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RESUMO

PINHEIRO, Soraia Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2017. Efeito de diferentes processamentos na estabilidade de vitaminas,
carotenoides e flavonoides em sorgo (Sorghum bicolor L.). Orientadora:
Helena Maria Pinheiro Sant’‘Ana. Coorientadores: Ceres Mattos Della Lucia,
Leandro de Morais Cardoso e Carlos Wanderlei Piler de Carvalho.

O sorgo (Sorghum bicolor L.) € um cereal utilizado para a alimentagdo humana
em paises da Africa, Asia e América Central, mas ainda pouco consumido no
Brasil e em outros paises do Ocidente. Este cereal possui elevado valor
nutricional e potencial funcional, os quais podem ser alterados durante o
processamento dos graos. No entanto, ainda sao escassos na literatura dados
sobre os efeitos dos principais tipos de processamento na concentragcdo de
vitaminas e compostos bioativos de sorgo. Neste contexto, a presente pesquisa
teve como objetivo avaliar a estabilidade de vitaminas, carotenoides e
flavonoides em graos de sorgo desenvolvidos para a alimentacédo humana, na
forma in natura e processada. No genodtipo BRS 330, foi avaliado o efeito do
processamento (diferentes condicbes de extrusdo industrial, maceracao,
germinacgao, estalamento em pipoqueira convencional, estalamento em micro-
ondas e cocgdo em agua) na concentragdo de vitaminas do complexo B
(tiamina, riboflavina e piridoxina), vitamina E (a, B, y e ©-tocoferdis e
tocotriendis), carotenoides (luteina e zeaxantina) e flavonoides (3-
desoxiantocianidinas-3 DXAs, flavonas e flavanonas). Os compostos foram
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo as
vitaminas do complexo B e vitamina E detectadas por fluorescéncia e os
carotenoides e flavonoides utilizando Detecg¢édo por Arranjo de Diodos (DAD). A
maceracgao e a germinacgao reduziram as concentragdes de tiamina e piridoxina
(retencao de 3,8 a 50,2%, respectivamente). A concentragao de riboflavina néo
foi afetada pela maceracdo e aumentou com a germinagdo (p<0,05). A
concentragéo de vitamina E total n&o foi influenciada pela maceragao (p>0,05),
sendo que a germinagao reduziu a concentracdo total deste composto
(p<0,05). A concentragdao de carotenoides nao foi afetada pela maceragéao e
germinagado, quando comparada ao controle (p>0,05). As 3-DXAs foram
sensiveis a maceragdo e germinagao (retencédo entre 69,7 e 70,0%,

respectivamente). A concentracdo de flavonas nao foi influenciada pela
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maceracgao (p>0,05) e reduziu com a germinacao (p<0,05). A concentragcao de
flavanonas aumentou nos grdos macerados e reduziu nos grédos germinados
(p<0,05). Ambos os estalamentos e a cocgdo em agua reduziram as
concentragcbes de tiamina quando comparados ao controle (p<0,05) e néo
influenciaram as de riboflavina. O estalamento em micro-ondas néo afetou a
concentracéo de piridoxina (p>0,05), sendo que o estalamento em pipoqueira e
a cocgdo em agua reduziram as concentragcdes desta vitamina (p<0,05). O
estalamento em pipoqueira ndo afetou a concentragdo total da vitamina E
(p>0,05). De forma geral, os perfis de vitamina E apds os estalamentos dos
graos foram similares entre si, com excegédo do a-tocoferol e do y-tocotrienol
(suas concentragdes nao foram influenciadas apos estalamento em micro-
ondas, mas reduziram apos o estalamento em pipoqueira e cocgdo em agua).
A coccgao dos graos em agua nao afetou a concentragao total de vitamina E e
seu perfil foi similar ao apresentado apos o estalamento dos grédos em
pipoqueira. Ambos os estalamentos e cocg¢ao apresentaram comportamento
similar, uma vez que reduziram as concentragdes das somas de carotenoides,
bem como as de zeaxantina e nao influenciaram as de luteina. Para as 3-
DXAs, os estalamentos e a cocgao apresentaram efeitos similares, com
retengcdes que variaram entre 0,04 a 22,4% em relacdo as concentracdes
iniciais. Os estalamentos resultaram em retencdes de apenas 1,4 a 13,7%, ao
mesmo tempo em que reduziram muito a concentracdo de flavanonas
(retengdo de 2,7 a 17,7%). Em relagdo a extrusdo dos grdos de sorgo, os
pontos centrais de temperatura e rotacbes do parafuso nao influenciaram as
concentracdes de tiamina e piridoxina. As diferentes temperaturas e rotacbes
do parafuso nao influenciaram as concentragcdes de luteina, zeaxantina e o
total de carotenoides. As maiores temperaturas e rotages (161 a 182 °C; 292
a 348 rpm) aumentaram a concentragao de a-tocoferol. Menores temperaturas
(entre 98 a 119 °C) e maiores rotagbes do parafuso (entre 292 e 348 rpm)
aumentaram a concentracdo de B-tocotrienol. Os valores médios de rotagdes
do parafuso (entre 178 e 292 rpm) e baixos valores de temperatura (entre 98 e
119 °C) aumentaram a concentrag&o de d-tocotrienol. O total de 3 DXAs néo foi
influenciado pelas temperaturas e rotagdes utilizadas na extrusdo, mas as
concentracbes de apigeninidina e 7-metoxi-apigeninidina aumentaram em
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condicbes de alta temperatura e baixa rotacdo do parafuso. As temperaturas e
rotagcdes nao influenciaram as concentragdes de flavonas e flavanonas totais,
mas as de eriodictiol aumentaram com valores altos de rotagdes do parafuso.
Nossos resultados indicam que as temperaturas e rotagbes do parafuso
apresentaram comportamentos diferentes frente a cada classe de compostos,
sendo que maiores valores de rotagdes e menores valores de temperatura
ocasionaram menores perdas de vitaminas, carotenoides e flavonoides. Em
conclusao, recomenda-se a ingestdo do sorgo especialmente nas formas
macerada e cozida em agua, bem como em condigbes de extrusdo que
incluam altos valores de rotagcdo do parafuso e menores valores de

temperatura.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Soraia Silva, M.Sc.,Federal University of Vigcosa, February, 2017.
Effect of different processing on the stability of vitamins, carotenoids and
flavonoids in sorghum (Sorghum bicolor L.). Advisor: Helena Maria Pinheiro
Sant’Ana. Coadvisors: Ceres Mattos Della Lucia, Leandro de Morais Cardoso
and Carlos Wanderlei Piler de Carvalho.

Sorghum (Sorghum bicolor L.) is a cereal used for human feeding in countries
of Africa, Asia and Central America, but still little consumed in Brazil and other
countries of the West. This cereal presents high nutritional value and functional
potential, which can be modified during the grain processing. However, data on
the effects of the main processing methods on the concentration of vitamins and
bioactive compounds in sorghum are still scarce in the literature. In this context,
the present study aimed to evaluate the stability of vitamins, carotenoids and
flavonoids in sorghum grains developed for human feeding, in natura and in its
processed form. In the BRS 330 genotype, it was evaluated the effect of
processing (different conditions of industrial extrusion, soaking, germination,
popping in a conventional popper, popping in microwave oven and water
cooking) in the concentration of B complex vitamins (thiamine, riboflavin and
pyridoxine), vitamin E (a, B, y and &-tocopherols and tocotrienols), carotenoids
(lutein and zeaxanthin) and flavonoids (3-desoxyanthrocyanidins-3 DXAs,
flavones and flavanones). The compounds were analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), the B complex vitamins and vitamin E were
detected by fluorescence and carotenoids and flavonoids by Diode Array
Detection (DAD). Soaking and germination decreased the concentrations of
thiamine and pyridoxine (retention of 3.8 to 50.2%, respectively). Riboflavin
concentration was not affected by soaking and increased with germination (p
<0.05). The total vitamin E concentration was not influenced by soaking (p>
0.05), and germination reduced the total concentration of this compound (p
<0.05). The concentration of carotenoids was not affected by soaking and
germination, when compared to the control (p> 0.05). The 3-DXAs were
sensitive to soaking and germination (retention between 69.7 and 70.0%,
respectively). The concentration of flavones was not influenced by soaking
(p>0.05) and decreased with germination (p<0.05). The concentration of

flavanones increased in the soaked grains and reduced in the germinated
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grains (p <0.05). Both popping conditions and water cooking decreased
thiamine concentrations when compared to the control (p <0.05) and did not
influence riboflavin concentrations. Popping in microwave oven did not affect
the concentration of pyridoxine (p>0.05), and popping in a conventional popper
and water cooking reduced the concentrations of this vitamin (p<0.05). Popping
in a conventional popper did not affect the total concentration of vitamin E (p>
0.05). In general, the vitamin E profiles after the grain poppings were similar to
each other, with the exception of a-tocopherol and y-tocotrienol (their
concentrations were not influenced after popping in microwave oven, but
decreased after popping in a conventional popper and water cooking). The
water cooking of the grains did not affect the total concentration of vitamin E
and its profile was similar to the one presented after the popping in a
conventional popper. Both popping conditions and water cooking presented a
similar behavior, since they reduced the concentrations of the sum of
carotenoids, as well as of zeaxanthin and did not influence those of lutein. For
3-DXAs, the popping conditions and water cooking presented similar behaviour,
with retentions that ranged from 0.04 to 22.4% over the initial concentrations.
The popping conditions resulted in retentions of only 1.4 to 13.7%, while greatly
reduced the concentration of flavanones (retention of 2.7 to 17.7%). Regarding
the extrusion of sorghum grains, the central temperature points and screw
rotations did not influence thiamine and pyridoxine concentrations. The different
temperatures and screw rotations did not influence the concentrations of lutein,
zeaxanthin and total carotenoids. Higher temperatures and rotations (between
161 and 182 °C and between 292 and 348 rpm) increased the a-tocopherol
concentration. Lower temperatures (between 98 and 119 °C) and higher screw
rotations (between 292 and 348 rpm) increased B-tocotrienol concentration.
Average values of screw rotations (between 178 and 292 rpm) and low
temperatures (between 98 and 119 °C) increased the &-tocotrienol
concentration. The total of 3 DXAs was not influenced by the temperatures and
rotations used in the extrusion, but the concentrations of apigeninidine and 7-
methoxy-apigeninidine increased under conditions of high temperature and low
screw rotation. Temperatures and rotations did not influence the concentrations
of flavones and total flavanones, but the concentration of eriodictiol increased
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with higher values of screw rotations. Our results indicate that the temperatures
and rotations presented different behaviors in relation to each class of
compounds, and higher values of screw rotations and lower temperatures
resulted in lower losses of vitamins, carotenoids and flavonoids. In conclusion, it
is recommended the intake of sorghum especially in its soaked form and
cooked in water, as well as in extrusion conditions that include high values of

screw rotation and lower temperatures.
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1 INTRODUGAO GERAL

O interesse pelo sorgo na alimentagdo humana tem aumentado em diversos
paises do mundo, incluindo nos Estados Unidos e no Brasil, devido as suas
vantagens agrondémicas (tolerancia a seca, alto rendimento e baixo custo de
producdo, entre outras) e seu potencial para beneficiar a saude humana
(propriedades anticancer, anti-inflamatoria, antidiabetes, antirradical, reducao
do risco para doengas cardiovasculares e modulagdo da microbiota intestinal)
(AWIKA e ROONEY, 2004; CARDOSO et al.,, 2015). Estes beneficios
funcionais tém sido verificados in vitro e em animais, e atribuidos
principalmente aos seus compostos fendlicos e perfil antioxidante, incluindo as
3-desoxiantocianidinas (3-DXAs) (CARDOSO et al., 2015). Além disso, o sorgo
possui carotenoides, é fonte de vitamina E e, como todos os cereais, € rico em
vitaminas do complexo B, principalmente tiamina, riboflavina e piridoxina. Estas
vitaminas, que estdo presentes em elevadas concentragbes no sorgo,
contribuem para a sua elevada capacidade antioxidante frente a outros cereais
(CARDOSO et al., 2015).

No entanto, antes do consumo, o sorgo necessita ser submetido a
processamentos, os quais podem modificar seu perfil antioxidante, incluindo os
compostos fendlicos, carotenoides e vitaminas presentes no gréo (CARDOSO
et al.,, 2014; AFIFY et al., 2012; ABDELSEED et al.,, 2011; OCHANDA et al.,
2010; DLAMINI et al., 2007; DICKO et al., 2005). Além disso, os estresses
bidticos e abidticos podem afetar a acumulagéo destes compostos no grao de
sorgo (TALEON et al., 2012).

Varios sao os estudos (LESTIENNE et al.,, 2004; AFIFY et al.,, 2011;
TAYLOR et al.,, 2011; AFIFY et al.,, 2012) que retratam o impacto dos
processamentos mais utilizados sobre o valor nutricional do sorgo em paises
da Africa e Asia, como a maceracdo, germinacdo, fermentagdo, extrusdo
industrial, estalamento e cocg¢ao. No entanto, estes estudos analisaram apenas
variaveis como a composi¢do de macronutrientes (AFIFY et al.,, 2012),
digestibilidade de proteinas (TAYLOR et al., 2011; AFIFY et al., 2012), fatores
antinutricionais (TAYLOR et al., 2011; AFIFY et al., 2011) e concentragdo de

minerais no sorgo (LESTIENNE et al., 2004). Assim, o conhecimento sobre o
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impacto destes processamentos na concentragédo de vitaminas (principalmente
do complexo B), carotenoides e compostos fendlicos, incluindo os flavonoides,
€ incipiente.

A maceragao consiste na manutencédo do grao de cereal em condi¢des
controladas (temperatura e umidade), com o objetivo de promover o
desenvolvimento de enzimas hidroliticas que nao estdo ativas no grao in
natura. Essas enzimas sao importantes para o processo de fabricagdo de
malte, por exemplo. A germinagao consiste no crescimento externo das partes
de gémula e radicula do grao até que enzimas apropriadas sejam produzidas
em quantidades adequadas, também para a producdo de malte (PALMER,
1989; THONART, 2013).

O estalamento leva a explosdo dos graos submetidos ao calor, que
proporciona a ruptura da parede celular do endosperma, melhorando a
disponibilidade do amido e de outros compostos presentes no endosperma
(CORREIA et al., 2008). O processo de cocgao de graos, principalmente de
sorgo, € muito utilizado para produgdo de mingaus e de outros pratos tipicos,
como o Ting (mingau duro) (DUODU et al., 2001; TAYLOR e TAYLOR, 2002).

A extrusdo constitui um processamento que se destaca frente aos demais
devido ao fato de ser um dos poucos que podem ser aplicados a nivel
industrial. Varias sdo as condi¢cbes de extrusao relatadas na literatura, com
variagdes de temperatura do aquecedor e velocidade de rotagdo do parafuso
da extrusora. Entretanto, ndo se sabe qual seria a condicao ideal de extrusao,
ou seja, qual temperatura e qual rotagcdo devem ser utilizadas com a finalidade
de ocasionar menores perdas de vitaminas, carotenoides e outros compostos
bioativos. Com isso, torna-se necessaria a realizagdo de novos estudos que
abordem os efeitos dos processamentos mais comuns para sorgo no seu perfil
de compostos bioativos, bem como a indicacdo de um tipo de extruséo
industrial que ocasione maiores percentuais de retencao de seus nutrientes e
compostos bioativos.

Diante do exposto, a presente pesquisa visou avaliar a concentragao e
estabilidade de vitaminas do complexo B, vitamina E, carotenoides e
flavonoides em grdos de sorgo submetidos aos seguintes tratamentos:
maceragdo, germinagdo, estalamento em micro-ondas e em pipoqueira
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convencional, cocgdo em agua e extrusdo industrial. Objetivou-se ainda,
sugerir a priorizagdo de métodos de processamento que resultem em maiores
retengdes dos compostos analisados e utilizar diferentes condigdes de extrusao
industrial com a finalidade de sugerir uma condi¢cdo ideal, que ocasione

menores perdas de compostos bioativos no sorgo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
21 O Sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L.) € um cereal pertencente a familia Poaceae
(U.S. Grains Council, 2004). Constitui o quinto cereal mais produzido no
mundo, sendo antecedido pelo trigo, arroz, milho e cevada. Em paises da
Africa, Asia e América Central, o sorgo constitui um produto basico da
alimentagdo humana, sendo comumente utilizado na produgdo de mingaus,
bebidas alcodlicas, bolos e tortilhas (;ELKHALIFA et al., 2005; FAO, 2007;
AFIFY et al., 2011). Em paises como Estados Unidos, Australia e Brasil, este
cereal é utilizado majoritariamente para a produgcédo de forragem destinada a
alimentagdo animal, producdo de alcool e outros produtos industrializados
(AWIKA e ROONEY, 2004; FAO, 2007).

Além disso, o sorgo € um dos cereais mais resistentes a seca, a qual
esta entre os principais estresses abidticos na agricultura moderna
(JEDMOWSKI et al., 2013). Portanto, o cultivo deste cereal pode ser adequado
em regides aridas e semiaridas do planeta (TARI et al.,, 2013), como, por
exemplo, o Nordeste brasileiro.

O grao de sorgo ¢é dividido em trés estruturas anatdmicas: o pericarpo,
camada exterior do gréo; o endosperma, camada de armazenamento do grao;
e o0 gérmen, também chamado de embrido. Todas as variedades de sorgo
também apresentam uma quarta estrutura denominada testa, podendo esta ser
ou nao pigmentada. Normalmente, as vitaminas do complexo B, lipidios,
minerais e vitaminas lipossoluveis estdo presentes no gérmen do sorgo. No
endosperma, séo encontradas algumas vitaminas do complexo B, minerais,

proteinas e amido. No pericarpo e na testa, estdo presentes os taninos, acidos
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fendlicos, 3-DXAs e carotenoides (Food Security Department,1999; WANISKA
e ROONEY, 2000; EARP, et al., 2004; SLAVIN, 2004; CARDOSO et al., 2015).
Considerando a presenca de testa pigmentada e o poder de extracdo
dos taninos, os graos de sorgo podem ser classificados como tipo |
(apresentam testa pigmentada e ndo possuem taninos), tipo Il (possuem testa
pigmentada e taninos extraiveis somente em meio metandlico acidificado) e
tipo Il (possuem testa pigmentada e taninos extraiveis em meio metandlico
acidificado ou nao acidificado) (EARP et al., 2004; CARDOSO et al, 2015).

2.2 Valor Nutricional e Funcional do Sorgo

O sorgo possui composi¢gdo quimica e valor nutricional semelhante a de
outros cereais, como o milho e o trigo. Cem gramas de sorgo fornecem de
296,1 a 356,0 Kcal (MARTINO et al., 2012; USDA, 2015). O grao de sorgo &
composto, principalmente, por amido (50,0 a 72,59/100g), o qual, de forma
geral, é classificado como lentamente digerivel (BOUDRIES et al., 2009;
UDACHAN et al., 2012; HILL et al., 2012).

A concentragao de fibras alimentares no grao de sorgo pode variar de
6,0 a 15,0 g/100g. Dentre elas, as mais comuns presentes no sorgo sao os
hemicelulose e as pentosanas (HATFIELD et al., 1999; JOOD et al., 2012). A
maioria das fibras alimentares do sorgo (75%) é composta por fibras insoluveis,
enquanto que o restante por fibras soluveis (MORAES, 2011; USDA, 2015).

A concentragao de proteinas do sorgo pode variar de 7,0 a 15,0 g/100g.
Cerca de 79% das proteinas do endosperma do grdo sdo prolaminas e o
restante (21%) classificadas como nao prolaminas (DICKO et al., 2005;
BELTON et al., 2006; MORAES, 2011). As proteinas do sorgo possuem baixa
digestibilidade e ndo possuem gluten em sua composi¢gdo. Dessa forma, o
sorgo constitui uma alternativa de consumo para individuos celiacos.

O sorgo apresenta baixa concentragao de lipidios (inferior a 3,0 g/100g),
0s quais se destacam devido a elevada proporcdo de acidos graxos
insaturados, principalmente, os acidos oleico, linoleico, palmitico, linolénico,
estearico e palmitoleico (MEHMOOD et al., 2008). Além disso, o sorgo € uma
boa fonte de vitaminas lipossoluveis (pré-vitamina A, D, E e K) e de vitaminas
do complexo B, principalmente, piridoxina, tiamina e riboflavina (DICKO et al.,
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2006). De acordo com as recomendagdes dietéticas diarias (DRIs), a ingestao
de 100 g de sorgo pode fornecer até 34%, 30% e 7% das recomendagdes
diarias para piridoxina, tiamina e riboflavina, respectivamente.

O sorgo se destaca perante aos demais cereais devido a sua elevada
atividade antioxidante. Esta atividade antioxidante pode ser atribuida
principalmente aos seus compostos fendlicos (taninos e antocianinas),
vitaminas, especialmente, a vitamina E, carotenoides e outros compostos
antioxidantes presentes no grao (AWIKA e ROONEY, 2004; DYKES e
ROONEY, 2009; MORAES, 2011; CARDOSO et al, 2015). Além disso,
estudos revelam uma correlagao direta entre a sua atividade antioxidante e o
seu potencial para beneficiar a saude humana (propriedades anticancer, anti-
inflamatdria, antidiabetes, antirradical, reducdo do risco para doencas
cardiovasculares e modulagdo da microbiota intestinal) (AWIKA e ROONEY,
2004; CARDOSO et al., 2015).

Além disso, 0 sorgo se destaca perante aos demais cereais, devido a
presenca de outros compostos bioativos presentes no grao, tais como minerais
(potassio e zinco), outros compostos fendlicos (3-DXAs, taninos, antocianinas,
flavonas e flavanonas), estilbenos (trans-resveratrol e outros), fitoesterois

(sitosterol, campesterol e stigmasterol) e policosandis (CARDOSO et al., 2015).
2.3 Métodos de Processamento do Sorgo para Alimentagao Humana

O sorgo pode ser utilizado na alimentagdo humana na forma de gréo ou
farinha. No entanto, antes de ser consumido, 0 sorgo necessita ser processado
e, ou submetido a diferentes técnicas de cocgao e, ou preparo. Devido a sua
semelhanga com outros cereais, as técnicas utilizadas para o processamento
do milho e do trigo também podem ser aplicadas para obtengdo de produtos
alimenticios a base de sorgo (SCHOBER et al., 2005; DICKO et al., 2006;
CIACCI et al.,, 2007). Desta maneira, a partir do sorgo, podem ser
desenvolvidos produtos de panificagcdo sem gluten, cereais matinais, barras de
cereais, bolos, pipoca, cerveja, mingaus, entre outros (U.S. Grains Council,
2004).

Em paises da Africa e da Asia, o sorgo é utilizado na alimentacéo

humana e animal. Nestes paises, o sorgo constitui um alimento basico da
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alimentagdo humana, sendo utilizado para o preparo de alimentos regionais,
com destaque para chips, cookies, cervejas alcoolicas e nao alcodlicas,
cuscuz, mingau duro, tortilhas e mingau fino (ANGLANI, 1998; MENDEZ-
ALBORES et al., 2009;). Apesar de ser pouco utilizado na alimentagdo humana
em paises ocidentais, tais como o Brasil, o interesse pelo uso do sorgo com
este objetivo tem aumentado devido as suas vantagens agronémicas, o seu
valor nutricional e funcional, e o seu potencial para beneficiar a saude humana
(AWIKA e ROONEY, 2004; CARDOSO et al., 2015).

De forma geral, o processamento possui como objetivo tornar o alimento
viavel para o consumo humano, de forma a satisfazer as necessidades dos
consumidores (BAPTISTA e VENANCIO, 2003). Estes processos podem
provocar alteragdes desejaveis e indesejaveis no alimento. Entre as alteragdes
desejaveis, pode-se citar a redugdo da concentracdo de compostos
antinutricionais, melhoria da qualidade nutricional por meio do aumento da
biodisponibilidade de nutrientes e de compostos bioativos, e 0 aumento da vida
de prateleira dos produtos. Entre as alteragbes indesejaveis, destacam-se as
perdas de vitaminas e de outros compostos bioativos, resultando na diminuigao
da qualidade nutricional dos alimentos. Além disso, o perfil de antioxidantes do
sorgo também pode ser modificado durante o processamento do gréo
(DLAMINI et al., 2007; CARDOSO et al., 2014).

Diante do grande consumo deste cereal em paises da Africa e Asia, a
maioria dos estudos presentes na literatura aborda o efeito de processamentos
como a maceragao, fermentagdo e germinagdo na concentragdo e
biodisponibilidade de alguns componentes, como proteinas, minerais, fitatos,
taninos, flavonoides, fibra alimentar, acidos fendlicos e algumas vitaminas
(ELKHALIFA et al.,, 2005; LESTIENNE et al.,, 2005; AFIFY et al., 2011;
RAHMAN E OSMAN, 2011; JOOD et al.,, 2012; AFIFY et al.,, 2012). Em
contrapartida, ndo ha estudos que avaliaram o impacto destes
processamentos, principalmente na concentragao de vitaminas do complexo B,
carotenoides e outros compostos bioativos, utilizando-se da técnica
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Entre as lacunas identificadas na literatura, destacam-se a falta de
estudos que abordem o impacto dos processamentos convencionais do sorgo
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na concentracido de seus principais nutrientes e compostos bioativos. Dentre
estes processamentos, a extrusao industrial tem se tornado o método mais
utilizado na industria de alimentos (RIAZ et al., 2009; TIWARI e CUMMINS,
2009; BRENNAN et al., 2011). O estalamento do grao de sorgo, seja em
pipoqueira convencional ou em micro-ondas € muito comum, mas existem
poucos estudos que avaliaram o impacto deste processamento nas
caracteristicas quimicas deste cereal. Entretanto, ainda €& incipiente o
conhecimento das alteragdes provocadas tanto pela extrusao industrial quanto

pelo estalamento, principalmente na concentragao de vitaminas do complexo B.
2.3.1 Extrusao Industrial

A extrusao € um processamento continuo de cocgédo de alimentos, com
elevada produtividade e com alegacao de retengao de nutrientes, devido a sua
alta temperatura e curto tempo necessario (GUY, 2001; SINGH et al., 2007).
No entanto, segundo Cardoso et al. (2015), a extrusdo industrial provocou
perdas nas concentracbes de tococromanois, carotenoides, flavonas,
flavanonas, 3-DXAs, proantocianidinas e compostos fendlicos em graos de
sorgo. Este processamento permite que diferentes matrizes alimentares
umedecidas, expansivas, amilaceas ou fontes de proteinas sejam plastificadas
e cozidas em um tubo por uma combinacdo de umidade, pressao, temperatura
e cisalhamento mecéanico.

A extrusao promove transformagdes moleculares e reagdes quimicas
que aumentam a palatabilidade dos alimentos (HAUCK e HUBER, 1989;
CASTELLS et al, 2005; SINGH et al., 2007). Durante a extrusao, as ligagdes
covalentes de biopolimeros sdo quebradas e a estrutura destes compostos €
modificada, o que facilita e altera as propriedades funcionais e a textura dos
alimentos (ASP e BJORCK, 1989; CARVALHO e MITCHELL, 2000; SINGH et
al., 2007). Além disso, o processo de extrusao desnatura enzimas indesejaveis,
inativa alguns fatores antinutricionais, inibe a atividade microbiolégica do
produto extrusado e mantém a cor e sabor dos alimentos (FELLOWS, 2000;
BHANDARI et al, 2001; SINGH et al., 2007).

O processo de extrusao é cada vez mais utilizado para tornar possivel a
utilizagcao de ingredientes como o sorgo em barras de cereais, cereais matinais
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e salgadinhos tipo snacks, por exemplo (ATHAR et al., 2006). Durante o
processo de extrusdao podem ser utilizados diferentes tipos de extrusoras
industriais, niveis de umidade, velocidade de rotacdo do parafuso, temperatura
do aquecedor. Dessa forma, os efeitos da extrusdo sob os aspectos
tecnolégicos e nutricionais de um alimento podem ser diferentes (SVIHUS et
al., 2005; KIM et al., 2006; STOJCESKA et al., 2009).

2.3.2 Maceragao

A maceragao consiste na manutencéo do grao de cereal em condi¢des
de ar e umidade controladas, com o objetivo de promover o desenvolvimento
de enzimas hidroliticas que nao estdo presentes no grado in natura. Este
processo pode anteceder a germinagao e, ou fermentagdo, além de poder
limitar o crescimento de mudas ou brotos do cereal (THONART, 2013).

Na maioria das vezes, a maceragao constitui um pré-tratamento, ou seja,
a primeira etapa para os processos de germinagdo e fermentacdo. Como
exemplo, destaca-se a aplicagdo deste processamento como uma importante
etapa prévia para a producao de cervejas (THONART, 2013).

Durante a producdo da cerveja, a imersdo em agua promove a
modificagdo do endosperma do grdo de sorgo, com producdo do malte na
qualidade desejada (THONART, 2013). Os graos maltados, ou seja, aqueles
obtidos apos processo de fabricacdo do malte, também sao utilizados para a
producdo de alimentos tais como pratos tradicionais oriundos de paises da
Africa (ELKHALIFA, 2013).

Existem diferentes técnicas de maceragao, as quais variam em relagao
ao tempo de imersao na agua, temperatura e propor¢ao agua: cereal. De forma
geral, a primeira etapa da maceragdo consiste na imersdo do grdo em agua
destilada. A proporcao de peso do gréo para o volume de agua pode ser livre
ou fixa em 1:2 ou 1:5 p/v (CLAVER et al, 2010; AFIFY et al, 2012).
Dependendo do produto a ser elaborado, antes de serem imersos em agua
(macerados), os graos sdo embebidos em solu¢do de NaOH, variando sua
concentragcédo de 0,05%, 0,1% e 0,2% (ALI et al., 2009). O tempo de imerséo
pode variar entre 10 horas e 2 dias e este processo pode acontecer em
temperatura ambiente ou em temperatura controlada (10-16°C ou 30°C)
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(LESTIENNE et al., 2005; CLAVER et al, 2010; PHATTANAKULKAEWMORIE,
2011; AFIFY et al, 2012).

2.3.3 Germinagao

A germinagcdo consiste no crescimento externo das partes de gémula
(parte do gréao responsavel pelo desenvolvimento do caule e das folhas) e da
radicula (estrutura que da origem a raiz) do grdo até que enzimas apropriadas
sejam produzidas em quantidades adequadas (THONART, 2013; PALMER,
1989). As principais enzimas envolvidas no processo de germinagdo sao
proteases e enzimas que degradam o amido. As enzimas carboxipeptidades e
a-amilase sado produzidas por uma parte do grdo denominada scutellum,
enquanto que outras enzimas como endo-B-glicanase, dextrinase e
endoprotease sao produzidas no endosperma, o qual contém amido
(THONART, 2013).

Durante a germinacédo, a atividade enzimatica de amilases, proteases,
fitases intrinsecas e enzimas que degradam fibras € aumentada, o que leva a
quebra de proteinas, carboidratos e lipidios em formas mais simples,
aumentando a disponibilidade de nutrientes (ELKHALIFA, 2013).

As técnicas utilizadas para a germinagdo de um cereal diferem quanto
as suas etapas. De forma geral, o grdo previamente macerado, €
acondicionado em um recipiente coberto (com fibra vegetal, gaze, papel
aluminio ou papel de filtro), o qual € mantido em ambiente isolado e escuro por
2 a 7 dias, em temperatura ambiente, a 16,5°C ou a 37°C (DICKO et al., 2005;
CLAVER et al, 2010; TIZAZU, 2011; AFIFY et al, 2011;
PHATTANAKULKAEWMORIE, 2011; JOOD et al., 2012; RAIMI et al., 2012;
DONKOR et al., 2012; ELKHALIFA et al., 2013).

A germinacgdo constitui um processamento amplamente utilizado para
vegetais e cereais com a finalidade de aumentar a sua palatabilidade e valor
nutricional, particularmente por meio da degradacdo de certos fatores
antinutricionais, tais como fitato e inibidores de protease (AFIFY et al., 2011).
Em algumas partes do Suddo, onde o sorgo € um dos principais cereais
utilizados na alimentagdo, as pessoas dependem de seus graos para

constituirem suas refeigbes principais. O sorgo germinado é geralmente
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consumido como ingrediente de um mingau grosso (Aceda), de um mingau fino
(Nasha), e também em saladas (ELKHALIFA e BERNHARDT, 2013).

2.3.4 Estalamento dos Graos

O consumo do gréo de cereal submetido ao estalamento € muito comum
em paises da Africa e em paises do Ocidente. No Brasil, por exemplo, destaca-
se a producdo de pipoca a partir de cereais, especialmente, do milho. Devido
as semelhangas entre o sorgo e o milho, a pratica do estalamento do sorgo
para produgdo de pipoca tem aumentado. O estalamento do sorgo pode ser
realizado por meio do aquecimento do grdo em uma panela submetida a fogo
constante, em pipoqueira convencional e, ou em micro-ondas, constituindo
praticas comuns utilizadas pela populacdo (CORREIA et al., 2010; CARDOSO
et al. 2014). Durante este processo, os graos podem ou nao ser adicionados de
outros ingredientes (como sal, 6leo e outros temperos, por exemplo).

De acordo com Correia et al. (2008), o estalamento leva ao estouro do
grao submetido ao calor, que proporciona a ruptura da parede celular do
endosperma, melhorando a disponibilidade do amido e de outros componentes

presentes no endosperma do gréo.
2.3.5 Cocgdao em Agua

O processo de cocgao de graos, principalmente de sorgo, consiste numa
pratica muito comum em paises da Africa e da Asia, onde o sorgo é muito
utilizado para produgdo de mingaus e de outros pratos tipicos, como o Ting
(mingau duro) (TAYLOR e TAYLOR, 2002; DUODU et al., 2001).

As técnicas utilizadas para cocgao dos cereais variam amplamente. Para
0 sorgo, por exemplo, as etapas mais comuns deste processamento sdo a
cocgdo dos grédos em agua em uma panela tampada, com variagdo da
temperatura e o tempo de coccdo, dependendo da caracteristica da preparacao
desejada (exemplo: mingau duro ou mole) (DUODU et al., 2001). Cardoso et al.
(2014) relataram cocgédo dos graos por 25 minutos a uma temperatura de
100°C, enquanto que Taylor e Taylor (2002) relataram imersao dos graos em

agua de ebuli¢ao (100°C) por aproximadamente 10 minutos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Determinar a estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina,
riboflavina e piridoxina), vitamina E, carotenoides e flavonoides (3-DXAs,
flavonas e flavanonas) em sorgo apos métodos de processamento e, ou

preparo para consumo humano.
3.2 Objetivos Especificos

v' Otimizar diferentes métodos para a andlise de tiamina total (tiamina,
tiamina monofosfato e tiamina pirofosfato), riboflavina total (riboflavina,
flavina adenina dinucleotideo e flavina mononucleotideo) e piridoxina
total (piridoxol, piridoxal e piridoxamina) em sorgo cru e processado;

v' Determinar a estabilidade de tiamina total, riboflavina total, piridoxina
total, vitamina E total (a, B, y e &-tocoferdis e tocotriendis), carotenoides
(luteina e zeaxantina), 3-DXAs (luteolinidina, apigeninidina, 7-metoxi-
apigeninidina e 5-metoxi-luteolinidina), flavonas (luteolina e apigenina) e
flavanonas (naringenina e eriodictiol) em sorgo submetido a diferentes
condi¢cbes de processamento e preparo (extrusao industrial, maceracao,
germinagao, coccdo em agua, e estalamento em micro-ondas e em
pipoqueira convencional);

v' Estimar o potencial de contribuicdo do sorgo submetido a diferentes
tipos de processamento para o atendimento das recomendacbes de

vitaminas para adultos na faixa etaria de 19 a 30 anos.
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4 HIPOTESES

A extrusao industrial termoplastica, de forma geral, reduz a concentragao
de vitaminas, carotenoides e flavonoides de gréaos de sorgo.

Os graos de sorgo apresentam alta variabilidade nas concentragbes de
compostos bioativos quando submetidos as diferentes condi¢des de extrusao.

A maceragao diminui a concentragcao de vitaminas do complexo B, vitamina
E, carotenoides e flavonoides.

A germinagdo aumenta a concentragdo de vitaminas do complexo B e
diminui a concentragao de vitamina E, carotenoides e flavonoides.

O estalamento reduz a concentragcao de vitaminas e carotenoides e nao
altera a de flavonoides.

A cocgao em agua diminui a concentragcdo de vitaminas do complexo B,

vitamina E e flavonoides e aumenta a de carotenoides.
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5 METODOLOGIA GERAL

5.1 Matéria-Prima

Foram utilizados gréos de sorgo do gendétipo BRS 330, pertencente a um
painel de linhagens da EMBRAPA Milho e Sorgo. O plantio foi realizado no
campo experimental da EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado em Nova
Porteirinha, MG. Apéds colhidos, os graos foram encaminhados para a
EMBRAPA Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG, Brasil), onde foram triados e,
posteriormente, armazenados em camara fria (10 £ 2 °C) até o transporte para
o0 Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

5.2 Padroes e Reagentes

Os padroes de vitaminas do complexo B (hidrocloreto de tiamina,
riboflavina e hidrocloreto de piridoxina), carotenoides (luteina e zeaxantina) e
flavonoides (3-desoxiantocianidinas: cloreto de luteolinidina e cloreto de
apigeninidina; flavonas: luteolina e apigenina, e flavanonas: naringenina e
eriodictiol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os
padrées de vitamina E (a, B, y e d-tocoferdis e tocotriendis) foram obtidos da
Calbiochem (EMD Biosciences, Inc., EUA).

Reagentes grau analitico (VETEC, Sao Paulo, Brasil) foram utilizados
para extracdo das vitaminas, carotenoides e flavonoides. A claradiastase foi
adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para analise, foram utilizados
reagentes grau HPLC (metanol, acetonitrila, acido férmico, acetato de etila,
acetona, hexano, isopropanol, acido acético glacial) obtidos da Tedia (Sao
Paulo, Brasil) e grau analitico (acetato de sédio e heptanossulfonato de sodio),
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

5.3 Processamento dos Graos de Sorgo

Os graos integrais de sorgo foram submetidos a diferentes

processamentos, conforme descritos a seguir:
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1) Controle: 150 g de graos in natura foram moidos em moinho analitico
micro-rotor de facas (MA 090, Marconi, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se uma
farinha com granulometria média de 850 um;

2) Maceragdo: 150 g de graos in natura foram imersos em agua
destilada, na proporcéo 1:5 p/v, por 20 h. A agua de maceragao foi substituida
duas vezes durante o periodo de imers&o e descartada ao final deste (AFIFY et
al., 2012);

3) Germinagdo: 150 g de grdos macerados como descrito anteriormente
foram germinados em placas de Petri cobertas com filtro de papel umedecido,
em temperatura ambiente (+ 23 °C), por 72 h. Os gréaos foram umedecidos com
agua duas vezes ao dia (AFIFY et al., 2012).

Para o armazenamento, os grdaos macerados e germinados foram secos
em estufa com circulagcédo forcada de ar (50 °C, 24 h) até umidade inferior a
15% (BRASIL, 1996) e, em seguida, moidos em um moinho analitico micro-
rotor de facas (MA 090, Marconi, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se uma farinha
com granulometria média de 850 pm.

As farinhas de todos os processamentos foram acondicionadas em
sacos plasticos de polietileno recobertos com papel aluminio e armazenadas
em freezer (-20 £ 1 °C) até a concluséo das analises, que ocorreu em, no

maximo, 30 dias.
5.4 Determinacao da Umidade

A umidade das farinhas dos gréos in natura e dos graos processados foi
determinada por gravimetria, apos secagem em estufa (Nova Etica, 4000, Sao
Paulo, Brasil) a 105 °C, até atingir peso constante (AOAC, 2005).

5.5 Determinagao de Vitaminas do Complexo B, Carotenoides, Vitamina

E e Flavonoides

Os tratamentos e as analises foram realizadas no Laboratério de Analise
de Vitaminas do DNS/UFV, em 4 repeti¢cdes, que foram obtidas a partir dos
tratamentos. Durante a extracdo e a analise, as amostras e os extratos foram
protegidos da luz solar e artificial pela utilizagdo de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e protegidos do oxigénio por meio do
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acondicionamento em frasco ambar com tampa, com ambiente com gas

nitrogénio.
5.5.1 Extracao e Analise de Tiamina e Riboflavina

A tiamina total (tiamina, tiamina monofosfato e tiamina pirofosfato) e a
riboflavina total (riboflavina, flavina adenina dinucleotideo e flavina
mononucleotideo) foram extraidas simultaneamente baseadas nos métodos
propostos por Ndaw et al. (2000) e Arella et al. (1996). Cinco gramas de farinha
de sorgo foram adicionadas de 50 mL de solugao de acido cloridrico 0,1 M. A
suspensao foi incubada em autoclave (121°C, por 30 min) e, em seguida,
resfriada em banho de gelo. O pH da suspenséao foi ajustado para 4,5 com
solugdo de acetato de sodio 2,5 M. Posteriormente, a suspenséo foi adicionada
de 500 mg de claradiastase e incubada em banho metabdlico (37°C, por 18 h).
A suspensao foi avolumada com agua destilada para 100 mL e filtrada a vacuo
em funil de Blchner. O extrato obtido nesta filtragcao foi utilizado para a analise
de riboflavina.

Imediatamente antes da analise de tiamina, o extrato foi derivatizado
para tiocromo com o objetivo de se obter uma solucgéo fluorescente. Para tanto,
1 mL do filtrado obtido na etapa de extragao foi adicionado de 3 mL de solugao
alcalina de ferricianeto de potassio (1 mL de solugao de ferricianeto de potassio
1% e 24 mL de solucdo de hidroxido de sodio 3,75 M). A solugéo foi agitada
manualmente por 15 segundos e mantida em repouso por, exatamente, 1
minuto. Posteriormente, o extrato derivatizado foi purificado em cartucho de
500 mg (Varian Bond Elut C18 500 mg, Agilent Technologies, EUA)
previamente ativado com 2 mL de metanol e condicionado com 5 mL de agua
ultrapura, a um fluxo de 3 gotas/segundo. Em seguida, 4 mL de extrato
derivatizado foi adicionado ao cartucho e lavado com 10 mL de solucéo de
acetato de sodio 0,05 M. O tiocromo retido no cartucho foi eluido em 8 mL de
metanol:agua (70:30 v/v).

Antes da analise, ambos os extratos obtidos foram filtrados em unidades
de acetato de celulose, com porosidade de 0,2 ym (MFS, Nova Analitica, Sao
Paulo, Brasil). As analises de riboflavina e tiamina foram realizadas em corridas
individuais, utilizando as condi¢cdes desenvolvidas por Arella et al. (1996), com
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modificag¢des: sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
detecgdo por fluorescéncia (excitagdo em 366 nm e emissdo em 435 nm para
tiocromo e excitacdo em 422 nm e emissdo em 522 nm para riboflavina);
coluna cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
acoplada a coluna de guarda Phenomenex ODS C18 (4 mm x 3 mm); fase
movel composta por metanol: solugdo de acetato de sodio 6,25 mM e acido
heptanosulfénico 2,5 mM (30:70, v/v); eluigédo isocratica; fluxo da fase mével de
0,9 e 1,2 mL/min para tiamina e riboflavina, respectivamente; tempo de corrida

de 13 e 14 minutos para tiamina e riboflavina, respectivamente.

5.5.2 Extracao e Analise de Piridoxina

A piridoxina total (piridoxol, piridoxal e piridoxamina) foi extraida de
acordo com o método proposto por Ndaw et al. (2000). Cinco gramas de
farinha de sorgo foram adicionados de 50 mL de solugao de acido cloridrico 0,1
M, sendo a suspensao posteriormente incubada em autoclave (121°C por 30
min). Em seguida, a suspensédo foi resfriada em banho de gelo e o seu pH
ajustado para 4,5 com solugao de acetato de sédio 2,5 M. Adicionou-se 2,5 mL
de solugao de acido glioxilico 1 M; 400 pL de solugéo de sulfato ferroso a 2%; e
500 mg de clara-diastase, sendo a suspensdo novamente incubada em banho
metabdlico (37°C, por 18 h). A suspensao foi avolumada para 100 mL com
agua destilada e filtrada a vacuo em funil de Blchner. Uma aliquota de 5 mL do
extrato filtrado foi adicionada de 4,5 mL de solug¢ao de hidréxido de sddio 0,2 M
contendo borohidreto de sodio 0,1 M, seguido de agitacdo manual (15
segundos) e repouso (5 min). Ao final, 0,5 mL de acido acético glacial foram
adicionados ao extrato.

Antes da analise, o extrato foi filtrado em unidade de polipropileno com
porosidade 0,45 pm (Millipore, EUA). A analise foi realizada utilizando as
condi¢cdes desenvolvidas por Bergaentzlé et al. (1995), as quais incluiram:
sistema CLAE com detecgdo por fluorescéncia (excitagdo em 290 nm e
emissao em 395 nm); coluna cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250
mm x 4,6 mm, 5 ym), munida de coluna de guarda Phenomenex ODS C18 (4
mm x 3 mm); fase movel composta por acetonitrila: solugdo de dihidrogeno
fosfato de potassio 0,05 M (4:96, v/v) contendo heptanossulfonato de sédio 0,5
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x 10° M e pH ajustado a 2,5 com &acido fosférico; eluicao isocratica; fluxo da

fase movel de 1 mL/min; tempo de corrida de 15 min.

5.5.3 Extracao e Analise de Vitamina E

A extracdo e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 0-
tocoferdis e tocotriendis) foram realizadas de acordo com Pinheiro-Sant'Ana et
al. (2011), com algumas modificagdes. Cinco gramas de farinha de sorgo foram
adicionadas de 4 mL de agua ultrapura aquecida (80 £ 1°C); 10 mL de
isopropanol; 1 mL de hexano contendo 0,05% de BHT, 5 g de sulfato de sddio
anidro e 25 mL da mistura solvente de extragdo (hexano: acetato de etila,
85:15, v/v). A suspenséo foi homogeneizada utilizando-se microtriturador (Ultra
Turrax®, IKA, Staufen, Alemanha), por 1 min, e filtrada a vacuo em funil de
Buchner utilizando-se papel de filtro, mantendo-se o residuo no tubo de
extragao. A etapa de extragao foi repetida, adicionando-se ao residuo 5 mL de
isopropanol e 30 mL da mistura solvente, com posterior homogeneizagao e
filtragdo a vacuo. Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo
a 70 £ 1°C (2 min), transferido para baldo volumétrico e o volume completado
para 25 mL com mistura solvente.

Apos a extracdo, aliquotas de 5 mL do extrato foram secas em
nitrogénio gasoso, redissolvidas em 2 mL de hexano grau HPLC e filiradas
utilizando-se unidades filtrantes (0,45 pm). As analises foram realizadas
injetando-se 20 pL dos extratos. As condi¢des cromatograficas utilizadas
incluiram: sistema CLAE; detector de fluorescéncia (290 nm de excitacado e 330
nm de emissao); coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 mm x 4
mm, 5 ym) acoplada de coluna de guarda Phenomenex Si100 (4 x 3 mm); fase
movel composta por hexano: isopropanol: acido acético glacial (98,9:0,6:0,5,

v/Iviv); fluxo da fase mével de 1,0 mL/min e tempo de corrida de 18 min.

5.5.4 Extracao e Analise de Carotenoides

Os carotenoides (luteina e zeaxantina) foram extraidos de acordo com
Rodriguez-Amaya et al. (1976), com modificagcdes. Dois gramas e meio de
farinha de sorgo foram homogeneizados em 15 mL de acetona resfriada, por 5

min, utilizando um microtriturador. A suspensao obtida foi filtrada a vacuo em
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funil de Buchner com papel de filtro, mantendo-se o residuo no tubo de
extragdo. Em seguida, o procedimento de extragéo foi repetido adicionando-se
15 mL de acetona resfriada ao residuo, com posterior homogeneizagéo e
filtragcao a vacuo.

Posteriormente, foi realizada a particdo dos carotenoides da acetona
para o éter de petroleo. O filtrado foi transferido, em duas fragdes, para um funil
de separacdo contendo 20 mL de éter de petréleo resfriado. Apds a
transferéncia de cada fragdo, agua destilada foi adicionada para a separagao
de fases (carotenoides-éter de petréleo e acetona-agua), sendo a fase inferior
(acetona-agua) descartada. Foi acrescentado sulfato de soédio anidro ao extrato
etéreo para remogéo do residuo de agua. Em seguida, o extrato foi transferido
para baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado com éter de
petroleo.

Para anadlise, 5 mL de extrato foram evaporados sob fluxo de gas
nitrogénio e o residuo seco redissolvido em 1,0 mL de hexano: isopropanol
(90:10 v/v) (PANFILI et al., 2004). Em seguida o extrato foi filtrado em unidades
filtrantes de politerafluoretileno (PTFE) (0,45 pm), sendo injetados 100 pL na
coluna cromatografica. As analises de carotenoides foram realizadas por CLAE
utilizando as condi¢gdes cromatograficas desenvolvidas por Panfili et al. (2004),
com modificagdes: sistema CLAE, detector de arranjo de diodos (DAD) com
deteccdo a 450 nm; coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 mm x
4 mm, 5 ym) acoplada a coluna de guarda Phenomenex Si100 (4 mm x 3 mm);
fase moével composta por hexano: isopropanol (95:5, v/v); eluicdo isocratica;

fluxo da fase mével de 1,3 mL/min, tempo de corrida de 13 min.

5.5.5 Extracao e Analise de Flavonoides

Para a extragdo, 1 g de farinha de sorgo foi adicionado de 10 mL de
metanol/HCl a 1% (v:v) e agitado em banho metabdlico MA231 (Marconi,
Brasil) por 2 h, a 180 rpm. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada
(centrifuga FANEM, Excelsa Baby I, Brasil) a 2790 g, por 5 min, sendo o
sobrenadante coletado e seu volume completado para 20 mL com metanol
acidificado. Posteriormente, o extrato foi acondicionado em frasco ambar e

38



armazenado em freezer (-18 £ 1°C) até analise (DYKES et al., 2009), a qual
ocorreu em até 2 h.

A concentracdo dos flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas) foi
analisada simultaneamente nos graos de sorgo por CLAE. O método proposto
por Yang et al. (2012) e modificado por Cardoso et al. (2014) foi utilizado para
identificar e quantificar as 3-DXAs (luteolinidina, apigeninidina, 7-metoxi-
apigeninidina e 5-metoxi-luteolinidina), flavonas (luteolina e apigenina) e
flavanonas (naringenina e eriodictiol) do sorgo. As analises foram realizadas
em um sistema CLAE (Shimadzu, SCL 10AT VP, Japao) equipado com
detector de arranjos de diodos (DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Jap&o), bomba
quaternaria para gradiente de alta pressdo (Shimadzu, LC-10AT VP, Japéao),
auto-injetor com loop de 500 pL (Shimadzu, SIL-10AF, Japao), e sistema de
degasamento da fase moével com gas hélio (Shimadzu, DGU-2 A, Japao).

As condi¢des cromatograficas utilizadas incluiram: coluna C-18 Kinetex
(150 mm x 4,6 mm, 5 ym) equipada com coluna de guarda C-18 (4 mm x 3
mm) (Phenomenex, Torrance, CA), temperatura da coluna a 35 °C, volume de
injecao de 15 pL, varredura do espectro de 200 a 700 nm com deteccéo a 480
nm para 3-desoxiantocianidinas, 360 nm para flavonas e 280 nm para
flavanonas. A fase médvel foi composta de 2% de acido férmico em agua
ultrapura (linha A) e 2% de acido formico em acetonitrila (linha B). O gradiente
de eluicao para B foi o seguinte: 0-3 min, 10% isocratico; 3-4 min, 10-12%; 4-5
min, 12% isocratico; 5-8 min, 12-18%; 8-10 min, 18% isocratico; 10-12 min, 18-
19%; 12-14 min, 19% isocratico; 14-18 min, 19-21%; 18-22 min, 21-26%; 22-28
min, 26-28%; 28-32 min, 28-40%; 32-34 min, 40-60%; 34-36 min, 60%
isocratico; 36-38 min, 60-10%; 38-45 min, 10% isocratico. A fase moével foi
desgaseificada com gas hélio (50 kPa) durante as corridas e utilizando o
seguinte gradiente de fluxo: 0-36 min, 1,0 mL/min; 36-38 min, 1,0-2,0 mL/min;
38-44 min, 1,0 mL/min; 44-45 min, 1,0-2,0 mL/min.

5.5.6 Identificagcdo e Quantificagao de Vitaminas do Complexo B,

Carotenoides, Vitamina E e Flavonoides

Todos os compostos foram identificados por co-cromatografia e pela
comparagao do tempo de retencdo dos padrbes comerciais auténticos com os
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componentes de interesse nas amostras. Além disso, os carotenoides e os
flavonoides foram identificados pela comparacdo entre os espectros de
absorcao dos padrdes e picos de interesse nas amostras.

Os compostos foram quantificados utilizando-se curvas analiticas
construidas a partir da injecdo, em duplicata, de seis diferentes concentragbes
de solugbes padrdo. A 5-metoxi-luteolinidina (5-MeO-LUT) e 7-metoxi-
apigeninidina (7-MeO-AP) foram quantificadas utilizando padrbes de
luteolinidina (LUT) e apigeninidina (API), respectivamente, ajustados em funcéo
do peso molecular dos compostos de interesse (DYKES et al., 2009).

As concentragdes totais de tiamina (tiamina + tiamina monofosfato +
tiamina pirofosfato), riboflavina (riboflavina + flavina adenina dinucleotideo +
flavina mononucleotideo) e piridoxina (piridoxol + piridoxal + piridoxamina)
foram expressas em mg/100g de sorgo (base umida e seca). As concentragcdes
totais de carotenoides (luteina + zeaxantina) e vitamina E (a, B, y e d tocoferois
e tocotriendis) e seus componentes isolados foram expressos em ug/100g
(base umida e seca). A concentracao total de flavonoides (DXAs: luteolinidina,
apigeninidina, 5-metoxi-luteolinidina e 7-metoxi-apigeninidina; flavonas:
luteolina e apigenina; e flavanonas: eriodictiol e naringenina) e de seus
componentes isolados foi expressa em pg/g de amostra (base umida e seca).

O equivalente de a-tocoferol foi calculado utilizando a equacéao: (a-
tocoferol x 1,0) + (B-tocoferol x 0,5) + (y-tocoferol x 0,1) + (&-tocoferol x 0,03) +
(a-tocotrienol x 0,3) + (B-tocotrienol x 0,05) (U. S. Institute of Medicine, 2000).

5.6 Validagao das Metodologias

Foram realizados testes para validagdo das metodologias utilizadas para
as analises de tiamina, riboflavina e piridoxina.

As demais metodologias utilizadas para analise de carotenoides,
vitamina E e flavonoides foram previamente validadas para analise de sorgo
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1976; PANFILI et al., 2004; DYKES et al., 2009;
PINHEIRO-SANT’ANA et al., 2011; YANG et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).
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5.6.1 Recuperagao

Os testes de recuperacao das vitaminas foram realizados por meio da
adicdo dos padrdes as amostras na proporgdo de 20 a 100% da concentracao
média original observada. As porcentagens de recuperacado foram obtidas a
partir da seguinte equacao:

R =[Q(0+S) - Q(O)/ Q(S)] x 100

Onde:

R: porcentagem de recuperagao;

Q(O+S): concentragao de vitamina na amostra adicionada de padrao;

Q(O): concentragao de vitamina na amostra;

Q(S): peso do padrao adicionado a amostra.

5.6.2 Linearidade

A faixa de linearidade foi determinada pela inje¢ao, em duplicata, de seis
concentragcbes crescentes das solugdes padrao, utilizando-se as mesmas
condigbes cromatograficas empregadas para analise das amostras. Os dados
obtidos para as areas dos picos foram utilizados para analise de regressao
linear (LANCAS, 2004).

5.6.3 Limites de Detecgao e Quantificagao

O limite de deteccdo (LD) foi determinado por meio de diluigdes
sucessivas dos padrbes de tiamina, riboflavina e piridoxina, seguida da
determinacdo da menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor
médio da amplitude do ruido da linha de base (S/R=3). O limite de
quantificagéo (LQ) foi considerado como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO et
al., 2006).

5.7 Calculo da Retencao Verdadeira dos Compostos Bioativos

A retencdo verdadeira das vitaminas, carotenoides e flavonoides foi
avaliada nos grdaos de sorgo submetidos aos diferentes tipos de
processamentos, por meio do calculo da porcentagem de retencgéao real (% RR)
utilizando a equagao de Murphy et al. (1975):
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% RR = concentracdo do composto no grao processado x peso (g) do grdo processado x 100

concentragdo do composto no grdo antes do processamento x peso (g) do grao antes do processamento

5.8 Calculo da Estimativa do Potencial de Contribuicdao do Sorgo para o

Atendimento das Recomendag¢oes Nutricionais

De acordo com Phillippi (2008), os alimentos podem ser considerados
como “fonte”, “boa fonte” ou “excelente fonte” de nutrientes. Se este alimento
suprir de 5 a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), ele pode ser
considerado como “fonte” do nutriente; se suprir de 10 a 20% da DRI, pode ser
considerado “boa fonte” do nutriente; e se supri mais de 20% da DRI, pode ser

considerado “excelente fonte” do nutriente.
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6 RESULTADOS

6.1 Artigo 1: Alteracoes na Estabilidade de Vitaminas do Complexo B,
Vitamina E, Carotenoides e Flavonoides Durante a Germinagao e

Maceragao de Sorgo (Sorghum bicolor L.)
RESUMO

A estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e piridoxina),
vitamina E (a, B, y € & tocoferois e tocotrienois), carotenoides (luteina e
zeaxantina) e flavonoides (3-desoxiantocianidinas-3-DXAs, flavonas e
flavanonas) foi avaliada em grdos de sorgo submetidos a maceragao (gréaos
crus submersos em agua destilada, propor¢cdo 1:5 p/v por 20 horas) e a
germinagao (graos macerados, temperatura ambiente por 72 horas). As
andlises de vitaminas do complexo B e vitamina E foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)-fluorescéncia e as analises de
carotenoides e flavonoides foram feitas por CLAE-DAD (detecgéo por arranjo
de diodos). As concentracbes médias obtidas (em base fresca) foram de 0,46
mg/100g e 0,41 mg/100g para tiamina; 0,06 mg/100g e 0,18 mg/100g para
riboflavina; 0,03 mg/100g e 0,04 mg/100g para piridoxina; 2462,10 ug/100g e
1078,50 pg/100g para vitamina E total; 35,00 ug/100g e 27,40 ug/100g para
total de carotenoides; 55,13 ug/100g e 52,86 ug/100g para 3-DXAs; 105,85
pg/100g e 11,45 ug/100g para flavonas; 356,62 ug/100g e 100,27 ug/100g para
flavanonas em sorgo macerado e germinado, respectivamente. A maceragéao e
a germinagdo reduziram pela metade ou a niveis muito baixos as
concentragbes de tiamina e piridoxina (retengbes de 3,8 — 50,2%). A
concentracao de riboflavina nao foi afetada pela maceracdo e aumentou com a
germinagao (p<0,05). A concentragcdo de vitamina E total ndo foi influenciada
pela maceragao (p>0,05), sendo que a germinagédo reduziu a concentragcao
total desta vitamina (p<0,05). A concentragdo de carotenoides nao foi afetada
pelos processamentos, quando comparada ao controle (p>0,05). As 3-DXAs
foram sensiveis a maceragdo e germinagao (retencées de 69,6 e 69,9%,
respectivamente). A concentragcdo de flavonas nao foi influenciada pela

maceragdo e reduziu com a germinagao (p<0,05). A concentragdo de
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flavanonas aumentou nos grédos macerados e reduziu nos graos germinados
(p<0,05). O sorgo macerado foi classificado como excelente fonte de tiamina e
vitamina E, além de ser fonte de riboflavina, enquanto que o sorgo germinado
foi classificado como excelente fonte de tiamina, boa fonte de riboflavina e
fonte de vitamina E. Nossos resultados indicam que apds germinagao e,
especialmente, apdés a maceragdo, o sorgo apresenta importante valor
nutricional e funcional. Nossos resultados sugerem que a sua ingestao
principalmente na forma macerada deve ser estimulada, uma vez que as
concentracdes de riboflavina, vitamina E total e flavonas totais ndo foram

alteradas com a utilizagado desta forma de processamento.

Palavras chave: Tiamina; riboflavina; piridoxina; vitamina E; 3-DXAs; flavonas;

flavanonas.
COMPOSTOS QUIMICOS ESTUDADOS NESTE ARTIGO

Tiamina (PubChem CID: 1130); riboflavina (PubChem CID: 493570); piridoxina
PubChem CID: 1054); a-tocoferol (PubChem CID: 14985); B-tocoferol
PubChem CID: 6857447); y-tocoferol (PubChem CID: 92729); &-tocoferol
PubChem CID: 92094); a-tocotrienol (PubChem CID: 5282347); B-tocotrienol
PubChem CID: 5282348); y-tocotrienol (PubChemCID: 5282349); d-tocotrienol
PubChem CID: 5282350); luteina (PubChem CID: 5281243); zeaxantina
PubChem CID: 53477763); luteolinidina (PubChem CID: 441701); 5-metoxi-
luteolinidina (PubChem CID: nao disponivel); Apigeninidina (PubChem CID:

(
(
(
(
(
(

159360); 7-metoxi-apigeninidina (PubChem CID: nao disponivel); Luteolina
(PubChem CID: 5280445); Apigenina (PubChem CID: 159360); Naringenina
(PubChem CID: 932); Eriodictiol (PubChem CID: 440735).

1 INTRODUGAO

O paradigma de dieta saudavel tem evoluido e o consumo de alimentos
com elevado valor nutricional e funcional tem sido enfatizado (SARKAR, 2007).
O interesse pelo sorgo (Sorghum bicolor L.) na alimentagdo humana tem
aumentado em diversos paises do mundo devido as suas vantagens

agrondmicas (tolerancia a seca, alto rendimento e baixo custo de produgao) e
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seu potencial para beneficiar a saude humana (propriedades anticancer, anti-
inflamatdria, antidiabetes, antirradical, reducdo do risco para doencas
cardiovasculares e modulagcdo da microbiota intestinal) (CARDOSO et al.,
2017).

O sorgo se destaca perante aos demais cereais devido a sua elevada
atividade antioxidante. Esta atividade antioxidante pode ser atribuida
principalmente aos seus compostos fendlicos (taninos; antocianinas; flavonas e
flavanonas), vitaminas, especialmente, a vitamina E, carotenoides e outros
compostos antioxidantes presentes no grdao (AWIKA e ROONEY, 2004;
CARDOSO et al., 2017).

Os fatores genéticos e ambientais (solo e clima) determinam o perfil de
compostos fendlicos e vitaminas do sorgo (CHUNG et al., 2013). No entanto,
antes do consumo, este cereal necessita ser submetido a processamentos, os
quais podem modificar seu perfil antioxidante, incluindo os flavonoides,
carotenoides e vitaminas presentes no grdao (OCHANDA et al., 2010; AFIFY et
al., 2012).

O sorgo ¢ utilizado na alimentagédo humana na forma de gréo integro ou
farinha. No entanto, antes de ser consumido, 0 sorgo necessita ser processado
e, ou submetido a diferentes técnicas de cocgao e, ou preparo. Devido a sua
semelhanga com outros cereais, as técnicas utilizadas para o processamento
do milho e do trigo também podem ser aplicadas para obtengdo de produtos
alimenticios a base de sorgo, com destaque para a maceragao, germinagao e
fermentacdo (SCHOBER et al., 2005; DICKO et al., 2006; CIACCI et al., 2007).
A variedade de processamentos que podem ser aplicados ao sorgo é
importante, uma vez que permite a elaboragao de varias formas de preparagao
deste cereal, visando aumentar a sua ingestéo.

Estudos retratam o impacto dos processamentos mais utilizados sobre o
valor nutricional do sorgo em paises da Africa e Asia, como a maceracdo e
germinacgao, tém sido realizados. A maceracado consiste na manutencdo do
grao de cereal em condi¢gdes controladas (variaveis temperatura e umidade),
com o objetivo de promover o desenvolvimento de enzimas hidroliticas que nao
estdo presentes no gréo in natura. Essas enzimas sdo importantes para o
processo de fabricacdo de malte, por exemplo. A germinagao consiste no

45



crescimento externo das partes de gémula e radicula do grao até que enzimas
apropriadas sejam produzidas em quantidades adequadas, também para a
producdo de malte (PALMER, 1989; THONART, 2013).

Os estudos que avaliaram estes processamentos analisaram a
composicao de macronutrientes (AFIFY et al., 2012), digestibilidade de
proteinas (TAYLOR et al., 2011; AFIFY et al., 2012), fatores antinutricionais
(TAYLOR et al., 2011; AFIFY et al., 2012) e concentragdo de minerais no sorgo
(LESTIENNE et al.,, 2004). Assim, o conhecimento sobre o impacto destes
processamentos na concentragdo de vitaminas (principalmente do complexo
B), carotenoides e compostos bioativos, incluindo os flavonoides, precisa ser
avaliada.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e piridoxina),
vitamina E (a, B, vy e O tocoferois e tocotrienois), carotenoides (luteina e
zeaxantina) e flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas) em grdos de sorgo
submetidos a maceragcdo e a germinagao, além de avaliar o potencial de
contribuicdo do sorgo apds os processamentos para o atendimento das

recomendac¢des de vitaminas para adultos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria-Prima

Foram utilizados graos de sorgo do gendétipo BRS 330 pertencente a um
painel de linhagens da EMBRAPA Milho e Sorgo. O plantio foi realizado no
campo experimental da EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado em Nova
Porteirinha, MG. Apds colhidos, os graos foram encaminhados para a
EMBRAPA Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG, Brasil), onde foram triados e,
posteriormente, armazenados em camara fria (10 + 2 °C) até o transporte para
0 Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).
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2.2 Padroes e Reagentes

Os padrées de vitaminas do complexo B (hidrocloreto de tiamina,
riboflavina e hidrocloreto de piridoxina), carotenoides (luteina e zeaxantina) e
flavonoides (3-desoxiantocianidinas: cloreto de luteolinidina e cloreto de
apigeninidina; flavonas: luteolina e apigenina, e flavanonas: naringenina e
eriodictiol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os
padrées de vitamina E (a, B, y e d-tocoferdis e tocotriendis) foram obtidos da
Calbiochem (EMD Biosciences, Inc., EUA).

Reagentes grau analitico (VETEC, Sao Paulo, Brasil) foram utilizados
para extracido das vitaminas, carotenoides e flavonoides. A claradiastase foi
adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para analise, foram utilizados
reagentes grau HPLC (metanol, acetonitrila, acido férmico, acetato de etila,
acetona, hexano, isopropanol, acido acético glacial) obtidos da Tedia (S&o
Paulo, Brasil) e grau analitico (acetato de sédio e heptanossulfonato de sédio),
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.3 Processamento dos Graos de Sorgo

Os graos integrais de sorgo foram submetidos a diferentes
processamentos, conforme descritos a seguir:

1) Controle: 150 g de graos in natura foram moidos em moinho analitico
micro-rotor de facas (MA 090, Marconi, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se uma
farinha com granulometria média de 850 um;

2) Maceragdo: 150 g de graos in natura foram imersos em agua
destilada, na proporcao 1:5 p/v, por 20 h. A agua de maceragao foi substituida
duas vezes durante o periodo de imersao e descartada ao final deste (AFIFY et
al., 2012);

3) Germinagdo: 150 g de graos macerados como descrito anteriormente
foram germinados em placas de Petri cobertas com filtro de papel umedecido,
em temperatura ambiente (+ 23 °C), por 72 h. Os gréaos foram umedecidos com
agua duas vezes ao dia (AFIFY et al., 2012).

Para o armazenamento, os graos macerados e germinados foram secos

em estufa com circulagao forgada de ar (50 °C, 24 h) até umidade inferior a
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15% (BRASIL, 1996) e, em seguida, moidos em um moinho analitico micro-
rotor de facas (MA 090, Marconi, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se uma farinha
com granulometria média de 850 pym.

As farinhas de todos os processamentos foram acondicionadas em
sacos plasticos de polietileno recobertos com papel aluminio e armazenadas
em freezer (-20 £ 1 °C) até a conclusdo das analises, que ocorreu em, no

maximo, 30 dias.
2.4 Determinagao da Umidade

A umidade das farinhas obtidas dos gréos in natura e dos graos
processados foi determinada por gravimetria, apés secagem em estufa (Nova
Etica, 4000, Sdo Paulo, Brasil) a 105 °C, até atingir peso constante (AOAC,
2005).

2.5 Determinagao de Vitaminas do Complexo B, Carotenoides, Vitamina

E e Flavonoides

Os tratamentos e as analises foram realizadas no Laboratério de Analise
de Vitaminas do DNS/UFV, em 4 repeti¢cdes, que foram obtidas a partir dos
tratamentos. Durante a extracdo e a analise, as amostras e os extratos foram
protegidos da luz solar e artificial pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e protegidos do oxigénio por meio do
acondicionamento em frasco ambar com tampa, com ambiente com gas

nitrogénio.
2.5.1 Extracao e Analise de Tiamina e Riboflavina

A tiamina total (tiamina, tiamina monofosfato e tiamina pirofosfato) e a
riboflavina total (riboflavina, flavina adenina dinucleotideo e flavina
mononucleotideo) foram extraidas simultaneamente baseadas nos métodos
propostos por Ndaw et al. (2000) e Arella et al. (1996).

As analises de riboflavina e tiamina foram realizadas em corridas
individuais, utilizando as condi¢cdes desenvolvidas por Arella et al. (1996), com
modificagdes: sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com

deteccao por fluorescéncia (excitagdo em 366 nm e emissdo em 435 nm para
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tiocromo e excitagcdo em 422 nm e emissdo em 522 nm para riboflavina);
coluna cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250 mm x 4,6 mm, 5 pym)
acoplada a coluna de guarda Phenomenex ODS C18 (4 mm x 3 mm); fase
movel composta por metanol: solugdo de acetato de sodio 6,25 mM e acido
heptanosulfénico 2,5 mM (30:70, v/v); eluicado isocratica; fluxo da fase mével de
0,9 e 1,2 mL/min para tiamina e riboflavina, respectivamente; tempo de corrida

de 13 e 14 minutos para tiamina e riboflavina, respectivamente.

2.5.2 Extracao e Analise de Piridoxina

A piridoxina total (piridoxol, piridoxal e piridoxamina) foi extraida de
acordo com o método proposto por Ndaw et al. (2000) e analisada utilizando as

condi¢cdes desenvolvidas por Bergaentzlé et al. (1995).

2.5.3 Extracao e Analise de Vitamina E

A extracdo e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 0-
tocoferdis e tocotriendis) foram realizados de acordo com Pinheiro-Sant'Ana et

al. (2011), com algumas modificagoes.

2.5.4 Extracao e Analise de Carotenoides

Os carotenoides (luteina e zeaxantina) foram extraidos de acordo com
Rodriguez-Amaya et al. (1976), com modificacbes, e analisados segundo
Panfili et al. (2004).

2.5.5 Extracao e Analise de Flavonoides

Os flavonoides foram extraidos e analisados simultaneamente,
utilizando-se as metodologias propostas por Dykes et al. (2009) e Yang et al.

(2012), respectivamente.

2.5.6 Identificacao e Quantificacdo de Vitaminas do Complexo B,

Carotenoides, Vitamina E e Flavonoides

Todos os compostos foram identificados por co-cromatografia e pela
comparagao do tempo de retencado dos padrbes comerciais auténticos com os

componentes de interesse nas amostras. Além disso, os carotenoides e os
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flavonoides foram identificados pela comparacdo entre os espectros de
absorcao dos padroes e picos de interesse nas amostras, utilizando o DAD.

Os compostos foram quantificados utilizando-se curvas analiticas
construidas a partir da injecdo, em duplicata, de seis diferentes concentragbes
de solugdes padrao (Tabela 1). A 5-metoxi-luteolinidina (5-MeO-LUT) e 7-
metoxi-apigeninidina (7-MeO-AP) foram quantificadas utilizando padrdes de
luteolinidina (LUT) e apigeninidina (API), respectivamente, ajustados em fungéo
do peso molecular dos compostos de interesse (DYKES et al., 2009).

As concentragbes totais de tiamina (tiamina + tiamina monofosfato +
tiamina pirofosfato), riboflavina (riboflavina + flavina adenina dinucleotideo +
flavina mononucleotideo) e piridoxina (piridoxol + piridoxal + piridoxamina)
foram expressas em mg/100g de sorgo (base umida e seca). As concentragcdes
totais de carotenoides (luteina + zeaxantina) e vitamina E (a, B, y e d tocoferois
e tocotriendis) e seus componentes isolados foram expressos em ug/100g
(base umida e seca). A concentracao total de flavonoides (DXAs: luteolinidina,
apigeninidina, 5-metoxi-luteolinidina e 7-metoxi-apigeninidina; flavonas:
luteolina e apigenina; e flavanonas: eriodictiol e naringenina) e de seus
componentes isolados foi expressa em pg/g de amostra (base umida e seca).

O equivalente de a-tocoferol foi calculado utilizando a equacéo: (a-
tocoferol x 1,0) + (B-tocoferol x 0,5) + (y-tocoferol x 0,1) + (&-tocoferol x 0,03) +
(a-tocotrienol x 0,3) + (B-tocotrienol x 0,05) (U. S. Institute of Medicine, 2000).

2.6 Validagcao das Metodologias

Foram realizados testes para validagédo das metodologias utilizadas para
as analises de tiamina, riboflavina e piridoxina (Tabela 1).

As demais metodologias utilizadas para analise de carotenoides,
vitamina E e flavonoides foram previamente validadas para analise de sorgo
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1976; PANFILI et al., 2004; DYKES et al., 2009;
PINHEIRO-SANT'ANA et al., 2011; YANG et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).

2.6.1 Recuperacgao

Os testes de recuperacao das vitaminas foram realizados por meio da

adicdo dos padroes as amostras na proporg¢ao de 20 a 100% da concentracao
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média original observada. As porcentagens de recuperacado foram obtidas a
partir da seguinte equagao:
R =[Q(0+S) - Q(O)/ Q(S)] x 100
Onde:
R: porcentagem de recuperagao;
Q(O+S): concentragéo de vitamina na amostra adicionada de padrao;
Q(O): concentragao de vitamina na amostra;

Q(S): peso do padrao adicionado a amostra.

2.6.2 Linearidade

A faixa de linearidade foi determinada pela inje¢ao, em duplicata, de seis
concentracbes crescentes das solugcdes padrao, utilizando-se as mesmas
condigbes cromatograficas empregadas para analise das amostras. Os dados
obtidos para as areas dos picos foram utilizados para analise de regressao
linear (LANCAS, 2004) (Tabela 1).

2.6.3 Limites de Deteccao e Quantificagao

O limite de deteccdo (LD) foi determinado por meio de diluigdes
sucessivas dos padrbes de tiamina, riboflavina e piridoxina, seguida da
determinacdo da menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor
médio da amplitude do ruido da linha de base (S/R23). O limite de
quantificagéo (LQ) foi considerado como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO et
al., 2006).

2.7 Calculo da Retencao Verdadeira dos Compostos Bioativos

A retengdo verdadeira das vitaminas, carotenoides e flavonoides foi
avaliada nos graos de sorgo submetidos aos diferentes tipos de
processamentos, por meio do calculo da porcentagem de retencéo real (% RR),

utilizando a equacao de Murphy et al. (1975).
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2.8 Calculo da Estimativa do Potencial de Contribuicao do Sorgo para o

Atendimento das Recomendag¢oes Nutricionais

De acordo com Phillippi (2008), os alimentos podem ser considerados
como “fonte”, “boa fonte” ou “excelente fonte” de nutrientes. Se este alimento
suprir de 5 a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), ele pode ser
considerado como “fonte” do nutriente; se suprir de 10 a 20% da DRI, pode ser
considerado “boa fonte” do nutriente; e se supri mais de 20% da DRI, pode ser

considerado “excelente fonte” do nutriente.

2.9 Delineamento Experimental e Analise Estatistica dos Dados

Os dados da concentracdo de nutrientes e de compostos bioativos do
sorgo foram avaliados utilizando o delineamento inteiramente casualizado, com
4 repeticoes. Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste
de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram submetidos a One-Way ANOVA. Quando
necessario, as médias dos dados foram submetidos ao teste de Duncan para a
comparagao multipla de médias. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa SPSS, adotando-se um nivel de significancia (a) de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validagao dos Métodos para Analise de Vitaminas do Complexo B

As porcentagens de recuperagao para tiamina, riboflavina e piridoxina
foram, em média: 114,6%; 92,1% e 99,3%, respectivamente (Tabela 2). Estes
valores foram considerados como percentuais adequados de retencédo e
refletiram 6tima eficiéncia dos processos de extracdo (processo adequado de
limpeza nas etapas de extracdo, baixos niveis de perdas de compostos durante
sua extracdo e baixo nivel de erros).

De forma similar, os coeficientes de linearidade obtidos se mostraram
excelentes e refletiram 6tima linearidade dos dados, uma vez que foram muito
préoximos ao valor de 1. Ja os limites de detecgao e quantificagao apresentaram

valores muito baixos, o que indica uma maior sensibilidade dos métodos
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utilizados para a quantificacdo de compostos presentes em pequenas

quantidades nas matrizes alimentares.

3.2 Vitaminas do Complexo B

As trés vitaminas do complexo B analisadas em nosso estudo foram
identificadas nas amostras de sorgo ndo submetidas ao processamento
(amostras controle) (Figura 1, Tabela 3). A concentracao de riboflavina total foi
similar, a de piridoxina inferior e a de tiamina duas vezes maior que a
observada em outros gendétipos de sorgo (0,06 mg/100g; 0,33 mg/100g; e 0,33
mg/100g, respectivamente) (U.S. Department of Agriculture, 2016). A
divergéncia entre os resultados obtidos e os relatados na literatura pode ser
decorrente da variabilidade genética e de condi¢cdes de cultivo (Ex: solo e
clima), as quais podem afetar a concentracdo e o perfil de vitaminas em sorgo
(OCHANDA et al., 2010).

A maceragcdo aumentou a concentragdo de riboflavina nos grédos em
40% quando comparada ao controle (p<0,05). Este aumento foi similar ao
verificado por outros autores em sorgo macerado por trés dias (aumento de
44,2% a 82%) (MALLESHI e KLOPFENSTEIN, 1998; OCHANDA et al., 2010).
Durante a maceragao, verifica-se o inicio da germinagdo, o que resulta em
transformagdes bioquimicas, texturais e fisioldgicas nos graos, incluindo a
sintese de algumas vitaminas do complexo B, como a riboflavina (CHAVAN et
al., 1989; OCHANDA et al., 2010). Em contrapartida, a concentragdo de tiamina
total e de piridoxina total reduziram (retencbes de 60,8 e 30,1%,
respectivamente) apds a maceragcdo (p<0,05), possivelmente, devido a
lixiviagdo destes compostos na agua (AFIFY et al., 2012). Alguns autores
relataram que a maceragao do sorgo reduziu ou ndo afetou a concentragao de
ambas as vitaminas (MALLESHI e KLOPFENSTEIN, 1998; OCHANDA et al.,
2010).

Frente a este comportamento diferenciado das vitaminas do complexo B,
sugere-se que também tenham ocorrido perdas nas concentragbes de
riboflavina apés a maceragdo, mas estas perdas nao foram significativas a
ponto de serem menores que as concentragdes do sorgo controle (uma vez
que sua concentragdo no sorgo macerado ainda foi maior que a do grao cru).
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Com isso, sugere-se que tenha havido uma maior sintese de riboflavina pelos
graos de sorgo durante o processo de germinagdo, quando comparada as
demais vitaminas do complexo B.

Apos a germinagao, apenas a concentracdo de riboflavina aumentou
significativamente quando comparada ao controle. Este resultado foi
compativel com o relatado por outros autores, que observaram aumento da
concentracdo de riboflavina e auséncia de alteragdes na concentracido de
outras vitaminas do complexo B (OCHANDA et al.,, 2010). Os graos
germinados apresentaram um aumento de, no minimo, 70% na retengédo de
riboflavina e piridoxina em relagcdo aos macerados, o que corrobora com a
possivel sintese destas vitaminas durante a germinacéo verificada por Chavan
et al. (1989).

3.3 Vitamina E

A concentracédo de vitamina E no sorgo controle variou dentro da faixa
relatada na literatura (AFIFY et al., 2012; CARDOSO et al., 2014;) (Figura 1,
Tabela 4). O sorgo utilizado em nosso estudo apresentou seis compostos da
vitamina E, com prevaléncia do y-tocotrienol (66,5% do total de vitamina E) e
dos tocotriendis em relacdo aos tocoferdis (razdo tocoferodis/tocotriendis =
0,23). O perfil de vitamina E verificado no presente estudo diferiu do relatado
por Cardoso et al. (2014), que observaram prevaléncia dos tocoferdis e do y-
tocoferol em 97 gendtipos de sorgo. Ressalta-se que o sorgo possui grande
variabilidade genética e no perfil de vitamina E (CARDOSO et al., 2015), o que
justifica essas divergéncias.

Poucos sao os estudos disponiveis sobre a concentracdo e perfil da
vitamina E em sorgo macerado e germinado (AFIFY et al., 2012). A
concentracao total desta vitamina e o equivalente de a-tocoferol no sorgo néo
foram alterados pela maceracao (p>0,05), embora este processamento tenha
aumentado as concentragdes de [ e O-tocoferdis e reduzido os de ©o-
tocotriendis e y-tocoferol (p<0,05). Afify et al. (2012), ao avaliarem o efeito da
maceracgao no a-tocoferol de sorgo, verificaram reducao da concentracao deste
composto, o que difere do presente estudo, no qual verificou-se a manutencao.
Ao final da maceragdo, os grdos apresentaram maior concentragédo de
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equivalentes de a-tocoferol, o que resulta em um aumento do potencial do gréo
para suprir as necessidades nutricionais de vitamina de um individuo.

A germinacdo reduziu a concentragdo total de vitamina E, tocotrienois
(a, y e d-tocotriendis) e y-tocoferol, porém, aumentou a de B-tocoferol e -
tocotrienol (p<0,05). O aumento na concentragao de vitamina E total e de seus
compostos foi observado apos a germinagao de arroz (NG et al., 2013). Deve-
se destacar que o arroz possui caracteristicas quimicas e metabdlicas
diferentes daquelas do sorgo, o que pode justificar o comportamento
diferenciado durante a germinagao. Os mecanismos envolvidos na alteragao da
concentracéo e perfil de vitamina E em sorgo durante a germinagado sao pouco
conhecidos. No entanto, & possivel que, apesar de n&o ter influenciado a
concentracao total de vitamina E, tenha ocorrido a sintese de alguns de seus
compostos, visando suprir as necessidades de nutrientes durante o
desenvolvimento do grao (CHAVAN et al., 1989).

3.4 Carotenoides

A concentracdo e o perfil de carotenoides (luteina e zeaxantina) no
sorgo foram semelhantes ao observado por outros autores (CARDOSO et al.,
2014). Ambos os processamentos nao afetaram a concentragao total e o perfil
de carotenoides no grao (p>0,05).

Estudos sobre os concentragédoes de luteina e de zeaxantina em gréos
de sorgo macerados e germinados ainda sdo escassos e necessitam ser objeto
de estudos futuros. Embora ndo tenham avaliado os efeitos da maceracéo na
concentracédo de luteina e zeaxantina do sorgo, os quais s&o os carotenoides
mais prevalentes neste cereal, diferente do nosso estudo, Afify et al. (2012)
verificaram que a maceragao reduziu a concentragdo de B-caroteno em trés
variedades de sorgo. Porém, similar a este estudo, outros autores também nao
verificaram alteragdo na concentragdao de luteina e zeaxantina em graos de
milho macerados (LI et al., 2007).

O comportamento dos carotenoides durante a germinagdo parecem
divergir em fungéo do composto e do tipo de cereal analisado. Em um estudo
com sorgo, Chavan et al. (1989) verificaram aumento da concentragdao de
provitamina A. Diferente do presente estudo, Yang (2001) verificaram aumento
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da concentragdo de carotenoides durante a germinagdo de graos de trigo,
sendo este aumento proporcional ao tempo de germinagdo dos graos. Além
dos fatores supracitados, também podem contribuir para a variabilidade dos
resultados as caracteristicas das técnicas de maceragao e de germinagao de
graos, tais como tempo de imersao em agua, tempo de germinagao,
temperatura e proporgdo agua: cereal. Além disso, o0s carotenoides sao
compostos lipossoluveis, o que dificultaria suas possiveis perdas somente pelo

processo de imersao em agua (maceragao).

3.5 Flavonoides
3.5.1 3-Desoxiantocianidinas

Os gréos controle apresentaram as 3-DXAs pesquisadas (Figura 1 e
Tabela 5), com prevaléncia da LUT e 5-MeO-LUT (26,7% e 29,4% do total de
3-DXAs, respectivamente). O total de 3-DXAs dos graos crus representou
61,8% do total de flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas). Estes
resultados foram similares aos observados por outros autores (CARDOSO et
al., 2015).

Ambos os processamentos reduziram a concentragao total de 3-DXAs e
de suas formas de 11,7 a 43,7%, quando comparados ao controle (p<0,05).
Apos a maceragao, a LUT e a 5-MeO-LUT se mantiveram como as 3-DXAs
majoritarias. A reducdo do total de 3-DXAs em grdos de sorgo apds a
germinagao também foi verificada por Dicko et al. (2005), quando determinada
por espectrometria. Além disso, Afify et al. (2012), ao analisarem trés
variedades de sorgo branco macerados, também verificaram redugdo nas
concentracdes de flavonoides, sendo que as 3-DXAs apresentaram perdas de
21,9 a 28,3%.

De forma geral, a redugcao na concentragao das formas de 3-DXAs
ocorreu de maneira equanime. Porém, apds a germinagao do grao, verificou-se
reducdo da concentracdo da LUT e 5-MeO-LUT e aumento da API e 5-MeO-
API, quando comparado aos grdos macerados. Especificamente neste estudo,
deve-se considerar a possibilidade da conversdao de formas derivadas da

luteolinidina em formas derivadas da apigeninidina, bem como sintese e
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degradagao destes compostos de maneira independente (CARDOSO et al.,
2015).

Os mecanismos envolvidos nas alteragdes no perfil de 3-DXAs durante
a maceragao e germinagdo do sorgo sao pouco conhecidos e, portanto,
necessitam ser estudados. Varios mecanismos tém sido propostos para
explicar estes efeitos da maltagem, o qual inclui uma etapa de maceragéo
seguida de germinagdo, em compostos fenodlicos. A lixiviagdo de compostos
fendlicos durante a maceragao e a germinagao de cereais tem sido proposta
como um dos principais motivos para a redugdo dos compostos fendlicos
(CHAVAN et al., 1989; AFIFY et al., 2012). O ambiente aquoso durante estes
processamentos facilita a solubilizacdo de compostos fendlicos, que
subsequentemente lixiviam para a agua (TAYLOR e DUODU, 2015).

Outro mecanismo proposto pelo qual a maceragao e germinacéao de
graos podem diminuir os compostos fendlicos de sorgo € a entrada destes
compostos para o endosperma junto com &agua embebida durante o
processamento (TOWO et al.,, 2003). Dentro do endosperma, os compostos
fendlicos podem se ligar com proteinas e outras macromoléculas

(principalmente amido) e tornam-se menos extraiveis (TOWO et al., 2003).

3.5.2 Flavonas e Flavanonas

A concentracado total e o perfil de flavonas observado nos graos in
natura, com prevaléncia da luteolina (Figura 1, Tabela 5) foi similar ao relatado
na literatura (AFIFY et al., 2012; CARDOSO et al., 2015). A concentragao total
de flavonas e de suas formas isoladas nao foram alterados pela maceragao, o
que diferiu do relatado por Afify et al. (2012), que observaram redugdes destes
em trés variedades de sorgo. Em contrapartida, a germinagdo reduziu as
concentragbes de flavonas (retencdo de 20,2%), o que também diferiu do
encontrado por Dykes et al. (2009), que observaram que a germinagao de
diferentes variedades de sorgo nao influenciou a concentragao total de flavonas
e de suas formas isoladas.

As flavanonas investigadas (eriodictiol e naringenina) foram identificadas
nos graos de sorgo in natura e processados (Figura 1 e Tabela 4), com
prevaléncia do eriodictiol (em média, 58,8% do total). A prevaléncia de
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eriodictiol diverge do observado por Dykes et al. (2009) e se assemelha ao
relatado por Cardoso et al. (2015). Deve-se considerar que o concentragédo de
flavanonas pode ser influenciado pela cor do pericarpo do grdo, o que poderia
ocasionar discrepancias nos valores de flavanonas encontrados em diferentes
variedades de sorgo (DYKES et al., 2011).

Poucos sado os estudos que avaliaram os efeitos da maceragao e
germinagcdo sobre as flavanonas do sorgo. A maceragdo manteve a
concentracao total de flavanonas e de suas formas isoladas, enquanto que a
germinacgao reduziu estes compostos entre 73 e 87%. Diferente do presente
estudo, redugdes superiores a 45,3% no total de flavononas e de seus
compostos isolados em sorgo também foram verificadas por Afify et al. (2012)
em trés variedades de sorgo submetidas a maceragdao. No que se refere a
germinagao, a redugao da concentracado de flavanonas no sorgo é compativel
com a descrita por Dykes et al. (2009). Os mecanismos para alteragado das
concentracbes de flavonas e flavanonas podem compreender a lixiviagao
destes compostos para a agua de maceragao e a migragao para o interior do
grao, seguida de ligacdo a macromoléculas, como discutido anteriormente para
as 3-DXAs (TOWO et al., 2003; TAYLOR e DUODU, 2015).

3.6 Potencial de Contribuicido do Sorgo Macerado e Germinado para o

Atendimento das Necessidades de Vitaminas

Seguindo as DRIs para individuos do sexo masculino e faixa etaria entre 19
e 30 anos, o sorgo macerado se apresentou como excelente fonte de tiamina e
vitamina E, além de ser fonte de riboflavina. Ja o sorgo germinado foi
classificado como excelente fonte de tiamina, boa fonte de riboflavina e fonte
de vitamina E (Tabela 6).

4 CONCLUSAO

Os efeitos da maceragdo e germinagdo nas concentracbes e
estabilidade de vitaminas, carotenoides e flavonoides do sorgo foram variados.
A maceragao resultou na maior estabilidade de vitaminas, carotenoides e

flavonoides, enquanto que, de forma geral, a germinagao resultou em menores
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retengdes dos compostos analisados. Nossos resultados indicam que, apds a
germinagcdo e, especialmente, apds a maceragdo, o0 sorgo apresenta
importante valor nutricional. O sorgo macerado foi classificado como excelente
fonte de tiamina e vitamina E, além de ser fonte de riboflavina, enquanto que o
sorgo germinado foi classificado como excelente fonte de tiamina, boa fonte de
riboflavina e fonte de vitamina E. Nossos resultados sugerem que a ingestao do
sorgo, principalmente na forma macerada, deve ser estimulada. No entanto,
atributos sensoriais destes tratamentos néo foram avaliados, o que torna este

tema uma sugestao para estudos futuros.
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Figura 1: Cromatogramas tipicos obtidos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia na analise do sorgo controle. (a) Tiamina; (b) Riboflavina; (c)
Piridoxina; (d) Vitamina E; (e) Carotenoides; (f) 3-desoxiantocianidinas; (g)
Flavonas; (h) Flavanonas.
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Tabela 1: Concentracdo minima e maxima dos padrbées de vitaminas do complexo B para a construgcdo de curvas analiticas,
equacdes de regressao e seus respectivos coeficientes de regressao (R?), obtidos para a quantificacdo dos compostos.

Vitamina Concentracdao minima e maxima dos padroes (ng) Equacao de regressao R*
Tiamina 0,08 — 4,35 y =2038489.93x + 108766.32 1,00
Riboflavina 0,21 -21,30 y = 248925x — 26032 1,00
Piridoxina 0,17 - 13,05 y = 339167x — 36329 0,9936

Tabela 2: Limites de deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e recuperacdo obtidas das

vitaminas.

Vitamina (né_/lrJnL) (ngl'_/?n 0 Recuperacao (%)
Tiamina 0,03 0,35 114,6
Riboflavina 0,0010 0,010 92,1
Piridoxina 0,03 0,33 99,3
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Tabela 3: Efeito da maceragéo e da germinagao na concentrag&o e retencéo real (%) de vitaminas do complexo B (mg/100 g em base seca) em sorgo *©

Vitaminas Controle Maceragao Germinagao
Conc. em Conc. em base Conc. em base Conc. em base RR Conc.em base Conc. em RR
base seca fresca seca fresca base seca
fresca
Tiamina 0,70 + 0,79+0,04° 0,46 + 0,09 0,48 + 0,09 ° 60,8 0,41 + 0,05 0,45 + 571
0,04 0,05°
Riboflavina 0,04 + 0,05+0,00° 0,06 + 0,01 0,07+ 0,01° 140,0 0,18 + 0,06 0,19 + 380,2
0,00 0,062
Piridoxina 0,09 + 0,10+ 0,022 0,03 + 0,00 0,03+ 0,00° 30,1 0,04 + 0,00 0,05 + 50,3
0,02 0,00°

" Os resultados foram expressos como a média de 4 repeticdes + desvio padrao; © Médias seguidas da mesma letra nas linhas para concentragéo em base seca n3o sdo estatisticamente diferentes a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan. Retengao real = [(concentragdo do composto no gréo processado x peso do grdo processado) / (concentragao do composto no gréo antes do
processamento x peso do grao antes do processamento)] x 100. Onde: Conc. = Concentragao; RR = Retencéo Real.
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Tabela 4: Efeito da macerag&o e da germinagdo na concentragao e retengao real de vitamina E (ug/100g), carotenoides (ug/100 g) (%) em sorgo * B

Vitaminas Controle Maceragao Germinagao
Conc. base fresca Conc. base seca Conc. base fresca Conc. base seca RR Conc. base fresca Conc. base RR
seca

Vitamina E total 1950,2 £ 179,2 2216,4 + 179,22 2462,1 £ 517,8 2573,0+517,8° 1161 1078,5 £ 77,1 1180,6bi 771 53,3
a-tocoferol 281,8+ 36,5 320,3+36,5° 244,0 + 29,6 255,0+£29,6° 79,6 226,5 + 52,8 248,0+52,8° 77,4
a-tocotrienol 250,2 + 29,7 284,3+29,7°2 132,0+ 16,5 137,9+16,5° 48,5 499+ 114 546+114° 19,2
B-tocoferol 11,3+17,8 12,8+17,8° 573,9 £ 291,5 599,8 + 291,5 * 85,9 223,8 £19,2 245,05 19,2 1914,1

y-tocoferol 81,0+ 16,9 92,0+£16,9° 0,0+0,0 0,0%0,0° 0,0 0,0+0,0 0,0%0,0° 0,0

B-tocotrienol 0,0+0,0 0,0£0,0° 0,0+0,0 0,0£0,0° 0,0 89,2+ 16,3 97,6 +16,3° 0,0
y-tocotrienol 1296,4 £ 1224 1473,4 £ 122,4° 1367,2 £ 204,3 1428,8 + 204,3 @ 96,9 475,2 £ 29,3 520,2+29,3° 35,30

&-tocoferol 0,0+0,0 0,0£0,0° 20,2+14 21,1+1,4° 0,0 0,0+0,0 0,0£0,0° 0,0
&-tocotrienol 29,6 £3,3 336+3,3° 17,9+27 18,7£2,7° 55,7 14,6 £0,7 16,0£0,7° 289,5
Equiv. a-T 370,6 + 35,8 4212+358° 511,7 £ 43,8 534,7+43,8° 126,9 360,4 + 49,3 394,5+49,3° 93,7
Carotenoides (soma) 272+8,4 309+84° 35,0+6,9 36,6+6,9° 118,8 27,4 £ 23,0 30,0+23,0° 97,0
Luteina 12,2+8,9 139+89° 12,8 +5,5 134+55° 521,6 13,148 14,3+4,8° 102,8
Zeaxantina 16,7 +4,1 19,0+4,1° 222+48 232+48° 1221 14,3+ 78,2 156+£78,2° 82,1

A Os resultados foram expressos em base seca como a média de 4 repetigdes + desvio padrao; © Médias seguidas da mesma letra nas linhas nao sdo estatisticamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste
de Duncan. Equiv. o-T: equivalentes de a-tocoferol. Retengao real = [(concentragdo do composto no gréo processado x peso do grao processado) / (concentragdo do composto no grao antes do processamento x
peso do grao antes do processamento)] x 100.



Tabela 5: Efeito da maceracdo e da germinagdo na concentracéo e retencao real de flavonoides (ug/100g) (%) em sorgo * ®

Flavonoides Controle Maceragao Germinagao
Concentracao Concentracao Concentracao Concentracao Retencao Concentracao Concentracao Retencao
em base fresca em base seca em base fresca em base seca real em base fresca em base seca real
Total 3-DXAs 72,78 £ 3,73 82,71+ 3,73° 55,13 + 3,42 57,61+342° 69,6 52,86 + 7,62 57,86 +7,62° 69,9
Luteolinidina 19,44 + 3,64 22,09+ 3,64 ° 13,75 + 3,21 14,37 +3,21° 65,3 11,56 + 1,61 12,66 + 1,61° 57,3
Apigeninidina 16,08 + 2,31 18,28 £2,31° 10,77 £ 1,30 11,25+ 1,30° 61,5 12,74 + 1,96 13,95+ 1,96 ° 76,3
5-MeO- 21,37 £ 1,62 24,29+1,62° 17,24 + 1,94 18,02+ 1,94 ° 74,2 12,78 + 1,78 13,99+1,78° 57,5
Luteolinidina
7-MeO- 15,86 + 1,19 18,02 +1,19° 13,36 + 1,60 77,4 88,3
Apigeninidina 13,96 +£ 1,60 ° 14,54 + 1,37 15,92 +1,37°
Total de Flavonas 86,41 + 4,95 98,21+4,95% 105,85 +22,48 110,62 +£22,48° 112,6 11,45+ 1,30 12,53 +1,30° 20,2
Luteolina 55,94 £ 6,31 63,58 +6,31° 66,69 £ 8,97 69,69 + 8,97 ° 109,6 7,09 + 0,99 7,76 £0,99 ° 12,2
Apigenina 30,47 £ 1,36 34,63+1,36° 39,16 + 3,56 40,92 + 3,56 ° 118,1 4,36 £ 0,82 477+0,82° 13,7
Total de 362,55+ 22,50 412,03+22,50° 356,62+1591 372,68+ 15,91 ° 90,4 100,27 + 8,92 109,76 £ 8,92 ¢ 26,6
Flavanonas
Eriodictiol 213,01+ 7,40 242,08 +7,40° 182,25 + 3,48 190,46 + 3,48 @ 78,6 75,77 £ 1,11 82,94 +1,11° 34,3
Naringenina 149,53 + 9,65 169,94 +9,65° 174,37 + 3,06 182,22 + 3,06 ® 107,3 20,73 £ 2,23 2269+223° 13,3

A Os resultados foram expressos em base seca como a meédia de 4 repeticdes + desvio padrio; © Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo séo estatisticamente diferentes a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan. Retengéo real = [(concentragdo do composto no grdo processado x peso do grdo processado) / (concentragdo do composto no gréo antes do processamento x
peso do grdo antes do processamento)] x 100.
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Tabela 6. Potencial de contribuicdo® do sorgo macerado e germinado para o suprimento das recomendagdes diarias de
vitaminas para homens adultos na faixa etaria de 19 a 30 anos.

Sorgo Macerado Sorgo Germinado
Composto 5 . 5 .
% Potencial de % Potc_anqal de % Potencial de % Pott_anqal de

sontribuigédo (100 g sorgo) contribui¢ao contribuicdo (100 g sorgo) contribui¢ao

’ (porcao** de 50,7 g) (porcao™ de 50,7 g)
Tiamina 46,0 23,0 41,0 21,0
Riboflavina 5,5 2,7 16,4 8,2
Piridoxina 2,7 1,8 3,6 1,8
Vitamina E 20,5 10,4 9,0 4.6

**Calculado com base na Resolugédo n® 39(ANVISA, 2001). *Calculado com base nas Recommended Dietary Allowance de vitaminas para adultos com idade entre 19 e
30 anos (U. S INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).
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6.2 Artigo 2: Sorgo (Sorghum bicolor L.) apés Estalamento e Cocgao é
Fonte de Vitaminas do Complexo B e Vitamina E e Sofre Perdas na

Concentracao de Carotenoides e Flavonoides

RESUMO

A concentragao e a estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina
e piridoxina), vitamina E (a, B, vy e & tocoferdis e tocotriendis), carotenoides
(luteina e zeaxantina) e flavonoides (3-desoxiantocianidinas-3 DXAs, flavonas e
flavanonas) foram avaliadas em grdos de sorgo submetidos ao estalamento em
forno de micro-ondas (graos crus estalados em forno de micro-ondas, poténcia
média por 4 minutos), estalamento em pipoqueira (grdos crus estalados em
pipoqueira, 150°C por 3 minutos) e cocgao em agua (graos crus cozidos em agua,
proporg¢ao 1:5 p/v, 100°C por 25 minutos). As analises de vitaminas do complexo
B e vitamina E foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com deteccdo por fluorescéncia e as anadlises de carotenoides e
flavonoides foram feitas por CLAE-DAD (detecgdo por arrajos de diodos). As
concentracbes meédias obtidas (em base fresca) foram de 0,06; 0,17 e 0,30
mg/100g para tiamina; 0,05; 0,05 e 0,04 mg/100g para riboflavina; 0,06; 0,05 e
0,04 mg/100g para piridoxina; 2445,3; 1490,1 e 1138,7 ug/100g para vitamina E
total; 5,0; 4,0 e 5,9 ug/100g para soma de carotenoides; 3,99; 8,98 e 8,33 ug/100g
para total de 3-DXAs; 3,64; 3,15 e 4,38 ug/100g para total de flavonas e 54,72,
21,69 e 15,48 ug/100g para total de flavanonas em sorgo submetido aos
estalamentos e coccédo, respectivamente. Os quatro processamentos reduziram
as concentragdes de tiamina quando comparados ao controle (p<0,05) e nao
influenciaram as de riboflavina (p>0,05). O estalamento em forno de micro-ondas
nao afetou a concentragcdo de piridoxina, enquanto que o estalamento em
pipoqueira € a cocgdo em agua reduziram as concentragdes desta vitamina
(p<0,05). O processamento que provocou menores retengdes (p<0,05) de
vitamina E foi o estalamento em forno de micro-ondas, enquanto que o
estalamento em pipoqueira ndo afetou a concentragdo total desta vitamina (p
>0,05). De forma geral, as concentra¢des de vitamina E apds os estalamentos
dos graos foram similares entre si, com exce¢ao do a-tocoferol e do y-tocotrienol
(suas concentragées nao foram influenciadas apds estalamento em forno de
micro-ondas, mas reduziram apds o estalamento em pipoqueira e cocgao em
agua). A cocgao dos graos em agua nao afetou a concentragao total de vitamina
E e seu perfil foi similar ao apresentado apdés o estalamento dos graos em
pipoqueira. Em relagdo aos carotenoides, os trés processamentos apresentaram
comportamento similar, uma vez que reduziram as concentracdes do total de
carotenoides, bem como reduziram as de zeaxantina (p<0,05) e nao
influenciaram a de luteina (p>0,05). Para as 3-DXAs, todos os processamentos
foram similares, sendo que o estalamento e a cocgao resultaram em retencdes de
apenas 04% a 224%. Os processamentos utilizados apresentaram
comportamentos similares em relagao a concentragao de flavonas, com retengdes

de apenas 1,42% a 8,26%. Os quatro processamentos reduziram drasticamente
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(p<0,05) a concentragéo de flavanonas (retencao de apenas de 2,70% a 17,69%).
O potencial de contribuicdo para o atendimento das recomendagdes de tiamina,
riboflavina, piridoxina e vitamina E para homens adultos foram, em média, 6,0;
4,5; 5,5 e 20,4% para o sorgo estalado em forno de micro-ondas; 17,0; 4,5; 4,5 e
12,4% para o sorgo estalado em pipoqueira; e 30,0; 3,6; 3,6 e 9,5% para o sorgo
cozido, respectivamente. Diante dos resultados obtidos, estimula-se o consumo
deste cereal, especialmente em sua forma cozida em agua, ja que as
concentracbes de riboflavina e vitamina E total ndo foram alteradas com a

utilizacao desta forma de processamento.

Palavras chave: Tiamina; riboflavina; piridoxina; 3-desoxiantocianidinas;

flavonas; flavanonas.

COMPOSTOS QUIMICOS ESTUDADOS NESTE ARTIGO

Tiamina (PubChem CID: 1130); riboflavina (PubChem CID: 493570); piridoxina
(PubChem CID: 1054); a-tocoferol (PubChem CID: 14985); B-tocoferol (PubChem
CID: 6857447); y-tocoferol (PubChem CID: 92729); &-tocoferol (PubChem CID:
92094); a-tocotrienol (PubChem CID: 5282347); B-tocotrienol (PubChem CID:
5282348); y-tocotrienol (PubChemCID: 5282349); &-tocotrienol (PubChem CID:
5282350); luteina (PubChem CID: 5281243); zeaxantina (PubChem CID:
53477763); Iluteolinidina (PubChem CID: 441701); 5-metoxi-luteolinidina
(PubChem CID: nao disponivel); Apigeninidina (PubChem CID: 159360); 7-
metoxi-apigeninidina (PubChem CID: ndo disponivel); Luteolina (PubChem CID:
5280445); Apigenina (PubChem CID: 159360); Naringenina (PubChem CID: 932);
Eriodictiol (PubChem CID: 440735).

1 INTRODUGAO

O sorgo é um dos cereais mais resistentes a seca e, devido ao aumento da
populagcdo mundial e a reducdo da disponibilidade de agua, representa uma
importante cultura para uso atual e futuro. Este cereal é o quinto mais produzido
no mundo e fornece até 70% das calorias ingeridas por individuos de paises da
Africa, Asia e América Central (TAYLOR et al., 2006).

Atualmente, o uso de sorgo na alimentagdo humana em paises ocidentais
tem aumentado devido ao seu potencial funcional. Os resultados de estudos in
vitro e in vivo utilizando animais demonstraram que extratos e fragdes de sorgo
ricos em compostos bioativos modulam parametros relacionados ao diabetes
(FARRAR et al.,, 2008), obesidade (BURDETTE et al., 2010; HWANG et al.,
2013), dislipidemias, estresse oxidativo (AWIKA et al.,, 2009) e inflamagéo
(BURDETTE et al., 2010; HWANG et al., 2013).

Apesar da composi¢do quimica, valor nutricional e funcional do sorgo
serem determinadas por fatores genéticos e ambientais, elas podem ser
modificadas pelo processamento dos grdos (KAYODE et al., 2005). Os efeitos de
processamentos que refletem a cultura da populagdo e as necessidades das

industrias ocidentais foram pouco estudados até o momento. Entre esses

70



processamentos, destacam-se o0 estalamento e a cocgdo em &agua, que
constituem técnicas de grande uso pela populagéo, a nivel mundial.

O consumo do grdo de cereal submetido ao estalamento é muito comum
em paises da Africa e em paises do Ocidente. No Brasil, por exemplo, destaca-se
a produgao de pipoca a partir de cereais, especialmente, do milho. Devido as
semelhancgas entre o sorgo e o milho, a pratica do estalamento do sorgo para
producdo de pipoca tem aumentado. O estalamento do sorgo pode ser realizado
por meio do aquecimento do grdo em uma panela submetida a fogo constante,
em pipoqueira convencional e, ou em forno de micro-ondas, constituindo praticas
comuns utilizadas pela populagdo (CORREIA et al., 2008; CARDOSO et al. 2014).

O estalamento leva a explosdo dos grédos submetidos ao calor, que
proporciona a ruptura da parede celular do endosperma, melhorando a
disponibilidade do amido e de outros compostos presentes no endosperma
(CORREIA et al.,, 2008). O processo de cocgédo de graos, principalmente de
sorgo, € muito utilizado para produgcdo de mingaus e de outros pratos tipicos,
como o Ting (mingau duro) (DUODU et al.,, 2001; TAYLOR e TAYLOR, 2002).
Sao comuns estudos acerca dos efeitos destes processamentos na composi¢cao
de macronutrientes e digestibilidade de proteinas, mas este € o primeiro trabalho
a avaliar o efeito destes tratamentos em diversos compostos do sorgo (vitaminas,
carotenoides e flavonoides).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
estalamento (em forno de micro-ondas e em pipoqueira) e da cocgdo em agua na
estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e piridoxina),
vitamina E (a, B, y e ® tocoferdis e tocotriendis), carotenoides (luteina e
zeaxantina) e flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas) em graos de sorgo,
além de avaliar o potencial de contribuicdo do sorgo apds os processamentos

para o atendimento das recomendacdes de vitaminas para adultos.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Matéria-Prima

Foram utilizados graos de sorgo do genodtipo BRS 330 pertencente a um
painel de linhagens da EMBRAPA Milho e Sorgo. O plantio foi realizado no campo
experimental da EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado em Nova Porteirinha, MG.
Apés colhidos, os graos foram encaminhados para a EMBRAPA Milho e Sorgo
(Sete Lagoas, MG, Brasil), onde foram triados e, posteriormente, armazenados
em camara fria (10 = 2 °C) até o transporte para o Departamento de Nutricdo e
Saude (DNS) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.2 Padroes e Reagentes

Os padrées de vitaminas do complexo B (hidrocloreto de tiamina,
riboflavina e hidrocloreto de piridoxina), carotenoides (luteina e zeaxantina) e
flavonoides (3-desoxiantocianidinas: cloreto de luteolinidina e cloreto de
apigeninidina; flavonas: luteolina e apigenina, e flavanonas: naringenina e

eriodictiol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes
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de vitamina E (a, B, y e d-tocoferdis e tocotriendis) foram obtidos da Calbiochem
(EMD Biosciences, Inc., EUA).

Reagentes grau analitico (VETEC, S&o Paulo, Brasil) foram utilizados para
extragao das vitaminas, carotenoides e flavonoides. A claradiastase foi adquirida
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para analise, foram utilizados reagentes
grau HPLC (metanol, acetonitrila, acido férmico, acetato de etila, acetona, hexano,
isopropanol, acido acético glacial) obtidos da Tedia (S&o Paulo, Brasil) e grau
analitico (acetato de sédio e heptanossulfonato de sdédio), obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.3. Processamento dos Graos de Sorgo

Os graos integrais de sorgo foram submetidos a diferentes

processamentos, conforme descrito a seguir:

1) Controle: 150 g de gréos in natura foram moidos em moinho analitico
micro-rotor de facas (MA 090, Marconi, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se
uma farinha com granulometria média de 850 um;

2) Estalamento em forno de micro-ondas: 150 g de graos in natura foram
estalados em forno de forno de micro-ondas (BMJ38AR, Brastemp,
Brasil), (poténcia média, 4 min). Em seguida, os graos estalados foram
selecionados para posterior analise (CARDOSO et al., 2014);

3) Estalamento em pipoqueira: 150 g de graos in natura foram estalados
em pipoqueira convencional (150 °C, 3 min). Em seguida, os graos
estalados foram selecionados para posterior analise (CARDOSO et al.,
2014);

4) Cocgdo em agua: 50 g de graos de sorgo in natura foram cozidos em
250 mL de agua (100 °C, 25 min) em uma panela doméstica tampada
(BRASIL, 1996).

Para o armazenamento, os gréos cozidos foram secos em estufa com
circulagao forgada de ar (50 °C, 24 h) até umidade inferior a 15% (BRASIL, 1996)
e, em seguida, moidos em um moinho analitico micro-rotor de facas (MA 090,
Marconi, S&o Paulo, Brasil), obtendo-se farinhas com granulometria média de 850
pgm.

As farinhas obtidas dos quatro processamentos foram acondicionadas em
sacos plasticos de polietileno recobertos com papel aluminio e armazenadas em
freezer (-20 £ 1 °C) até a concluséo das analises, que ocorreu em, no maximo, 30

dias.
2.4 Determinagao da Umidade

A umidade das farinhas obtidas dos grdos in natura e dos graos
processados foi determinada por gravimetria, apdés secagem em estufa (Nova
Etica, 4000, Sao Paulo, Brasil) a 105 °C, até atingir peso constante (AOAC, 2005).
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2.5 Determinagao de Vitaminas do Complexo B, Carotenoides, Vitamina E e

Flavonoides

As analises foram realizadas no Laborat6rio de Analise de Vitaminas do
DNS/UFV, em 4 repeticdes, que foram obtidas a partir dos tratamentos. Durante a
extragdo e a analise, as amostras e os extratos foram protegidos da luz solar e
artificial pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo
blackout, e protegidos do oxigénio por meio do acondicionamento em frasco

ambar com tampa, com ambiente com gas nitrogénio.
2.5.1 Extracao e Analise de Tiamina e Riboflavina

A tiamina total (tiamina, tiamina monofosfato e tiamina pirofosfato) e a
riboflavina total (riboflavina, flavina adenina dinucleotideo e flavina
mononucleotideo) foram extraidas simultaneamente com base nos métodos
propostos por Ndaw et al. (2000) e Arella et al. (1996).

As analises de riboflavina e tiamina foram realizadas em corridas individuais,
utilizando as condi¢cbes desenvolvidas por Arella et al. (1996), com modificagdes:
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccao por
fluorescéncia (excitacdo em 366 nm e emissdo em 435 nm para tiocromo e
excitacdo em 422 nm e emissdo em 522 nm para riboflavina); coluna
cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) acoplada a
coluna de guarda Phenomenex ODS C18 (4 mm x 3 mm); fase mdével composta
por metanol: solugdo de acetato de sdédio 6,25 mM e acido heptanosulfénico 2,5
mM (30:70, v/v); eluicdo isocratica; fluxo da fase moével de 0,9 e 1,2 mL/min para
tiamina e riboflavina, respectivamente; tempo de corrida de 13 e 14 minutos para

tiamina e riboflavina, respectivamente.
2.5.2 Extracao e Analise de Piridoxina

A piridoxina total (piridoxol, piridoxal e piridoxamina) foi extraida de acordo
com o meétodo proposto por Ndaw et al. (2000) e analisada utilizando as

condi¢des desenvolvidas por Bergaentzlé et al. (1995).

2.5.3 Extracao e Analise de Vitamina E

A extragao e analise dos componentes da vitamina E (q, 8, y e &-tocoferdis
e tocotriendis) foram realizados de acordo com Pinheiro-Sant'Ana et al. (2011),

com algumas modificagdes.

2.5.4 Extracao e Analise de Carotenoides

Os carotenoides (luteina e zeaxantina) foram extraidos de acordo com
Rodriguez-Amaya et al. (1976), com modificagdes, e analisados segundo Panfili et
al. (2004).
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2.5.5 Extragcao e Analise de Flavonoides

Os flavonoides foram extraidos e analisados simultaneamente, utilizando-
se as metodologias propostas por Dykes et al. (2009) e Yang et al. (2012),

respectivamente. .

2.5.6 Identificacado e Quantificacado de Vitaminas do Complexo B,

Carotenoides, Vitamina E e Flavonoides

Todos os compostos foram identificados por co-cromatografia e pela
comparagao do tempo de retencdo dos padrbes comerciais auténticos com os
componentes de interesse nas amostras. Além disso, os carotenoides e os
flavonoides foram identificados pela comparagao entre os espectros de absorgéo
dos padrdes e picos de interesse nas amostras, utilizando o DAD.

Os compostos foram quantificados utilizando-se curvas analiticas
construidas a partir da injegdo, em duplicata, de seis diferentes concentra¢des de
solugdes padréo (Tabela 1). A 5-metoxi-luteolinidina (5-MeO-LUT) e 7-metoxi-
apigeninidina (7-MeO-AP) foram quantificadas utilizando padrdes de luteolinidina
(LUT) e apigeninidina (API), respectivamente, ajustados em fungdo do peso
molecular dos compostos de interesse (DYKES et al., 2009).

As concentragdes totais de tiamina (tiamina + tiamina monofosfato +
tiamina pirofosfato), riboflavina (riboflavina + flavina adenina dinucleotideo +
flavina mononucleotideo) e piridoxina (piridoxol + piridoxal + piridoxamina) foram
expressas em mg/100g de sorgo (base umida e seca). As concentragdes totais de
carotenoides (luteina + zeaxantina) e vitamina E (a, B, y e & tocoferdis e
tocotriendis) e seus componentes isolados foram expressos em ug/100g (base
umida e seca). A concentracdo total de flavonoides (DXAs: luteolinidina,
apigeninidina, 5-metoxi-luteolinidina e 7-metoxi-apigeninidina; flavonas: luteolina e
apigenina; e flavanonas: eriodictiol e naringenina) e de seus componentes
isolados foi expressa em ug/g de amostra (base umida e seca).

O equivalente de a-tocoferol foi calculado utilizando a equacéao: (a-tocoferol
x 1,0) + (B-tocoferol x 0,5) + (y-tocoferol x 0,1) + (&-tocoferol x 0,03) + (a-
tocotrienol x 0,3) + (B-tocotrienol x 0,05) (U. S. Institute of Medicine, 2000).

2.6 Validacao das Metodologias

Foram realizados testes para validacdo das metodologias utilizadas para as
analises de tiamina, riboflavina e piridoxina (Tabela 1).

As demais metodologias utilizadas para analise de carotenoides, vitamina
E e flavonoides foram previamente validadas para analise de sorgo (RODRIGUEZ-
AMAYA et al, 1976; PANFILI et al., 2004; DYKES et al., 2009; PINHEIRO-
SANT’ANA et al., 2011; YANG et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).

2.6.1 Recuperagao

Os testes de recuperacdo das vitaminas foram realizados por meio da

adicdo dos padroes as amostras na propor¢ao de 20 a 100% da concentragao
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média original observada. As porcentagens de recuperagao foram obtidas a partir
da seguinte equacéo:

R =[Q(0+S) - Q(O)/ Q(S)] x 100

Onde:

R: porcentagem de recuperagao;

Q(O+S): concentragao de vitamina na amostra adicionada de padrao;

Q(O): concentragao de vitamina na amostra;

Q(S): peso do padrao adicionado a amostra.

2.6.2 Linearidade

A faixa de linearidade foi determinada pela inje¢cdo, em duplicata, de seis
concentracbes crescentes das solugdes padrdo, utilizando-se as mesmas
condigdes cromatograficas empregadas para andlise das amostras. Os dados
obtidos para as areas dos picos foram utilizados para analise de regressao linear
(LANCAS, 2004) (Tabela 1).

2.6.3 Limites de Detecgao e Quantificagao

O limite de detecgao (LD) foi determinado por meio de diluicées sucessivas
dos padrbes de tiamina, riboflavina e piridoxina, seguida da determinacéo da
menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor médio da amplitude
do ruido da linha de base (S/R=3). O limite de quantificacdo (LQ) foi considerado
como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO et al., 2006).

2.7 Calculo da Retencao Real das Vitaminas, Carotenoides e Flavonoides

A retencao verdadeira das vitaminas e compostos bioativos foi avaliada nos
graos de sorgo submetidos aos diferentes tipos de processamentos teste, por
meio do calculo da porcentagem de retencéao real (% RR) utilizando a equagao de
Murphy et al. (1975).

2.8 Calculo da Estimativa do Potencial de Contribuicdo do Sorgo para o

Atendimento das Recomendagoes Nutricionais

De acordo com Phillippi (2008), os alimentos podem ser considerados como
“fonte”, “boa fonte” ou “excelente fonte” de nutrientes. Se este alimento suprir de 5
a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), ele pode ser considerado como “fonte”
do nutriente; se suprir de 10 a 20% da DRI, pode ser considerado “boa fonte” do
nutriente; e se supri mais de 20% da DRI, pode ser considerado “excelente fonte”

do nutriente.

2.9 Delineamento Experimental e Analise Estatistica dos Dados

Os dados da concentracdo de nutrientes e de compostos bioativos do
sorgo foram avaliados utilizando o delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticoes. Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, foram submetidos a One-Way ANOVA. Quando
necessario, as médias dos dados foram submetidos ao teste de Duncan para a
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comparagao multipla de médias. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa SPSS, adotando-se um nivel de significancia (a) de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validagao dos Métodos para Analise de Vitaminas do Complexo B

As porcentagens de recuperagao para tiamina, riboflavina e piridoxina
foram, respectivamente: 114,6%; 92,1% e 99,3%. Estes resultados foram
considerados adequados, refletindo 6tima eficiéncia dos processos de extragao
(processo adequado de limpeza entre as etapas de extragdo e baixos niveis de
perdas de compostos durante sua extragao e baixo nivel de erros).

De forma similar, os coeficientes de linearidade obtidos se mostraram
excelentes e refletiram 6tima linearidade dos dados, uma vez que foram muito
préximos ao valor de 1. Ja os limites de detecgdo e quantificacdo apresentaram
valores muito baixos, o que indica uma maior sensibilidade dos métodos utilizados
para a quantificacdo de compostos presentes em pequenas quantidades nas

matrizes alimentares (Tabela 2).
3.2 Vitaminas do Complexo B

As trés vitaminas do complexo B analisadas foram identificadas no sorgo
antes do processamento (controle) (Figura 1). A concentragédo de riboflavina total
foi similar, a de piridoxina inferior e a de tiamina duas vezes maior que o relatado
na literatura (0,06 mg/100g; 0,33 mg/100g; e 0,33 mg/100g, respectivamente)
(JOOD et al., 2012; U.S. Department of Agriculture, 2016). As condigbes de
cultivo (ex: solo e clima) e as caracteristicas genéticas dos graos afetam o perfil
dos compostos antioxidantes do sorgo (FERNANDEZ et al., 2009; CHUNG et al.,
2013), o que pode justificar a divergéncia entre os resultados obtidos neste estudo
e os relatados na literatura.

A tiamina foi a unica vitamina cuja concentragdo foi reduzida por todos os
processamentos, sendo a menor retengao (7,6%) verificada apdés o estalamento
em forno de micro-ondas. A concentragdo de riboflavina se manteve apds os
processamentos (p>0,05) enquanto que a concentragdo de piridoxina foi
igualmente reduzida pelo estalamento dos grdos em pipoqueira convencional e
pela coccdo em agua (p<0,05) (Tabela 3). A redugcdo nas concentragbes de
tiamina e piridoxina, em todos os tratamentos, pode ser parcialmente atribuida a
degradacao destes compostos durante a exposigao ao calor (MURAKAMI et al.,
2014). Além disso, a lixiviagao pode ter contribuido para a perda destas vitaminas
durante o processo de cocgado em agua (AFIFY et al., 2012). Vale ressaltar que a
tiamina é uma das vitaminas mais termo sensiveis e, muitas vezes, é utilizada
como indicador de perdas de nutrientes (AFIFY et al., 2012).

Até o momento, este € o primeiro estudo que avaliou o impacto de
diferentes técnicas de estalamento na concentracdo de vitaminas do complexo B
em sorgo. Em um estudo com amaranto, Murakami et al. (2014) verificaram que,

diferente do presente estudo, o estalamento convencional ndo afetou as
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concentracbes de seis vitaminas do complexo B, incluindo a riboflavina e
piridoxina. Por outro lado, Gamel et al. (2006) observaram redugdo na
concentragdo destas vitaminas (retencées de 11,1 a 70,8%, respectivamente)
apds o estalamento de duas espécies de amaranto em prato quente, sob
constante aquecimento. Para a tiamina, Hakansson et al. (1987) verificaram
reducdo de 63 a 100% apds o estalamento de gréos de trigo. Diferente do
observado no presente estudo, Duodu et al. (1999) observaram que a cocgao em
agua em condigdes similares a utilizada no presente estudo nao influenciou a
concentracado de tiamina de graos de sorgo. Ja Aughey et al. (1940) verificaram
reducdo de 15% na concentracdo de tiamina do trigo e manutengdo da
concentrag&do na aveia, apos a cocgado em agua destes graos.

A variabilidade dos resultados observados por outros autores,
especialmente nos estudos que avaliaram o amaranto (GAMEL et al., 2006;
MURAKAMI et al., 2014) e outros grdos demonstraram que os efeitos do
processamento sao fortemente influenciados por caracteristicas intrinsecas as
espécies analisadas. Dessa forma, devido a diferengca de espécies, torna-se
natural que os resultados do presente estudo sejam diferentes dos observados
por outros autores. Além disso, deve-se considerar as caracteristicas de
processamento utilizadas nos diferentes trabalhos. Murakami et al. (2014), por
exemplo, estalou os graos de amaranto por 15 segundos, enquanto que no
presente estudo o estalamento ocorreu por, aproximadamente, 4 minutos em

forno de micro-ondas e 3 minutos em pipoqueira.
3.3 Vitamina E

A concentragdo de vitamina E no sorgo controle variou dentro da faixa
relatada na literatura (AFIFY et al., 2012; CARDOSO et al., 2014) (Tabela 4). Os
graos controle apresentaram seis compostos da vitamina E, sendo o y-tocotrienol
o0 componente majoritario (66,5% do total de vitamina E). Verificou-se uma
prevaléncia dos tocotriendis, com razado tocoferdis/tocotriendis igual a 0,23.
Diferente do presente estudo, Cardoso et al. (2014) observaram prevaléncia dos
tocoferdis (razdo tocoferdis/tocotriendis maior que 1) e do y-tocoferol em 97
genotipos de sorgo. No entanto, assim como neste estudo, Tiwari et al. (2009)
observaram prevaléncia dos tocotriendis em sorgo.

A concentragao de vitamina E total, a-tocoferol e equivalente de a-tocoferol
no sorgo ndo foram alterados pelo estalamento em forno de micro-ondas
(p>0,05). Porém, a concentragdo destes compostos, bem como dos demais
identificados no sorgo, foram reduzidas pelo estalamento em pipoqueira e a
cocgdo em agua (p<0,05). Os resultados obtidos neste estudo para os gréaos
submetidos as duas técnicas de estalamento divergiram dos obtidos por Cardoso
et al. (2014), que observaram aumento da concentragao total de vitamina E, a-
tocoferol e B-tocoferol apdos ambos os processamentos. Porém, a redugio
observada nos graos estalados em pipoqueira convencional foi similar a relatada
por Hakansson et al. (1987) ao estalar graos de trigo em panela sob fogo

constante, por um tempo de 10 a 15 minutos.
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Porém, Cardoso et al. (2014) observaram redugdo da concentragao de
vitamina E total, principalmente de a-tocotrienol, y-tocoferol e d-tocotrienol apos a
cocgao (sob as mesmas condi¢gdes do presente estudo) de graos de sorgo. Estas
diferengas podem ter sido decorrentes de variagbes nos gendtipos das matrizes
alimentares analisadas, bem como de variagbes genéticas dos gendotipos
analisados, alteragdes nas condigdes de cultivo dos gréaos e diferentes condigbes
de estalamento (tempo e temperatura) (FERNANDEZ et al., 2009; CHUNG et al.,
2013; CARDOSO et al., 2015).

3.4 Carotenoides

A concentracdo e o perfil de carotenoides (luteina e zeaxantina) no sorgo
controle foram semelhantes aos observados por outros autores (CARDOSO et al.,
2014). Apos o estalamento em forno de micro-ondas e a cocgdo em agua, a
zeaxantina se manteve como componente majoritario (53,8% e 63,1%,
respectivamente), enquanto nos gréos estalados em pipoqueira verificou-se
prevaléncia da luteina (Figura 1, Tabela 4). A alteracao do perfil de carotenoides
do sorgo apds estes processamentos também foi semelhante ao observado por
outros autores (CARDOSO et al., 2014). O efeito de todos os processamentos na
soma de carotenoides e nas concentragdes de luteina e zeaxantina do sorgo foi
similar, sendo verificada retencédo de, no minimo, 21,6%.

De forma geral, as retengcbes dos carotenoides (soma e isolados) apos os
processamentos, nao diferiram (p>0,05). Dados sobre as alteragdes provocadas
pelo estalamento e cocgdo em agua em graos de sorgo s&o escassos e, portanto,
devem ser objeto de estudos futuros. Até o momento, no Unico trabalho sobre
este tema, também foi verificada redugdao na concentracdo de carotenoides do
sorgo apos o estalamento em pipoqueira, sob as mesmas condigbes (CARDOSO
et al., 2014). Porém, estes autores verificaram aumento da concentragao destes
compostos apds a cocgdo em agua e manutencao apos o estalamento em forno
de micro-ondas (CARDOSO et al., 2014), o que diverge do presente estudo. As
diferengas observadas entre os resultados obtidos por compostos (CARDOSO et
al., 2014) e o do presente estudo podem ser atribuidas a influéncia das
caracteristicas intrinsecas dos genotipos analisados, as quais podem afetar a
resposta do grao frente aos processamentos (FERNANDEZ et al., 2009; CHUNG
et al., 2013; CARDOSO et al., 2015).

3.5 Flavonoides
3.5.1 3-Desoxiantocianidinas

Os graos controle apresentaram todas as 3-DXAs pesquisadas (Figura 1 e
Tabela 5), com prevaléncia da LUT e 5-MeO-LUT (26,7% e 29,4% do total de 3-
DXAs, respectivamente). O total de 3-DXAs dos graos in natura representou
61,8% do total de flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas). Estes resultados
foram similares aos observados por outros autores (CARDOSO et al., 2015).

Os efeitos de todos os processamentos sobre a concentracido total de 3-
DXAs e suas formas isoladas (LUT, API, 5-MeO-LUT e 7-MeO-API) foram
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similares, sendo observadas retengdes de apenas 0,4 a 22,4%. As redugdes mais
expressivas foram observadas nos grédos submetidos ao estalamento em forno de
micro-ondas. Cardoso et al. (2014), utilizando condi¢gbdes de estalamento (forno de
micro-ondas e pipoqueira) semelhantes as adotadas no presente estudo,
observaram que estes processamentos nao afetaram o total e o perfil de 3-DXAs.
Estas diferengas podem ter ocorrido devido a diferengas nos gendtipos analisados
(CHUNG et al., 2013; CARDOSO et al., 2015).

Porém, de forma similar a este estudo, Cardoso et al. (2015) verificaram
que a cocgao do grao de sorgo em agua diminuiu a concentragao total de 3-DXAs
e de suas formas isoladas. Varios mecanismos podem ter contribuido para a
reducdo da concentragdo de 3-DXAs, entre eles, a lixiviagdo de compostos
fendlicos durante o processo de cocgao (CHAVAN et al., 1989; AFIFY et al., 2012)
e a entrada destes compostos para o endosperma junto com agua embebida

durante o processamento (TOWO et al., 2003).
3.5.2 Flavonas e Flavanonas

A concentracdo total e o perfil de flavonas (luteolina e apigenina)
observado nos graos in natura, com prevaléncia da luteolina (Figura 1, Tabela 5)
foi similar ao relatado na literatura (AFIFY et al., 2012; CARDOSO et al., 2015).
As flavanonas investigadas (eriodictiol e naringenina) foram identificadas nos
graos de sorgo in natura e processados (Figura 1, Tabela 5), com prevaléncia do
eriodictiol (em média, 58,8% do total). A prevaléncia de eriodictiol diverge do
observado por Dykes et al. (2009) e se assemelha ao relatado por Cardoso et al.
(2015).

Todos os processamentos reduziram drasticamente as concentragoes de
flavonas, flavanonas e suas formas isoladas (luteolina, apigenina, eriodictiol e
naringenina) em 82,3% a 98,6% (p<0,05). Até a presente data, estudos em
cereais submetidos ao estalamento e a cocgdo em agua sobre a estabilidade de
flavonas e flavanonas nao estdo disponiveis. Que seja do nosso
concenhecimento, este foi o primeiro estudo a avaliar a estabilidade destes
compostos frente a essas condigdes.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com a elevada
sensibilidade térmica das flavonas e flavanonas do sorgo. Estudo recente
demonstrou que o processamento em forno convencional reduziu o total de
flavonas, flavanonas e suas formas isoladas entre 45,1 e 63,6% (CARDOSO et
al.,, 2015). Apds a extrusdo dos graos, as flavonas e as flavanonas nao foram
detectadas (CARDOSO et al., 2015). Além disso, a redug¢ado da concentragao das
flavonas e flavanonas nos grdaos submetidos a cocgdo pode ser parcialmente

atribuida a lixiviagao dos compostos na agua de cocgao (AFIFY et al., 2012).

3.5. Potencial de Contribuicao do Sorgo Estalado e Cozido para o

Atendimento das Necessidades de Vitaminas

Segundo as DRIs para individuos do sexo masculino e faixa etaria entre 19 e
30 anos, o sorgo estalado em forno de micro-ondas se apresentou como

excelente fonte de vitamina E, além de ser fonte de tiamina e piridoxina. Ja o
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sorgo estalado em pipoqueira foi classificado como excelente fonte de tiamina e
boa fonte de vitamina E. Por sua vez, o sorgo cozido em agua foi classificado

como excelente fonte de tiamina e fonte de vitamina E (Tabela 6).
4 CONCLUSAO

Os efeitos do estalamento e coccdo nas concentracbes de vitaminas,
carotenoides e compostos bioativos do sorgo foram variados. O processamento
que provocou maiores perdas, de forma geral, foi o estalamento em forno de
micro-ondas, seguido do estalamento em pipoqueira e, por ultimo, da cocgdo em
agua. Apesar das perdas, o sorgo estalado em forno de micro-ondas se
apresentou como excelente fonte de vitamina E, além de ser fonte de tiamina e
piridoxina. Ja o sorgo estalado em pipoqueira foi classificado como excelente
fonte de tiamina e boa fonte de vitamina E. Por sua vez, o sorgo cozido em agua
foi classificado como excelente fonte de tiamina e fonte de vitamina E. Assim,
estimula-se o consumo do sorgo especialmente em sua forma cozida. Ainda sao
incipientes estudos acerca dos efeitos destes processamentos nos compostos
presentes no sorgo, o que justifica a realizagdo e direcionamento de novos
estudos. Além disso, os atributos sensoriais destes tratamentos nao foram

avaliados, o que torna este tema uma sugestao para estudos futuros.

5 AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Embrapa Milho e Sorgo (Brasil), a Fundagao de
Apoio a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG, Brasil), a Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES, Brasil) e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, Brasil) pelo

suporte financeiro e concessao de bolsas de mestrado e de iniciagao cientifica.
6 REFERENCIAS

AFIFY, A. E.-M. M. R. et al. Effect of Soaking, Cooking, Germination and
Fermentation Processing on Proximate Analysis and Mineral Content of Three
White Sorghum Varieties (Sorghum bicolor L. Moench). Notulae Botanicae Horti
Agrobotanici Cluj-Napoca, v. 40, n. 2, p. 92-98, 2012.

AFIFY, A. E.-M. M. R. et al. Biochemical changes in phenols, flavonoids, tannins,
vitamin E, p—carotene and antioxidant activity during soaking of three white
sorghum varieties. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 2, n. 3, p.
203-209, 2012.

ARELLA, F. et al. Liquid chromatographic determination of vitamins B1 and B2 in
foods. A collaborative study. Food Chemistry, v. 56, n. 1, p. 81-86, 1996.

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis of the
AOAC, Washington, D.C. 2005.

AUGHEY, E. et al. Effect of Cooking upon the Thiamin Content Of Foods. Journal
of Nutrition, v. 19, p. 285-96, 1940.

BERGAENTZLE, M. et al. Determination of vitamin B6 in foods by HPLC—a
collaborative study. Food Chemistry, v. 52, n. 1, p. 81-86, 1995.

BRASIL, M., Companhia Nacional de Abastecimento, (1996). Acompanhamento
de safra brasileira: graos, décimo segundo levantamento. Brasilia, CONAB.

80



CARDOSO, L. D. M. et al. Effects of processing with dry heat and wet heat on the
antioxidant profile of sorghum (Sorghum bicolor L.). Food Chemistry, 152, 201-
217, 2014.

CARDOSO, L. D. M. et al. Tocochromanols and Carotenoids in Sorghum
(Sorghum bicolor L.): Diversity and Stability to the Heat Treatement. Food
Chemistry, 2014.

CARDOSO, L. D. M. et al. Phenolic compounds profile in sorghum processed by
extrusion cooking and dry heat in a conventional oven. Journal of Cereal
Science, v. 65, p. 220-226, 2015.

CARDOSO, L. D. M. et al. Sorghum (Sorghum bicolor L.): Nutrients, bioactive
compounds, and potential impact on human health. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 57, n. 2, p. 372-390, 2017.

CATHARINO, R. R. et al. Metodologia analitica para determinagcdoo de folatos e
acido félico em alimentos. Quimica Nova, v. 29, p. 972-976, 2006.

CHAVAN, J. K. et al. Nutritional improvement of cereals by sprouting. Critical
Reviews in Food Science & Nutrition, v. 28, n. 5, p. 401-437, 1989.

CHUNG, |.-M. et al. Effect of genotype and cultivation location on 3-sitosterol and
a-, B-, y-, and &-tocopherols in sorghum. Food Research International, v. 51, n.
2, p. 971-976, 5, 2013.

CORREIA, |. et al. Protein profile and malt activity during sorghum germination.
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 88, n. 15, p. 2598-2605,
2008.

DUODU, K. G. et al. Effect of cooking and irradiation on the labile vitamins and
antinutrient content of a traditional African sorghum porridge and spinach relish.
Food Chemistry, v. 66, n. 1, p. 21-27, 1999.

DUODU, K. G. et al. FTIR and solid state 13 C NMR spectroscopy of proteins of
wet cooked and popped sorghum and maize. Journal of Cereal Science, v. 33, n.
3, p. 261-269, 2001.

DYKES, L. et al. Flavonoid composition of red sorghum genotypes. Food
Chemistry, v. 116, n. 1, p. 313-317, 2009.

FERNANDEZ, M. S. et al. Collection and characterization of yellow endosperm
sorghums from West Africa for biofortification. Genetic Resources and Crop
Evolution, v. 56, n. 7, p. 991-1000, 2009.

GAMEL, T. H. et al. Effect of seed treatments on the chemical composition of two
amaranth species: oil, sugars, fibres, minerals and vitamins. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 86, n. 1, p. 82-89, 2006.

HAKANSSON, B. et al. The effects of various thermal processes on protein
quality, vitamins and selenium content in whole-grain wheat and white flour.
Journal of Cereal Science, v. 6, n. 3, p. 269-282, 1987.

JOOD, S. et al. Effect of germination and probiotic fermentation on pH, titratable
acidity, dietary fibre, B-Glucan and vitamin content of sorghum based food
mixtures. J Nutr Food Sci, v. 2, n. 164, p. 2, 2012.

KAYODE, A. P. P. et al. Genetic and Environmental Impact on Iron, Zinc, and
Phytate in Food Sorghum Grown in Benin. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 54(1): 256-262, 2005.

LANCAS, F. M. Validagcao de Métodos Cromatograficos de Analise. 6. Sdo
Carlos: Rima, 2004.

MURAKAMI, T. et al. Effects of popping on nutrient contents of amaranth seed.
Plant Foods for Human Nutrition, v. 69, n. 1, p. 25-29, 2014.

MURPHY, E. W. et al. Comparisons of methods for calculating retentions of
nutrients in cooked foods. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 23, n.
6, p. 1153-1157, 1975.

81



NDAW, S. et al. Extraction procedures for the liquid chromatographic
determination of thiamin, riboflavin and vitamin B 6 in foodstuffs. Food Chemistry,
v.71,n.1, p. 129-138, 2000.

PANFILI, G. et al. Improved Normal-Phase High-Performance Liquid
Chromatography Procedure for the Determination of Carotenoids in Cereals.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, n. 21, p. 6373-6377, 2004.

PINHEIRO-SANT'ANA, H. M. et al. Method for simultaneous analysis of eight
vitamin E isomers in various foods by high performance liquid chromatography
and fluorescence detection. Journal of Chromatography A, v. 1218, n. 47, p.
8496-8502, 2011.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. et al. Carotenoid changes in ripening Momordica
charantia. Annals of Botany, v. 40, p. 615-624, 1976.

TAYLOR, J. R. N. et al. Novel food and non-food uses for sorghum and millets.
Journal of Cereal Science 44(3): 252-271, 2006.

TAYLOR, J.; TAYLOR, J. Alleviation of the adverse effect of cooking on sorghum
protein digestibility through fermentation in traditional African porridges.
International Journal of Food Science & Technology, v. 37, n. 2, p. 129-137,
2002.

TIWARI, U. et al. Nutritional importance and effect of processing on tocols in
cereals. Trends in Food Science & Technology, v. 20, n. 11-12, p. 511-520, 12,
20009.

TOWO, E. E. et al. Effect of grain pre-treatment on different extractable phenolic
groups in cereals and legumes commonly consumed in Tanzania. Journal of the
Science of Food and Agriculture, v. 83, n. 9, p. 980-986, 2003.

U.S. DEPARTMENT OF AGRICULTURE, A. R. S. USDA National Nutrient
Database for Standard Reference. 26. Washington DC: 2016. Disponivel em:
<<http://www.ars.usda.gov/ba/bhnrc/ndI>>. Acesso em: 09-23-2016.

U. S. INSTITUTE OF MEDICINE. Dietary Reference Intakes for Vitamin C,
Vitamin E, Selenium, and Carotenoids. Washington, D.C.: National Academy
Press, 2000.

YANG, L. et al. Sorghum phenolics demonstrate estrogenic action and Induce
apoptosis in nonmalignant colonocytes. Nutrition and Cancer, v. 64, n. 3, p. 419-
427, 2012.

82



FIGURAS E TABELAS

0,075
I
|
0,050 H
|
0,025 1 ‘ “ ‘
\ |
0,000 M L.AH‘L
0 ‘ 1‘0 ‘ Zb 30
Minutes
(b)
0,21 ‘
g [
0,14 g
U
’
00l w ~WM N
0 5 10 15

20

0,044 |
|z
| 2
.
0,02 /! b
J U”\ 1\ /’
0,00 J w \TL‘
0 5 10 15
Minutes
(b)
1,04
|
|
‘\J‘
05 ‘
[ —
ool J Lt
0 ; 10 15 20
Minutes
(d)

100
£

L 0
2

(9)

(h)

Figura 1: Cromatogramas tipicos obtidos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia na analise do sorgo controle. (a) Tiamina; (b) Riboflavina; (c) Piridoxina;
(d) Vitamina E; (e) Carotenoides; (f) 3-desoxiantocianidinas; (g) Flavonas; (h)

Flavanonas.
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Tabela 1: Concentragdo minima e maxima dos padrbes de vitaminas do complexo B para a construgdo de curvas analiticas,
equacdes de regressao e seus respectivos coeficientes de regressao (R?), obtidos para a quantificacdo dos compostos.

Vitamina Concentraciao minima e maxima dos padrdes (ng) Equacao de regressao R*
Tiamina 0,08 — 4,35 y =2038489.93x + 108766.32 1,00
Riboflavina 0,21 -21,30 y = 248925x — 26032 1,00
Piridoxina 0,17 - 13,05 y = 339167x — 36329 0,9936

Tabela 2: Limites de deteccgéo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e recuperagao obtidas das vitaminas.

. LD LQ Recuperagao (%)
Vitamina (ng/mL) (ng/mL)
Tiamina 0,03 0,35 114.6
Riboflavina 0,0010 0,010 92,1
Piridoxina 0,03 0,33 99,3
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Tabela 3: Efeito do estalamento e coccdo na concentracio e retengao real de vitaminas do complexo B (mg/100 g) em sorgo ™ °

Vitaminas Controle Forno de micro-ondas Pipoqueira Cocgao

Conc. Conc. BS Conc. BF Conc. BS RR Conc. BF  Conc. BS RR Conc. Conc. BS RR
BF BF

Tiamina 0,70 0,79+0,04° 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 ¢ 7,59 0,17 0,17 £ 0,02 21,52 0,30 £ 0,33+0,04° 41,77
0,04 0,02 ¢ 0,04

Riboflavina 0,04+ 0,05+0,00° 0,05 £ 0,00 0,05+0,00° 100,00 0,05 + 0,05 £ 0,00 100,00 0,04 + 0,04 + 0,00 ® 80,00
0,00 0,00 @ 0,00

Piridoxina 0,09+ 0,10+0,02° 0,06 £ 0,02 0,06 + 0,02 *° 60,00 0,05 + 0,05 £+ 0,01 50,00 0,04 + 0,04 +0,01° 40,00
0,02 0,01 § 0,01

A Os resultados foram expressos como a média de 4 repeticdes + desvio padrao; ° Médias seguidas da mesma letra nas linhas para concentragdo em base seca ndo s3o estatisticamente diferentes a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan. Retengao real (RR) = [(concentragdo do composto no gréo processado x peso do gréo processado) / (concentragdo do composto no gréo antes do processamento x peso do
grao antes do processamento)] x 100. Onde: Conc. = Concentragéo; BF = Base Fresca; BS = Base Seca..
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Tabela 4: Efeito do estalamento e cocgdo na concentracéo e retencdo real (%) de vitamina E (ug/100g) e carotenoides (ug/100g) (%) em sorgo *®

Vitaminas Controle Forno de micro-ondas Pipoqueira Cocgao
Conc. BF Conc. BS Conc. BF Conc. BS RR Conc. BF Conc. BS RR Conc. BF Conc. BS RR
Vitamina E total 1950,2 + 2216,4 + 24453 + 25295 + 1141 1490,1 + 1517,6 + 68,5 1138,7+ 12595+ 146,5° 56,8
179,2 179,22 2279 2279° 68,9 68,9 ° 146,5
a-tocoferol 281,8+36,5 320,3+36,5% 3005+46,6 3109+46,6° 97,1 238,1 + 242,5bi 75,7 1371 + 1516 £17,2° 47,3
12,8 12,8 17,2
a-tocotrienol 2502 +29,7 2843+2972 1232+36,1 127,4+36,1° 44 8 113,8 + 115,9bi 40,8 105,7 + 116,9 + 19,8 ° 411
14,1 14 1 19,8
B-tocoferol 11,3+17,8 12,8 +17,8° 76+0,1 79+01° 61,7 1,9+06 1,9+06° 14,8 0,2+0,1 02+0,1¢ 1,6
y-tocoferol 81,0+ 16,9 920+16,9° 21,1+6,9 21,8+6,9° 23,7 39+09 40+09° 4.3 13,1 + 145+16° 15,8
1,6
B-tocotrienol 0,0+0,0 0,0+0,0° 369,0+ 32,8 381,7+328° 0,0 154,6 + 1575 + 0,0 56,0 + 61,9+153° 0,0
24,6 246° 15,3
y-tocotrienol 1296.,4 + 1473,4 + 1585,1 + 1639,7 + 111,3 943,0 + 960,4 + 65,2 792,4 + 876,5+93,1° 59,5
122,4 122,42 127,7 127,72 124,6 124,6 ° 93,1
o-tocoferol 0,0+0,0 0,0+0,0° 23,3+4,7 241+47°2 0,0 219+53 22,3+5,3 0,0 18,7 + 20,7+14°2 0,0
a 1,4
O-tocotrienol 29,6 + 3,3 33,6+3,3° 15,5+ 3,5 16,0+ 3,5° 47,6 129+1,3 13,1 bi 1,3 39,0 15,6 + 172+3,0° 51,2
3,0
Equiv. a-T 3706 £358 421,2+358°% 362,6+96,3 3751+96,3° 89,1 282,0 + 287,2bi 68,2 173,56 + 191,9+6,2° 456
29,6 29,6 6,2
Carotenoides 27,2+8,4 30,9+84°? 50+04 52+04° 16,8 40+05 41+05° 133 59+28 6,5+28° 21,0
(soma)
Luteina 12,2+ 8,9 13,9+89° 24+0,5 25+05°2 18,0 32+0,3 3,3+0,3% 23,7 22+0,7 24+0,7°2 17,3
Zeaxantina 16,7 + 4,1 19,0+ 4,1° 2,7+0,7 28+0,7° 14,7 0,8+02 0,8+02° 42 37+35 41+35° 21,6

A Os resultados foram expressos em base seca como a média de 4 repeticdes + desvio padrio; © Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo s3o estatisticamente diferentes a 5%
de probabilidade pelo teste de Duncan. Equiv. a-T: equivalentes de a-tocoferol. Retengéo real = [(concentragdo do composto no grdo processado x peso do grdo processado) /
(concentragdo do composto no grao antes do processamento x peso do grao antes do processamento)] x 100. Onde: Conc. = Concentragao; BF = Base Fresca; BS = Base Seca; RR =

Retengao Real.
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Tabela 5: Efeito do estalamento e cocgdo na concentragao e retencdo real (%) de flavonoides (ug/100g) em sorgo B

Flavonoides Controle Forno de micro-ondas Pipoqueira Cocgao

Conc. BF Conc. BS Conc. BF Conc. BS RR Conc. BF Conc. BS RR Conc. BF Conc. BS RR
Total 3-DXAs 72,78+ 3,73 82,71+3,73% 3,99+ 2,36 413+236° 499 898+112 915+112° 11,06 8,33+0,83 9,21+0,83° 11,14
Luteolinidina 19,44 +£3,64 22,09+9,64° 1,33+0,01 1,38+0,01° 6,25 223+0,18 2,27+0,18° 10,28 160+0,12 1,77+0,12° 8,01
Apigeninidina 16,08 £2,31 18,28+2,31% 0,07 +0,02 0,07+0,02° 0,38 065+016 066+0,16° 361 011+0,10 0,12%0,10° 0,66
5-MeO-Luteolinidina 21,37 +£1,62 2429+1,62% 2,18+0,51 225+051° 926 458+048 466+048° 1918 492+058 544+0,58° 22,4
7-MeO-Apigeninidina 15,86 £+ 1,19 18,02+9,19° 0,14 £ 0,06 0,14+0,06° 0,78 153+034 156+034° 866 1,70+028 1,88+0,28° 10,43
Total de Flavonas 86,41+4,95 98,21+495% 3,64+0,13 377+0,13° 384 315+068 321+068° 327 438+065 484+065° 4,93
Luteolina 55,94 +6,31 63,58+6,31% 0,87 £0,04 0,90 + 0,04 ° 1,42 094+019 09+0,19° 151 3,75+396 4,15+3,96°" 6,53
Apigenina 30,47 +1,36 3463+136° 2,76 +£0,09 2,86+0,09° 826 221+055 225+055° 6,550 1,68+0,18 1,86+0,18" 5,37
Total de Flavanonas 362,55 £ 22,50 412,03 + 54,72 + 23,30 56,60+23,30° 13,74 2169+193 2209+193° 536 1548+235 17,12+235° 4,16

22,50 °
Eriodictiol 213,01 +7,40 242,08+7,40 12,70+0,64 13,14+0,64° 543 1232+648 1255+648° 518 590+1,38 6,53+1,38° 2,70
a
Naringenina 149,53 £ 9,65 169,94 £ 9, 29,07+236 30,07+236* 1769 936+533 953+533° 561 9,57+0,97 10,58+0,97° 6,23
65 ®

A Os resultados foram expressos em base seca como a média de 4 repeticdes + desvio padrao; ° Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo sdo estatisticamente diferentes a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan. Retengéo real = [(concentragdo do composto no grao processado x peso do gréo processado) / (concentragdo do composto no grdao antes do processamento x peso do gréo antes do processamento)] x 100. Onde:
Conc. = Concentracao; BF = Base Fresca; BS = Base Seca; RR = Retengéo Real.
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Tabela 6. Potencial de contribuigcdo® do sorgo estalado e cozido para o suprimento das recomendacgdes diarias de vitaminas para
homens adultos na faixa etaria de 19 a 30 anos.

Forno de Microondas Pipoqueira Coccao
Composto
% Contr. % Contr. % Contr.
o) [o) [o)
A C(;Ce)n;gr(L(;O 9 (porgao** de o C(;Znst(r)'r(go (porcao** de 50,7 o Cijoengc.)rmc()))o 9 (porcao** de
9 50,7 g de sorgo) 9 9 g de sorgo) 9 50,7 g de sorgo)

Tiamina 6,0 3,0 17,0 9,0 30,0 15,0
Riboflavina 4,5 2,7 4,5 2,7 3,6 1,8
Piridoxina 55 2,7 4,5 2,7 3,6 1,8
Vitamina E 20,4 10,3 12,4 6,3 9,5 4,8

**Calculado com base na Resolugédo n® 39 (ANVISA, 2001). *Calculado com base nas Recommended Dietary Allowance de vitaminas para adultos com idade entre 19 e 30
anos (U. S INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).
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6.3 Artigo 3: Alteragées na Concentragao de Vitaminas do Complexo B,
Vitamina E, Carotenoides e Flavonoides em Sorgo (Sorghum bicolor

L.) Submetido a Diferentes Condi¢goes de Extrusdo Industrial

RESUMO

A ocorréncia, concentracao e estabilidade de vitaminas do complexo B
(tiamina, riboflavina e piridoxina), vitamina E (a, B, y e © tocoferois e
tocotrienois), carotenoides (luteina e zeaxantina) e flavonoides (3-
desoxiantocianidinas, flavonas e flavanonas) foram avaliadas em graos de
sorgo submetidos a diferentes condi¢gées de extrusdo industrial, com variagdes
na temperatura de extrusdo (98 a 182°C) e velocidade de rotagdo do parafuso
da extrusora (155 a 348 rpm). As analises de vitaminas do complexo B e
vitamina E foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detecgao por fluorescéncia e as anadlises de carotenoides e
flavonoides foram feitas por CLAE-DAD (deteccdo por arranjo de diodos). As
respostas que ndo apresentaram coeficiente de regressao significativo foram:
riboflavina, a-tocotrienol, B-tocoferol, y-tocoferol, vitamina E total, luteolinidina,
luteolina e total de flavonas. Isto indica que as concentracbes destes
compostos ndo foram influenciadas pelas variagdes na temperatura e rotacoes
do parafuso utilizadas durante a extrusédo. As respostas: p-tocoferol, luteolina e
total de flavonas, ndo apresentaram coeficiente de regressao significativo do
termo constante do modelo 3, (p-valor = 0,05). As diferentes temperaturas e
rotacdes do parafuso tiveram efeito significativo sobre as concentragdes de
tiamina, piridoxina, a-tocoferol, B-tocotrienol, &-tocotrienol, apigeninidina, 7-
metoxi-apigeninidina e eriodictiol. Pontos centrais de temperatura e rotagbes do
parafuso ndo influenciaram as concentragcdes de tiamina e piridoxina. As
variaveis (diferentes temperaturas e rotagdes do parafuso) nao influenciaram
as concentragdes de luteina, zeaxantina e o total de carotenoides. Para o a-
tocoferol, maiores valores das variaveis aumentaram a concentracdo deste
composto. Para o B-tocotrienol, menores temperaturas e maiores rotacées do
parafuso aumentaram a concentracao deste composto. Ja para o d-tocotrienol,
valores médios de rotacbes do parafuso e baixos valores de temperatura
aumentaram a concentragcao deste composto. O total de 3-desoxiantocianidinas
nao foi influenciado pelas variaveis, mas as concentragdes de apigeninidina e
7-metoxi-apigeninidina aumentaram em condi¢des de alta temperatura e baixa
rotacdo do parafuso. As variaveis nao influenciaram as concentracbes de
flavonas e flavanonas totais, mas as de eriodictiol aumentaram com valores
altos de rotacbes do parafuso. Nossos resultados indicam que as variaveis
apresentaram comportamentos diferentes frente a cada classe de compostos,
sendo que maiores valores de rotacbes do parafuso e menores valores de

temperatura ocasionaram menos perdas dos compostos analisados.

Palavras chave: Sorghum bicolor L., processamento, vitaminas, carotenoides,

compostos bioativos.
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COMPOSTOS QUIMICOS ESTUDADOS NESTE ARTIGO

Tiamina (PubChem CID: 1130); riboflavina (PubChem CID: 493570); piridoxina
PubChem CID: 1054); a-tocoferol (PubChem CID: 14985); B-tocoferol
PubChem CID: 6857447); y-tocoferol (PubChem CID: 92729); &-tocoferol
PubChem CID: 92094); a-tocotrienol (PubChem CID: 5282347); B-tocotrienol
PubChem CID: 5282348); y-tocotrienol (PubChemCID: 5282349); d-tocotrienol
PubChem CID: 5282350); luteina (PubChem CID: 5281243); zeaxantina
PubChem CID: 53477763); luteolinidina (PubChem CID: 441701); 5-metoxi-
luteolinidina (PubChem CID: n&o disponivel); Apigeninidina (PubChem CID:

(
(
(
(
(
(

159360); 7-metoxi-apigeninidina (PubChem CID: nado disponivel); Luteolina
(PubChem CID: 5280445); Apigenina (PubChem CID: 159360); Naringenina
(PubChem CID: 932); Eriodictiol (PubChem CID: 440735).

1 INTRODUGAO

O sorgo (Sorghum bicolor L.) € um alimento-base da dieta de
populacdes em regides semiaridas da Africa e Asia, mas pouco utilizado para a
alimentagdo humana em paises como os Estados Unidos, Australia e Brasil
(TAYLOR et al., 2006; KEAN et al., 2011). O sorgo se destaca frente a outros
cereais devido a sua elevada atividade antioxidante, que pode ser atribuida
principalmente a presengca de carotenoides, vitamina E e vitaminas do
complexo B, principalmente tiamina, riboflavina e piridoxina (CARDOSO et al.,
2015).

No entanto, antes do consumo, 0 sorgo precisa ser submetido a
diferentes tipos de processamentos, os quais podem modificar a concentragao
de tocoferdis e tocotriendis, bem como o perfil antioxidante, incluindo
compostos fendlicos e 3-desoxiantocianidinas (3-DXAs) (DICKO et al., 2005;
DLAMINI et al., 2007; OCHANDA et al.,, 2010 ; ABDELSEED et al., 2011;
AFIFY et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).

O processo de extrusdo industrial € cada vez mais utilizado para tornar
possivel a utilizagdo de ingredientes como o sorgo em barras de cereais,
cereais matinais e salgadinhos tipo snacks, por exemplo (ATHAR et al., 2006).
De acordo com Singh et al. (2007) e Guy, (2001), a extrusao termoplastica
consiste em um processamento continuo de cocgao de alimentos, com elevada
produtividade e significativa retengdo de nutrientes, devido a combinacao de
alta temperatura, pressao, cisalhamento e curto tempo necessario. Além disso,
este processamento desnatura enzimas indesejaveis, inativa alguns fatores
antinutricionais, inibe a atividade microbiolégica do produto extrusado e
mantém a cor e sabor dos alimentos (FELLOWS, 2000; BHANDARI et al, 2001;
SINGH et al., 2007; ANUNCIACAO et al., 2017).

O conhecimento sobre modificacbes no perfil e na concentragao de
flavonoides, carotenoides, vitaminas do complexo B e vitamina E em sorgo é
incipiente e os efeitos da extrusdo industrial necessitam ser melhor estudados.

Estudos sobre os efeitos dos processamentos térmicos no perfil antioxidante do
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sorgo se tornam essenciais para se avaliar os seus possiveis beneficios a
saude humana, bem como, definir a forma de uso na qual o sorgo integral pode
promover maximos beneficios (CARDOSO et al., 2014).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
diferentes condicbes de extrusdo industrial termoplastica na ocorréncia,
concentracéo e estabilidade de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e
piridoxina), vitamina E (a, B, y € 0 tocoferdis e tocotriendis), carotenoides
(luteina e zeaxantina) e flavonoides (3-DXAs, flavonas e flavanonas) em farinha

de sorgo integral.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Matéria-Prima

Foram utilizados grdos do gendtipo de sorgo BRS 330, pertencentes a
um painel de linhagens da EMBRAPA Milho e Sorgo. O plantio deste gendtipo
foi realizado no campo experimental da EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado
em Nova Porteirinha, MG. Apéds a colheita, os graos foram encaminhados para
a EMBRAPA Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG) onde foram triados e
armazenados em camara fria em temperatura de 10 + 2 °C até o transporte
para o Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa
(DNS-UFV) e para a EMBRAPA Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro,

RJ), onde foi processado por extrusédo.

2.1 Padroes e Reagentes

Os padrées de vitaminas do complexo B (hidrocloreto de tiamina,
riboflavina e hidrocloreto de piridoxina), carotenoides (luteina e zeaxantina) e
flavonoides (3-desoxiantocianidinas: cloreto de luteolinidina e cloreto de
apigeninidina; flavonas: luteolina e apigenina, e flavanonas: naringenina e
eriodictiol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os
padrées de vitamina E (a, B, y e d-tocoferdis e tocotriendis) foram obtidos da
Calbiochem (EMD Biosciences, Inc., EUA).

Reagentes grau analitico (VETEC, S&o Paulo, Brasil) foram utilizados
para extracido das vitaminas, carotenoides e flavonoides. A claradiastase foi
adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para analise, foram utilizados
reagentes grau HPLC (metanol, acetonitrila, acido formico, acetato de etila,
acetona, hexano, isopropanol, acido acético glacial) obtidos da Tedia (S&o
Paulo, Brasil) e grau analitico (acetato de sédio e heptanossulfonato de sédio),
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.2 Processamento dos Graos de Sorgo

Os graos integrais de sorgo foram moidos em um moinho de discos
LM3600 (Perten Instruments, Huddinge, Suécia) ajustado na abertura 2
obtendo-se uma farinha. Esta foi condicionada a 13% de umidade e
processada em uma extrusora de parafuso unico 19/20 DN (Brabender,

Duisburg, Alemanha) acoplada a um redbmetro de torque Plasti-Corder
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LabStation (Brabender, Duisburg, Alemanha) em diferentes condi¢des
condigbes de temperatura (°C) e velocidade de rotagdo do parafuso (rpm). As
combinacdes de temperatura e rotagdes adotadas estdo dispostas na Tabela 2.

Os parametros de processo utilizados foram: parafuso com taxa de
compressao de 5:1; matriz circular de 3 mm de diametro; rotagcdo do
alimentador vertical a 15 rpm para o sorgo, o que correspondeu a vazao de 5
kg/h; velocidade de rotagdo do parafuso variavel, de 155 a 348 rpm; perfil de
temperatura nas trés zonas de aquecimento (Z1, Z2 e Z3, da alimentagao a
saida do produto): Z1 =50°C, Z2 = 90°C e Z3 = variavel de 97,5 a 182,4°C. A
coleta dos produtos foi realizada quando observou-se estabilidade do torque
registrado pelo software WinExt (Brabender, Diusburg, Alemanaha).

De forma a permitir as analises quimicas, ap6s a extrusdo, o0s
extrusados obtidos foram secos a 60°C por 4h em estufa de circulacéao forcada

de ar e moidos em moinho de martelo 3100 (Perten, Huddinge, Suécia).

2.3 Determinagao da Umidade

A umidade das farinhas obtidas dos gréos in natura e dos graos
extrusados de sorgo foi determinada por gravimetria, apés secagem em estufa
(Nova Etica, 4000, Brasil) a 105 °C, até atingir peso constante (AOAC, 2005).

2.4 Determinagao de Vitaminas do Complexo B, Carotenoides, Vitamina

E e Flavonoides

As analises foram realizadas no Laboratério de Analise de Vitaminas do
DNS/UFV, em 4 repeticdes. Durante a extracdo e a analise, as amostras e os
extratos foram protegidos da luz solar e artificial pela utilizagdo de vidrarias
ambar, papel aluminio e cortinas do tipo blackout, e protegidos do oxigénio por
meio do acondicionamento em frasco ambar com tampa, com ambiente com

gas nitrogénio.
241 Extragao e Analise de Tiamina e Riboflavina

A tiamina total (tiamina, tiamina monofosfato e tiamina pirofosfato) e a
riboflavina total (riboflavina, flavina adenina dinucleotideo e flavina
mononucleotideo) foram extraidas simultaneamente com base nos métodos
propostos por Ndaw et al. (2000) e Arella et al. (1996).

As andlises de riboflavina e tiamina foram realizadas em corridas
individuais, utilizando as condi¢des desenvolvidas por Arella et al. (1996), com
modificagdes: sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
detecgédo por fluorescéncia (excitagdo em 366 nm e emissdo em 435 nm para
tiocromo e excitagcdo em 422 nm e emissdo em 522 nm para riboflavina);
coluna cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250 mm x 4,6 mm, 5 ym)
acoplada a coluna de guarda Phenomenex ODS C18 (4 mm x 3 mm); fase
movel composta por metanol: solucdo de acetato de sddio 6,25 mM e acido

heptanosulfénico 2,5 mM (30:70, v/v); eluigédo isocratica; fluxo da fase mével de
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0,9 e 1,2 mL/min para tiamina e riboflavina, respectivamente; tempo de corrida

de 13 e 14 minutos para tiamina e riboflavina, respectivamente.

2.4.2 Extracao e Analise de Piridoxina

A piridoxina total (piridoxol, piridoxal e piridoxamina) foi extraida de
acordo com o método proposto por Ndaw et al. (2000) e analisada utilizando as

condi¢des desenvolvidas por Bergaentzlé et al. (1995).

2.4.3 Extracao e Analise de Vitamina E

A extracdo e analise dos componentes da vitamina E (a, B, y e 6-
tocoferdis e tocotriendis) foram realizados de acordo com Pinheiro-Sant'Ana et

al. (2011), com algumas modificagdes.

2.4.4 Extracao e Analise de Carotenoides

Os carotenoides (luteina e zeaxantina) foram extraidos de acordo com
Rodriguez-Amaya et al. (1976), com modificacbes, e analisados segundo
Panfili et al. (2004).

2.4.5 Extracao e Analise de Flavonoides

Os flavonoides foram extraidos e analisados simultaneamente,
utilizando-se as metodologias propostas por Dykes et al. (2009) e Yang et al.

(2012), respectivamente.

2.4.6 Identificagdo e Quantificagdo de Vitaminas do Complexo B,

Carotenoides, Vitamina E e Flavonoides

Todos os compostos foram identificados por co-cromatografia e pela
comparagao do tempo de retencdo dos padrbes comerciais auténticos com os
componentes de interesse nas amostras. Além disso, os carotenoides e os
flavonoides foram identificados pela comparacdo entre os espectros de
absorcao dos padrdes e picos de interesse nas amostras.

Os compostos foram quantificados utilizando-se curvas analiticas
construidas a partir da injegao, em duplicata, de seis diferentes concentragbées
de solugbes padrédo (Tabela 9). A 5-metoxi-luteolinidina (5-MeO-LUT) e 7-
metoxi-apigeninidina (7-MeO-API) foram quantificadas utilizando padrbes de
luteolinidina (LUT) e apigeninidina (API), respectivamente, ajustados em funcéo
do peso molecular dos compostos de interesse (DYKES et al., 2009).

As concentragdes totais de tiamina (tiamina + tiamina monofosfato +
tiamina pirofosfato), riboflavina (riboflavina + flavina adenina dinucleotideo +
flavina mononucleotideo) e piridoxina (piridoxol + piridoxal + piridoxamina)
foram expressas em mg/100g de sorgo (base umida e seca). As concentragbes
totais de carotenoides (luteina + zeaxantina) e vitamina E (a, B, y e d tocoferois
e tocotriendis) e seus componentes isolados foram expressos em ug/100g
(base umida e seca). A concentracao total de flavonoides (DXAs: luteolinidina,

apigeninidina, 5-metoxi-luteolinidina e 7-metoxi-apigeninidina; flavonas:
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luteolina e apigenina; e flavanonas: eriodictiol e naringenina) e de seus
componentes isolados foi expressa em pg/g de amostra (base umida e seca).
O equivalente de a-tocoferol foi calculado utilizando a equacéo: (a-
tocoferol x 1,0) + (B-tocoferol x 0,5) + (y-tocoferol x 0,1) + (&-tocoferol x 0,03) +
(a-tocotrienol x 0,3) + (B-tocotrienol x 0,05) (U. S. Institute of Medicine, 2000).

2.5 Validacao das Metodologias

Foram realizados testes para validagdo das metodologias utilizadas para
as analises de tiamina, riboflavina e piridoxina (Material Suplementar, Tabela
4).

As demais metodologias utilizadas para analise de carotenoides,
vitamina E e flavonoides foram previamente validadas para analise de sorgo
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1976; PANFILI et al., 2004; DYKES et al., 2009;
PINHEIRO-SANT’ANA et al., 2011; YANG et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).

2.5.1 Recuperacgao

Os testes de recuperacao das vitaminas foram realizados por meio da
adicao dos padrdes as amostras na propor¢ao de 20 a 100% da concentragao
meédia original observada. As porcentagens de recuperagcdo foram obtidas a
partir da seguinte equagao:

R =[Q(0+S) - Q(O)/ Q(S)] x 100

Onde:

R: porcentagem de recuperagao;

Q(O+S): concentragao de vitamina na amostra adicionada de padrao;

Q(O): concentragao de vitamina na amostra;

Q(S): peso do padrao adicionado a amostra.

2.5.2 Linearidade

A faixa de linearidade foi determinada pela injegao, em duplicata, de seis
concentracdes crescentes das solugcdes padrao, utilizando-se as mesmas
condicbes cromatograficas empregadas para analise das amostras. Os dados
obtidos para as areas dos picos foram utilizados para analise de regressao
linear (LANCAS, 2004).

2.5.3 Limites de Deteccao e Quantificagcao

O limite de deteccédo (LD) foi determinado por meio de diluigdes
sucessivas dos padrbes de tiamina, riboflavina e piridoxina, seguida da
determinacdo da menor quantidade detectavel, como sendo trés vezes o valor
médio da amplitude do ruido da linha de base (S/R=3). O Ilimite de
quantificacéo (LQ) foi considerado como sendo 10 vezes o LD (CATHARINO et
al., 2006).

94



2.6 Delineamento Experimental

O experimento foi baseado num delineamento central composto rotacional
para duas variaveis independentes e cinco niveis. As variaveis independentes
estudadas para processar o sorgo por extrusdo foram: velocidade de rotacéo
do parafuso (VRP) e temperatura da ultima (saida do produto) zona de
aquecimento zona 3 (TZ3). Os niveis fixados (Tabela 1) foram estabelecidos de
acordo com as possibilidades operacionais do equipamento e com base em
ensaios prévios.

Na Tabela 2 apresenta-se a matriz do delineamento com niveis
codificados e reais. A sequéncia de execugado dos experimentos foi realizada
ao acaso, totalizando 12 processos de extrusao.

A concentragdo de vitaminas (tiamina, riboflavina, piridoxina e vitamina
E), carotenoides (luteina e zeaxantina) e flavonoides (3-DXAs, flavonas e
flavononas) foram usadas como respostas.

Definida a regido de estudo das variaveis independentes, os dados
experimentais por resposta foram ajustados a modelos quadraticos da seguinte
forma:

9 = Bo + BL(VRP) + P11 (VRP)? + B,(TZ3) + B, (TZ3)* + P1,(VRP X TZ3)

Onde § é a resposta em avaliacdo, f; sdo os coeficientes estimados por
analise de regresséo linear e, em niveis codificados: VRP e TZ3 sao os fatores
lineares, (VRP)? e (TZ3)? os fatores quadraticos e VRP x TZ3 o fator de

interacao.
2.7 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizado com o software STATISTICA
v.7 (StatSoft, Tulsa, EUA),, o qual foi utilizado para a verificagdo da adequacgao
do modelo pela analise dos residuos, a estimagdao dos coeficientes de
regressao, analise de variancia (ANOVA) do modelo testado, com a estimacéao
do erro puro e a perda de ajuste. O valor do teste F nas ANOVAS foi realizado
com 5 % de probabilidade. A adequacdo de um modelo para uso preditivo foi
considerado quando R? > 0,70; com maximo R? ajustado e perda de ajuste nao
significativa. Também foi realizada uma matriz de correlagédo de Pearson das
respostas que apresentaram boa adequacao do modelo. Os modelos preditivos

foram utilizados para representar graficos de superficie de resposta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas utilizadas como respostas para o
delineamento experimental sdo apresentados na Tabela 3.

Observa-se na Tabela 4, que na farinha de sorgo extrusada com os
parametros do ponto central (VRP =235 rpm, TZ3 = 140°C), a concentragao de
tiamina foi maior a de piridoxina; y-tocotrienol e a-tocoferol foram superiores

aos demais tocoferdis; zeaxantina foi superior a luteina; 5-MeO-LUT e 7-MeO-
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API, superiores as demais 3-DXAs; naringenina e eridictiol apresentaram maior
concentrac&o que apigenina.

Os coeficientes de regressdo para as variaveis respostas estdo
apresentados na Tabela 4.

Os resultados de analise cujo coeficiente de regressao foi igual ou maior a
70%, ou seja, que podem predizer o efeito das variaveis independentes estéo
dispostos na Tabela 5 e estdo representadas nas superficies de respostas
dispostas na Figura 1.

Os coeficientes estimados que apresentaram p-valor n&o significativo (2
0,05) foram eliminados dos modelos (Tabela 4). Todo coeficiente com p-valor
baixo (<0,05) indica que mudancgas no preditor associado com este coeficiente
(VRP, VRP2, TZ3, TZ32, VRP x TZ3) estdo relacionadas a mudancas na
resposta. As respostas com tendéncia a depender de todos os preditores foram
a-tocoferol, luteina, API, apigenina, eriodictiol, naringenina e total de
flavanonas. Quanto mais coeficientes significativos diferentes do termo
constante (B,), justifica-se melhor o uso do modelo quadratico testado. Assim,
as respostas que apresentaram a tendéncia de depender apenas de um
preditor foram: &-tocoferol e 5-MeO-LUT, do efeito lineal de VRP; y-tocotrienol,
do efeito de interacdo VRP x TZ3; e equivalentes de a-tocoferol, do efeito lineal
de TZ3.

Os modelos de regresséo para os atributos quimicos dos extrusados de
farinha de sorgo, como fungdo das variaveis independentes codificadas
(rotacdo do parafuso e temperatura) sao apresentados no Material
Suplementar, Tabela 1.

As respostas que nao apresentaram coeficiente de regresséao significativo
sao apresentadas no Material Suplementar, Tabela 2.

As respostas: B-tocoferol, luteolina e total de flavonas nao apresentaram
coeficiente de regressao significativo do termo constante do modelo £, (p-valor
= 0,05). Isto ocorreu devido ao fato destes compostos (Material Suplementar,
Tabela 3) apresentarem dados diferentes no ponto central (nenhum deles
apresentou repetitividade).

A nao significancia nos demais coeficientes destas respostas indica que,
a média da concentragdo de cada composto foi estatisticamente igual, quando
realizaram-se mudangas nas varidaveis independentes dentro da regiao
estudada. Qualquer combinacdo de variaveis independentes utilizada no
processo de extrusao do presente estudo degradou estes compostos em
propor¢cdes similares. Com isso, recomenda-se mudar a regido de
experimentagdo para niveis menos severos de rotagdo do parafuso e

temperatura, para voltar a modelar os dados desses compostos.

3.1 Validagao de Metodologias

As porcentagens de recuperacdo para estas vitaminas foram,
respectivamente: 114,6%; 92,1% e 99,3% para tiamina, riboflavina e piridoxina

recuperacao, uma vez que refletiram o6tima eficiéncia dos processos de
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extragdo e analise (processo adequado de limpeza dos extratos, baixos niveis
de perdas durante a extragcédo e analise e baixo nivel de erros).

De forma similar, os coeficientes de linearidade obtidos se mostraram
excelentes e refletiram 6tima linearidade dos dados, uma vez que foram muito
préximos ao valor de 1. Ja os limites de detecg¢ao e quantificagdo apresentaram
valores muito baixos, o que indica uma maior sensibilidade dos métodos
utilizados para a quantificacdo de compostos presentes em pequenas

quantidades nas matrizes alimentares.

3.2 Vitaminas do Complexo B

Para esta classe de compostos, a analise de regressdo multipla para os
modelos foram altamente significativas (p-valor < 0,01), ndo apresentaram falta
de ajuste e seus coeficientes de determinagao multipla (R?) foram altos (valores
>0,70).

Tiveram efeito significativo sobre a concentragao de tiamina, os fatores
linear e quadratico da rotacdo do parafuso (p-valor < 0,01), o fator linear da
temperatura (p-valor < 0,01) e o fator de interagao (p-valor < 0,05). O grafico de
superficie de resposta para a concentragédo de tiamina como fungéo da rotacéo
do parafuso e da temperatura é dado na Figura 1a. Em niveis baixos de
temperatura, a concentracdo de tiamina nao foi afetada pelo aumento da
rotacdo do parafuso. Em niveis altos de temperatura, a taxa de variagao de
tiamina (sua concentragdo) tendeu a ndo mudar em niveis de rotagdo do
parafuso préoximo a 235 rpm. Em niveis baixos de rotacdo do parafuso néao
houve variagdo na concentragdo de tiamina, independente de mudangas na
temperatura. Em niveis altos de rotacdo do parafuso, a concentracdo desta
vitamina variou de forma diretamente proporcional a mudancgas na temperatura
(quanto maior a temperatura, maior a concentragao de tiamina).

Como observado na Tabela 5, o efeito combinado do aumento da
temperatura e da velocidade de rotacdo do parafuso ndo resultou na
degradagao em altas temperaturas de tiamina, porém observou-se redugao da
sua concentragcdo quando se utilizou maior valor de rotacdo do parafuso,
correspondendo ao maior cisalhamento provocado pela agdao mecanica. Dessa
forma, o processamento em altas temperaturas nao seria suficiente para
ocasionar degradacéo de sua estrutura quando associada a alto cisalhamento.
Por outro lado, em condicdo de temperaturas mais baixas associada a alta
rotacao do parafuso, observou-se expressiva reducédo da sua concentragao.

As mudancas na concentracdo de tiamina apresentaram correlagdo
positiva com as concentracdes de APl e 7-MeO-API, porém houve correlacao
negativa com a concentragdo de d-tocotrienol (p-valor < 0,01) (Tabela 5).

Em relacdo a piridoxina, os fatores quadraticos da rotacdo do parafuso e
da temperatura apresentaram efeito significativo sobre sua concentragcéo (p-
valor < 0,05). Conforme ilustrado na Figura 1b, a taxa de variagdo na
concentracdo desta vitamina tendeu a diminuir quando variou-se ambas as

variaveis independentes, desde niveis baixos até o nivel central (nestas
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condigdes, apesar das mudancas nas concentragcdes de piridoxina serem
reduzidas, houve tendéncia de aumento da concentragdo desta vitamina a
medida em que se utiliza valores médios de temperatura e rotagdes do
parafuso). Além disso, a taxa de variagdo de piridoxina tendeu a aumentar
quando variou-se ambas as variaveis independentes, desde o nivel central até
niveis altos (a concentragdo de piridoxina diminuiu @ medida em que sao
utilizadas temperaturas e rotagées do parafuso mais altas). Ou seja, sua taxa
de variagdo tendeu a ndo mudar no centro da regido de experimentagdo e
atingiu um ponto de maxima concentracdo de piridoxina na combinagao 241
rom e 138°C (niveis intermediarios de temperatura e rotagdo do parafuso).
Dessa forma, os maiores valores desta vitamina foram encontrados na
condicao intermediaria de velocidade de rotacdo do parafuso (235 rpm) e
temperatura (140 °C) deste estudo. Tanto o aumento como a reducédo da
velocidade de rotagdo e temperatura resultaria em degradacdo de piridoxina
nos produtos de sorgo integral obtidos por extrusao.

As mudancas na concentracdo de piridoxina foram positivamente
correlacionadas com mudangas na concentragcdo de ©-tocotrienol e
negativamente correlacionadas com mudangas na concentragdo de API (p-
valor < 0,05) (Tabela 5).

Diferente do presente estudo, ao analisar milho extrusado, Beetner et al.
(1974) obtiveram redugbes de 54% e 92% para as concentragdes tiamina e
riboflavina, respectivamente. A concentracdo de riboflavina praticamente nao
foi afetada, sendo que 0 mesmo n&o ocorreu para a tiamina, a qual foi mais
sensivel. Diante disso, estas vitaminas apresentaram uma estabilidade
diferenciada frente a uma mesma condig¢édo de extrusdo. Em um outro estudo, o
aumento da temperatura e da rotagdo do parafuso aumentou a degradagao de
tiamina (BEETNER et al., 1976; BJORCK e ASP; 1983).

Também de forma contraria ao presente estudo, a extrusdo reduziu a
concentracdo de tiamina e riboflavina no ftriticale em 90% e 50%,
respectivamente (DE MUELENAERE e BUZZARD, 1969; BJORCK e ASP,
1983). Em contrapartida, quando o milho foi extrusado, as perdas na
concentracado de tiamina, riboflavina, piridoxina e acido folico foram de apenas
10%. Estes resultados sugerem que o efeito da extrusdo pode variar em fungao
do tipo de cereal (MERCIER e FEILLET, 1975).

A condicdo da extrusao pode afetar o efeito sobre os compostos
presentes no alimento. Athar et al. (2006) demonstraram que o processamento
de cereais, de forma geral, em extrusoras de cano curto utilizadas para a
producao de alimentos do tipo lanches mantiveram entre 44% e 62% das
vitaminas do complexo B. Esta retencédo foi superior ao observado quando
milho foi processado em extrusoras de cano longo (20% de retencgéo).

Em outro estudo também com milho extrusado, foi observado resultados
similares, onde mesmo com diferentes estabilidades, a riboflavina e a niacina
se destacaram perante as demais vitaminas do complexo B por terem

apresentado maior estabilidade. A piridoxina se manteve estavel durante a
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extrusao deste cereal, porém, foi ligeiramente reduzida na aveia e no milho. Os
resultados tém demonstrado a tiamina como a vitamina do complexo B menos
estavel durante a extrusdo (MERCIER e FEILLET, 1975).

Deve se levar em conta que os efeitos da extrusdo industrial nas
caracteristicas quimicas e funcionais de cereais podem variar em fungdo do
tipo de cereal, tipo de composto e de tipo e condicdes da extrusdo (tipo da
extrusora, temperatura, rotagbes do parafuso da extrusora), o que pode
ocasionar efeitos variados nas concentragdes de vitaminas e compostos
bioativos de matrizes extrusadas. Estudos sobre este tema ainda s&o escassos

e devem ser objeto de estudos futuros.

3.3 Carotenoides

Foram realizadas analises de variancia para testar o modelo quadratico
sobre os dados dos compostos bioativos apds o processamento por extrusao
de farinha de sorgo, variando a velocidade de rotacdo do parafuso (VRP) e a
temperatura do canh&o na terceira zona (TZ3).

Os modelos para luteina, zeaxantina e total de carotenoides ndo foram
significativos (p-valor = 0,05) e apresentaram falta de ajuste (p-valor < 0,05).
Isto indica que as diferentes temperaturas e rotagdes do parafuso nao
influenciaram as concentracbes de luteina, zeaxantina e o total de
carotenoides. Este fato pode ser explicado pela dispersao dos residuos versus
os valores preditos. Para estes compostos, o Material Suplementar, Figuras 1a,
1b e 1c mostram que os tratamentos T2, T4 e T8, com as maiores
temperaturas de cocgao para extrusdo, apresentaram altos residuos.

Na Figura 1 do Material Suplementar, os tratamentos mais distantes da
linha horizontal (residuo 0) possuem a tendéncia de acumular mais erro
durante a predicdo de uma resposta. Assim, o modelo nestes compostos
quimicos falhou, uma vez que predigdes com T2 (155 rpm - 170°C), T4 (315
rom - 170°C) e T8 (235 rpm - 182°C) acumularam mais erros nas
concentragdes de luteina, zeaxantina e total de carotenoides. Isto indica que o
modelo utilizado para estes compostos ndo explicou a variabilidade nas
concentracdes destes compostos, ou seja, as concentragdes dos carotenoides
nao foram influenciadas pelas variaveis utilizadas (temperatura e rotagdes do
parafuso).

Segundo Basto et al. (2016) e Cardoso et al .(2015), a extrusédo industrial
provocou perdas nas concentragdes de carotenoides (luteina e zeaxantina) em
graos de sorgo. As condicbes de extrusdo utilizadas por estes autores foram
diferentes daquelas utilizadas no presente estudo (temperatura e rotagdes do

parafuso da extrusora), o que pode ter justificado resultados discrepantes.

3.4 Vitamina E

A analise de regressdo multipla para o modelo da resposta de a-tocoferol
foi significativa (p-valor < 0,05), porém a falta de ajuste foi significativa (p-valor

< 0,05). No entanto, foi observado valor de coeficiente de determinagcao dos
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modelos preditivos superior a 0,81. O modelo de regressao para este composto
nao conseguiu descrever adequadamente a relagédo funcional entre os fatores
experimentais (VRP e TZ3) e a resposta. Dado que os cinco termos estdo
incluidos no modelo (graus de liberdade = 5), a falta de ajuste ocorreu pelo
residuo excepcionalmente grande durante a predi¢gao pelo modelo (Material
Suplementar, Figura 2): para a-tocoferol nos T2, T3, TS e T8.

A analise de regressdo multipla para os modelos das respostas: o-
tocoferol, equivalentes de a-tocoferol e y-tocotrienol, foram significativas (p-
valor < 0,05) e nao apresentaram falta de ajuste, porém o seus coeficientes de
determinacdo multipla (R?) foram baixos (valores < 0,70). Isto indica que a
concentracdo destes compostos nao foi influenciada pelas variaveis
temperatura e rotagdes do parafuso.

Os dados experimentais destes compostos (observagdes) nado se
encaixaram bem nos seus modelos ajustados obtidos por analise de regresséo
(Material Suplementar, Figura 3). O extrusado obtido com a combinagao T3 foi
a que apresentou maior variabilidade na concentracdo de ©&-tocoferol. Esta
combinagdo de VRP e TZ3 afetou particularmente a concentracdo deste
composto, e assim comprometeu ligeiramente o R?, que foi de 0,6504. Ja as
concentracdes de y-tocotrienol e equivalentes de a-tocoferol apresentaram alta
variabilidade com mais combinag¢des de VRP e TZ3, como observado na Figura
4, onde y-tocotrienol apresentou maior variabilidade com T3, T4 e T7 (R? =
0,3541) e equivalentes de a-tocoferol com T1, T2, T4 e T7 (R? = 0,3537).

A andlise de regressdo multipla para os modelos das respostas: (-
tocotrienol e &-tocotrienol foram altamente significativas (p-valor < 0,01), ndo
apresentaram falta de ajuste e seus coeficientes de determinacao multipla (R?)
foram altos (valores > 0,70). Os dados experimentais destes compostos se
encaixaram melhor nos seus modelos ajustados (R?® > 0,70) (Material
Suplementar, Figura 4).

Todos os fatores do modelo quadratico influenciaram significativamente a
concentracdo de a-tocoferol durante o processo de extrusdo de farinha de
sorgo (p-valor < 0,01; exceto para o fator linear da temperatura, com p-valor <
0,05). A superficie de resposta para a concentracdo de a-tocoferol em fungéo
da rotagado do parafuso e da temperatura € mostrado na Figura 1c. A taxa de
variagdo de a-tocoferol tendeu a aumentar quando variou-se ambas as
variaveis independentes, desde niveis baixos até niveis altos (a concentragéo
de a-tocoferol aumentou a medida em que se aumentou os valores das
variaveis). A taxa de variagao de a-tocoferol tendeu a mudar pouco em niveis
baixos de ambas variaveis independentes estudadas (baixas temperaturas e
rotagbes do parafuso nao influenciaram a concentracédo deste composto) e
atingiu um ponto de minima concentragdo de a-tocoferol na combinagao 164
rom e 121°C (valores baixos das variaveis). Dessa forma, os maiores
concentragdes indicados de a-tocoferol pelo modelo foi encontrado em duas
situagdes distintas: menor velocidade de rotagdo do parafuso associada a

maior temperatura de processo (182 °C e 122 rpm) e maior velocidade de
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rotacdo de parafuso e menor temperatura de processo (122 °C e 348 rpm).
Para que ocorra menor reducdo da concentracdo de a-tocoferol, deve ser
atendida a condicdo de processo onde a combinacdo de alto cisalhamento e
temperatura ndo deve ser buscada. As mudangas na concentracdo de a-
tocoferol apresentaram correlagdo negativa com mudangas na concentragao de
B-tocotrienol (p-valor < 0,05) (Tabela 5).

O B-tocotrienol foi afetado significativamente pelo efeito de interagdo da
rotacdo do parafuso e da temperatura (p-valor < 0,01). A rotagdo do parafuso
teve efeito linear significativo e a temperatura teve efeito quadratico significativo
(p-valor < 0,05) sobre este composto. A superficie de resposta apresentada na
Figura 1d revela que a variagbes na concentragdo de [-tocotrienol foi
dependente de mudangas na temperatura. Em temperatura de processo mais
baixa, a concentracdo de [B-tocotrienol decresceu fortemente com o aumento
da rotagéo do parafuso, enquanto que ao se processar em temperatura mais
alta, a concentracdo de [(-tocotrienol decresceu levemente na medida que foi
diminuida a rotagdo do parafuso. Por outro lado, a taxa de variagdo de B-
tocotrienol aumentou com a temperatura, em niveis baixos de rotagdo do
parafuso. O oposto aconteceu em niveis altos de rotagdo do parafuso, onde a
taxa de variacéo de B-tocotrienol diminuiu com a temperatura. As condi¢cdes de
processo preditas pelo modelo que indicariam maior concentracdo de [3-
tocotrienol seria a combinagdo de mais baixa velocidade de rotacdo do
parafuso e menor temperatura. No entanto, ainda segundo o modelo poderia
ser encontrado em condi¢cdo de alta rotagcdo do parafuso e temperatura. Na
superficie de resposta também se observa uma regido onde a taxa de variagcao
de B-tocotrienol é nula (ponto de minimo), que é a que apresentou menores
concentragbes deste composto, sendo a combinagédo de variaveis para atingir
este ponto de 268 rpm e 150°C (valores centrais para as variaveis).

A concentragdo de ©-tocotrienol dos extrusados foi significativamente
afetada pelo efeito quadratico da rotagdo do parafuso (p-valor < 0,01) e pelo
efeito linear da temperatura (p-valor < 0,05). A superficie de resposta para a
concentracdo de o-tocotrienol foi dependente da rotacdo do parafuso e da
temperatura (Figura 1e). A taxa de variagdo de d-tocotrienol tendeu a diminuir
quando variou-se a rotagao do parafuso, desde o nivel baixo até o nivel central
(apesar das variagdes nas concentracdes deste composto foram baixas, houve
tendéncia a aumentar sua concentracdo a medida em que se aproxima de
valores centrais de temperatura e rotagdes do parafuso). De forma contraria, a
taxa de variagao tendeu a aumentar quando variou-se a rotagao do parafuso,
desde o nivel central até o nivel alto (a concentragao de &-tocotrienol tendeu a
diminuir a medida em que se aproxima de pontos mais elevados de
temperatura e rotagdes do parafuso). Ou seja, a taxa de variagdo de ©o-
tocotrienol tendeu a ndo mudar no nivel central da rotagcdo do parafuso. A taxa
de variagao de &-tocotrienol foi constante com mudangas na temperatura. Na
medida em que se aumentou a temperatura, decresceu a concentragao de o-

tocotrienol. Assim, em condi¢ao intermediaria de velocidade de rotacdo do
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parafuso (235 rpm) e baixa temperatura, &-tocotrienol (abaixo de 120 °C)
concentracdo proxima a 20 pg ainda seria encontrada. As mudangas na
concentragcdo de O-tocotrienol apresentaram correlagdo negativa com
mudangas na concentragédo de API (p-valor < 0,01) (Tabela 5).

Segundo Cardoso et al. (2015), a extruséo industrial provocou perdas nas
concentragdes de tocoferois e tocotriendis em gréos de sorgo. As condigdes de
extrusado utilizadas por estes autores foram diferentes das do presente estudo
(temperatura e rotacbes do parafuso da extrusora), o que pode justificar

resultados diferentes.

3.5 Flavonoides

3.5.1 3-Desoxiantocianidinas

A andlise de regressdo multipla para o modelo da resposta de API foi
significativa (p-valor < 0,05), bem como a falta de ajuste (p-valor < 0,05). No
entanto, foi observado valor de coeficiente de determinagdo do modelo
preditivo superior a 0,81. O modelo de regressdo para este composto néo
conseguiu descrever adequadamente a relagdo funcional entre os fatores
experimentais (VRP e TZ3) e a resposta. Dado que os cinco termos estédo
incluidos no modelo (graus de liberdade = 5), a falta de ajuste ocorreu pelo
residuo excepcionalmente grande durante a predi¢cdo pelo modelo (Material
Suplementar, Figura 2) para APl T2, T4 e T8.

Todos os fatores do modelo testado influenciaram significativamente a
concentragcédo de API (p-valor < 0,01; exceto para o fator de interagdo, com p-
valor < 0,05). O efeito da rotacdo do parafuso e da temperatura na
concentracdo de API é apresentado na Figura 1f. A taxa de variagdo de API
tendeu a diminuir conforme incrementou-se a rotacdo do parafuso, indicando
que este composto € suscetivel a energia mecanica ou cisalhamento e nao ao
efeito da temperatura. A taxa de variagao de API tendeu a aumentar conforme
incrementou-se a temperatura do processo, sendo mais notério este efeito em
niveis altos de rotagao do parafuso. A taxa de variagao de API tendeu a mudar
pouco em niveis altos de rotagcao do parafuso e niveis baixos de temperatura,
atingindo um ponto de minima concentragao de APl na combinag¢ao 310 rpm e
104°C. As mudancas na concentragdo deste composto apresentaram
correlagao positiva entre a concentragdo de tiamina (p-valor < 0,01), porém
apresentaram correlagdo negativa com as concentragbes de &-tocotrienol (p-
valor < 0,01) e piridoxina (p-valor < 0,05) (Tabela 5).

A analise de regressao multipla para os modelos das respostas: 5-MeO-
LUT e total de 3-DXAs foram significativas (p-valor < 0,05) e ndo apresentaram
falta de ajuste, porém o seus coeficientes de determinacdo multipla (R?) foram
baixos (valores < 0,70). Os dados experimentais destes compostos
(observagdes) ndo se encaixaram bem nos seus modelos ajustados obtidos por
andlise de regressao (Material Suplementar, Figura 3). Isto indica que as
concentracbes destes compostos ndo foi influenciada pelas variaveis. Os

extrusados obtidos com a combinagdo T4 e T8 foram os que apresentaram
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maior variabilidade na concentragdo de 5-MeO-LUT e total de 3-DXAs,
respectivamente. Estas combinagdes de VRP e TZ3 afetaram particularmente a
concentracédo destes compostos, e assim comprometeram ligeiramente o R2.

A analise de regressao multipla para o modelo da resposta de 7-MeO-
API foi altamente significativa (p-valor < 0,01), ndo apresentou falta de ajuste e
seu coeficiente de determinacdo multipla (R?) foi alto (valor > 0,70). Os dados
experimentais deste composto se encaixaram melhor no seu modelo ajustado
(R% > 0,70) (Material Suplementar, Figura 4).

De acordo com os resultados da regressao, apenas os fatores lineares
da rotagdo do parafuso e da temperatura foram significativos (p-valor < 0,05)
na concentragdo de 7-MeO-API dos extrusados de sorgo. A taxa de variagao
da concentracdo deste composto foi constante com ambas as variaveis
independentes estudadas (Figura 1g), ao passo que quando se aumentou a
rotacdo do parafuso, a concentracdo de 7-MeO-API decresceu. O oposto
aconteceu com mudancas na temperatura do processo. As variacbes na
concentracdo de 7-MeO-API| apresentaram forte correlagdo positiva com

mudancas na concentracéo de API e tiamina (p-valor < 0,01) (Tabela 5).

3.5.2 Flavonas e Flavanonas

Os modelos para apigenina, naringenina e total de flavanonas foram nao
significativos (p-valor = 0,05) e apresentaram falta de ajuste (p-valor < 0,05).
Isto indica que as concentragdes destes compostos ndo foram afetadas pelas
variaveis. Para estes compostos, foram observados altos residuos nos
tratamentos T3, T4 e T6, tratamentos com as maiores rotagdes do parafuso
durante o processo de extrusdo (Material Suplementar, Figura 1 d, 1 e e 1 f).
Predigdes com T3 (315 rpom — 110°C), T4 (315 rpm — 170°C) e T6 (348 rpm —
170°C) acumularam mais erros na concentracdo de apigenina, naringenina e
total de flavanonas.

A analise de regressao multipla para o modelo da resposta de eridictiol
foi significativa (p-valor < 0,05), sendo a falta de ajuste também significativa (p-
valor < 0,05). Foi observado valor de coeficiente de determinagdo do modelo
preditivo superior a 0,81 (o que indica que as variaveis afetaram a
concentragdo deste composto). O modelo de regressdo para este composto
nao conseguiu descrever adequadamente a relagédo funcional entre os fatores
experimentais (VRP e TZ3) e a resposta. Dado que os cinco termos estédo
incluidos no modelo (graus de liberdade = 5), a falta de ajuste ocorreu pelo
residuo excepcionalmente grande durante a predicao pelo modelo (Material
Suplementar, Figura 2): para eriodictiol T3, T4 e T6.

Todos os fatores do modelo quadratico influenciaram significativamente
a concentracao de eriodictiol (p-valor < 0,01; exceto para o fator quadratico da
temperatura, com p-valor < 0,05). A superficie de resposta para a concentragao
de eriodictiol em fung¢ao da rotagao do parafuso e da temperatura esta disposta
na Figura 1h. Em niveis altos de temperatura, a taxa de variagdo de eriodictiol
tendeu a diminuir quando variou-se a rotacao do parafuso, desde niveis altos

até niveis baixos. Ja em niveis baixos de temperatura, a taxa de variagao de
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eriodictiol tendeu a zero no nivel central da rotacdo do parafuso (as
concentragcbes deste composto foram similares entre si). Em niveis baixos de
rotacdo do parafuso, a taxa de variagao de eriodictiol tendeu a diminuir com o
aumento da temperatura de cocgao por extrusdo. Em niveis altos de rotagao do
parafuso, a taxa de variagdo de eriodictiol foi quase constante com as
mudangas na temperatura. Nao foi observada correlagdo alguma entre as
mudangas na concentragao de eriodictiol e os demais compostos (p-valor =
0,05) (Tabela 5).

Segundo Cardoso et al. (2015), a extruséo industrial provocou perdas nas
concentragbes de flavonoides em gréos de sorgo. As condigbes de extrusdo
utilizadas por estes autores foram diferentes daquelas do presente estudo
(temperatura e rotagcbes do parafuso da extrusora), o que pode justificar
resultados diferentes. Estudos acerca deste tema ainda sao incipientes e,
portanto, devem ser estimulados.

A melhor combinagdo de temperatura e rotagdo que, de maneira geral,
preservou mais os compostos analisados foi a que utilizou maiores valores de
rotacdo do parafuso e menores valores de temperatura, e portanto € indicada
para utilizagao para a extruséo industrial do sorgo.

De forma contraria, a pior combinag¢ao de temperatura e rotacdo que, de
maneira geral, degradou mais os compostos analisados e ocasionou maiores
perdas foi a que utilizou menores valores de rotagdes do parafuso e maiores

valores de temperatura e, portanto, deve ser evitada.

4 CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que as variaveis apresentaram comportamentos
diferentes frente a cada classe de compostos. A melhor combinacdo de
temperatura e rotacéo, que preservou mais os compostos analisados, foi a que
utilizou maiores valores de rotacdo do parafuso e menores valores de
temperatura, e, portanto, é indicada para utilizagcdo para a extrusdo industrial
do sorgo. A pior combinagao de temperatura e rotacdo, que degradou mais os
compostos analisados e ocasionou maiores perdas, foi a que utilizou menores
valores de rotacdes do parafuso e maiores valores de temperatura e, portanto,
deve ser evitada. Ainda sao incipientes estudos acerca dos efeitos deste
processamento nos compostos presentes no sorgo, o que direciona estudos

futuros sobre este tema.

5 AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Embrapa Milho e Sorgo (Brasil), a Fundacgéao de
Apoio a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG, Brasil), a Coordenacgédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES, Brasil) e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq, Brasil) pelo

suporte financeiro e concessao de bolsas de mestrado e de iniciagao cientifica.

104



6 REFERENCIAS

ABDELSEED, B. et al. Some nutritional attributes of selected newly developed
lines of sorghum (Sorghum bicolor) after fermentation. Journal of Agricultural
Science and Technology, v. 13, p. 399-409, 2011.

AFIFY, A. E-M. M. R. et al. Biochemical changes in phenols, flavonoids,
tannins, vitamin E, B—carotene and antioxidant activity during soaking of three
white sorghum varieties. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 2,
n. 3, p. 203-209, 2012.

ANUNCIACAO, P. C. et al. Comparing sorghum and wheat whole grain
breakfast cereals: Sensorial acceptance and bioactive compound content. Food
Chemistry, v. 221, p. 984-989, 2017.

ARELLA, F. et al. Liquid chromatographic determination of vitamins B1 and B2
in foods. A collaborative study. Food Chemistry, v. 56, n. 1, p. 81-86, 1996.

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis of the
AOAC, Washington, D.C. 2005.

ATHAR, N. et al. Vitamin retention in extruded food products. Journal of Food
Composition and Analysis, v. 19, n. 4, p. 379-383, 2006.

BASTO, G. J. et al. Physicochemical properties and carotenoid content of
extruded and non-extruded corn and peach palm (Bactris gasipaes, Kunth).
LWT-Food Science and Technology, v. 69, p. 312-318, 2016.

BEETNER, G. et al. Degradation of thiamine and riboflavin during extrusion
processing. Journal of Food Science, v. 39, n. 1, p. 207-208, 1974.

BEETNER, G. et al. Stability of thiamine and riboflavin during extrusion
processing of triticale. Journal of Milk and Food Technology (JMFT), v. 39, n.
4, p. 244-245, 1976.

BERGAENTZLE, M. et al. Determination of vitamin B6 in foods by HPLC—a
collaborative study. Food Chemistry, v. 52, n. 1, p. 81-86, 1995.

BHANDARI, B. et al. Flavour retention during high temperature short time
extrusion cooking process: a review. International Journal of Food Science &
Technology, v. 36, n. 5, p. 453-461, 2001.

BJORCK, |.; ASP, N.-G. The effects of extrusion cooking on nutritional value—a
literature review. Journal of Food Engineering, v. 2, n. 4, p. 281-308, 1983.

CARDOSO, L. D. M. et al. Effects of processing with dry heat and wet heat on
the antioxidant profile of sorghum (Sorghum bicolor L.). Food Chemistry, 152,
201-217, 2014.

CARDOSO, L. D. M. et al. Tocochromanols and Carotenoids in Sorghum
(Sorghum bicolor L.): Diversity and Stability to the Heat Treatement. Food
Chemistry, 2014.

CARDOSO, L. D. M. et al. Phenolic compounds profile in sorghum processed
by extrusion cooking and dry heat in a conventional oven. Journal of Cereal
Science, v. 65, p. 220-226, 2015.

CATHARINO, R. R. et al. Metodologia analitica para determinagcédoo de folatos
e acido félico em alimentos. Quimica Nova, v. 29, p. 972-976, 2006.

DE MUELENAERE, H. J. H.; BUZZARD, J. L. Cooker extruders in service of
world feeding. Food Technology, 1969.

DICKO, M. H. et al. Evaluation of the Effect of Germination on Phenolic
Compounds and Antioxidant Activities in Sorghum Varieties. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 7, p. 2581-2588, 2005.

DLAMINI, N. R. et al. The effect of sorghum type and processing on the
antioxidant properties of African sorghum-based foods. Food Chemistry, v.
105, n. 4, p. 1412-1419, 2007.

105



DYKES, L. et al. Flavonoid composition of red sorghum genotypes. Food
Chemistry, v. 116, n. 1, p. 313-317, 2009.

FELLOWS, P. et al. Food processing technology: principles and practice.
Tecnologia del procesado de los alimentos: principios y practica. 2000.

GUY, R. Extrusion Cooking: Technologies and Application. Pp.3-5.
Cambridge: Woodhead Publishing Ltd (2001).

KEAN, E. G. et al. Carotenoid bioaccessibility from whole grain and
decorticated yellow endosperm sorghum porridge. Journal of Cereal Science,
v. 54, n. 3, p. 450-459, 11, 2011.

LANCAS, F. M. Validagao de Métodos Cromatograficos de Analise. 6. Sao
Carlos: Rima, 2004.

MERCIER, C.; FEILLET, P. Modification of carbohydrate components by
extrusion-cooking of cereal products [Wheat, rice, corn]. Cereal Chemistry,
1975.

NDAW, S. et al. Extraction procedures for the liquid chromatographic
determination of thiamin, riboflavin and vitamin B 6 in foodstuffs. Food
Chemistry, v. 71, n. 1, p. 129-138, 2000

OCHANDA, S. O. et al. Effects of malting and fermentation treatments on
group B-vitamins of red sorghum, white sorghum and pearl millets in Kenya. J.
Appl. Biosci, v. 34, p. 2128-2134, 2010.

PANFILI, G. et al. Improved Normal-Phase High-Performance Liquid
Chromatography Procedure for the Determination of Carotenoids in Cereals.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, n. 21, p. 6373-6377,
2004.

PINHEIRO-SANT'ANA, H. M. et al. Method for simultaneous analysis of eight
vitamin E isomers in various foods by high performance liquid chromatography
and fluorescence detection. Journal of Chromatography A, v. 1218, n. 47, p.
8496-8502, 2011.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. et al. Carotenoid changes in ripening Momordica
charantia. Annals of Botany, v. 40, p. 615-624, 1976.

SINGH, S. et al. Nutritional aspects of food extrusion: a review. International
Journal of Food Science & Technology, v. 42, n. 8, p. 916-929, 2007.

TAYLOR, J. R. N. et al. Novel food and non-food uses for sorghum and millets.
Journal of Cereal Science, v. 44, n. 3, p. 252-271, 11, 2006.

U. S. INSTITUTE OF MEDICINE. Dietary Reference Intakes for Vitamin C,
Vitamin E, Selenium, and Carotenoids. Washington, D.C.: National Academy
Press, 2000.

YANG, L. et al. Sorghum phenolics demonstrate estrogenic action and Induce
apoptosis in nonmalignant colonocytes. Nutrition and Cancer, v. 64, n. 3, p.
419-427, 2012.

106



FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Niveis fixados para as variaveis independentes em estudo.

Fator Nivel codificado
-1,414 -1 0 +1 +1,414
Velocidade de rotagao do parafuso (rpm) 122 155 235 315 348

Temperatura do canh&o na ultima zona (°C) 98 110 140 170 182

Tabela 2. Condigdes de extrusdao com niveis codificados e reais para o
delineamento experimental.

Niveis codificados Niveis reais
Velocidade de Temperatura  Velocidade de Temperatura
Tratamento _ rotagdo do  do canhdo na rotagdo do  do canhdo na
(Ordem padrao) parafuso ultima zona parafuso ultima zona
(VRP) (TZ3) (VRP) (TZ3)
(rpm) (°C)
T1 -1 -1 155 110
T2 -1 1 155 170
T3 1 -1 315 110
T4 1 1 315 170
T5 -1,414 0 122 140
T6 1,414 0 348 140
T7 0 -1,414 235 98
T8 0 1,414 235 182
T9 0 0 235 140
T10 0 0 235 140
T11 0 0 235 140
T12 0 0 235 140

T: tratamento.
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Tabela 3. Respostas (concentragéo em base fresca) para o delineamento central composto rotacional com duas variaveis independentes (VRP e TZ3) e cinco niveis.

Piridoxina

Tratamento Tiamina total total a-tocoferol &-tocoferol B-tocotrienol y-tocotrienol &-tocotrienol Eq. a-tocoferol Luteina
(mg/100 g) (mg/100 g) (ng/100 g) (ng/100 g) (ng/100 g) (ng/100 g) (ng/100 g) (ng/100 g)
T1 0,1934 0,0562 166,4076 16,9191 99,6512 647,5294 11,4452 848,0599 12,6460
T2 0,2486 0,0221 199,2301 18,4665 0,0000 846,2100 0,0000 721,1039 3,2374
T3 0,0525 0,0440 230,6836 14,9285 0,0000 769,9859 12,9299 1963,4622 3,5463
T4 0,2018 0,0411 198,1013 9,8167 39,8253 734,9223 0,0000 808,6968 13,0508
T5 0,2918 0,0511 191,5340 24,7822 91,3662 754,0664 0,0000 917,8055 3,0870
T6 0,1071 0,0664 207,1315 0,0000 39,7005 675,9087 4,9220 1482,8011 10,7222
T7 0,0958 0,0548 192,0991 16,5503 15,7776 644,8574 13,6438 1063,2809 6,7448
T8 0,1515 0,0620 219,6118 16,2191 30,2850 716,7745 13,2857 0,0000 57,2544
T9 0,1271 0,1044 172,9087 15,6241 47,5141 742,8233 15,7299 1123,8929 3,4797
T10 0,1318 0,1090 173,5341 15,0575 44,9123 754,6735 15,4318 937,3637 3,2488
T11 0,1500 0,0918 177,6692 20,0735 61,4310 799,7258 13,8980 1341,6391 2,9944
T12 0,1158 0,0711 170,2562 12,1857 36,0680 714,7635 10,1107 1591,4647 4,1284
Eq. a-tocoferol: equivalentes de a-tocoferol.
Tabela 3 (continuagéo)
Zeaxantina Total de APl (mg/100g) 5-MeO-LUT 7-MeO-API Total de 3- Apigenina Eriodictiol Naringenina Total de
(4g/100 g) carotenoides (mg/100 g) (mg/100 g) DXAs (mg/100 (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) flavanonas
(ng/100 g) g) (mg/100 g)
8,3960 21,0420 60,6651 597,4809 315,5541 1228,9934 86,6400 1648,8062 0,0000 1648,8062
8,2630 11,5004 115,2393 666,2798 400,6807 1505,1250 194,2241 472,7351 1051,0229 1523,7581
7,1426 10,6889 0,0000 397,9626 118,3138 674,8081 89,0515 1558,6822 0,0000 1558,6822
11,3921 24,4429 81,5661 592,9545 319,9948 1259,8485 230,5806 1631,2054 2131,7717 3762,9771
7,3877 10,4747 68,1920 634,0817 315,6359 1271,9120 89,6792 2110,7007 320,2195 2430,9201
6,5359 17,2580 5,0645 384,0732 159,3258 721,2594 2104,9923 4293,0916 16573,4349 20866,5265
5,9090 12,6537 5,6277 500,0555 209,5845 903,3749 86,1830 1629,4414 0,0000 1629,4414
4,1900 61,4444 52,4914 521,2463 264,9195 1078,9435 187,4816 447,6297 1175,1233 1622,7530
8,2250 11,7047 18,9860 491,7821 232,0368 918,5386 311,0402 826,3762 720,6786 1547,0548
8,1978 11,4465 18,8298 490,3462 236,7840 960,5076 312,5492 819,4327 725,3376 15447703
8,4037 10,3210 14,6024 475,7005 226,4620 1114,2626 318,1504 866,8546 749,7777 1616,6323
8,0832 12,9431 23,3333 574,1220 297,7708 823,0301 322,1478 929,2347 806,3913 1722,0261

API: Apigeninidia; 5-MeO-LUT: 5-metoxi-luteolinidina; 7-MeO-API: 7-metoxi-apigeninidina.
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Tabela 4. Coeficientes de regressdo e seus niveis de significancia.

Coeficiente

de Tiamina  Piridoxina a-tocoferol ~3-tocoferol B- Y- 6- Eq. a- Luteina
regressio ocotrienol tocotrienol tocotrienol tocoferol

Bo 0,131 ** 0,094 ** 173,592 ** 15,735 ** 47,481 ** 752,997 ** 13,793 ** 1248,59 ** 3,463 **
By -0,056 ** 0,004 ns 10,651 ** 5,711 -16,612 * -12,42 ns 1,056 ns 250,252 ns 1,439 **
P11 0,037 ** -0,022 * 11,873 ** -1,511 ns 6,673 ns -6,064 ns -6,133 ** 30,696 ns -1,112°*
B, 0,035 ** -0,003 ns 4,894 * -0,504 ns -4,914 ns 33,165 ns -3,11* -348,178 * 8,941 **
Bos -0,001 ns -0,022 * 15,135 ** 0,486 ns -14,578 * -23,15 ns -0,631ns  -303,635 ns 11,435 **
B1i, 0,024 * 0,008 ns -16,351 ** -1,665 ns 34,869 ** -58,436 * -0,371ns  -256,952 ns 4,728 **

Bo: Coeficiente estimado para o intercepto; B;, Bi; e Gl—]—: Coeficientes estimados para os efeitos lineais, quadraticos e para o efeito de interagdo, respectivamente; B,: Rotagdo do

parafuso;

B, : Temperatura; ** Significancia a p-valor < 0,01; * Significancia a p-valor < 0,05; ns: N&o significativo a p-valor = 0,05; Eq. a-tocoferol: Equivalentes de a-tocoferol.

Tabela 4 (continuacgéo)

Zeaxanting __lotal de APl 5MeO-LUT 7-Me0-API 10tlde3- piipenina  Eriodictiol Naringenina  10ot! de
carotenoides DXAs flavanonas
8227 11604~ 18938~ 507,988 248263 954085~ 315072 860,475~ 750546~ 1607,621 =
0,084 ns 1523*  -22,952*  -78301*  -62,373*  -197,275* 361,106*" 519339 ** 3008,283 ** 357,622 **
0065ns  -1004ns  16726*  13996ns  7,426ns  64581ns  273.942*  972.621* 2917,766* 3892088 *
0,211 9152*  25302*  3672ns  45633*  138,683°  49046*  -346,86*" 605584 258,723 **
0,891  10588*  12,942*  14,783ns  7,312ns  61,868ns  -206,31*  -109,059* -1011,866** -1119,225 **
1,096 ** 5,824 ** 6.748*  31548ns  29139ns  77.227ns  8A486*  312149* 270,187 ** 582,336 **

B,: Coeficiente estimado para o intercepto; B;, Bi; e Gij: Coeficientes estimados para os efeitos lineais, quadraticos e para o efeito de interagdo, respectivamente; B,: Rotagéo do

parafuso;

GZ : Temperatura; ** SignificAncia a p-valor < 0,01; * Significancia a p-valor < 0,05; ns: N&o significativo a p-valor = 0,05; API: Apigeninidina; 5-MeO-LUT: 5-metoxi-luteolinidina; 7-

MeO-API: 7-metoxi-apigeninidina.
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Tabela 5. Coeficientes de correlagao entre atributos quimicos dos extrusados de sorgo.

Tiamina Piridoxina  a-tocoferol B- 5- API 7-MeO-API  Eriodictiol
ocotrienol tocotrienol

Tiamina 1 -0,369 ns -0,196 ns 0,47 ns -0,709 ** 0,86 ** 0,833 ** -0,108 ns
Piridoxina 1 -0,542 ns 0,301 ns 0,692 * -0,598 * -0,369 ns -0,139 ns
a-tocoferol 1 -0,588 * -0,219 ns 0,004 ns -0,362 ns 0,218 ns
B-tocotrienol 1 -0,042 ns 0,103 ns 0,237 ns 0,189 ns
O-tocotrienol 1 -0,714 ** -0,558 ns -0,341 ns
API 1 0,903 ** -0,277 ns
7-MeO-API 1 -0,407 ns
Eriodictiol 1

** Significancia a p-valor < 0,01; * Significancia a p-valor < 0,05; ns: N&o significativo a p-valor = 0,05;

API: Apigeninidina; 7-MeO-API: 7-metoxi-apigeninidina.
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Figura 1. Analise de residuos para as respostas com modelos de regressao nao significativos.
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Tabela 1. Modelos ajustados que explicam mais de 70% da variabilidade nos compostos do extrusado de sorgo em fungao da
rotacdo do parafuso e a temperatura de extrusao.

Resposta Modelo R?

Tiamina 0,131 - 0,056 VRP + 0,037 VRP 2 + 0,035 TZ3 + 0,024 VRP x TZ3 0,9289°
Piridoxina 0,094 - 0,022 VRP 2- 0,022 TZ3 2 0,7013°
a-tocoferol 173,592 + 10,651 VRP + 11,873 VRP 2+ 4,894 TZ3 + 15,135 TZ3 2 - 16,351 VRP x TZ3 0,9007 @
B-tocotrienol 47,481 - 16,612 VRP - 14,578 TZ3 2 + 34,869 VRP x TZ3 0,8283°
d-tocotrienol 13,793 - 6,133 VRP 2 - 3,11 TZ3 0,7361°
API 18,938 — 22,952 VRP + 16,726 VRP 2 + 25,302 TZ3 + 12,942 TZ3 2+ 6,748 VRP x TZ3 0,8188 @
7-MeO-API 248,263 - 62,373 VRP + 45,633 TZ3 0,7220 ¢
Eriodictiol 860,475 + 519,339 VRP + 972,621 VRP 2 - 346,86 TZ3 - 109,059 TZ3 2 + 312,149 VRP x TZ3 0,8488

¥ Apresentaram falta de ajuste. b Rz-prediction >0,5;°¢ R‘-prediction < 0,5; API: Apigeninidina; 7-MeO-API: 7-metoxi-apigeninidina.

Tabela 2. Respostas (concentragdo em base fresca) para o delineamento central composto rotacional com duas variaveis independentes (VRP
e TZ3) e cinco niveis, que n&o apresentaram coeficientes significativos.

Vitamina E

Total de

Tratamento Riboflavina B-tocoferol y-tocoferol a-tocotrienol total LUT Luteolina flavonas
(mg/100g)  (ng/100g)  (ug/100 g) (ng/100 g) (1g/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
T1 0,0450 1209,4306 0,0000 117,1497 2268,5327 255,2933 89,0842 175,7242
T2 0,0400 963,946 13,0830 126,7944 2167,7304 322,9252 272,2058 466,4299
T3 0,0525 3375,3564 17,1704 142,9859 4556,5763 158,5317 0,0000 89,0515
T4 0,0465 1141,4831 18,7526 118,9764 2261,8777 265,3331 419,9459 650,5265
T5 0,0432 1361,6553 13,9946 129,1089 2566,5075 254,0024 97,3151 186,9943
T6 0,0549 2478,7676 19,3345 107,8912 3533,6560 175,3282 1464,6854 2837,3350
T7 0,0503 1657,2891 18,0058 131,5043 2689,7273 188,1073 10,5672 96,7502
T8 0,0449 1358,5572 13,7958 116,9622 2463,4508 240,2863 237,0728 424,5545
T9 0,0412 1774,3197 14,9918 267,2214 2910,0919 201,7736 591,0056 909,1560
T10 0,0387 1462,0606 17,4955 287,7267 3344,4390 214,5477 405,6913 718,2405
T11 0,0496 2167,1764 21,3137 158,1783 1225,2797 270,0672 1122,5632 1433,6034
T12 0,0667 0,0000 33,3341 12,1857 2379,4391 0,0000 0,0000 0,0000

LUT: Luteolinidina.
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Tabela 3. Coeficientes de regressao dos modelos para as respostas que ndo apresentaram significancia.

Coeficiente Riboflavina B-tocoferol y-tocoferol a-tocotrienol Vltat‘r;::a E LUT Luteolina ;I;:\t/zln(;z

de regressao (mg/100 g) (4g/100 g) (ug/100 g) (1g/100 g) (ug/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
Bo 0,0399 * 1618,1902 ns 16,2437 * 277,474 3127,2655 * 208,1607 * 498,3484 ns  813,6(183 ns
B1 0,0038 ns  490,4122 ns 3,799 ns -1,4985 ns 468,7432 ns -33,202 ns 249,0512ns  480,6964 ns
P11 -0,0023 ns  -362,7285ns  1,0889 ns -4,3663 ns -339,438 ns 31,0282 ns 115,4244 ns  164,4708 ns
B, -0,0002ns  -497,0973ns  -2,8752 ns -8,41005ns  -548,4741ns  9,7924 ns 59,2061 ns 67,6923 ns

B, 0,004 ns 140,6324 ns  -0,7973 ns -78,2095ns  -38,5059 ns 12,2748 ns 77,0506 ns  213,9893 ns
B1, 0,0033ns  -65,5118ns  -1,1792ns -75,3429ns  -275,2522ns  12,0405ns  -251,5395ns -411,7668 ns

B,: Coeficiente estimado para o intercepto; B;, Bi; e BU: Coeficientes estimados para os efeitos lineais, quadraticos e para o efeito de interagao, respectivamente; * Significancia a
p-valor < 0,05; ns: N&o significativo a p-valor = 0,05; LUT: Luteolinidina.

Tabela 4: Concentragdo minima e maxima dos padrdes de vitaminas do complexo B para a construgdo de curvas analiticas e
equacao de regressao utilizadas para a quantificagdo dos compostos.

Vitamina Concentra¢dao minima e maxima dos padrées (ng) Equacéao de regressao R? (ng;-/Ir)nL) (nglg-/rc1:L)
Tiamina 0,08 -4,35 y = 2038489.93x + 108766.32 1,00 0,03 0,35
Riboflavina 0,21-21,30 y = 248925x — 26032 1,00 0,0010 0,010
Piridoxina 0,17 — 13,05 y = 339167x — 36329 0,9936 0,03 0,33

LD: Limite de detecgdo; LQ: Limite de quantificagéo.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Os efeitos da maceragdo e germinagdo nas concentragcdes e estabilidade de
vitaminas, carotenoides e flavonoides do sorgo foram variados. A maceragao
resultou na maior estabilidade de vitaminas, carotenoides e flavonoides, enquanto
que, de forma geral, a germinagao resultou em menores retengdes dos compostos
analisados. Nossos resultados indicam que apds a germinagédo e, especialmente,
ap6s a maceragdo, o sorgo apresenta importante valor nutricional. O sorgo
macerado foi classificado como excelente fonte de tiamina e vitamina E, além de ser
fonte de riboflavina, enquanto que o sorgo germinado foi classificado como
excelente fonte de tiamina, boa fonte de riboflavina e fonte de vitamina E. Nossos
resultados sugerem que a ingestdo do sorgo principalmente na forma macerada
deve ser estimulada. No entanto, a analise sensorial so sorgo apos esses
processamentos nao foi avaliada, o que torna este tema uma sugestao para estudos
futuros.

Os efeitos do estalamento e cocgdo nas concentracbes de vitaminas,
carotenoides e compostos bioativos do sorgo foram variados. O processamento que
provocou maiores perdas, de forma geral, foi o estalamento em forno de micro-
ondas, seguido do estalamento em pipoqueira e, por ultimo, da cocgdo em agua. O
sorgo estalado em forno de micro-ondas se apresentou como excelente fonte de
vitamina E, além de ser fonte de tiamina e piridoxina. Ja o sorgo estalado em
pipoqueira foi classificado como excelente fonte de tiamina e boa fonte de vitamina
E. Por sua vez, o sorgo cozido em agua foi classificado como excelente fonte de
tiamina e fonte de vitamina E. Assim, estimula-se o consumo do sorgo
especialmente em sua forma cozida. Ainda sao incipientes estudos acerca dos
efeitos destes processamentos nos compostos presentes no sorgo, o que justifica a

realizacao e direcionamento de estudos futuros sobre este tema.

Com relacao a extrusao industrial,do sorgo, nossos resultados indicam que as
variaveis apresentaram comportamentos diferentes frente a cada classe de
compostos. A melhor combinacdo de temperatura e rotagdao, que preservou mais os
compostos analisados, foi a que utilizou maiores valores de rotacdo do parafuso e
menores valores de temperatura, e portanto é indicada para utilizacdo para a
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extrusdo industrial do sorgo. A pior combinagcdo de temperatura e rotagdo, que
degradou mais os compostos analisados e ocasionou maiores perdas, foi a que
utilizou menores valores de rotagdes do parafuso e maiores valores de temperatura
e, portanto, deve ser evitada. Ainda sao incipientes estudos acerca dos efeitos
destes processamentos nos compostos presentes no sorgo, o que direciona estudos

futuros sobre este tema.

8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com esses estudos inéditos realizados, espera-se contribuir para o avango nas
pesquisas sobre o sorgo, fornecendo informagdes que possam subsidiar a
introducdo deste cereal na alimentagdo humana no Brasil, como um alimento
funcional fonte de nutrientes e compostos bioativos. Além disso, a presente pesquisa
podera contribuir para a ampliagdo do consumo deste cereal por meio do incentivo a

extrusao, tornando esse alimento de mais facil acesso a populagao.
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