caso
de haver mais do que dois fatores a serem analisados, foi usada uma analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida do teste HSD de Tukey com a = 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo das farinhas de sorgo in natura e germinado

3.1.1. Cor, granulometria e propriedades funcionais das farinhas

Os resultados referentes as caracteristicas fisicas das farinhas de sorgo in natura
e germinado estdo presentes na Tabela 1.

A coloragdo da farinha tem um grande impacto na aceitagdo do produto pelos
consumidores. Os produtos de panificagdo fabricados com farinhas integrais resultam
num produto com coloracdo mais escura em fungédo do alto teor de fibras presentes no
grdo ndo processado, o qual proporciona um melhor perfil nutricional com beneficios para
a saude, fator com impacto direto na preferéncia do consumidor final (Sajdakowska et al.,
2019). Na Figura 14 estdo ilustradas as farinhas obtidas dos gréos de sorgo in natura e

germinado.

Figura 14: Grao de sorgo in natura e germinado e respectivas farinhas; (a): Farinha de
sorgo in natura; (b): Farinha de sorgo germinado; (c): Grdo de sorgo in natura; (d): Gréo

de sorgo germinado. (Autoria propria, 2023).
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Tabela 1. Pardmetros de cor, granulometria, CAA, CAO, poder de dilatacdo,
solubilidade, firmeza e propriedades das farinhas de sorgo in natura e germinado
(MédiatDP).

Sorgo germinado Sorgo in natura p-value*
Parametros de cor
L* 73,5+£0,3 76,7+ 0,5 <0,001
a* 0,92 £ 0,07 0,24 £ 0,01 <0,001
b* 20404 21,4+£0,7 0,001

Granulometria

Peneira / abertura (um) Retencgéo (%0)

16/1,18 0,16 £ 0,05 0,42 £ 0,02 <0,001
20/85 7,9+0,9 7,1+0,2 0,002
35/5 572 78,6 +0,8 <0,001
60/ 250 17 +3 10,2+0,9 <0,001
Base / <150 175+0,3 3,7+04 <0,001
CAA (g/g) 2,349 + 0,001 2,35+0,03 0,793
CAO (g/g) 1,91+0,02 1,77 £0,01 <0,001
Poder de dilatacao (g/g) 6,59 + 0,05 7,64 + 0,05 0,004
Solubilidade (%6) 0,89+ 0,02 0,53 £ 0,02 <0,001
Firmeza (g/cm?)
24 h 23,7+£0,8 220+ 11 <0,001
48 h 40+6 229,024 £ 0,008 <0,001
72h 52,6+0,1 307+ 24 <0,001
Propriedades da pasta
PV (cP) 298 1148 -
BD (cP) 142 121 -
FV (cP) 429 2477 -
SB (cP) 273 1450 -
PT (°C) 84,9 86,6 .

CAA: capacidade de absorc¢do de 4gua; CAOQ: capacidade de absor¢do de 6leo; PV: peak viscosity (pico de
viscosidade); BD: breakdown (quebra da viscosidade); FV: final viscosity (viscosidade final); SB: set back
(tendéncia a retrogradagdo); PT: peak temperature (pico de temperatura). Resultados expressos em média

* desvio padrdo (DP). * - Teste t-student.

A germinacdo dos grdos de sorgo ndo alterou estatisticamente a coloracdo da
farinha no parametro b* quando comparado com a farinha de sorgo in natura. No entanto,

para os parametros L* e a*, a farinha oriunda do sorgo germinado apresentou diferengas
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significativas (p < 0,001) quando comparada com a farinha de sorgo in natura. Esta
diferenga no fator a* esta relacionada com o aumento de alguns compostos durante a
germinacdo, como o 3-caroteno e alguns taninos, que estéo presentes no pericarpo do gréo
(Liu et al., 2017; Olamiti et al., 2020).

Em estudos do efeito da maltagem e fermentacéo de cereais, Olamiti et al., (2020),
relataram que com o aumento no tempo destas duas etapas, aumentou também a
luminosidade da farinha, sendo estes semelhantes com os obtidos neste trabalho,
indicando uma farinha clara, com tendéncia para o amarelo. A cor da farinha também
pode ter sido influenciada pela sua granulometria, uma farinha com particulas maiores
apresenta maiores fracfes de particulas externas do grdo, onde estd mais presente a
coloracdo avermelhada, caracteristica do grdo de sorgo. Uma farinha mais fina apresenta
um aumento do parametro L*, indicador de uma farinha mais clara (Trappey et al., 2015).

A distribuicdo do tamanho das particulas da farinha depende das caracteristicas
de moagem e propriedades do gréo. A partir da anélise gravimétrica da farinha, observou-
se que mais de 74 % das particulas estavam retidas nas peneiras de abertura entre 0,500
pum e 250 um. Martino et al., (2012) analisaram a granulometria de diferentes farinhas de
sorgo e obtiveram resultados semelhantes, com uma retencdo maior das farinhas na
peneira de abertura de 0,42 pm.

A granulometria da farinha é um fator importante para a panificacdo. Particulas
menores aumentam a quantidade de amido acessivel que promove um alto grau de
gelatinizacdo e retrogradacdo do amido, que para além de contribuir para as propriedades
viscoelasticas da massa, também contribui para o volume e a firmeza do produto final
(Curti et al., 2022).

A capacidade de absor¢do de agua (CAA) € um indice da quantidade maxima de
agua que a farinha pode absorver e reter e esta relacionada com a granulometria das
farinhas, com a quantidade de fibras (caracteristicas quimicas do produto) e com a
capacidade de formacéo de geéis de moleculas de amido (Silva et al., 2022). As farinhas
de sorgo estudadas ndo apresentaram diferencas significativas para CAA, apresentando
aproximadamente 2,35 g/g para ambas as farinhas.

Ja para a capacidade de absorcdo de 6leo (CAOQO), a germinacdo influenciou
significativamente a absorcéo de 6leo, e 0 aumento foi de aproximadamente 8% para a
farinha de sorgo germinado. Valores semelhantes foram relatados por Rothschild et al.

(2015), uma vez que demostraram que a germinagdo em gréos de quinoa ndo causou

48



diferencas significativas na CAA antes de 48 h de germinagédo, enquanto a CAO
aumentou a partir de 24 h. O aumento da capacidade de absor¢do de 6leo estd associado
com a solubilizacédo e dissociacdo de proteinas levando a uma maior disponibilidade de
superficie de proteinas lipofilicas, das quais os aminoacidos hidrofébicos se ligam as
cadeias laterais da cadeia hidrocarbonada do 6leo e, portanto, resultam no aprimoramento
das farinhas preparadas a partir de gréos germinados (Ocheme et al., 2015).

O poder de dilatacdo refre-se a capacidade dos granulos de amido de inchar
durante 0 aquecimento e com excesso de dgua. Como é possivel observar, pelos resultados
obtidos, a germinacédo do sorgo influenciou significativamente este parametro da farinha,
visto que a dilatagdo diminuiu. A farinha de sorgo in natura apresentou um valor de 7,64
+ 0,05 g/g, ja a farinha de sorgo germinada apresentou 6,59 + 0,05 g/g. Entretanto, para
a solubilidade percebe-se que aumentou com o processo de germinacdo. A mudanca no
poder de dilatacdo e solubilidade deve-se a alteragOes na estrutura do amido causadas
principalmente pelo aumento da relagcdo amilose/amilopectina, consequéncia da atividade
enzimatica desencadeada durante a germinacdo do grdo, que hidrolisam
preferencialmente as cadeias de amilopectina (Marchini et al., 2021). A germinacao leva
também a formacdo de dextrinas, oligossacarideos e aglcares fermentaveis que nao tém
poder de intumescimento e que também interferem no amido na formag&o de géis mais
compactos e, portanto, as farinhas preparadas a partir de grdos germinados tém baixo
poder de dilatacdo (Singh et al., 2017).

A firmeza do gel de amido é resultante principalmente da retrogradacéo do amido,
a qual depende de fatores como a granulometria da farinha e a cristalinidade da
amilopectina (Singh et al., 2017). A firmeza dos géis de farinha de sorgo in natura foi
maior do que o de sorgo germinado, com valores de 220 + 11 e 23,7 + 0,8 g/cm?,
respectivamente. Observa-se um aumento da firmeza dos géis ao longo do tempo, e todas
as farinhas apresentaram diferencas significativas. A firmeza do gel de farinha de sorgo
germinado atingiu 23,7 + 0,8 g/cm? nas primeiras 24 h e chegou a 52,6 + 0,1 g/cm? depois
de 72 h de elaboracdo. A farinha de sorgo in natura foi de 220 + 11 (24 h) para 307 + 24
g/cm? (72 h), portanto, a germinagdo prolongou e afetou de modo a diminuir a
retrogradacéo e sinérese dos géis de amido de sorgo. Este fendmeno deve-se ao fato de
que durante a germinacgéo ha a ativacao de varias enzimas amiloliticas, como amilases, -
glucanases e proteases, que degradam posteriormente as ramificagdes mais externas da

amilopectina no granulo de amido (Singh et al., 2017).
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O perfil da pasta em agua foi afetado pela germinacdo do grédo de sorgo (Figura
15). As caracteristicas da pasta das farinhas de sorgo in natura e germinado estdo também
descritas na Tabela 1. O processo de germinacdo provocou uma diminuicdo na
viscosidade durante as fases de aquecimento e arrefecimento. A temperatura de pasta para
a farinha de sorgo in natura foi de 86,6 °C, enquanto para a farinha de sorgo germinado
foi de 84,9 °C, indicando que a germinacdo afeta a temperatura para atingir o
intumescimento (dilatacdo) do granulo de amido. Observou-se também uma diminuicao
no pico de viscosidade ap0s o processo de germinacdo do sorgo e um aumento na
temperatura de gelatinizacdo. Isto pode dever-se varios fatores, incluindo a degradacéao
do amido em particulas de baixo peso molécula, a atividade da enzima a-amilase, e, por
fim, as alteracdes nas proteinas e acidos gordos durante o processo de germinacao (Jribi
etal., 2019).

O valor de recuo reflete a tendéncia de retrogradacdo do amido na pasta. Este valor
€ menor para a amostra de sorgo germinado, sugerindo uma diminui¢do na capacidade de
retrogradacdo do amido em comparacdo com o sorgo in natura, confirmando os dados
sobre a firmeza do gel de amido. Durante a germinacéo, ocorre a hidrolise da parte mais
externa da amilopectina pela a-amilase, ndo sendo mais possivel a formacgéo de grandes
cristais de amilopectina e que, por consequéncia, 0s cristais menores restantes ndo séo
suficientes para promover um grande aumento da viscosidade durante o arrefecimento da
pasta (Marchini et al., 2021).
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Figura 15:Perfil de pasta da farinha de sorgo: (a) sorgo germinado (b) sorgo in natura.
(Autoria propria, 2023).
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3.1.2. Perfil nutricional, valor energético e composicdo quimica das farinhas

3.1.2.1. Composigao nutricional das farinhas obtidas

Os resultados do perfil nutricional e valor energético das farinhas de sorgo in
natura e germinado estdo descritos na Tabela 2. Relativamente ao teor de hidratos de
carbono, ndo houve diferencas significativas (p = 0,05) entre as farinhas do sorgo
germinado e in natura. No entanto, nos restantes parametros houve diferencas
significativas, sendo que a farinha de sorgo germinado apresentou maiores valores de
humidade, proteinas e cinzas, enquanto a farinha de sorgo in natura apresentou maior
teor de gordura total e fibras dietéticas totais.

O teor de humidade de ambas as farinhas esta dentro dos padrdes de qualidade do
regulamento europeu para farinhas de acordo com a Portaria n°254/2003 de 19 de marco
que estabelece um valor maximo de humidade de 14,5%, sendo que a farinha de sorgo in
natura apresentou um teor menor (9,505 + 0,005 g/100 g). Estas diferencas nos teores de
humidades, podem ter origem no processo de germinagdo, uma vez que 0 gréo passa por
um processo de hidratagdo que estimula os processos bioquimicos inerentes ao processo
de germinacdo. A mesma portaria informa ainda que o padrdo para cinzas totais nas
farinhas é de, no maximo, 1%, sendo geu farinha de sorgo germinado tem um valore
ligeiramente superior (1,03 £ 0,01 g/100 g), enquanto a farinha de sorgo in natura
permaneceu dentro do padréo (0,89 + 0,01 g/100 g).

O processo de germinacao aumentou significativamente o teor de proteina bruta,
uma vez que a farinha de sorgo in natura apresentou valores de 5,9 £ 0,1 g/100 g enquanto
a farinha oriunda do sorgo germinado rondou os valores de 9,03 + 0,42 g/100 g. O
aumento do teor de proteina bruta durante a germinacao foi anteriormente explicado por
Xu et al., (2019), que se deve provavelmente devido a sintese de enzimas pela semente
em germinacdo, uma mudanca composicional ap6s a degradacdo de outros constituintes,
e/ou a sintese de proteinas recém-formadas que ocorre durante a germinacdo. Contudo,
Fouad & Rehab, (2015) explicam que o0 aumento de proteina é plausivel se a germinacao

for realizada com o suplemento de uma fonte de nitrogénio, neste caso, 0 aumento no teor

51



de proteina foi atribuido & perda de peso seco, principalmente de hidratos de carbono
através da respiracdo durante a germinacao.

Relativamente ao teor de gordura total, a farinha de sorgo germinado apresentou
menores quantidades quando comparada com a farinha de sorgo in natura, com valores
de 3,018 £ 0,003 e 4,21 £ 0,09 g/100 g, respectivamente. No processo de germinacéo,
ocorre 0 aumento das atividades das enzimas lipoliticas, que hidrolisa a componente de
gordura em acidos gordos e glicerol, o que resulta, precismanete, na diminuicdo do teor
de gordura (Singh et al.,, 2017). Em conjunto, pode ter sido influenciado pelo
desenvolvimento da B-oxidacdo e do ciclo do glioxilato, utilizado como fonte de energia
para a germinacéo do gréo (Ma et al., 2016).

Por ultimo, o valor energético obtido foi de 417,5 £ 0,4 kcal/100 g para a farinha
de sorgo in natura e de 384 + 1 kcal/100 g para a farinha de sorgo germinado. Esta
diferenca no valor energético entre as farinhas deve-se principalmente as mudancas
bioquimicas e fisioldgicas ocorridas durante a germinacdo para fornecer energia para o

crescimento de novas plantas (Singh et al., 2017).

Tabela 2: Perfil nutricional e valor energético das farinhas de sorgo germinado e in
natura (MédiatDP).

Sorgo germinado Sorgo in natura p-value*
Perfil nutricional (g/100g ps)
Humidade 10,79+ 0,01 9,505 + 0,005 <0,001
Cinzas 1,03 £ 0,02 0,89 £ 0,02 <0,001
Gordura toral 3,018 + 0,004 4,21 +0,09 <0,001
Proteina 9,03+£0,42 59+0,1 < 0,001
Fibras dietéticas totais 13,602 + 0,58 149+0,2 < 0,001
Hidrato de carbono 73,315 + 0,985 74,09 + 0,46 0,005
Valor energético (kcal/100g ps) 384 +1 4175104 <0,001

ps — peso seco. Resultados expressos em média * desvio padrdo (DP). * - Teste t-student.

Apesar das farinhas de sorgo in natura e germinado ndo apresentarem diferencas
significativas no teor hidratos de carbono, o processo de germinagdo provocou diversas
mudangas bioquimicas como se pode verificar na micrografia eletronica de varrimento
ilustrada na Figura 16. E possivel verificar que a germinacéo alterou a superficie dos
granulos de amido, fracionando em pedacos menores com aumento de poros na superficie

dos granulos (Figura 16A e C), caracteristicas que ndo estdo presentes nos granulos de

52



amido dos grdos de sorgo in natura (Figura 16B e D). As alteragcdes na superficie e
aumento dos poros, que ficam evidentes nas micrografias do sorgo durante a germinacao,
podem estar relacionadas a degradacao das moléculas de amilopectina por enzimas, onde
degradaram-se em oligossacarideos que poderiam ser utilizados como fonte de energia

para o crescimento da planta (Jribi et al., 2019).

Figura 16: Micrografias eletronicas de varrimento da farinha de sorgo in natura e
germinado; (a): Amostra nativa (800x%), (b): Amostra germinada (800x); (c): Amostra in
natura (1500x); (d) Amostra germinada (1500x%). (Autoria propria, 2023).

O ataque enzimatico dos granulos de amido pode ser atribuido a proporcéo de
amilose e amilopectina, que influencia fortemente a mudanca na morfologia dos granulos
de amido durante a germinacdo (Marchini et al., 2021). O amido de sorgo apresenta

maiores proporgdes de cadeias curtas da amilopectina, que podem resultar numa estrutura
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granular mais porosa, que sdo mais susceptiveis ao ataque enzimético do que os amidos
normais (Li et al., 2017).

3.1.2.2. Composic¢ado quimica das farinhas obtidas

Os resultados relativos aos agucares livres e acidos organicos das farinhas de sorgo
in natura e germinado encontra-se descritos na Tabela 3. Relativamenteao aos acucares,
foram identificados e quantificados apenas os agucares glucose e sacarose, sendo que na
farinha de sorgo in natura ndo foi possivel a identificacdo da glucose. O teor de sacarose
ndo se alterou significativamente com a germinagdo do grdo, o qual permaneceu nas
quantidades de 0,75 gramas por cada 100 gramas de peso seco para as duas farinhas. Com
a identificacdo da glucose apds a germinacao, o teor de acucares livres totais foi de 0,82
+0,04 9/100g ps e 1,49 £ 0,04 g/100 g ps, para as farinhas de sorgo in natura e germinado,

respectivamente.

Tabela 3: Composicdo quimica em relacdo aos acUcares livres, acidos organicos,

tocoferdis e acidos gordos das farinhas de sorgo germinado e in natura (MédiatDP).

Sorgo germinado  Sorgo in natura p-value*
Acucares livres (g/100 g ps)
Glucose 0,64 £ 0,017 nd < 0,001
Sacarose 0,84 £ 0,03* 0,82 +0,04° 0,094
Total 1,49 £ 0,048 0,82 +0,04° <0,001
Acidos organicos (g/100 g ps)
Acido oxalico Vg Vg < 0,001
Acido malico 1,49 + 0,01 0,11+0,01 <0,001
Acido citrico 0,26 £0,01 0,23+£0,01 <0,001
Acido succinio nd Vg < 0,001
Acido fumérico Vg 0,67 +0,01 < 0,001
Total 1,75+ 0,01 0,99 +£0,01 <0,001

nd — ndo detetado. vg — vestigio. ps — peso seco. Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP). * -
Teste t-student.

Os agucares das plantas sdo uma forma de energia para o processo germinativo do
gréo, portanto, na germinacdo ocorre a ativacdo das enzimas amiloliticas, as quais

hidrolisam a parte mais externa dos granulos de amido, e formam agUcares de menor peso
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molecular, que sdo utilizados pelos rebentos como fontes de energia para promover 0 seu
crescimento (S. Liu et al., 2022). O aumento de agucares totais foi também observado na
germinacdo de trigo sarraceno e variedades de quinoa, salientando que apenas apos 12 h
de germinacdo houve alteracdes significativas (He et al., 2022; Zhang et al., 2015).

Relativamente aos acidos organicos, foram identificados e quantificados no total
cinco acidos organicos, sendo eles os acidos oxalico, malico, citrico, succinio e fumarico.
Na farinha de sorgo germinado observou-se um aumento no teor de acidos organicos
totais (1,75 £ 0,01 g/100 g ps), sendo o acido malico o principal responsavel por esse
aumento, o qual foi de 0,11 + 0,01 g/100 g pse 1,49 + 0,01 g/100 g ps na farinha de sorgo
in natura e germinado, respetivamente. Por outro lado, a germinacdo diminuiu
drasticamente o valor de acido fumarico, apresentando apenas vestigios na farinha de
sorgo germinado, sendo que na farinha de sorgo in natura o valor foi de 0,67 + 0,01 g/100
g ps. Os acidos organicos sao sintetizados nas plantas como resultado da oxidacéo
incompleta dos produtos fotossintéticos, no caso da germinacédo sdo sintetizados no ciclo
do glicoxilato (Igamberdiev & Eprintsev, 2016). Os acidos organicos, além de intervirem
na sintese de aminoacidos em cereais durante a germinacao, também ajudam a acidificar
0 endosperma, com a finalidade de auxiliar no processo de degradacao do amido, utilizado
posteriormente como fonte de energia (Beltrdo & Oliveira, 2007; Ma et al., 2016).

Em estudos sobre a concentracdo de acidos organicos em sementes de cevada
durante a germinacdo, foi observado que o acido malico foi mais abundante durante os
trés primeiros dias de germinacdo, seguido do citrato, diminuindo, para além disso a
concentracdo de acido fumarico (Ma et al., 2016), o que esta de acordo com o observado
no presente estudo. O &cido malico é o acido orgénico mais encontrado em tecidos
vegetais, o qual cumpre muitas fungdes no metabolismo vegetal, como a fotossintese, a
manutencdo do pH interno e o transporte e troca de equivalentes redutores entre 0s
compartimentos celulares (Igamberdiev & Eprintsev, 2016). Por sua vez, os &cidos malico
e citrico, que estdo presentes na farinha de sorgo germinado, sdéo amplamente utilizados
na industria alimentar, embora o acido citrico ainda seja mais utilizado como acidificante
devido ao sabor frutado pronunciado, baixo prego e alta disponibilidade. Em
contrapartida, o acido malico confere sabor suave, capaz até de mascarar os sabores dos
adocantes artificiais. Em produtos de panificacdo, ambos auxiliam no sabor, textura e vida
util do produto (Marques et al., 2020).
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Na Tabela 4 estdo descritos os resultados relativos a composi¢cdo em &cidos
gordos e tocoferdis das farinhas de sorgo in natura e germinado. Pode-se observar que,
foram identificados na totalidade 20 &cidos gordos para a farinha de sorgo in natura e
germinado, sendo que uma das principais observacdes sobre o grupo dos acidos gordos,
€ que o processo germinativo diminuiu significativamente o teor dos &cidos gordos
saturados (SFA) e monoinsaturados (MUFA) mas que, por outro lado, aumentou a
concentracdo de acidos gordos polinsaturados (PUFA). Os &cidos palmitico, oleico e
linoleico foram os acidos gordos maioritarios encontrados em ambas as farinhas.

O processo de germinacdo diminuiu em torno de 14% a percentagem dos acidos
palmitico e elaidico, no entanto, houve um aumento significativo de aproximadamente
36% de acido linoleico. A mudanca no perfil de acidos gordos no processo germinativo
foi também observada em estudos da germinacao de sementes de linhaca, indicando que
a germinacdo aumentou a proporcdo de &cidos gordos insaturados na linhaca (Li et al.,
2019). Os é&cidos gordos armazenados nos lipidios dos grdos contém elevadas
concentracdes de enzimas do ciclo do glioxalato, que permite a conversdo de acidos
gordos armazenados em hidratos de carbono durante a germinacéo (Beltrdo & Oliveira,
2007).

O tocoferol, também conhecido como vitamina E, € um antioxidante encontrado
naturalmente em muitos alimentos a base de plantas (Pinheiro et al., 2021). As duas
farinhas de sorgo estudadas apresentaram a-tocofer6l e y-tocoferol, no entanto a farinha
de sorgo germinada apresentou menor concentragdo de tocoferol, sobretudo no teor do y-
tocoferdl, que diminui para 0,234 + 0,003 g/100 g ps.

Em estudos sobre a prevaléncia de tocofer6is em 97 gendtipos de sorgo, foi
observado que o perfil de tocoferol é tdo varidvel quanto a sua grande variabilidade
genética (Pinheiro et al., 2021). Os mecanismos envolvidos na alteracdo da concentracdo
e perfil de vitamina E no sorgo germinado ainda sédo pouco compreendidos. Em estudos
sobre a estabilidade das vitaminas durante a germinacao do sorgo, foi observado que a
germinacdo reduziu a concentracdo total de tocoferol, principalmente o y-tocoferol,
porém aumentou B-tocoferol, é possivel que alguns de seus compostos tenham sido
utilizados, visando suprir as necessidades de nutrientes durante o desenvolvimento do
gréo (Pinheiro et al., 2021).
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Tabela 4: Composicdo acidos e tocoferdis gordos da farinha de sorgo in natura e

germinado (média £ DP).

Percentagem relativa (%) Sorgo germinado Sorgo in natura p-value*
Acido caprilico (C8:0) 0,082 £ 0,001 0,47 £ 0,02 <0,001
Acido caprico (C10:0) 0,033 £ 0,001 nd <0,001
Acido undecanoico (C11:0) 0,066 + 0,001 0,66 + 0,03 <0,001
Acido laurico (C12:0) 0,063 + 0,001 0,208 + 0,005 < 0,001
Acido tridecanoico (C13:0) 0,084 + 0,004 nd <0,001
Acido miristico (C14:0) 0,101 + 0,002 0,158 + 0,002 <0,001
Acido pentadecanoico (C15:0) 0,061 £ 0,001 nd <0,001
Acido cis-10-pentadecanoico (C15:1) 0,054 + 0,001 1,21+£0,01 <0,001
Acido palmitico (C16:0) 14,35+ 0,11 28,019 + 0,008 <0,001
Acido palmitoleico (C16:1) 0,397 + 0,007 0,431 + 0,006 < 0,001
Acido heptadecanoico (C17:0) 0,206 + 0,008 5,627 + 0,005 < 0,001
Acido estearico (C18:0) 1,533 £ 0,002 3,742 £ 0,008 < 0,001
Acido oleico (C18:1n9c) 36,99 + 0,05 50,38 £ 0,01 <0,001
Acido linolelaidico (C18:2n6t) 0,041 + 0,001 nd < 0,001
Acido linoleico (C18:2n6c¢) 41,907 £ 0,037 5,159 + 0,002 <0,001
Acido a-linolénico (C18:3n3) 1,709 + 0,006 0,145 £ 0,001 <0,001
Acido araquidico (C20:0) 0,222 + 0,006 1,034 + 0,005 < 0,001
Acido cis-11-eicosenoico (C20:1) 0,441 + 0,003 0,282 + 0,001 <0,001
Acido cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0,765 + 0,007 nd <0,001
Acido heneicosanoico (C21:0) nd 0,282 + 0,001 < 0,001
Acido araquidénico (C20:4n6) 0,091 + 0,001 0,78 + 0,01 <0,001
Acido beénico (C22:0) 0,228 £+ 0,004 0,32+0,01 <0,001
Acido cis-11,14,17-eicosatrienoico (C20:3n3) nd 0,211 + 0,005 < 0,001
Acido cis-13,16-docosadienoico (C22:2) 0,117 £ 0,004 0,356 + 0,002 <0,001
Acido tricosanoico (C23:0) 0,219 + 0,001 0,271 + 0,002 <0,001
Acido lignocérico (C24:0) 0,249 + 0,001 nd < 0,001
SFA 175+0,1 40,518 £ 0,008 < 0,001
MUFA 37,89 + 0,06 52,83 +0,01 < 0,001
PUFA 44,62 + 0.05 6,65+ 0,01 < 0,001
Tocoferdis (g/100 g ps)
a-Tocoferol 0,142 £ 0,005 0,127 £ 0,001 <0,001
y-Tocoferol 0,234 £ 0,003 0,72+ 0,01 <0,001
Total 0,376 + 0,003 0,85+0,01 < 0,001

ps — peso seco; SFA — saturated fatty acids (&cidos gordos saturados); MUFA — monounsaturated fatty acids (acidos
gordos monoinsaturados); PUFA - Polyunsaturated fatty acids (&cidos gordos polinsaturados). Resultados expressos

em média + desvio padrédo (DP). * - Teste t-student.
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Finalmente, o ultimo grande grupo de compostos a ser caracterizado nas amostras
de sorgo in natura e germinado, mais propriamente nos seus extratos hidroetanolicos,
foram os compostos fendlicos. Os dados cromatograficos (tempo de retencdo — Tr, Amax
na regido do visivel, ifo desprotonado e principais fragmentos MS?), tentativa de
identificacdo e quantificagdo (mg/g de extrato) obtidos por HPLC-DAD-ESI/MSn estdo
descritos na Tabela 5. Nas amostras de sorgo estudadas, foram tentativamente
identificados 21 compostos fenodlicos, dos quais 5 cidos fendlicos, 7 dimeros Pirano-
flavanona-flavanols, 4 flavonas C-glicosiladas, 3 flavanonas e 2 flavonols. O perfil em
compostos fendlicos coincide com o anteriormente publicado por outros autores, pelo que
a tentativa de identificacdo dos picos baseou-se na comparagdo com os dados da
bibliografia (Irondi et al., 2019; Pontieri et al., 2021; Wu et al., 2017a; Wu et al., 2017b;
Xiong et al., 2021; Xu et al., 2021) .

O perfil de ambas as amostras, em termos qualitativos, € bastante semelhante, a
excpecao da auséncia de &cido protocatecuico nos graos de sorgo in natura. Em termos
quantitavos, é na amostra de sorgo in natura que se encontra uma maior concentracdo de
fenais totais (15,53 £ 0,01 mg/g extracto), sobretudo devido a presenca de compostos do
tipo flavanona, especificamente derivados O-glicosilados de naringenina que representam
30% dos compostos fendlicos totais desta amostra, precedido pelos derivados C-
glicosilados de apigenina, que representam 20%. Relativamente & amostra de sorgo
germinado, obtiveram-se valores de compostos fendlicos totais quatro vezes mais baixos
de que nas amostras in natura (3,72 £ 0,02 mg/g extrato). Nas amostras de sorgo
germinado, os compostos fendlicos maioritarios sdo acidos fendlicos, do qual o
cafeoilglicerol se destaca.

A composicdo dos compostos fendlicos em plantas e cereais varia em funcéo do
seu genotipo, e estudos anteriores demonstram que 0s gendtipos castanho e preto tém,
naturalmente, concentracdes mais elevadas de compostos fendlicos o que os genotipos de
sorgo vermelho e branco (Xiong et al., 2021).
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Tabela 5: Tempo de retengdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢do maxima na regido do ultravioleta (Amax), dados de espetro de massa,

tentativa de identificacdo e quantificacdo (mg/g extrato) dos compostos fendlicos presentes nos extratos hidroeandlicos das farinhas de sorgo

germinado e in natura.

Quantificacdo
(mg/g extrato)

Pico (rIirn) ;E;nrﬁ;‘ ['(Vr:]';;]- MS? (m/z) Identifcacdo tentativa insr?e:'?uora Sorgo germinado
1 5.36 253 153 109(100) Acido protocatecuico nd 0,35+ 0,01
2 7.42 324 415 253(100),179(34),161(46),135(5) 1-O-Cafeoil-2-O-glucosilglicerol 0,782 = 0,003 0,314 = 0,001
3 783 319 253 179(12),161(5), 135(100) O-Cafeoilglicerol 0,64 + 0,02 0,234 + 0,002
4 992 325 253 179(39),161(42),135(100) O-Cafeoilglicerol 2,21+0,02 0,846 + 0,005
5 1047 323 179 135(100) Acido cafeico 0,29 +0,02 0,047 + 0,004
6 11.38 320 449 287(100),269(5) Hexdsido de dihidrokaempherol 0,417 £ 0,0001 0,3984 + 0,0005
7 12.8 321 449 287(100),269(5) Hexosido de dihidrokaempherol 0,513 £ 0,002 0,3794 + 0,004
8 13.46 327 563  545(66), 503(86), 473(100), 443(69), 383(88), 353(40) Apigenina-C-pentosil-C- hexésido 0,169 + 0,002 0,0138 £ 0,003
9 1372 323 563 545(50), 503(76), 473(79), 443(100), 383(12), 353(50) Apigenina-C-pentosil-C- hexdsido 1,62 £ 0,001 0,29+ 0,01
10 13.96 334 563  545(12), 503(14), 473(67), 443(100), 383(37), 353(32) Apigenina-C-pentosil-C- hexésido 1,44 +£0,01 0,27+ 0,01
Pirano-3',4',5",5,7-
11 14.27 285 883  721(34),595(100), 567(13), 433(52), 405(10), 287(10) pentahidroxiflavanona-(3 — 4)- 0,68+0,01 0,18 + 0,003
catequina-7-0-glucésido
545(17), 503(11), 473(100), 443(47), 413(11) 383(33), o ) ]
12 1526 274/331 563 Apigenina-C-pentosil-C- hexdsido 0,0706 + 0,0001 ol
353(25), 311(4)
13 15.97 284 433 271(100) Naringenina-O-hexdsido 1,686 + 0,003 0,024 + 0,003
Pirano-naringenina-(3 — 4)-catequina-
14 16.53 284 851 689(28),563(100),551(55),401(89),389(5) 0,16 + 0,01 0,063 + 0,001

7-O-glucésido |

59



Pirano-eriodictiol-(3 — 4)-catequina-

15 16.83 286 867 705(100), 579(52), 449(12), 417(34), 287(10) o 0,78 £ 0,02 0,067 £ 0,002
7-O-glucésido |
16 17.06 283 433 271(100) Naringenina-O-hexosido 2,8122 +0,0003 Vg
Pirano-eriodictiol-(3 — 4)-catequina-
17 17.75 285 867 705(100), 579(32), 525(5), 449(32), 417(62), 287(26) o 0,15 £ 0,002 0,055 = 0,0003
7-O-glucosido 11
Pirano-eriodictiol-(3 — 4)-catequina-
18 18.18 287 867 705(100), 579(43), 525(5), 449(29), 417(49), 287(5) . 0,267 + 0,004 0,102 + 0,003
7-O-glucosido 111
19 18.43 284 579 417(50), 271(100) Naringenina-O-hexosil-deoxihexosido 0,213 + 0,002 vg
Pirano-naringenina-(3 — 4)-catequina-
20 20.78 285 851 689(28),563(100),551(55),401(89),389(5) o 0,64 £ 0,02 0,052 + 0,001
7-O-glucosido 11
Pirano-naringenina-(3 — 4)-catequina-
21 21.27 285 851 689(34),563(100),551(46),401(92),389(6) o 0,146 = 0,003 0,0373 + 0,0004
7-O-glucosido I11
Acidos fendlicos 3,93+ 0,02 1,79+ 0,01
Flavonoles 0,93 + 0,002 0,7777 £ 0,0004
Flavonas C-glicosiladas 3,14 £0,01 0,5744 £ 0,0002
Flavanonas 4,711 + 0,001 0,024 + 0,003
Dimeros Pirano-flavanona-flavanols 2,82 +0,02 0,557 + 0,004
Total compostos fendlicos 15,53+ 0,01 3,72+0,02

nd — ndo detectado; vg — quantidades vestigiais. Curvas de calibracdo usadas para quantificacdo: Acido cafeico (y = 388345x + 406369, LD=0,78 pg/mL; LQ=1.97 pg/mL, pico
5): acido clorogénico (y = 168823x — 161172, LD = 0,20 pg/mL; LQ = 0,68 pg/mL, picos 2, 3 e 4); acido protocatecuico (y = 214168x + 27102, R?= 0.9999; LD = 0.14 ug/mL;
LQ = 0.52 pug/mL, pico 1); apigenina-6-C-glucdsido (y = 197337x + 30036, LD = 0.19 pg/mL; LQ = 0.63 pg/mL, picos 8, 9, 10 e 12); (-)-catequina (y = 84,950x — 23,200, R? =
0.999, LD =0.17 pg/mL; LQ = 0.68 ug/mL, picos 11, 14, 15, 17, 18, 20 e 21); naringenina (y = 18433x + 78903, LD = 0.17 pg/mL; LQ = 0.81 ug/mL, picos 13, 16, e 19); e
quercetina-3-O-glucosido (y = 34843x — 160173, LD = 0.21 pg/mL; LQ = 0.71 pg/mL, picos 6 e 7). Todas os picos mostraram um valor de p < 0,001 para o teste t-student.
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Para além do fator genético dos graos de sorgo afetarem a composic¢éo fendlica,
outros estudos demonstram que a irrigagdo deficitaria afeta significativamente a
concentracdo deste tipo de compostos fendlicos e a sua antioxidante atividade (Wuetal.,
2017).

Estudos efetuados com arroz, trigo sarraceno e linhaga, demonstraram um
incremento dos compostos fenolicos apds germinacdo (Céceres et al., 2014; Li et al.,
2019; Zhang et al., 2015). Este aumento de compostos fenolicos pode ser explicado pelo
fato de que a germinacdo induzir a sintese enzimatica da via fenilpropandide e hidrolise
de polissacarideos da parede celular que causam a liberacdo de fendlicos ligados a parede
celular (Céceres et al., 2014). No entanto, no presente trabalho, ndo foi observada essa
tendéncia, pelo que estudos posteriores serdo necessarios para averiguar esta
incongruéncia. Uma hipGtese para estes resultados poderéa estar no facto, de muitos destes
compostos fendlicos serem altamente glicosilados e, que, durante a germinacao, a ligacéo
glicosidica seja quebrada para fornecimento de agUcar ao sistema a germinar.

3.1.3. Propriedades bioativas das farinhas de sorgo in natura e germinado

Os resultados da atividade antioxidante, citotoxica, hepatotdxica, nefrotoxica e
anti-inflamatoria dos extratos hidroetandlicos das farinhas de sorgo in natura e germinado
estdo descritos na Tabela 6.

A atividade antioxidante das farinhas de sorgo in natura e germinado foi avaliada
através dos métodos de inibicdo da peroxidacéo lipidica em tecidos cerebrais de porco
através da formacdao de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e inibi¢cdo
da hemdlise oxidativa em eritrocitos isolados do sangue de ovelha (OxHLIA). Os
resultados foram expressos em termos de 1Cso (valor que representa a concentragdo de
uma amostra que fornece 50% de atividade antioxidante) e estdo apresentados na Tabela
6. Assim, quanto menor a concentragdo de ICso, maior a capacidade de inibicdo da
formacdo de TBARS e maior a acdo anti-hemolitica das amostras. Para o ensaio de
TBARS a amostra de farinha de sorgo in natura apresentou valor ICso de 10,4 + 0,9
ug/mL, sendo superior ao trolox (3,7 + 0,5 ug/mL), utilizado como controlo positivo. Ja
para os ensaios de OxXHLIA, as duas farinhas estudadas ndo apresentaram capacidade

anti-hemolitica.
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Embora existam trabalhos descritos na literatura que relatam que a farinha de sorgo
in natura possui atividade antioxidante em outros tipos de ensaios in vitro, como por
exemplo através do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico sal de diamonio (ABTS) e por meio da reducdo de ferro (FRAP) (Xiong et al.,
2021). Estudos sobre a capacidade antioxidante de seis gendtipos de sorgo, demonstraram
que que a atividade antioxidante esta relacionada principalmente com a concentracédo
fenolica, sendo que as variedes castanha e preta do sorgo (com altas concentragdes de
fendlicos totais, e ricos em 3-desoxiantocianidinas e taninos condensados) apresentam
um atividade antioxidante superior que as variedades vermelha e branca do sorgo (Xiong
etal., 2019).

Tabela 6: Atividade antioxidante, citotoxica, hepatotdxica, nefrotéxica e anti-
inflamatoria dos extratos hidroetandlicos das farinhas de sorgo in natura e germinado
(média £ DP).

Sorgo germinado Sorgo in natura Controlo positivo

Antioxidante 1Cso (pHg/mL) Trolox
OXHLIA At =60 sa sa 21,8+0,2
TBARS* 1,9 +0,4° 10,4 £ 0,9 3,7+05
Citotoxicidade Glso (ug/mL) Elipticina
AGS >400 >400 1,23+0,03
CaCo2 >400 >400 1,21 +£0,02
MCF7 >400 >400 1,02 £ 0,02
NCI-H460 >400 >400 1,01+0,01
Hepatotoxicidade e nefrotoxicidade Glso (ug/mL) Elipticina
PLP2 >400 >400 14+0,1
VERO >400 >400 14+0,1
Anti-inflamatéria 1Cso (ug/mL) Dexametasona
RAW 264,7 >400 >400 6,3+04

sa—sem atividade. Os valores de ICso correspondem a concentragao do extrato que atinge 50% de atividade antioxidante
ou 0,5 de absorbancia na reducdo do ensaio de poténcia. Os resultados de citotoxicidade, hepatotoxidade e
nefrotoxicidade foram expressos em valores de Glso: correspondendo a concentragdo de amostra necessaria para realizar
a inibicdo do crescimento em 50% sob células tumorais humanas ou em cultura primaria de células de figado de porco

(PLP2) e rim de macaco (VERO). * - Teste t-student.

A atividade antioxidante do sorgo germinado (1,9 + 0,4 ug/mL, TBARS), foi
quase duas vezes superior a do controlo positivo utilizado (trolox, 3,7 = 0,5 ug/mL). Em

estudos sobre a atividade antioxidante in vitro de arroz integral e trigo serraceno
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germinados, observou-se também uma maior capacidade antioxidante, pois as enzimas
hidroliticas podem libertar compostos fenolicos livres com atividade antioxidante mais
efetiva (Zhang et al., 2015). Para além disso, a germinacdo a alta temperatura (42 °C)
induz varias enzimas de eliminacéo de radicais, como superoxido dismutases, glutationa
S-transferases, catalases, peroxidases e enzimas no ciclo ascorbato-glutationa que
mantém um equilibrio da homeostase redox (Caceres et al., 2014).

Em relacdo as atividades hepatotdxicas, nefrotoxicas e anti-inflamatoria dos
extratos hidroetanolicos das farinhas de sorgo in natura e germinado, estas nédo
apresentaram qualquer atividade até a maxima concentragdo testada (400 pg/mL). Apesar
de ndo terem uma atividade a nivel celular potencial para novos estudos, os resultados
obtidos permitem-nos concluir que as farinhas ndo sdo toxicas para linhas celulares
normais e que, por isso podem ser usadas para alimentacdo humana, sem riscos para a

sauide do consumidor.

3.2. Caracterizacgao dos produtos de panificacdo desenvolvidos

3.2.1. Parametros fisicos dos produtos de panificacdo desenvolvidos

A utilizacdo de farinhas sem glaten no desenvolvimento de pédes é
tecnologicamente dificil, pois as suas proteinas ndo possuem as propriedades
viscoelasticas tipicamente encontradas no gluten (Balakireva & Zamyatnin, 2016).
Consequentemente, as massas sem glaten carecem da capacidade de reter gas e produzir
um produto assado leve (Carini et al., 2015). Os resultados das analises dos parametros
fisicos e coloracdo dos pées estdo apresentados na Tabela 7.

Os pées produzidos com 100% de farinha de sorgo germinado (PSG), 100% de
farinha de sorgo in natura (PSIN), pdo controlo positivo com mistura de farinhas sem
gluten (PCP) e pédo controlo negativo com 100% de farinha de trigo (PCN), estdo

apresentados na Figura 17.
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Tabela 7: Propriedades fisicas e pardmetro de cor dos pédes formulados (média + DP).

PSIN PSG PCP PCN
Propriedades fisicas
Perda de peso (%) 14,7 + 0,42 13,1+0,7° 4,85+ 0,07¢ 8,2+0,1°
Humidade (g/100 g pf) 36,6 + 0,6 37+18 33,78+1,09 3512 +1,15°
Volume (mL) 602 + 6° 562 + 18¢ 706 + 44° 968 + 43?
Volume especifico (g/mL) 1,82 +0,02¢ 1,71+0,09¢ 2,31+0,02° 2,450,018
Wa 0,972 + 0,001% 0,975 + 0,003% 0,942 + 0,009° 0,9439 + 0,0003"
Parémetros de cor
L Crosta 53,5+ 0,6 51,8 +0,5° 58 + 22 52,8 +£0,6°
Miolo 51,5+ 0,4° 49,2 +0,1¢ 71,8 + 0,42 67,8 +0,8°
- Crosta 8,7+0,3° 8,5+0,2° 14,6 + 0,42 12,1+0,7°
Miolo 7,4+0,12 7,3+0,3? -0,92+0,02> -1,79 +0,06°
- Crosta 23+ 1° 20,6 + 0,4¢ 34,8+0,5° 37,7+0,3?
Miolo 21 + 12 19,1+ 0,4° 18,7 £0,2° 11,8 +0,4¢

Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP). ANOVA - Letras distintas na mesma linha

correspondem a diferengas significativas (p < 0,05).

Todos 0s processos pertencentes a panificacdo sdo dependentes ou estdo
diretamente relacionados a rea¢des quimica. Apos o processo de fermentacdo que esta
diretamente ligado ao resultado final do péo, tem-se o processo de assamento dos pées,
onde ocorrem diversas reacfes e modificacGes (Galves, 2014). No forno, o volume do
pdo aumenta devido a producdo continua de didxido de carbono resultante do processo
fermentativo. Com o aumento da temperatura na massa, 0 amido comeca a gelatinizar e
ocorre desnaturacdo enzimatica e morte celular das leveduras (Silva, 2016). Por volta dos
100 °C os liquidos livres que ainda estdo presentes na massa comegcam a evaporar, e
assim, ocorre a perda de peso da massa (Galves, 2014). Em relagdo a perda de peso ap6s
a coccéo, todos os pées estudados apresentaram diferencas significativas (p < 0,05). O
PSIN foi 0 que apresentou maior perda de peso apés a coccdo da massa (14,7 £ 0,4 %),
seguido do PSG (13,1 + 0,7 %), sendo o PCP foi 0 que apresentou menor perda de peso
apos coccao (4,85 £ 0,07%).

A humidade dos pées elaborados com farinha de sorgo (PSIN e PSG) néo
apresentaram diferencas significativa entre si, obtendo valores de 36,66 + 0,66 g/100 g e
37 + 1 g/100 g para o PSIN e PSG, respetivamente. Em relacdo ao PCP e PCN
apresentaram menores teores de humidade, sendo de 33 + 1 g/100 g e 35 + 1 g/100 g,
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respetivamente. Os pédes de sorgo apresentaram assim maior perda de humidade,
comparados com 0s pdes controlo negativo e positivo, apds cozedura.

PSIN PSG PCP PCN

Figura 17: Paes e fatias com suas respectivos codigos de cada formulacdo; PSIN: P&o
com farinha de sorgo in natura; PSG: Pao com farinha de sorgo germinado; PCP: P&o
controlo positivo (mix de farinhas sem glaten); PCN: P&o controlo negativo (trigo).
(Autoria propria, 2023).

Os paes elaborados com farinha de sorgo também obtiveram maiores teores de
atividade de agua, apresentando valores de 0,972 + 0,001 g/100 g e 0,986 + 0,003 g/100
g, para o PSIN e PSG, respectivamente. Nos alimentos, quando a atividade de agua é
superior a 0,8, designa-se que se encotram na fase de alta humidade, onde ocorre o
aumento da mobilidade molecular da agua e de outros constituintes dos alimentos,
favorecendo o aumento nas taxas de reacfes quimicas indesejaveis e o crescimento
microbiano, e, portanto, os alimentos sdo instaveis quimicamente e susceptiveis ao
desenvolvimento da carga microbiana no produto (Damodaran & Parkin, 2019).

Todos os pées apresentaram diferencas significativas em relagdo ao volume e o
volume especifico dos pdes. O PCN, elaborado com farinha de trigo apresentou maior
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volume 2,45 + 0,01 g/100 g e o PSG apresentou menor volume (1,71 + 0,09 g/100 g),
podendo ser devido ao mais alto teor de fibras. Embora haja um beneficio nutricional na
incorporacdo de fibras dietéticas em produtos sem glaten, hd uma limitagédo da diminuicao
do volume, pelo facto de que as fibras afetam de forma negativa o aprisionamento dos
gases que sdo produzidos durante a fermentacdo (Trappey et al., 2015).

A analise dos parametros de cor apresentados na Tabela 7, nomeadamente L*
(luminosidade), a* e b* (coordenadas cromaticas), sdo de todo relevantes, dado que estao
diretamente associados a potencial aceitacdo de novos produtos por parte dos
consumidores. Pode-se verificar que os valores médios da luminosidade L* para a crosta
dos paes nas a amostras PSG e PCN néo apresentaram diferencas significativas. O PCP
foi o pdo que apresentou o maior valor de luminosidade (58 £ 2), 0 que indica que a cor
da crosta € mais clara. J& a amostra PSIN (51,8 + 0,5) foi a que apresentou 0 menor valor
de L*, o que significava que a cor da crosta mais escura, que esté relacionada a diferentes
reacOes de Maillard e de caramelizagdo que ocorrem durante a cocgédo (Olojede et al.,
2020).

Relativamente a coordenada a*, que indica a variacdo de verde (-60) a vermelho
(+60), foi observado que todas as amostras apresentaram valores positivos, sendo
indicadores da predominancia do vermelho. As amostras PSIN e PSG ndo apresentaram
diferencas significativas nesse parametro, com valores de 8,7 £ 0,3 e 85 % 0,2,
respectivamente. Quanto a coordenada b*, todas as amostras apresentaram diferencgas
significativas entre si e valores positivos, indicando uma colora¢do voltada para o
amarelo. A amostra PCN foi a que apresentou maior média, 37,7 £ 0,3, ja a amostra PSG
foi a que obteve menor, 20,6 + 0,4. Em estudos sobre elaboracdo e pées de farinha de
sorgo sem glaten, (Gava, 2017), foram obsevados resultados muito semelhantes para o
parametros de cor L*, a* e b*.

No que se refere a coloracdo do miolo, os pdes formulados com farinha de sorgo
apresentaram menores valores no parametro de luminosidade, indicando um miolo mais
escuro que os paes controlos negativo e positivo. Em relagdo ao parametro a* os paes de
sorgo obtiveram valores positivos, indicando a coloragéo voltada ao vermelho. Por fim,
as formulacdes controlos ndo obtiveram diferengas significativas quando comparadas
entre si, apresentando valores negativos caracteristicos das farinhas utilizadas para a

elaboracdo dos devidos pdes. Os pdes PSG e PCP, ndo apresentaram diferencas
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significativas no parametro b*, sendo que a formulacdo PSIN apresentou maior média,
21 + 1, e a formulacdo PCN menor, 11,8 £ 0,4.

A textura dos produtos panificados € influenciada por diversas variaveis,
incluindo a qualidade das farinhas, quantidade de agUcares, gorduras, proteinas
emulsificantes, enzimas, presenca de gluten e melhoradores de farinha, assim como, a
humidade, temperatura de cozedura, volume do péo e conservacao do produto (Trappey
etal., 2015).

Para a avaliacdo da textura instrumental foi aplicado um método que simula a
mastigacdo dos dentes, onde no equipamento as amostras de pdo padronizadas, foram
comprimidas e descomprimidas duas vezes e se extraiu uma curva forca-tempo, como
obsevada na Figura 18. A analise foi realizada nas quatro amostras de pao (PSIN, PSG,
PCP e PCN), em 1 h e 24 h ap6s a elaboragdo. Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 8.

Force (g)1 2 3 4 5 6 None

10004 Za 1

900

800+

L

U T [ 1
8 10 12 14

Area 3 Elasticidad Time (sec)

-100+

Figura 18: Curva de analise de perfil de textura instrumental obtida do teste de pao.
(Autoria propria, 2023).
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Tabela 8: Propriedades fisicas instrumental dos pdes formulados (média + DP).

PSIN PSG PCP PCN
1lh 7,7+0,5° 8,8+0,72 2,3+0,5° 1,21 + 0,06¢
Dureza (N)
24 h 10,7 + 0,22 9,7+0,3" 8,53 + 0,06° 1,9 +0,2¢
o 1lh 0,86 £ 0,01¢ 0,82 + 0,04°¢ 1,3+0,4° 1,8+0,32
Elasticidade*
24 h 0,73 +£0,01¢ 0,63 + 0,04¢ 0,91 +0,01° 1,03 + 0,052
o 1h 0,48 +0,01° 0,472+0,005¢ 0,85+0,01® 0,875+ 0,003?
Coesividade*
24 h 0,319+ 0,007 0,289 +0,003¢ 0,46 + 0,03° 0,74 £ 0,012
Mastigabilidade 1lh 3,2+0,3? 3,46 +£ 0,022 2,6 +0,4° 1,9+0,1°¢
(N) 24 h 2,49 + 0,04° 1,8+0,2¢ 3,6 +0,22 1,5+0,19
o 1lh 0,217+0,006° 0,215 + 0,006¢ 0,54+0,012 0,51 +0,01°
Resiliéncia*
24 h 0,131+0,002¢ 0,116 +0,003¢ 0,22 +0,01° 0,42 + 0,012

*Termos adimensionais. Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP). Letras distintas na

mesma linha correspondem a diferencas significativas (p < 0,05).

Desta forma, foram considerados os parametros de dureza, que é definida como a
altura do pico de forga no primeiro ciclo de compressdo (primeira mordida) (BOURNE,
2002). Quanto aos resultados obtidos de dureza, todas as amostras apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05), sendo que o0s pédes de sorgo apresentaram maior
dureza entre as amostras estudadas (7,7 + 0,5 e 8,8 + 0,7 N) para as amostras de farinha
de sorgo in natura e germinado, respectivamente. Num estudo sobre a utilizacdo de
farinhas de cinco hibridos de sorgo na panificacao, os paes isentos de gluten apresentaram
valores de dureza que variaram de 5,38 + 0,45 e 18,96 = 1,92 N, posto isto, os pdes
elaborados neste trabalho apresentaram valores semelhantes (Oliveira et al., 2022). Outro
parametro estudado foi a elasticidade, que é definida como a distancia em que o0s
alimentos recuperam a sua altura durante o tempo entre o final da primeira mordida e a
segunda, ou seja, a taxa em que o alimento deformado reverte ao estado ndo deformado
(BOURNE, 2002). Neste parametro, os paes elaborados com farinha de sorgo nao
diferiram significativamente entre eles, no entanto, apresentaram menor elasticidade que
0s pées controlos positivo e negativo. A razao das areas de forca positiva sob a primeira
e segunda compressdes (A2/Al) foi definida como coesividade. Todas as amostras
apresentaram diferengas significativas (p < 0,05), sendo que o PSG apresentou
ligeiramente menor valor para esse parametro (0,472 £ 0,005) quando comparado com o
PSIN (0,48 + 0,01).
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A partir desses pardmetros (dureza, elasticidade e coesividade) foi possivel
calcular a mastigabilidade, definido como o periodo necessario para mastigar uma
amostra a uma constante aplicacdo da taxa de forca para reduzi-la a uma consisténcia
adequada para degluticdo (Bourne, 2002). Nao houve diferencas significativas entre os
pées de sorgo in natura e germinado, que apresentaram 3,2 £ 0,3 e 3,46 £ 0,02 N,
respetivamente (de notar que sdo valores superiores aos obtidos para os pées controlo
negativo e positivo). Finalmente, foi também avaliado o pardmetro de resiliéncia,
semelhante a elasticidade, o qual envolve a velocidade e a forca da recuperacdo do
alimento, no qual ndo houve diferencas significativas entre as amostras PSIN e PSG, ap6s
1 h de elaboracdo dos mesmos.

O trigo € um cereal que possui as proteinas gliadina e glutenina que junto com

agua e forca mecanica, sao capazes de formar o gluten. O gluten tem como finalidade
auxiliar na retencdo de gases formados pela fermentacdo, resultando num produto com
maior volume e com uma textura macia (Balakireva & Zamyatnin, 2016). Os pées sem
gluten, geralmente apresentam menor volume e maior firmeza do miolo pela incapacidade
de formar uma rede tridimensional capaz de reter os gases da fermentacdo (Carini et al.,
2015). Além dos pées isentos de gluten serem afetados pela exclusdo do mesmo, também
sdo afetados pela adicdo de farinhas com alto teor de fibras dietéticas totais.
Na literatura, no ambito da utilizacdo de farinhas integrais isentas de gluten e com alto
teor de fibras, observaram pdes com volume mais baixo e consequentemente com maior
firmeza do miolo, devido ao maior indice de absorcdo de dgua e a longa estrutura das
moléculas das fibras que afetam negativamente o aprisionamento dos gases da
fermentacdo (Lima et al., 2021). Visto isso, justificam-se os valores dos parametros
fisicos avaliados nos pées elaborados com as farinhas de sorgo in natura e germinado,
onde apresentaram maior dureza, mastigabilidade e resiliéncia comparado com o PCP,
que ndo apresenta glaten.

A modificacdo na textura dos produtos panificados ao longo do tempo esta
relacionada com a retrogradacao e com a sinerese, processo no qual ocorre a expulsao da
agua do interior do amido, interferindo diretamente no volume e aumentando a firmeza
do produto. Apés 24 h de armazenamento, todos os pées apresentaram um aumento na
dureza, sendo que o PCP apresentou um aumento de aproximadamente 270% maior que
0s demais paes. Os paes PSG e PSIN apresentaram um aumento de aproximadamente 10

e 39%, respetivamente, percentagem menor que o PCN, elaborado com farinha de trigo,
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que apresentou um aumento de aproximadamente 57% na dureza apos 24 h de elaboracéo.
Sendo assim, o PCP, elaborado com a mistura de de farinhas sem gliten esta mais
susceptivel a retrogradacao que os demais pées estudados. A menor dureza do PSG, pode
ser explicada pelo fato dele conter enzimas amioliticas, que auxiliam no retardamento do
fendmeno de retrogradacdo dos produtos panificados (Zhang et al., 2019).

Todos os paes apresentaram diferengas significativas para os parametros de
elasticidade, coesividade, mastigabilidade e resiliéncia apds 24 h de elaboragdo. Com o
passar do tempo de armazenamento, todas as amostras diminuiram a elasticidade,
coesividade e resiliéncia, no entanto, houve um aumento no valor de mastigabilidade para
0 PCP, ao contrario dos demais paes que diminuiram apds o tempo de armazenamento,

em destaque o PSG que foi o0 que apresentou menor valor para esse parametro.

3.2.1. Composicdo nutricional e quimica dos produtos de panificagdo desenvolvidos

Os dados relativos aos resultados obtidos sobre a composi¢éo nutricional e valor
energético das formulacdes de paes desenvolvidas encontram-se descritos na Tabela 9.
A composicao nutricional dos alimentos é de grande importancia para a aceitabilidade
pelos consumidores. A informacdo nutricional influéncia a percepgéo dos produtos a base
de cereais, pois destacando os beneficios do alimento com informacgdes claras é
fundamental para incentivar os consumidores a escolher um produto que tenha mais

beneficios para saude a médio e longo-prazo (Sajdakowska et al., 2019).

Tabela 9: Composicdo nutricional e valor energético dos paes formulados (média + DP).

PSIN PSG PCP PCN

Valor nutricional (g/100 g ps — peso seco)

Gordura toral 10,36 + 0,09° 10,64 £ 0,072 7,98 £ 0,03° 5,45 + 0.08¢
Proteina 7,52 +0,01° 7,8+0,1° 4,52 + 0,054 10,2 £ 0,28
Cinzas 2,595 £ 0,0028 2,382 +0,001° 1,95+0,01° 1,47 +0.01¢
Fibras dietéticas totais 20,8 +0,3° 21,42 £0,072 8,66 + 0,05¢ 6,8 +0,2¢
Hidrato de carbono 58,7 £ 0,2° 57,77 £ 0,01¢ 76,88 £ 0,022 76,1 +0,3°
Valor energético (kcal/100 g ps) 400 + 19 400,8 +0,2¢ 414,8 +0,3? 407,8+0,9°

Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP). ANOVA- Letras distintas na mesma linha correspondem

a diferencas significativas (p < 0,05).
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Todas as formulacbes dos pées obtiveram diferencas significativas (p < 0,05),
visto que os paes elaborados com farinha de sorgo in natura e germinado apresentaram
maior teor de gordura total, cinzas, fibras dietéticas totais e menores teores de hidrato de
carbono quando comparado com os pées controlo positivo e negativo. Em relagéo ao teor
de proteina dos pées, o valor obtido foi coerente com o teor de proteinas das farinhas
utilizadas, sendo o PCN a amostra que obteve maior teor de proteinas (10,2 £+ 0,2 g/100
). Os paes elaborados com farinhas de sorgo in natura e germinado apresentaram valores
de 7,52 £ 0,01 g/100 g e 7,8 £ 0,1 g/100 g, respetivamente, sendo estes valores superiors
a amostra PCP (elaborado com a mistura de farinhas sem gluten).

Assim como o teor de proteina, a substituicdo da mistura de farinhas sem gliten
pela farinha de sorgo in natura e germinado, aumentou o teor de gordura dos pées,
provenientes tanto da farinha quanto do azeite utilizado na elaboracdo dos mesmos. As
concentragOes de gordura nos de sorgo in natura e germinado foram de 10,36 + 0,09 e
10,64 £ 0,07 g/100 g, respectivamente.

O PSG apresentou um teor de fibras dietéticas totais mais elevado que os demais
pées elaborados (de 21,42 £+ 0,07 g/100g), que apresentaram valores de 20,8 + 0,3, 8,66
+ 0,05 e 6,8 £ 0,2 g/100g para o PSIN, PCP e controlo negativo, respetivamente. O
aumento do teor de fibras com a substituicdo da farinha de sorgo € justificado pela
utilizacdo da farinha integral de sorgo in natura e germinado, que apresenta na sua
composicdo maior teor de fibras que as demais farinhas utilizadas para a elaboracéo dos
pées controlo. Segundo o Regulamento (UE) n°® 1924/2006 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 20 de Dezembro de 2006, relativo as alega¢des nutricionais e de saude sobre
os alimentos, produtos com teor superior de 6 g de fibras por 100 g pode ser considerado
e rotulado como produto rico em fibras, neste caso, mesmo o0s paes de sorgo apresentando
maior teor, todos 0s paes podem ser considerados ricos em fibras.

Os paes controlos, por sua vez, apresentaram maiores teores de hidratos de
carbono, ao contrario do PSG que apresentou a menor quantidade (57,77 + 0,01 g/100 g)
entre todos os pées estudados. Isto pode ser explicado pelo processo de germinagéo que
degrada os granulos de amido e que vai utilizar os compostos de degradacdo como fonte
de energia para o desenvolvimento do gréo.

No que se refere ao valor energético dos pées elaborados, o PCN, elaborado com
farinha de trigo apresentou maior valor energético 414,78 + 0,28 kcal/100 g, ja os paes

de sorgo in natura e germinado apresentaram 399,77 = 1,01 kcal/100 g e 400,82 * 0,22
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kcal/100 g, respectivamente. A diferenca significativa em relagdo ao valor energético dos
pées pode ser explicada pelo teor de hidratos de carbono nos pées elaborados com farinha

de trigo e mistura de farinhas sem glaten ser mais elevado.

Relativamente a composi¢do quimica dos paes elaborados, os resultados relativos
aos acucares livres e &cidos organicos estdo descritos na Tabela 10. Todas as formulagoes
de pées apresentaram diferencas significativas em todos as variaveis estudas. Em relagéo
aos acucares, e comparando com as farinhas de sorgo, € de referir a identificacdo de
trehalose nos pées (agUcar ndo existente nas farinhas) e que pode ter sido resultante do
processamento do pdo. A amostra PCP foi o0 que apresentou maior teor de agucares livres
totais entre as formulacGes estudas. O péo elaborado com farinha de sorgo germinado
apresentou maior teor de acUcares livres que o PSIN, pondendo ser este aumento na
concentracdo de agucares devido a presenca de enzimas amioliticas que foram ativadas
durante a germinacdo do grao, que hidrolisam o granulo de amido em agucares de menor

peso molecular (Damodaran & Parkin, 2019).

Tabela 10: Composi¢do em agucares livres e acidos organicos dos paes elaborados
(média £ DP).

PSIN PSG PCP PCN
Acucares livres (g/100 g ps)
Frutose 10,86 + 0,06° 12,2 + 0,52 12,4 +0,1° 8,36 + 0,01¢
Glucose 6,01 + 0,04° 7,5+0,5% 7,5+0,2° 4,4 +0,2°
Sacarose 0,33+ 0,02° 1,42 +0,04° 49+0,1° 49+0,1°
Trealose 0,47 +0,012 0,06 + 0,01° 0,28 +0,01° 0,28 +0,01°
Total 17,66 + 0,09¢ 21 +1° 25,1 +0,22 17,9+0,3¢

Acidos organicos (g/100 g ps)

Acido oxalico vg vg vg vg
Acido quinico 2,37 £0,02° 2,50+0,03° 3,69+0,022 1,70+0,02¢
Acido shiquimico 0,89 + 0,01 nd nd nd
Acido citrico Vg 0,40 +0,01° 0,45+ 0,012 0,29 £ 0,001°¢
Acido fumarico 1,00 + 0,04 vg vg vg
Total 4,24 £ 0,012 2,92 £ 0,04° 4,13+0,01° 1,98 +0,02¢

nd — ndo detetado. vg — vestigios. ps — peso seco. Resultados expressos em média + desvio padrao (DP).

Letras distintas na mesma linha correspondem a diferencas significativas (p < 0,05).
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Em termos de &cidos organicos, o PSIN foi 0 que apresentou maior concentracdo
em 4acidos organicos (4,24 + 0,01 g/100g ps) e em termos qualitativos, aquele que foi
identificado o maior nimero de acidos organicos: oxalico, quinico, shiquimico, citrico
(em quantidades vestigiais) e fumarico, sendo o acido quinico o predominante tanto nesta
amostra quanto nas demais formulagdes estudadas. Ja os acidos fumarico e shiquimico
estiveram presentes apenas na formulacdo de farinha de sorgo in natura numa
concentracdo acima do limite de quantificacBes. O acido oxalico, um antinutriente, foi,
felizmente, quantificado sempre abaixo do limite de quantificacdo (quantidades
vestigiais). O PSG, além de apresentar o acido quinico, apresentou quantidades
significativas de acido citrico (0,40 £ 0,01 g/100 g), ficando atras apenas do PCP que
apresentou 0,45 + 0,01 ¢/100g deste acido. Varias propriedades bioativas foram
correlacionadas com a presenca destes dois acidos, citrico e quinico, entre as quais se
destacam propriedades anti-diabéticas, anti-neuroinflamatorias e antioxidantes (Jang et
al., 2017).

Na Tabela 11 encontram-se descritos os resultados relativos a composi¢cdo em
acidos gordos e tocoferois dos pées desenvolvios.

Os acidos gordos maioritéarios identificados nas formulagdes dos pées foram o
acido palmitico (C16:0), oléico (C18:1n9c) e linoléico (C18:2n6c), provenientes tanto da
farinha utilizada quanto do azeite utilizado. Os pées de sorgo in natura e germinado
apresentaram maiores teores de &cido palmitico, linoleico, a-linolénico e cis-11,14-
eicosadienoico comparados com os pées formulados com farinha de trigo e misturas de
farinha de farinhas sem glaten. Foi possivel, por isso, observar um resultado positivo com
a utilizacdo da farinha de sorgo germinado, pois apresenta maiores teores de gordura total
(10,63 £ 0,07 @/100g), dos quais a maior percentagem € de &cidos gordos
monoinsaturados (67,34 + 0,18 %). E indicado a diminuic&o da ingest&o de acidos gordos
saturados, ja que estes estdo associados ao aumento de doencas cardiovasculares,
diabetes, cancro e doencas cronicas, a0 mesmo tempo que se recomenda a sua ingestao,
uma vez que alguns deles desempenham funcGes fisiologicas relevantes, tais como a
prevencdo de doencas cardiovasculares, doencas inflamatorias cronicas, agdo anti-
inflamatdria e antitrombotica, acéo sobre o crescimento fetal e desenvolvimento neural e
participacdo em fungdes imunoduladoras (Schwingshackl et al., 2011).

Em relacdo aos tocoferois, o PCP foi 0 que apresentou maior concentracdo total
de tocoferdl (0,22 + 0,001 g/100 g), seguido do PSG que apresentou 0,9 + 0,1 g/100g. O
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a-tocoferol foi o composto maioritario entre todos os pdes formulados, apresentando em

maiores concentragdes no PCP.

Tabela 11: Composicdo em acidos gordos (percentagem relativa) e tocoferois (g/100g

ps) dos pées formulados (média + DP).

PSIN PSG PCP PCN
Acidos gordos (%, percentagem relativa)
Acido palmitico (C16:0) 13,9+0,2° 129+0,3° 1345+0,07° 13,9+0,2
Acido palmitoleico (C16:1) 0,86 +0,07¢ 0,77 £0,02® 0,878 +0,004% 0,87 +0,01°
Acido heptadecanoico (C17:0) 0,133 + 0,005¢ 0,142 + 0,001¢ 0,168 + 0,001° 0,182 + 0,004?
Acido cis-10-heptadecanoico (C17:1) 0,185+ 0,006° 0,19 +0,01° 0,233 +0,009° 0,23 +0,01?
Acido estearico (C18:0) 3,23+0,02¢ 3,41+0,02¢ 3,68+0,04° 3,561+0,001°
Acido elaidico (C18:1n9t) 0,63 +0,02° nd 0,61+0,02¢ 0,66 +0,03
Acido oleico (C18:1n9c) 62,8 £0,2° 66,1 +0,2° 705+0,1*  67,4+0,09°
Acido linoleico (C18:2n6c) 16,17 £0,03* 14,06 +0,04° 8,62+0,03¢ 11,09+ 0,03°
Acido a-linolénico (C18:3n3) 0,99+0,02¢ 0,97 +£0,01*° 0,821+ 0,004 0,928 + 0,004°
Acido araquidico (C20:0) 0,421 +0,004¢ 051+0,01° 0,49+0,028 0,48 +0,02°
Acido cis-11-gicosenoico (C20:1) 0,274 +0,003° 0,31 +0,01*® 0,304 +0,007° 0,31 +0,01?
Acido cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 0,239 + 0,004 0,28 +0,01* 0,214 +0,001¢ 0,231 + 0,005°
SFA 176+0,1° 17,2 +£0,2¢ 17,8 £0,1° 18,2 +0,18
MUFA 64,7 +0,1¢ 67,3+0,2° 72,5+0,1° 69,5+0,12
PUFA 17,62 +£0,01* 1551+0,04> 9,66+0,03¢ 12,34+ 0,05
Tocoferois (g/100 g ps)
a-Tocoferol 0,22 +0,001¢ 0,577 +0,001° 0,889 + 0,001% 0,167 + 0,003¢
B-Tocoferol nd Vg nd Vg
y-Tocoferol nd 0,292 + 0,005¢ 0,775 + 0,003% 0,372 + 0,008"
Total 0,22+0,001¢ 0,9+0,1° 1,66 +0,01* 0,61+0,01°

pS — peso seco; vg- quantiades vestigiais; nd — ndo detectado. SFA — saturated fatty acids (acidos gordos

saturados); MUFA - monounsaturated fatty acids (acidos gordos monoinsaturados); PUFA -

Polyunsaturated fatty acids (acidos gordos polinsaturados). ANOVA - Em cada linha letras diferentes

significam diferengas significativas entre espécies (p<0,05).
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3.2.3. Propriedades bioativas dos produtos de panificacio desenvolvidos

Os resultados referentes a atividade antioxidante, citotoxica, hepatotoxica,
nefrotdxica e anti-inflamatoria dos extratos hidroetanolicos dos péaes formulados estdo
descritos na Tabela 12. Em relacdo aos resultados do ensaio de TBARS, todas as
formulacGes apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), sendo que a amostra de
PSG apresentou maior capacidade de inibicdo da peroxidacéo lipidica (92 £ 4 pg/mL)
seguido pelo pao formulado com farinha de sorgo in natura (413 £ 18 pg/mL).

Em relacdo aos ensaios de OxXHILIA, todas as formulagdes apresentaram valores
de 1Csp superior ao valor de Trolox, antioxidante utilizado como controlo positivo (3,7 +
0,5 pg/mL). O PSG e o PCP néo apresentaram diferencas significativas (90 + 4 e 90 £ 2
pg/mL), respectivamente, sendo que foi o PSIN o que apresentou a melhor capacidade

anti-hemolitica, com um ICso= 67 £ 7 pg/mL.

Tabela 12: Atividade antioxidante, citotoxica, hepatotoxica, nefrotdxica e anti-

inflamatdria dos extratos hidroetandlicos dos paes formulados (média + DP).

PSIN PSG PCP PCN
Antioxidante ICso (Hg/mL) Trolox
OxHLIA At =60 67 £7°¢ 90 + 4° 90 £ 2° 193 + 32 3,7+£0,5
TBARS 413 +18° 92 £ 4° sa 498 + 82 21,8+0,2
Citotoxicidade Glso (ug/mL) Elipticina
AGS >400 >400 >400 >400 1,23+ 0,03
CaCo2 >400 >400 >400 >400 1,21+ 0,02
MCF7 >400 >400 >400 >400 1,02 £ 0,02
NCI-H460 >400 >400 >400 >400 1,01+£0,01
Hepatotoxicidade e nefrotoxicidade Glso (ug/mL) Elipticina
PLP2 >400 >400 >400 >400 1,4+0,1
VERO >400 >400 >400 >400 1,4+0,1
Atividade anti-inflamatéria I1Cso (pug/mL) Dexametasona
RAW 264,7 >400 >400 >400 >400 6,3+0,4

sa — sem atividade. Os valores de ICso correspondem a concentracdo do extrato que atinge 50% de atividade
antioxidante ou 0,5 de absorbancia na reducgao do ensaio de poténcia. Os resultados de citotoxicidade, hepatotoxidade
e nefrotoxicidade foram expressos em valores de Glso: correspondendo a concentracdo de amostra necessaria para
realizar a inibigdo do crescimento em 50% sob células tumorais humanas ou em cultura primaria de células de figado
de porco (PLP2) e rim de macaco (VERO).
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Num estudo efetuado por Gallo et al. (2021), no qual desenvolveram pées com
farinhas de diferentes gendtipos de sorgo in natura, demonstraram que pdo de sorgo
integral apresentou uma maior atividade antioxidante do que as outras amostras (ensaio
ORAC: 45,49 umol TE/g), nomeadamente nos genotipos de sorgo castanho e vermelho,

onde ha maior concentracdo de compostos fenolicos.
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4. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A germinacdo € um processo bioguimico muito complexo, sendo uma forma
natural, simples e econémica de melhorar a qualidade nutricional dos grdos. Com isto em
mente, o presente trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da germinacdo nas
propriedades tecnoldgicas, nutricionais, quimicas e bioativas na farinha de sorgo.

Relativamente as caracteristicas fisicas das farinhas, observou-se que a
germinacdo teve um impacto significativo, nomeadamente numa menor granulometria,
coloracdo mais clara (farinhas com tendéncia para o amarelo), maior firmeza dos géis
(retrogradagdo e sinérese foram mais evidentes num menor periodo de tempo e
temperatura de germinacdo), aumento da solubilidade e capacidade de absorcao de dleo
e diminuicdo do poder de dilatacao.

Para a caracterizagdo nutricional das farinhas de gréos de sorgo in natura e
germinado efetuou-se a determinacdo da humidade, proteina bruta, gordura total, fibras
dietéticas totais, cinzas, hidratos de carbono e valor energético. A farinha de sorgo in
natura e germinado ndo apresentaram diferencas significava no teor de hidratos de
carbono. No entanto, a germinacdo afetou significativamente 0s restantes
macronutrientes, tendo sido observada uma maior percentagem de humidade no sorgo
germinado, assim como maiores teores de cinzas e proteinas. Por outro lado, observou-se
um decresimo nos teores de gordura e fibras dietéticas, que podem ter sido consumidas
durante o processo de germinacdo. O valor energético das farinhas de sorgo germinado
também diminiu, o que pode dever-se a quebra dos hidratos de carbono como fonte de
energia para o processo de germinacdo, a semelhanca dos teores de gorduras e fibras.

O processo germinativo do grdo de sorgo também modificou as suas
caracteristicas quimicas. Com a ativacdo de algumas enzimas, verificou-se a degradacéo
do amido em moléculas de menor peso molecular, sendo possivel observar este fendmeno
na micrografia eletronica dos granulos de amido in natura e germinado, o que levou ao
aumento do teor de agUcares livres no sorgo germinado (1,49 + 0,04 g/100g), quando
comparado com o sorgo in natura (0,82 + 0,04 g/1009).

Para além do aumento da concentracdo de acucares livres, também foi possivel
observar no sorgo germinado um aumento no teor de acidos organicos, principalmente
acido mélico (1,49 + 0,01 g/100g ps), e na concentracdo de 4cidos gordos polinsaturados

(quase 7 vezes superior), sobretudo devido a presenca de acido linoleico (C18:2n6c,
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41,907 + 0,037%). O efeito contrério foi verificado em relacéo aos tocoferdis e compostos
fendlicos, onde a germinagdo diminuiu precisamente a concentracdo deste tipo de
composto.

Finalmente, em relacdo as propriedades bioativas das farinhas desenvolvidas, foi
novamente com a farinha de gréo de sorgo germinado que se obtiveram 0s melhores
resultados para a capacidade de inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS, ICs0 = 1,9 +
oxidativa em eritrocitos. Relativamente a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, as farinhas
de sorgo in natura e germinado ndo apresentaram atividade até a concentracdo maxima
testada (400 ug/mL), 0 que revela a ndo toxicidade das farinhas estudadas, podendo estas,

em teoria, ser usadas para consumo alimentar.

Tendo em vista uma possivel aplicacdo industrial, foram desenvolvidos paes
isentos de gluten com substituicdo a 100% da farinha de trigo pela farinha de sorgo in
natura e germinado. Estes produtos foram comparados com produtos desenvolvidos com
100% de farinha de trigo e com uma mistura de farinhas sem gluten.

Os produtos de panificacdo desenvolvidos com farinha de sorgo in natura e
germinado, revelaram uma cloragcdo mais escura, maior dureza do miolo e menor volume
especifico, resultados caracteristicos de produtos elaborados com farinhas integrais e sem
gluten. O pdo de farinha de sorgo germinado foi que apresentou um menor aumento na
dureza ap6s 24 h de armazenamento.

A utilizacdo da farinha de sorgo germinado originou pdes com alto teor de
gordura, maioritariamente acidos gordos insaturados e maior teor de fibras dietéticas
totais, além de apresentar menor teor de hidratos de carbono e valor energético, quando
comparados com as formulagdes controlo.

Em relacdo a composi¢cdo quimica dos pées, o pdo de sorgo in natura foi o que
apresentou maior concentracdo de acidos organicos. No entanto, o pdo de sorgo
germinado, para além de apresentar o 4&cido quinico, apresentou quantidades
significativas de acido citrico (0,40 £ 0,01 g/100g). Em relacdo aos tocoferois, o pao
controlo positivo foi 0 que apresentou maior concentracdo total de tocoferois (0,22 +
0,001 g/100 g), seguido do pao de sorgo germinado (0,9 + 0,1 g/100g). De referir que o

a-tocoferol foi 0 isomero mais abundante em todos os pées desenvolvidos.
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Finalmente, em termos de funcionalidade dos pées desenvolvidos, o pao de sorgo
germinado revelou maior capacidade de inibicdo da peroxidagdo lipidica (92 £ 4 pug/mL),
seguinda do péo de sorgo in natura (413 + 18 pg/mL). Tal como as farinhas de sorgo, as
amostras de pdo nao revelaram citotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, nem

capacidade anti-inflamatdria a méxima concentragéo estudada (>400 pg/mL).

Em suma, este trabalho visou sublinhar a importancia do consumo de plantas
alimentares ndo convencionais, como uma alternativa viavel e segura as farinhas com
glaten, apresentando ainda potencial nutricional, quimico e bioativo. A farinha de
Sorghum bicolor (L.) Moench ganha, assim, destaque para o desenvolvimento de novos
produtos de panificacdo, sobretudo ap6s germinacdo, que € um método alternativo
eficiente e de baixo custo para modificagdo do amido, com melhor perfil nutricional,
quimico e bioativo, mas especialmente com propriedades tecnoldgicas aprimoradas sem

recorrer a modificagcBes quimicas ou engenharia genética.

Como perspectivas futuras deste trabalho, seria importante o estudo da(s):

e Determinacdo do pH nos produtos desenvolvidos, pois é um fator de grande
importancia na limitacdo da capacidade de desenvolvimento de microrganismos
no alimento e que contribui para definir procedimentos tecnoldgicos com vista a
conservacao;

e Determinacdo da acidez, pois representa o estado de conservacdo das farinhas,
ndo somente no aspecto econdmico, através de perdas devido a diminui¢do do
tempo de prateleira, mas também pela reducdo da aceitabilidade desses produtos
pelos consumidores através de mudancas de cor e sabor, envolvendo tanto
aspectos quimicos como microbioldgicos;

e Andlise microbioldgica das farinhas de sorgo germinado e in natura e do produto
elaborado, assim como das suas condi¢des de armazenamento;

e Analise sensorial dos produtos elaborados (estudo em curso);

e Digestibilidade in vitro, para avaliar a qualidade da proteina e do amido no
processo digestivo;

e Atividade antidiabética in vitro, das farinhas e das formulacgdes (estudo em curso).
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