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RESUMO

INFANTE, Rufino Anténio, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2015.
Farinhas de sorgo e de batata doce biofortificada: Desenvolvimento de cookies,
aceitabilidade e biodisponibilidade de ferro. Orientadora: Hércia Stampini Duarte
Martino. Coorientadoras: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Maria Inés de Souza Dantas e
Maria Eliza de Castro Moreira.

O uso de genétipo de sorgo com elevado contetdo de ferro na forma de farinha integral
e extrusada em associagdo com a batata doce biofortificada poderd aumentar a
aceitabilidade e a concentracdo de compostos bioativos como, carotenoides e fibra
alimentar em cookies, além de favorecer a biodisponibilidade de ferro. Assim, avaliou-
se as caracteristicas sensoriais € a biodisponibilidade de ferro de farinhas de sorgo
integral e extrusada, batata doce biofortificada e de cookies. Foram desenvolvidas
quatro formulacdes de cookies e a avaliacdo da aceitabilidade das amostras foi realizada
em condi¢Oes laboratoriais, utilizando-se o delineamento em blocos completos
balanceados. Cerca de 100 julgadores avaliaram os atributos de cor, textura, sabor e a
aceitacdo global das formulacgdes, utilizando a escala heddnica de nove pontos. A
biodisponibilidade de ferro foi avaliada pelo método de deplecao-replecdo em ratos. Os
animais receberam dieta AIN93-G sem ferro na fase de deplecdo por 21 dias. Na fase de
replecdo os animais receberam dietas com 12 mg/kg de ferro da dieta, por 14 dias,
provenientes de sulfato ferroso (controle), farinha de sorgo integral; farinha de sorgo
extrusado; farinha de sorgo integral e farinha de batata doce biofortificada; farinha de
sorgo extrusada e farinha de batata doce biofortificada; cookies com farinha de sorgo
integral e batata doce biofortificada e cookies com farinha de sorgo extrusado e farinha
de batata doce biofortificada. A hemoglobina (Hb) foi mensurada no inicio e ao final da
fase de replecdo. Foi avaliado o ganho de Hb, eficiéncia na regeneracao de Hb (HRE) e
valor bioldgico relativo de HRE (RBV de HRE). Avaliou-se as varidveis bioquimicas
séricas: glicose, insulina, 4dcido Urico, creatinina, aspartato amino transferase (AST),
alanina amino transferase (ALT) e a capacidade antioxidante total do plasma. Os
cookies com farinha extrusada apresentaram menor conteido de cinzas, fibra alimentar
total e sua frac@o insoldvel e de lipidios. A formulacdo com sorgo integral destacou-se
como fonte de fibra alimentar e amido resistente. Em relacdo aos atributos sabor e
impressao global as formulacdes de cookies contendo batata doce biofortificada
diferiram (p<0,05) das demais formulacdes, apresentando melhor aceitacdo. Em relacao

ao atributo textura, observou-se que as notas atribuidas foram menores (p>0,05) para os
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cookies elaborados com farinha de sorgo extrusada. As amostras elaboradas com farinha
de sorgo associada a batata doce biofortificada foram as mais aceitas. A presenca da
batata doce biofortificada agregou sabor e cor aos cookies e melhorou as caracteristicas
sensoriais do produto. Ao comparar o ganho de hemoglobina e o valor bioldgico
relativo de ganho hemoglobinico (RBV GHb) os grupos testes ndo diferiram (p> 0,05)
entre si, exceto para o grupo tratado com sorgo integral, que apresentou baixo ganho de
hemoglobina e RBV GHb. A eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (HRE) e o valor
bioldgico da eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (RBV HRE) nao diferiram (p>
0,05) entre os grupos teste e também do controle, exceto para o grupo tratado com sorgo
integral, que apresentou menor (p<0,05) HRE e RBV HRE em relagdo aos restantes dos
grupos testes. As farinhas de sorgo extrusado e sua associagdo a farinha de batata doce
apresentou biodisponibilidade de ferro compardvel ao sulfato ferroso. Entretanto, o
grupo tratado com sorgo integral apresentou baixa biodisponibilidade. A menor
biodisponibilidade de sorgo integral pode ser devido ao maior contetudo de fitato desta
farinha. A substituicdo de 50 % de sorgo integral por batata doce melhorou a
biodisponibilidade de ferro, tornando-se compardvel ao sulfato ferroso. Os cookies
preparados com a mistura de farinhas de sorgo extrusada ou integral e batata doce
biofortificada mantiveram a biodisponibilidade de ferro equipardvel ao sulfato ferroso.
Os niveis de glicose, insulina, 4cido trico, creatinina, aspartato amino transferase
(AST), alanina amino transferase (ALT) nao diferiram (p> 0,05) entre os grupos
experimentais. Entretanto a presenca de farinha de sorgo associada ou nio a batata doce
e os cookies aumentaram (p<0,05) a atividade antioxidante total no plasma dos ratos em
relac@o ao controle e ndo diferiram entre si. A associag¢do da batata doce biofortificada a
farinha de sorgo integral e extrusada promoveu boa aceitacdo dos cookies e

biodisponibilidade de ferro comparavel ao sulfato ferroso.
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ABSTRACT

INFANTE, Rufino Anténio, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2015.
Flour, sorghum and sweet potato biofortified: Development cookies, acceptability
and iron bioavailability Adviser: Hércia Stampini Duarte Martino. Co-Advisers: SOnia
Machado Rocha Ribeiro, Maria Inés de Souza Dantas and Maria Eliza de Castro Moreira.

The use of sorghum genotypes with high iron content in the form of full and extruded
flour in association with sweet potato biofortified may increase the acceptability and the
concentration of bioactive compounds as carotenoids and dietary fiber in cookies and
favors the bioavailability of iron. Thus, we evaluated the chemical, sensory and iron
biodisponivilidade sorghum flour, sweet potato biofortified and cookies. Was evaluated
chemical composition of flour and cookies. We developed four cookie formulation and
evaluation of the acceptability of the samples under laboratory conditions was carried
out using the design in a balanced complete block. About 100 judges evaluated the color
attributes, texture, flavor and overall acceptability of the formulations using the nine-
point hedonic scale. The iron bioavailability was evaluated by the method depletion-
repletion in rats. The animals received AIN 93G diet without the iron depletion phase
for 21 days. In repletion phase the animals were fed a diet with 12 mg / kg of iron for 14
days, from ferrous sulfate (control), whole sorghum flour; sorghum flour extruded; full
sorghum flour and flour sweet potato biofortified; extruded flour and sweet potato
biofortified; cookies with whole sorghum flour and sweet potato biofortified and
cookies with sorghum flour extruded flour and sweet potato biofortified. Hemoglobin
(Hb) was measured at the beginning and the end of the repletion phase. Was assessed
the gain of Hb, efficient regeneration of Hb (HRE) and relative biological value of HRE
(RBV HRE). Evaluated the biochemical markers: glucose, insulin, uric acid, creatinine,
aspartat amin transferas (AST), alanin amin transferas (ALT) and total plasma
antioxidant capacity. Extrusion reduced content of insoluble dietary fiber, ash and iron
and increased the protein content of the flour, sorghum, sweet potato biofortified
showed a high content of carotenoids. Full sorghum flour had a higher content of
phytate for extruded. The cookies with extruded flour had lower ash content, total
dietary fiber and its insoluble and lipid fraction. The formulation with full sorghum
stood out as a source of dietary fiber and resistant starch. Regarding the flavor attributes
and overall impression cookies formulations containing sweet potato biofortified
different (p<0,05) from the other formulations, with better acceptance. Regarding the

texture attribute, it is observed that the marks awarded were lower (p> 0.05) for cookies

Xii



made with extruded sorghum flour. Samples prepared with sorghum flour associated
with sweet potato biofotificada were the most accepted, followed by prepared samples
only with sorghum flour. The presence of sweet potato biofortified added flavor and
color to cookies and improved sensory characteristics. Comparing the gain of
hemoglobin and the relative biological value of hemoglobinic gain (RBV GHb) testing
groups were similar (p> 0.05) from each other except for the group treated with whole
sorghum, which had low hemoglobin gain and RBV GHb, although had a greater (p
<0.05) consumption of iron. The hemoglobin regeneration efficiency (HRE) and the
biological value of hemoglobin regeneration efficiency (RBV HRE) did not differ (p>
0.05) between the test and also the control, except for the group treated with whole
sorghum, which showed lower (p <0.05) and RBV HRE HRE for the remaining test
groups. The sorghum flour extruded and his sweet potato flour showed the association
iron bioavailability comparable to ferrous sulfate. However, the group treated with
whole sorghum showed low bioavailability. The low bioavailability of whole sorghum
may be due to higher phytate content of the flour. Replacement of 50% of whole sweet
potatoes per sorghum improved the bioavailability of iron, making it comparable to
ferrous sulphate. The cookies prepared with the mixture of extruded sorghum meal or
whole sweet potatoes and biofortified maintained comparable bioavailability of iron to
the ferrous sulfate. The Glucose levels, insulin, uric acid, creatinine, aspartat amin
transferas (AST), alanin amin transferas (ALT) did not differ (p> 0.05) between the
experimental groups. However the presence of sorghum flour with or without sweet
potatoes and cookies increased (p <0.05) the total antioxidant activity in the plasma of
rats in the control and did not differ. The association

The combination of sweet potato flour biofortified full and extruded sorghum promoted

good acceptance of cookies and iron bioavailability comparable to ferrous sulfate.
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1. INTRODUCAO

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) € um cereal da familia Poaceae, nativo
da Africa (U.S. GRAINS COUNCIL, 2004). Ele é o quinto cereal de maior produgio no
mundo, sendo antecedido pelo trigo, arroz, milho e cevada (FAO, 2010). Em todo o
mundo, existem mais de 7.000 gendtipos de sorgo (KANGAMA & RUMEI, 2005). O
cultivo deste cereal se faz extremamente importante nos continentes Asidtico e
Africano, além de outras regides semidridas do mundo, onde ele é utilizado,
principalmente, na alimentacdo humana (DILLON et al., 2007; AFIFY et al., 2011). Seu
uso em paises ocidentais estd aumentando, como ingrediente sem gliten. No Brasil,
utiliza-se o sorgo basicamente na alimenta¢do animal. No entanto, o interesse no uso
desse cereal como alimento humano tem crescido, devido as suas caracteristicas
nutricionais (MARTINO et al., 2014).

A cultura do sorgo possui vantagens agrondmicas em funcao de sua resisténcia
a seca, alta produtividade, baixa exigéncia nutricional e baixo custo de producdo
(SANCHEZ, 2013; MANUKUMAR et al., 2014). Esse fato coloca o sorgo em uma
posicdo de destaque entre outros cereais, vislumbrando a possibilidade de reducdo dos
custos com matéria-prima na inddstria alimenticia de biscoito, massas, entre outras.
Entretanto, por ndo conter gliten, o uso do sorgo na panificagdo requer a aplicagcdo de
tecnologias adicionais e a associagdo com outros tipos de farinhas que podem conferir
melhores resultados aos produtos (MARTINO et. al., 2014). O tipo de processamento
dos grdos é um fator muito importante para determinar a composi¢do quimica, valor
nutricional e funcional do sorgo. A maioria dos estudos publicados at¢é o momento
demonstraram as alteracdes quimicas decorrentes de processamentos tradicionalmente
utilizados em paises africanos e asidticos (DUODU et al. 2002; DICKO et al. 2005;
DICKO et al. 2006; AFIFY et al. 2011; WU et al. 2013). Estudos sobre os efeitos dos
processamentos que refletem a cultura da populacdo e as necessidades das industrias
ocidentais sdo escassos. Entre esses processamentos, destaca-se o tratamento térmico
em calor seco e a extrusdo, que constitui uma importante técnica industrial (ATHAR et
al. 2006; DING et al. 2006).

A maioria dos gendticos de sorgo nao é fonte de ferro (Martino et al , 2012).
No entanto, dentro de um banco de 100 genétipos da Embrapa Milho e Sorgo,
selecionou-se um com elevado conteido de ferro, zinco, capacidade antioxidante,

fendlicos totais e taninos (CARDOSO et al., 2015), pois é uma cultura que pode vir a



substituir o milho e o trigo na alimentagdo humana e que poderd contribuir com a
ingestdo de minerais e compostos bioativos.

A contribui¢do do sorgo na ingestdo de minerais seria de grande importancia,
pois sabe-se que a anemia ferropriva é a caréncia nutricional mais prevalente no mundo,
acometendo 47,4% das criangas em idade pre-escolar (WHO, 2008) e no Brasil esta
prevaléncia é de 20,9% (BRASIL 2009). No entanto, o sorgo possui fitoquimicos como,
fitatos, taninos e compostos fendlicos (MORAES et al, 2012) que podem interferir na
biodisponibilidade de ferro. Para minimizar o efeito do processamento dos grios de
sorgo e de compostos com acdo antinutricional e potencializar a absorcao de ferro, o uso
de dietas contendo pro-formadores de vitamina A vem sendo utilizada (GARCIA-
CASAL et al., 1998), pois estudos tem encontrado uma relacdo entre deficiéncia de
vitamina A e a anemia ferropriva (MEHDAD et al., 2010; GONDIM et al, 2012).
Dentro deste contexto, a Embrapa vem produzindo nos seus campos experimentais a
batata doce beauregard biofortificada, com elevado conteido de carotendides,
(RODRIGUES-AMAYA et al (2011), que em associacdo ao sorgo poderd contribuir
com a biodisponibilidade de ferro.

Diante do exposto, a presente pesquisa visou processar farinhas de sorgo e
batata doce e utiliza-las no preparo de cookies, avaliando suas caracteristicas quimicas,
sensoriais e a biodisponibilidade de ferro dos cookies e das farinhas. A hipétese baseia-
se na premissa que a associacdo da farinha de sorgo com a farinha de batata doce

aumente a aceitabilidade dos cookies e favoreca a biodisponibilidade de ferro.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas sensoriais € a biodisponibilidade de ferro de farinhas

de sorgo, batata doce biofortificada e de cookies.

2.2. Objetivos Especificos

v' Desenvolver cookies com farinhas de sorgo integral e extrusada com e sem
adi¢do de farinha de batata doce biofortificada;

v" Avaliar a aceitabilidade dos cookies desenvolvidos;

v' Analisar a composi¢do quimica centesimal e o conteido de amido resistente
dos ccokies. O conteido de ferro e de fitato das farinhas de sorgo integral e
extrusada, conteido de carotendides da farinha de batata doce biofortificada;

v' Avaliar a biodisponibilidade de ferro, a capacidade antioxidade total e as
varidveis bioquimicas dos ratos alimentados com farinhas de sorgo integral e
extrusada e associacdo destas com farinha de batata doce biofortificada e de

cookies.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Valor nutricional dos graos de sorgo

A composicdo quimica do sorgo € influenciada pelos fatores genéticos,
ambientais e praticas agrondmicas, sendo o contetido proteico o mais varidvel. O sorgo
possui elevado valor nutricional e composicdo quimica semelhante a do trigo e do
milho, sendo que, em todos eles, o amido corresponde ao principal macronutriente, que
de acordo com o genétipo varia de 56 a 73% (KRUGER et al., 2012). Apresenta
acucares soluveis, frutosanas, celulose, hemicelulose e substincias pécticas. Os
principais agucares soluveis redutores sdo a glicose e a frutose, com niveis que variam
de 0,2 a 0,9% (HOSENEY, 1986). No grao ndo germinado encontra-se ainda a maltose.
Em niveis superiores, 0,3 a 2,1%, aparecem os agucares soliveis nio redutores, sendo

que o principal acticar ndo redutor € a sacarose, que representa 75% dos agucares

soliveis (EL TINAY et al., 1979).



Os contetidos de proteinas nos graos de sorgo sdo em torno de 7,3 a 15,6 %;
sendo as prolaminas, também denominadas de kafirinas, as principais proteinas. As
prolaminas representam aproximadamente 70% das proteinas totais € 80% das proteinas
do endosperma (WANISKA e ROONEY, 2000). O sorgo por ser um cereal, tem como
principal aminodcido limitante a lisina, mas existe uma varia¢do de limitagdo de outros
aminodcidos essenciais em funcdo do genétipo e das condi¢des ambientais. MORAES
et al (2012) encontraram em farinhas de trés genotipos de sorgo tratadas termicamente
cinco a seis aminoacidos limitantes, como lisina, isoleucina, cistina, metionina, valina e
treonina. Entretanto, Mokrane et al (2010) encontraram em cinco variedades de sorgo
somente trés aminoacidos limitantes como, lisina, cisteina e metionina.

O sorgo contém fibras alimentares (6 a 15%), das quais aproximadamente de
10 a 25% sao fibras alimentares soliveis (MARTINO et al., 2012). O principal
constituinte da fibra alimentar € a celulose que se encontra principalmente no pericarpo,
com variacdo de 1,2 a 5,2%. As hemiceluloses aparecem no sorgo como componentes
da parede celular, ou como matriz que mantém as células unidas. O grao do sorgo
contém de 2,5 a 5,6 % de pentosanas (HOSENEY et al., 1987).

Os lipidios dos graos de sorgo estdo presentes, principalmente, no germe. Em
oito gendtipos de sorgo da Embrapa Milho e Sorgo, verificou-se que a concentracdo de
lipidios variou de 1,24 a 3,07% (MARTINO et al.,, 2012). O conteido de lipidios
(3g/100g) predominante é de acidos graxos insaturados (MORAES, 2012). A maioria
dos gendtipos apresentaram maior conteddo de 4cidos graxos poliinsaturados do que
monoinsaturados. As concentragdes dos principais dcidos graxos variaram de 31,1 a
48,9% para o acido oléico; 0,4 a 0,6% de palmitoléico; 27,6 a 50,7% de linoléico; 1,7 a
3,9% de linolénico; 1,01 a 2,6% de estedrico e 11,7 a 20,2% de palmitico (MEHMOOD
et al., 2008).

O contetdo de cinzas no sorgo pode variar de 1,1 a 2,5 % (WANISKA e
ROONEY, 2000). Algumas variedades apresentam alto conteido de minerais como
ferro, fosforo, potdssio, magnésio, zinco, célcio, cobre e enxofre (DICKO et al., 2006 e
MARTINO et. al., 2012).

O sorgo também € fonte de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina,
piridoxina) e vitaminas lipossoldveis (A, D, E e K). Dicko et al (2006), verificaram que
o sorgo, quando comparado com o milho, contém niveis similares de riboflavina,

tiamina e piridoxina, niveis inferiores de caroteno e niveis superiores de dacido



pantoténico, niacina, colina, 4cido félico e biotina. No entanto, o sorgo ndo ¢é

considerado fonte de vitamina C.

3.2 Compostos bioativos de graos de sorgo

O sorgo é uma importante fonte de compostos bioativos, como os acidos
fendlicos, flavonoides (antocianinas e taninos), fibra, fitoesterdis e policosandis
(QUEIROZ, et al., 2013). Alguns estudos demonstraram que outros cereais como, por
exemplo, aveia, arroz e trigo, possuem menores concentragdes de compostos fendlicos e
baixa atividade antioxidante em comparacdo com o sorgo. Estes compostos reduzem a
acdo e os danos causados pelos radicais livres e, assim, promovem beneficios para a
saide humana (DICKO et al., 2005; WU et al., 2013).

Os cultivares negros de sorgo destacam-se pelo elevado conteddo de
compostos fendlicos, tais como, taninos condensados, dcido hidrobenzodico e de 4cido
hidrocinamico e 3-deoxiantocianinas (AWIKA et al.,2002; WU et al., 2013; BARROS,
2014), com atividade antioxidante em estudo in vitro (KAMATH et al., 2004). As
principais 3-deoxiantocianinas presentes no sorgo, luteolinidina (cor laranja) e
apigeninidina (cor amarelo) apresentam significante capacidade antioxidante e Otima
estabilidade a variacdes de pH e calor comparado com as antocianinas de frutas (WU et
al., 2013). Desta forma, existe um grande potencial do uso de antocianinas do sorgo
como corante natural em alimentos, o que poderia substituir ou complementar os
corantes artificiais e naturais (Urucum, Cidrcuma e Cochonila) (BARROS et al., 2014).
Os 4cidos fendlicos, que podem encontrar-se livres ou esterificados, encontram-se nas
camadas mais externas do grao e inibem o crescimento de microrganismos (BARROS et
al., 2014).

O sorgo € o unico dos cereais capaz de produzir quantidades relativamente
elevadas de taninos (AWIKA et al; 2009). Os taninos tém a particularidade de proteger
o grao do ataque dos passaros e insetos e de prevenir a germinacao pré-colheita.
Estudos sobre as interagdes entre compostos fendlicos e amido, evidenciam que os
taninos condensados foram os principais responsdveis pela interagdo com o amido, que
ocorreu principalmente com amilose, aumentado o conteido de amido resistente
(BARROS et al., 2012).

A reduzida qualidade de proteinas presentes em cultivares de sorgo com tanino

¢ vista como um aspecto negativo para alimentacdo (MORAES et al., 2012),
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considerando a baixa disponibilidade de energia e de proteinas. No entanto, cultivares
de sorgo com tanino sd@o consumidos em alguns Paises Africanos, pois proporcionam
prolongada saciedade e coloragdo atrativa aos produtos (AWIKA et al., 2004). Além
disso, a reducdo da digestibilidade da proteina devido as interacdes com taninos podem
ser benéficas na prevengdo das doencas cronicas ndo transmissiveis (CARDOSO et al.,

2014).

3.3 Amido resistente

O sorgo € uma importante cultura rica em amido (aproximadamente 70%) e
tem excelente potencial para aplicagdes industriais globais (SINGH et al., 2011). O
processamento da farinha de sorgo por moagem a seco ou coc¢do pode resultar em uma
reducdo significativa dos conteudos de proteinas bem como de amido (QINGIJIE et al.,
2014).

O amido resistente € aquele que resiste a digestao no intestino delgado, mas é
fermentado no célon principalmente pelas bifidobactérias, produzindo dcidos graxos de
cadeia curta (butirico, propionico, acético), que contribui para a saide do célon, pois
inibe o crescimento de células cancerigenas devido a reduc¢ao do pH no intestino grosso
e a func¢ao imunolégica (ZHANG; HAMAKER, 2009; YAO-YU et al.,2014 ).

O amido resistente contribui para o baixo indice glicémico dos alimentos,
proporcionando uma menor resposta glicémica e, por conseguinte, uma menor resposta
insulinica, auxiliando no tratamento de diabetes, principalmente do tipo 2. Também
reduz o risco de doengas cardiovasculares, reduzindo os niveis de LDL e de
triglicerideos plasméticos e contribui para a perda de peso (WALTER et al., 2005;
PEREIRA, 2007).

3.4 Processamento de graos de sorgo

Antes de ser consumido, o sorgo € submetido a métodos de processamentos os
quais podem alterar o contetido de nutrientes e o seu perfil antioxidante (CARDOSO et
al., 2014). Estudos tém demonstrado que alguns processamentos utilizados na Africa e
na Asia (fermentagdo, germinacio e imersdo em &gua), podem alterar o perfil e o
conteddo de compostos fendlicos em sorgo (ABDELSSED et al., 2011). O

conhecimento sobre os efeitos do calor seco em forno e da extrusdo no conteido de



compostos bioativos no sorgo ainda € incipiente (DYKES et al., 2014).

Cardoso et al (2014) estudaram o efeito do calor seco em estufa e em formo
microondas e calor umido. As deoxiantocianinas e compostos fendlicos totais
mantiveram-se estaveis ao calor seco (retengdo entre 96,7-109,6 %) e reduziu em calor
umido. O calor seco aumentou a concentragdo e a retencdo de vitamina E (1.767,2 —
3112,1 ng/100g) e reduziu a concentragdo de carotendides (47,8-172,7ug/100g ). A
atividade antioxidante aumentou em farinhas obtidas em calor seco, exceto na moagem
e tratamento térmico em forno, que diminuiu com o calor imido. O processamento
térmico umido reduziu as concentragdes de 3 deoxiantocianinas, compostos fendlicos
totais, vitamina E e atividade antioxidante e aumentou a concentracdo de carotendides
(CARDORSO et al., 2014).

No processo de extrusdo ocorre abertura das estruturas compactas das proteinas
e a desnaturacdo, podendo ocorrer interacdes das proteinas com compostos fendlicos,
como por exemplo, a interacdo da proteina com o tanino (DLAMINI et al., 2007) e da
protefna com a lignina (MONTANO-LEY VA et al., 2013). As modificacdes fisicas do
cozimento do amido por extrusdo, afeta o tamanho, a forma e o arranjo estrutural das
regides semicristalinas presentes nos granulos de amido (CARVALHO et al., 2010). Os
taninos do sorgo interagem fortemente com os polissacarideos lineares, como a amilose
e os fragmentos de amilopectina. Estes complexados podem contribuir tanto para o
aumento da insolubilidade, quanto para o incremento do peso molecular dos compostos,
afetando a viscosidade da massa fundida (DLAMINI et al., 2007).

Ensaios de extrusdo com elevados perfis de temperatura podem ocasionar
descarboxilagdo dos fendlicos e, altos teores de umidade podem promover
polimerizacdo dos compostos fendlicos e dos taninos, que levam a reducdo da
extractabilidade e atividade antioxidante (CARDOSO et al., 2014). Entretanto, este
ultimo fato pode contribuir para a formagdo de amido resistente durante o processo

(DLAMINI et al., 2007; CARVALHO et al., 2010).

3.5. Potencial do sorgo na alimenta¢io humana

O Sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é um grio que pertence a Familia
Poaceae, origindria de regides tropicais semi-4ridas da Africa e da Asia, sendo o quinto

cereal mais importante nessas regides (REDDY et al., 2011). A maior parte da
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populacdo Africana e do centro da India depende deste cereal para a ingestdo de energia
na dieta e suprir suas necessidades em micronutrientes (KUMAR et al., 2013).

Em paises como Estados Unidos, o seu uso € mais para alimentacdo animal e
producdo de dlcool (AWIKA et al., 2004). Nos ultimos anos, o uso de sorgo na
alimentacdo humana aumentou de forma significativa devido aos seus resultados que
tem demonstrado  caracteristicas funcionais e nutritivas, pelas suas vantagens
agrondmicas como a resisténcia a seca, a alta produtividade e baixo custo de produgio,
por ser um ingrediente sem gliten (KUMAR et al., 2013) e por apresentar beneficios a
saude, como capacidade antioxidante, propriedades anti-carcinogénicas € protecao as
doencas cardiovasculares (AWIKA et al., 2004; AWIKA et al., 2009; BURDETTE et al.,
2010). Estes beneficios funcionais tém sido verificados in vitro € em animais, e
atribuidos principalmente aos seus compostos fendlicos, incluindo flavonoides (3-
deoxiantocianidinas e flavonas) e proantocianidinas (CARDOSO et al., 2014).

O sorgo € portanto uma alternativa totalmente vidvel e segura para suprir a
demanda ascendente da industria alimenticia por alimentos isentos de gliten. A doenca
celiaca atinge entre 1% e 2% da populacdo mundial e caracteriza-se pela intolerancia
permanente ao gliten em pessoas geneticamente predispostas. Essa intolerancia ao
gliten tem resultado em demanda ascendente por novos produtos, nutritivos e de alta
qualidade (QUEIROZ et al., 2013).

Em outros Paises como Brasil, El Salvador e Japao ja existe um esforco para
promover o uso do sorgo na alimentacdo humana, devido ao baixo preco de producdo
comparado ao do trigo e ao milho e a auséncia de gliten. A EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria), no Brasil, e o CENTA (Centro Nacional de
Tecnologia Agopecuaria y Forestal), em El Salvador, promovem a divulgacdo de sorgo
para alimentacdo por meio de varios projetos de pesquisa, workshops e simpdsios. O
Japdo importa farinha de sorgo branco dos Estados Unidos para produgdo de produtos
como snacks, risoto e extrusados em substitui¢do ao arroz nas formulacdes (BARROS
et al., 2014).

No Brasil, pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo iniciaram, em 2008, uma
linha de pesquisa “Sorgo para alimentacdo humana: caracterizacdo de gendtipos quanto
a compostos de interesse para a nutricdo e a saide humana e desenvolvimento de
produtos sem gliten” em parceria com as Embrapas Agroindustria de Alimentos,
Agroindustria Tropical e Clima Temperado e as Universidades Federais de Vicosa

(UFV), de Minas Gerais (UFMG), de Sao Jodo Del Rei (UFSJ/SL) e Brasilia (UNB).
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Resultados preliminares do projeto mostraram elevada variabilidade para as
caracteristicas nutricionais e funcionais nos graos de 100 linhagens de sorgo,
pertencentes ao Programa de Melhoramento de Sorgo da Embrapa Milho e Sorgo, o que
¢ um oOtimo indicador para a identificacdo de materiais promissores para o
desenvolvimento de cultivares destinadas ao wuso na alimentacdo humana.
Paralelamente, produtos como barra de cereais, bolos e paes tém sido desenvolvidos e
apresentado elevada aceitagdo sensorial (QUEIROZ et al., 2008, 2011a e 2011b,
MARTINO et al., 2014).

3.6. Batata doce

A Dbatata doce € uma planta dicotiledonea pertencente a familia
Convolvulaceae, género Ipomoea e espécie Ipomoea batatas Lam (CASTRO e
PEDROSO, 2006; ROESLER et al., 2008). Originaria da América Central e do Sul, foi
introduzida na Europa pelos portugueses e espanhdis, difundindo-se, posteriormente,
para os demais continentes. O seu cultivo é melhor nas zonas tropicais, subtropicais e
temperadas (WOOLFE, 1992; BOVELL-BENJAMIN et al., 2007).

A batata doce € cultivada em varios paises, sendo que aproximadamente 90%
da producdo é obtida na Asia. No Brasil, o cultivo da batata-doce tem sido realizado
pelas familias rurais da Regiao Nordeste do Pais (SILVA et, al. 2005).

A batata doce participa do suprimento de calorias, vitaminas € minerais na
alimentacdo humana; suas raizes apresentam baixo niveis de gordura e proteinas e ricas
em carboidratos, potdssio, zinco, s6dio, manganés, magnésio, ferro, célcio, vitaminas A
e do complexo B, tornando-se deste modo um importante complemento alimentar para
populacdes de baixa renda (TEOW et al., 2007; WU et al., 2008).

O uso da batata doce de polpa alaranjada biofortificada, surgiu como uma
alternativa para suprir a caréncia de vitamina A. Além da facilidade de cultivo,
rusticidade e ampla adaptacdo a sistemas de baixo nivel tecnolégico de pequenas
propriedades de agricultura familiar e colheita prolongada (ROESLER et al., 2008
RODRIGUES-AMAYA, 2004; VAN JAARSVELD et al., 2006).

A farinha de batata doce pode ser armazenada por até seis meses quando
empacotadas hermeticamente em sacos plésticos protegidos da luz (CARVALHO;
2010). Ela pode substituir de forma parcial a farinha de trigo na elaboracdo de bolos,

panquecas, biscoitos e outros produtos utilizados na alimentacdo escolar e pode ser
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misturada com outras farinhas como as de milho, trigo, mandioca e soja (RODRIGUES-
AMAYA et al., 2011).

O amido € considerado um dos principais componentes da raiz da batata doce,
seguido dos acticares mais simples, sacarose, glicose, frutose e maltose. Na industria de
alimentos ¢é utilizado para melhorar as propriedades funcionais, sendo empregado em
sopas, molhos de carne, como formador de gel para balas, pudins, estabilizante em
molhos de salada, na elaboracdo de compostos farmacéuticos, na producdo de resinas
naturais e na elaboracdo de materiais termoplasticos biodegraddveis (CEREDA et al.,

2001).

3.7. Metabolismo de ferro

O ferro € o quarto mineral mais abundante na crosta terrestre, entretanto quase
todo ferro no ambiente € insoladvel, existindo sob a forma de 6xidos de ferro e ferro
metalico, restando pouco para atender as necessidades biolégicas (SHILS et al., 2003).
O ferro ¢ um mineral vital no metabolismo de todos os seres vivos; componente
essencial das enzimas do ciclo de Krebs, (hemoglobina e mioglobina), dos citocromos
da cadeia respiratdria: participa das reagdes de oxidagdo e reducdo como carreador de
elétrons (BRAGA; BARBOSA, 2006; COZZOLINO, 2009; SHARP, 2010).

Em humanos, a concentracdo de ferro varia de acordo com a idade, peso,
concentracdo e estoque de hemoglobina, atingindo de 45 a 55 mg Fe/kg em homens e
em torno de 35 mg Fe/kg em mulheres. O ferro essencial encontra-se na hemoglobina
(60 a 70%), mioglobina (3 a 10%), enzimas heme, como catalase (1 a 3%) e na
transferrina (0,08%). O ferro ndo essencial constitui o ferro de reservas: ferritina e
hemossiderina (15 a 35%) (BRAGA; BARBOSA, 2006).

O ferro na dieta pode ser encontrado tanto na forma heme quanto na forma
niao-heme. O ferro heme, organico, encontra-se nos alimentos de origem animal, como
carnes e visceras, altamente biodisponivel na forma de hemoglobina ou mioglobina
(SIAH et al., 2006; SHARP, 2010) e ndo sofre interferéncia de fatores dietéticos na sua
absor¢do. O ferro ndo-heme, inorganico, encontra-se em plantas e sofre interferéncia de
fatores dietéticos (FUQUA et al., 2012). Por exemplo, o 4cido fitico e os taninos
presentes nos cereais e leguminosas formam quelatos insoliveis com o ferro nao heme,
impedindo sua absor¢do. Por outro lado a presenca de 4cido ascorbico e de aminoédcidos

aumenta a sua absor¢dao (SHARP, 2010).
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O transportador de metal divalente (DMT-1), estd envolvido no transporte de
ferro ndo heme do lumen intestinal para o interior do enterdcito. O DMT-1 transporta
apenas o ferro no estado ferroso. Entretanto, a maioria do ferro no limen estd na forma
férrica. Assim, a forma férrica é reduzida para ferrosa, possivelmente na borda em
escova por uma redutase férrica, citocromo B duodenal (Dcytb) ou por agentes
redutores como o 4cido ascorbico. O influxo de ferro da membrana basolateral para a
circulacdo € mediada pela proteina transportadora, ferroportina 1 e a oxidase férrica,
hefaestina. Ferroportina 1 também medeia a liberacdo de ferro de outras células,
incluindo macréfagos. O estado de defici€ncia de ferro e a hipoxia estimula a expressao
duodenal de DMT-1, Dcytb e ferroportina, aumentando a absorcao de ferro (NICOLAS
et al., 2002; FUQUA et al., 2012 ).

A hepcidina € um hormonio regulatério secretado pelo figado que inibe a
absor¢do e liberacdo de ferro dos macréfagos e outros tipos de células. A hepcidina
parece ligar-se a ferroportina 1 na membrana do enterdcito, internalizando-a e
degradando-a, levando a reducgdo da transferéncia de ferro para a corrente sanguinea. Na
deficiéncia de ferro a hepcidina serd degradada, elevando a absor¢do de ferro
(ZIMMERMAN; HURRELL, 2007). A Sintese de hepcidina € induzida por sobrecarga
de ferro, hipdxia e sinais inflamatdrios, tais como interleucinas (IL) e lipopolissacarideo
(LPS ) (NICOLAS et al., 2002; SONNWEBER et al.; 2012).

O ferro heme € absorvido por um mecanismo diferente do descrito
anteriormente para ferro ndo-heme. A maioria do ferro heme € ingerido nas formas de
hemoglobina e de mioglobina. O grupo heme pode ser absorvido intacto (como
metaloporfirina) diretamente pelas células da mucosa apds a remog¢ao da globina pelas
enzimas proteoliticas gastricas e duodenais, ou a por¢ao protéica pode ser removida no
epitélio da mucosa. Uma vez dentro da célula, o ferro é liberado do heme pela enzima
hemeoxigenase, formando Fe™ e protoporfirina, € a partir de entdo é processado de
maneira andloga a que acontece com o ferro ndo-heme. Foi identificado na membrana
apical do enterdcito um transportador de ferro heme (HCP1), que é regulado em estados
de deficiéncia e hipoxia. O ferro heme ao ser captado pela HCP1 sofre endocitose e o
ferro ferroso € liberado dentro do endossoma ou lisossoma no citosol do enterdcito,
seguindo a mesma rota do ferro ndo heme (BEARD et al.,, 1996; ZIMMEMA;
HURRELL, 2007; FUQUA et al., 2012).

+++

Quando o ferro alcanga o plasma, ele é oxidado a Fe™ " pela ceruloplasmina e,

entdo, captado pela transferrina. A por¢do de ferro no citosol que excede a capacidade
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de ligacdo com a transferrina se liga a ferritina e pode ser posteriormente liberada na
circulacdo, porém a maioria permanece nas células da mucosa e € liberada no limen
intestinal apds dois a trés dias, quando a célula é descamada (ZIMMEMA; HURRELL,
2007; FUQUA et al., 2012).

O ferro ligado a transferrina é, entdo, levado aos estoques no figado, no baco e
na medula dssea, assim como para os tecidos, que precisam de ferro. A captacdo do
ferro pelos tecidos envolve a ligagdo da transferrina aos receptores celulares. O
complexo penetra na célula por endocitose e forma uma vesicula no seu interior. As

enzimas lisossomais liberam o Fe™**

e a apotransferrina, que é levada de volta a
superficie da célula e segue para o plasma (ZIMMEMA; HURRELL, 2007; FUQUA et
al., 2012).

A maioria do ferro encontrado no organismo estd ligada a uma proteina, mas
ndo na forma livre. Essa ligacdo protege o ferro da filtracdo glomerular e serve como
mecanismo de defesa, visto que o Fe'" reage prontamente com peréxido de hidrogénio
(H,0,), gerando espécies reativas de oxigénio, causando danos a célula (ROUAULT,

2006).

3.8. Ferro e vitamina A

Apesar da abundancia de ferro no planeta, sua deficiéncia constitui a caréncia
nutricional mais prevalente no mundo, afetando cerca de 40% da populacdo mundial
(cerca de 2 bilhdes de pessoas), colocando-se como o segundo maior problema
nutricional no mundo, atrds da fome (BOVELL-BEENJAMIN et al., 2000;
ARREDONDO et al., 2006). A prevaléncia de anemia ferropriva estd em torno de 50%
em paises em desenvolvimento e 10% em paises desenvolvidos (DENIC; AGARWAL
2007), com predominancia em criancas e gestantes (BEARD et al. , 1996).

A deficiéncia de ferro é causada pela elevada ingestdo de alimentos refinados, a
base de cereais e leguminosas, associados a presenga de inibidores como o acido fitico e
compostos fendlicos. Nestes alimentos, o ferro encontra-se na forma de ferro ndo- heme
que interage facilmente com os compostos inibitérios, como os fitatos (WAN-LING et
al., 2013).

A deficiéncia de ferro é caracterizada por trés estigios que alteram
gradativamente, de acordo com a gravidade da deficiéncia. O primeiro estigio &

caracterizado pela queda da ferritina sérica. No segundo estigio, a saturacdo da
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transferrina estd diminuida. O terceiro estdgio se caracteriza pela reducdo da
hemoglobina e do hematécrito (DALLMAN; REEVES, 1984; HALLBERG et al.,
1993).

O ser humano adulto em média, contém de 2 a 4 g de ferro. A maioria do ferro
estd na hemoglobina das hemadcias do sangue. A deficiéncia de ferro prolongada resulta
em diminui¢do da producdo de hemoglobina que leva a anemia ferropriva
(WHITTAKER, 1998; SANDSTEAD, 2000). A anemia compromete o desempenho
psicomotor de criangas (WHITTAKER, 1998; SANDSTEAD, 2000), perda da atividade
das enzimas antioxidantes dependentes de ferro, alteracdes no epitélio do trato
gastrointestinal, dificuldade de cicatrizacdo, apatia, letargia, anorexia, palidez, disfagia e
astenia (fraqueza organica), aumentando a mortalidade em criangas e adultos
(ANDREWS, 1999).

A deficiéncia de vitamina A € um grave problema de satide para grande parte
dos paises em desenvolvimento, sendo responsdvel por mais de 600.000 de mortes por
ano, sobretudo em criangas e mulheres gravidas (FUJITA et al., 2009); comum no
Sudeste da Asia e Africa Subsaariana, onde estima-se que 40% das criancas na idade
pré-escolar apresentam a deficiéncia (WEST 2003; FAO, 2004). Essa deficiéncia afeta
por ano cerca de 210 milhdes de criangas menores de cinco anos, cerca de 20 milhdes
de mulheres gravidas, entre 250.000 a 500.000 criancas, sendo 50% destas menores de
um ano (DAVEY et al.,, 2009; KABAT et al., 2009).

Em nivel mundial, tem sido verificado que 140 milhdes de criancas maiores de
5 anos, apresentam baixas concentracdes de retinol no soro (0,7pugmol/L), sendo que
cerca de 100 milhdes vivem no Sul da Asia ou na Africa. Paises da Africa oriental e
sulista possuem maior prevaléncia (37%) de criancas em idade pré-escolar com baixas
concentragdes de retinol no soro, seguido pelo Sul Asidtico (35%) e Africa central e
Ocidental (33%). Na Africa do Sul, uma em cada trés criancas em idade pré-escolar
apresentam uma concentracdo de retinol de 0,7pugmol/L no soro, e 55-68% das criangas
com idade entre 1 a 9 consomem 50% da quantidade recomendada de vitamina A (700
ug de equivalente de retinol) (VAN JAARSVELD et al., 2005).

A deficiéncia de vitamina A € uma das principais causas de cegueira no mundo
(SOMMER, 2002); além de retardo no desenvolvimento mental, encurtamento e
espessamento dos ossos, atrofia dos testiculos e imunodeficiéncia, levando a um

aumento da morbidade e mortalidade materna (WEI et al., 2009).
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3.9 Interacao de vitamina A e ferro

Existem evidéncias de que a vitamina A influéncia a mobiliza¢do de ferro das
reservas hepaticas (ZIMMERMANN et al., 2006). Estudo realizado por Semba e Bloem
(2002) motraram que a deficiéncia de vitamina A prejudica o metabolismo de ferro e
reduz a concentracdo de hemoglobina.

Os mecanismos propostos para explicar a influéncia da vitamina A no
metabolismo de ferro incluem o aumento da mobilizacdo de ferro dos estoques, melhora
do processo eritropoiético e da absor¢do de ferro da dieta (ZIMMERMANN et al., 2006
; GARCIA -CASAL et al., 1998).

A deficiéncia de vitamina A pode diminuir a sintese de transferrina e assim
reduzir o transporte de ferro (BOLEM; WENDELL, 1990), pode prejudicar a absor¢ao
de ferro pela medula 6ssea (SIITMA e VAN DEN BERG, 1993; BOELM; WENDELL,
1990) e pode afetar a mobilizagdo de ferro armazenado nos tecidos (MEIJA; CHEW,
1988; ROODENBURG et al., 1996).

Alguns estudos mostraram o efeito da vitamina A na melhora de absor¢do de
ferro in vivo e no aumento da solubilidade de ferro in vitro (GARCIA —CASAL et al.,
1998). Entretanto, existem alguns estudos que ndo encontraram nenhum efeito in vitro e
in vivo (GARCIA -CASAL et al., 1998; WALCZYK et al., 2003), enquanto outros
mostraram resultados inconclusivos (DEVIDSSON et al., 2003). O efeito em muitos
casos € dependente da dose e do estado nutricional do individuo (WALCZYK et al.,
2003).

Em estudos realizados em seres humanos foi demonstrado que a absorcao de
ferro melhorou na presenca de -caroteno, por um mecanismo ainda ndo completamente
compreendido, mas que nao € necessariamente associado a atividade da pr6 - vitamina
A, uma vez que a luteina aumentou significativamente a absorcdo de ferro a partir de

fumarato ferroso (MARIA; GARCIA -CASAL, 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios de Nutri¢do Experimental, Anélise de
Alimentos, Desenvolvimentos de Novos Produtos e Analise sensorial, Andlise de
Vitaminas do Departamento de Nutricio e Saide e no Laboratério de
Espectrofotometria de Absor¢do Atomica do Departamento de Solos da Universidade

Federal de Vicosa — Vicosa-MG.

4.1 Matéria prima

a) Sorgo

O gendtipo de sorgo SC319, destinado & alimentagdo humana, foi fornecido
pela Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG, Brasil). O Sorgo SC319 apresenta
elevado contetido de antocianinas, taninos, ferro e zinco (CARDOSO et al.,2015). Os
graos de sorgo foram cultivados entre junho e outubro de 2011, no campo experimental
da Embrapa Milho e Sorgo (Nova Porteirinha, MG, Brasil). As parcelas experimentais
foram constituidas de duas filas de trés metros de comprimento, com espacamento de
0,50 m entre linhas. A fertilizacdo no plantio consistiu na aplicacdo de 300 kg / ha de
08-28-16 formulado (NPK). Apds 25 dias de plantio, foi realizada a adubacao com 50
kg /ha de N.

Depois de colhidos, os graos inteiros, foram acondicionados em caixas
isotérmicas e encaminhados para o laboratdrio. Subsequentemente, os cereais integrais
foram embalados em sacos de polietileno, coberto com folha de aluminio e armazenadas

a-18 £1°C (CARDOSO et al., 2015).

b) Batata doce biofortificada

Foram utilizadas amostras de cultivares de batata doce Beauregard
biofortificada cedidos pela EMBRAPA Meio Norte; Parnaiba. Brasil.

4.2 Elaboracao das farinhas de sorgo e de batata-doce

4.2.1 Processamento dos graos de sorgo

Os graos foram submetidos a dois métodos de processamento:
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1. Farinha de sorgo integral: Tratamento térmico em estufa com circulacdo
forcada de ar a 121°C, por 25 minutos, seguido de moagem em moinho micro-
rotor analitico (850 mm) (Marconi®, modelo MA 090/CFT, Piracicaba, Sao

Paulo, Brasil) com peneira de 40 mesh.

2. Farinha de sorgo extrusada: O processo foi conduzido usando um extrusor
co-rotativo de dupla rosca Clextral Evolum HT25 (Clextral, Inc., Firminy:
Franca), velocidade constante de 600 rpm, com didmetro do parafuso 25 mm,
razdo comprimento/diametro de 40:1 e dez zonas de temperatura. O perfil de
temperatura a partir da zona de alimentagdo foi fixado em 30, 30, 60, 90, 100,
100, 120, 120, 150, 150°C. A placa porta-insertos usada teve quatro furos, cada

um de 3,8 mm de diametro e 9 mm de comprimento.

As farinhas de sorgo foram alimentadas na zona de alimentag¢do do extrusor
usando um alimentador gravimétrico de perda de peso, de dupla rosca, modelo
GRMDI15 (Schenck Process, Darmstadt, Alemanha) e monitorado pelo software
Schenck Process Easy Serve (Schenck Process, Darmstadt, Alemanha). Agua destilada
foi injetada entre a primeira e a segunda zona modular por meio de um porto de 5,25
mm de didmetro interno utilizando uma bomba dosadora de émbolo modelo J-X 8/1
(AILTIPU Pump Co. Ltd., China), adaptado para compensar as diferencas de umidade
nas amostras e fornecer a umidade final de 12%. As farinhas foram coletadas ao longo

de 15-20 minutos (CARDOSO et al.,2014).

As farinhas obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno recoberto

com papel aluminio e armazenadas em freezer (-18 + 1° C).

4.2.2 Processamento da farinha de batata doce biofortificada

As raizes foram selecionadas, pesadas, lavadas em dgua corrente, descascadas
e raladas, utilizando multiprocessador de alimentos (ARNO) e submetidas ao processo
de elaboracdo da farinha conforme a metodologia proposta por Rodrigués et al (2011),
com adaptagdes. As batatas raladas foram submersas em solu¢do 0,5% de bissulfito de
sddio, por 15 minutos e posteriormente colocadas uniformemente em tabuleiros.

O tratamento térmico da batata doce foi realizado em estufa com circulagdo
forcada de ar, a 60°C, por 7 horas, seguido de moagem em moinho de rotor (Marconi®,

modelo MA 090/CFT, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com peneira de 20 mesh.
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As farinhas obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno recoberto

com papel aluminio e armazenadas em freezer (-18 + 1°C).

4.3 Desenvolvimento dos “Cookies”

Os Cookies foram desenvolvidos com base em uma formulacdo padrdo. As
concentracdes das farinhas de sorgo e de batata doce biofortificada foram definidas por
meio de testes preliminares. Foram elaboradas quatro formulagdes (Tabela 1), em trés

repeticoes.

Tabelal. Ingredientes e composi¢cdo de biscoito tipo cookies de farinha de sorgo

integral, farinha de sorgo extrusada e farinha da batata-doce biofortificada.

Ingredientes F1 F2 F3 F4
Farinha integral de sorgo (g) 245 - 122,5 -
Farinha extrusa de sorgo (g) - 245 - 122,5
Farinha da batata-doce biof (g) - - 122,5 122,5
Fermento quimico (g) 2.8 2.8 2.8 2.8
Canela (g) 2 2 2 2
Sal (g) 2 2 2 2
Oleo de canola (ml) 90 90 90 90
Acucar mascavo(g) 107,5 107,5 107,5 107,5
Ovo (g) 100 100 100 100
Baunilha (ml) 4 4 4 4
Total 463,3 463,3 463,3 463,3

F1= cookies a base da farinha de sorgo integral; F2= cookies a base da farinha sorgo extrusado; F3= cookies a base
da farinha de sorgo integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies a base da farinha de sorgo extrusada
+ farinha da batata doce biofortificada. Cada cookie tem em media 8g. Rendimento médio/receita = 50 unidades

(estimativa).

Para elaboracdo dos cookies, inicialmente, foram peneirados as farinhas, o
fermento quimico, a canela e o sal, para incorporacio do ar. Com auxilio de uma
batedeira (Walita) misturou-se o 6leo de canola e o acticar mascavo, em velocidade média
por 10 minutos, até obter uma mistura homogénea. Foram acrescentados os ovos € a
baunilha junto a massa, batendo continuamente até completa homogeinizacdo dos
ingredientes. Em seguida, adicionaram-se os ingredientes secos, previamente misturados.

Os cookies foram moldados em formato circular, em formas de papel, com peso

de aproximadamente 10g a unidade, assados em forno doméstico (Diplomata Grill), a
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temperatura de 220°C, por 20 minutos, resfriados em temperatura ambiente por duas

horas e acondicionados em embalagens de polietileno de alta densidade.

4.4 Analise sensorial

A avaliagdo da aceitabilidade das quatro formulacdes de cookies foi realizada em
condi¢des laboratoriais, em cabines individuais, usando luz branca. Foi utilizado o
delineamento de blocos completos balanceados para apresentacdo das amostras.

As quatro formulagdes foram avaliadas, quanto a aceitacdo, por 100
consumidores, apds assinarem um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, avaliado
pelo Comité de Etica da UFMG (ANEXO 2) As amostras foram codificadas com nimero
de trés digitos e servidas de forma aleatoria e sequencial. Um copo de dgua filtrada em
temperatura ambiente foi fornecido para enxdgiie da boca entre as avaliacdes. Os
consumidores avaliaram a aceitacdo global das amostras utilizando escala hedonica de
nove pontos sendo os extremos de valor 1 atribuido ao termo heddnico “desgostei
extremamente” e de valor 9 atribuido ao termo “gostei extremamente” (STONE; SIDEL,
1993). Os dados obtidos foram utilizados para o estudo de mapa de preferéncia interno.
As duas formulacdes mais aceitas, foram utilizadas para avaliar a biodisponibilidade de

ferro.

4.5 Determinac¢ido da composicio quimica centesimal e ferro

Foram analisadas as amostras de farinhas da batata doce e de cookies. Todas as
determinagdes foram realizadas em triplicata com exce¢do da concentragdo de fibra

alimentar que foi realizada em duplicata.

4.5.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, segundo a
metodologia proposta pela AOAC (2012). Neste método, aproximadamente 5 g da
amostra em po foram pesadas em triplicata, em placas previamente taradas, e secos em

estufa de circulagdo forcada de ar (Marconi, MA 035) a 105° C por 24 horas.
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Apoés a secagem, as amostras foram resfriadas em dessecador com silica gel e
pesadas em balanca analitica digital (OHAUS), com precisdao de 0,0001g. A umidade foi

calculada pela diferenca entre a amostra imida e a amostra seca ..

4.5.2 Cinzas

Para a andlise do contetido das cinzas, cerca de 5g das amostras secas, obtidas na
andlise de umidade, form pesadas em cadinhos de porcelana previamente secos e
pesados, e submetidos a calcinagdo em mufla Quimis (modelo 318, Diadema, SP- Brasil)
a 550° C, por cerca de 6 horas. Seguidamente, os cadinhos com amostra foram resfriados
em dessecador com silica e gel e novamente pesados em balanca analitica digital
(OHAUS). O conteudo de cinzas foi determinado pela diferenca de peso antes e apds a

calcinacdo, segundo descrito pela AOAC (2012).

4.5.3 Lipidios totais

O conteudo de lipidios totais foi determinado por extracdo utilizando o aparelho
de Soxhlet, segundo as normas analiticas de AOAC (2012). Neste procedimento, a

extragdo foi realizada utilizando como solvente éter etilico por 8 horas, sob refluxo.

4.5.4 Proteinas

As proteinas totais das amostras foram determinadas pelo método semi micro
Kjeldhal, segundo a AOAC (2012). Com este método foi possivel determinar o contetido
de nitrogénio total e esse valor foi multiplicado pelo fator 6,25 para determinar a

quantidade de proteina total.

4.5.5 Fibra alimentar total (solavel e insoluvel)

O conteido de fibra alimentar foi analizado pelo método enzimatico
gravimétrico, segundo AOAC (2012). Utilizou-se para a hidrélise enzimdtica a o-
amilase termorresistente, protease e amiloglicosidase. Para a filtracdo utilizou-se
cadinho de vidro com placa sintetizada com porosidade e celite como auxiliar de
filtracdo. O conteudo da fibra alimentar total foi obtida pela soma entre a fibra soluvel e

insoluvel.
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Preparo dos cadinhos

Os cadinhos foram deixados de molho com detergente neutro a 20 % por 12
horas. Foram enxaguados com dgua destilada em vacuo no sentido oposto, e em seguida
foram secos em estufa (Marconi, modelo MA- 035/5, Piracicada, Brasil) a 105° C por 1
h e incinerados em mufla (Quimis, modelo 318,Diadema, Brasil) a 550° C por 5 h. Em
seguida, os cadinhos foram lavados cincos vezes com 20 mL de HC1 0,5N e enxaguados
trés vezes com 20 mL de dgua destilada no sentido oposto, posteriormente foram secos
na estufa a 105° C porl2 horas e foram pesados. Pesou se 1 g de celite nos cadinhos e

foram secos novamente a 105° C por 12 horas e pesadas.

Obtengdo de hidrolisado

Foi pesado 1 g de amostra desengordurada em duplicata, com precisao de 0,1
mg em béquer de 600 ml. Adicionou se 50 mL de tampao fosfato pH 6,0. Ajustou-se o
pH para 6,0 + 0,2. Na solucdo foi adicionado 0,1 mL de o —amilase termorresistente. O
béquer foi tampado com folha de papel aluminio e aquecido em banho Maria (Marconi,
modelo MA 093, Piracicaba, Brasil) em ebulicdo por 30 minutos com agitacdo em cada
5 minutos. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente. O pH foi ajustado para
7,0 adicionando-se cerca de 10 mL de NaOH 0,275N. Em seguida foi adicionado 0,1
mL de protease (5 mg.0,1mL") na solucdo pré digerida e o béquer novamente tampado
com folha de aluminio e incubado a 60° C por 30 minutos com agita¢do horizontal (100
rpm). Ap6s o hidrolisado ser resfriado a temperatura ambiente, adicionou-se cerca de 10
mL de HCI 0,325N para ajustar o pH em 4,3 + 0,3. Por fim foi adicionado 0,ImL de
amiloglicosidase na solu¢do e o béquer foi novamente tampado com folha de aluminio e
incubado a 60° C por 30 minutos com agitacdo horizontal (100 rpm) para obtencdo de
hidrolisado final. O mesmo procedimento foi realizado em duplicata para a obtencdo do

branco.

Fibra insolivel

Com auxilio da bomba de vacuo (Marconi, modelo MA 058, Piracicaba,
Brasil), filtrou-se o hidrolisado em cadinho, em seguida lavou-se o residuo do cadinho
com 10 mL de dgua destilada, repetindo este procedimento de lavagem trés vezes. O
volume filtrado no kitasato foi transferido para um béquer de 600 mL, utilizando se 320
mL de dlcool 98% aquecido a 60° C para lavar o kitasato, sendo este material reservado

para a andlise da fibra solivel. Os cadinhos foram lavados duas vezes com 20 mL de
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etanol 95% e duas vezes com 20 mL de acetona e secos na estufa a 105 © C durante 12
horas para posterior a andlise de proteinas e cinzas nos residuos do cadinho (AOAC,

2012).

Fibra soliivel

O volume reservado na fase de filtracdo da fibra soldvel foi deixado em
repouso a temperatura ambiente durante uma hora para precipitar. Os cadinhos foram
lavados com auxilio da bomba de viacuo com 20 mL de etanol a 78%, em seguida o
conteddo reservado foi filtrado no cadinho com auxilio de bomba de vacuo. Estes foram
lavados trés vezes com 20 mL de acetona. Posteriormente, o residuo do cadinho foi seco
em estufa a 105° C durante 1 h e realizou-se a andlise de proteina e cinzas dos residuos

conforme descrito anteriormente.

Fibra total
A determinagdo do conteudo da fibra alimentar total foi realizada pela soma

das fragdes soldveis e insoluveis.

4.5.6 Carboidratos totais

O conteddo de carboidratos foi calculado pela diferenga entre 100% da amostra

e a soma dos conteuidos de proteinas, lipidios, umidade, cinzas e fibra alimentar.

4.5.7 Energia

O contetido caldrico foi determinado de acordo com a composi¢do da amostra
analisada em termos de proteinas, lipidios e carboidratos, para os quais foram utilizados

fatores de conversao de Atawer de 4, 9 e 4 kcal/g de produto, respectivamente.

4.5.8 Ferro

Oxidagdo da matéria orgdnica e preparo da solugdo mineral
Para a determinacdo da concentragao de ferro, foi pesado em tubo para digestao,
aproximadamente 1 g de amostra moida com precisao de 0,1 mg, em triplicata,

procedendo-se a digestdo acida da matéria organica pela adi¢do de 10 mL de 4cido nitrico
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concentrado (PA) e aquecimento em fervura branda com exaustdo, até 150° C em bloco
digestor da marca Gerhardt por 16 h. Esta condic@o foi mantida, adicionando mais 4cido
nitrico quando necessario, aguardando até a formagao de uma solucao limpida (GOMES,
1996). Ap6s a digestdo, os tubos foram resfriados em temperatura ambiente. O contetido
foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL, o tubo foi lavado com dgua deionizada
e agitado em vdrtex, para evitar perdas, e seu conteido vertido no baldo volumétrico até
que o volume fosse completado (GOMES, 1996). Toda a vidraria utilizada foi lavada em
agua corrente, deixada em solugdo 4cida preparada com HNO; a 10% durante a noite,
depois enxaguada quatro vezes em dgua destilada e quatro vezes em dgua deionizada

(FERREIRA; GOMES, 1995).

Quantificagdo de ferro
A concentracdo de ferro da solu¢cdo mineral preparada foi quantificada por
meio de espectrofotometria de absorcdo atomica de chama, em espectrofotdmetro GBC

908 AA (GOMES, 1996).

4.5.9 Fitato

Extracdo

Foram pesados cerca de 1 g da amostra em triplicata em um erlenmeyer e
acrescentado 20 mL de HCI 0,5 M. As amostras foram deixados em banho Maria a
temperatura ambiente, sob agitacdo horizontal a 250 rpm por duas horas e filtrado por

20 minutos a 1000 g. O sobrenadante foi coletado e congelado em -80° C por uma noite.

Filtracdo

Descongelou-se o sobrenadante, procedeu-se com a filtragdo usando bomba a
vacuo e papel de filtro. Filtrou-se cerca de 2 mL em membrana millipore zero. Dilui-se
1 mL do filtrado anterior em dgua na proporcdo (1:25 mL). Pipetou-se 10 mL,
evaporou-se em rotavapor a temperatura proxima de 100°C. Apds evaporado, adicionou-

se ao residuo 15 mL de HCI 25 mmol/L para posterior etapa de purificacao.

Purificacdo
Nesta etapa foi preparada uma coluna com auxilio de uma seringa de 5 mL.

Adicionou-se fibra de vidro na seringa até a altura de 1 mL, compactando a mesma. Em
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seguida foram adicionados 5 g de resina GX4 e SmL de NaOH 1 M (armazenados por
uma noite para decantac¢ao). Foi descartado o liquido. Carregou-se novamente a coluna
com 5 mL de NaOH IM. Injetou-se 1 mL da amostra na coluna por trés vezes para que
o eluido tornasse rosa (testado com fenolftaleina), indicativo de elui¢do completa. Em
seguida foi realizada a eluicdo na coluna com 1 mL de HCI 2 M. Descartou-se a
primeira e a segunda eluicdo de HCl 2 M. O volume de 5 mL foi coletado a partir da

terceira eluicao,quando foi realizado o teste com fenolftaleina e o eluido ficou branco.

Quantificagcdo

Foi concentrado o eluente coletado no passo anterior em estufa de circulagao
de ar até a secagem completa. Em seguida dissolveu-se o residuo em 1 mL de dgua
ultrapura; Injetou-se 20 uL da amostra no HPLC da marca Shimadzu, modelo SPD-
10AVP acoplado ao detector indice de refragdo marca RID-6AD, coluna C18 — fase
reversa, marca supelco, 30 cm x 4,5 mm de didmetro; fluxo na coluna de 1,2 mL/min,
pressao: 89 kgf. Na fase mdvel foi utilizado: dcido férmico: metanol: 4gua: hidroxido de

tetrabutil amonia (44:54; 5:1,5 v/v), pH 4,25. Padrdes: Mistura de mioinositois fosfatos.

4.6 Determinacao dos carotendides da farinha de batata-doce

4.6.1 Preparo da fase movel

Esta fase € composta por metanol e dgua ultrapura (95:5, v/v). A quantidade de
metanol (grau HPLC) e 4gua ultrapura a serem utilizadas, foram calculadas com auxilio
de uma proveta, misturando-se os dois componentes. Para filtrar foi utilizado uma
membrana filtrante com 0,45 um de porosidade; e foi degasado por 20 minutos no
sistema de ultrassom. Todas as operacdes foram efetuadas ao abrigo da luz natural e
fluorescente, utilizando-se vidraria de cor ambar ou protecdo com papel aluminio (

PINHEIRO-SANT’ ANA, 1998).

4.6.2 Preparo da curva padrao

O Padr@o interno trans-acetato de retinil, medida de controle de perdas durante
a andlise. Foi dissolvido em mistura de metanol: dgua ultrapura (95:5, v/v). Em seguida,

foram feitas diluicdes sucessivas com a mesma mistura (metanol e dgua ultrapura) até
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encontrar a concentracao final de 0,4 pg/mL. O padrido externo: trans-acetato de retinol
foi diluido em metanol e dgua ultrapura (95:5 v/v). Foram preparados seis solu¢des com
concentracdes crescentes de retinol adicionados de volumes constantes de acetato de

retinol, 1 mL de solu¢do de retinol adicionado a 1 mL de solu¢ao de acetato de retinil.

4.6.3 Preparo da amostra

Foram adicionados na amostra da farinha de batata doce 250 pL de acetato de
retinil (padrdo interno) e agitado em agitador vigorosamente por dois minutos; em
seguida foram adicionados 250 pL. de hexano e agitados novamente em agitador por
mais dois minutos e centrifugados por 15 minutos a 13000 rpm. Foram retirados 200 pL
da camada superior e transferidos para outro eppendorfe evaporado em atmosfera gas
nitrogénio por aproximadamente seis minutos. Em seguida foi dissolvido o residuo em
250 pL de metanol-dgua ultrapura (95:5, v/v); e mantido o residuo no eppendorf em

temperatura inferior a -5°C, até o momento da andlise cromatogréfica.

4.6.4 Analise Cromatografica

No momento da andlise por CLAE, foram injetados 50 pL do extrato obtido,
no proprio eppendorf. Foram utilizados as seguintes condi¢cdes cromatogrificas para
andlise:

v' Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, modelo Shimadzu SCL —
10A vp, composto pelos seguintes acessorios:
v" Bomba de alta pressido, modelo LC-10AD VP;
v Injetor automadtico, com “loop” de 50 pL, modelo SIL-10 AF;
v" Coluna Lichrospher 100, RP-18, 5 um, 150 mm x 4 mm ou Coluna RP-18,
5 um, 250 mm x 4,6 mm , Phenomenex Gemini C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm ,
munida de coluna de guarda Phenomenex ODS (C18), 4 mm x 3mm;
v Detector de Fluorescéncia, modelo RF- 10 A XL, Shimadzu (excitagdo: 325 e
emissdo: 465 nm);
Software “Multi System” modelo Class VP 6.2 para controle de até 4 sistemas;
Fase mével — metanol: dgua-ultrapura (95: 5 v/v);

Fluxo da fase mével (Fluxo): 1,5 mL/ minuto;

SSEENEE NN

Tempo de corrida: aproximadamente 12 minutos.
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As andlises foram conduzidas injetando-se 5 e 50 pL. de cada amostra na coluna

cromatogrifica ( PINHEIRO-SANT’ ANA, 1998).

4.7 Amido resistente

Foram pesados 0,1 g de amostra, em balanc¢a analitica digital (OHAUS) com
precisao de 0,0001 g, em tubos de ensaio. Adicionou-se 4 mL de amilaseglicosidase na
amostra. A a-amilase pancredtica foi diluida em 50 mL de tampao fosfato e agitou se
por 5 minutos em agitador magnético. Em seguida adicionou-se 0,5 mL de
amiloglicosidade em 1 mL de tampao fosfato (pH = 6). Os tubos foram cobertos com
papel de parafilme, agitados em vortex por trés segundos e incubados em banho maria
a 37°C por 16 h. Posteriorimente adicionou-se 4 mL de etanol 99 % seguido de agitacdo
no vortex por trés segundos e centrifugacdo por 10 minutos, a 3.000 rpm. Descartou-se
o sobrenadante, adicionou-se 2 mL de etanol a 50 %, seguido de agitagdo no vortex por
trés segundos. Adicionou-se 6 mL de etanol a 50 %, seguido de agitacdo em vortex e
centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e esta etapa
foi repetida por duas vezes. Apds o descarte do sobrenadante adicionou-se 2 mL de
solucdo de KOH 2M no pelete, com homogeneizag¢do por 20 minutos para ressuspender
o pelete. Os tubos foram tampados, imersos em banho de gelo e homogenizados por 20
minutos. Em seguida foram adicionados 8 mL de solucdo de acetato de sédio (pH 3,8) e
0,1 mL de amiloglicosidade. Apds a homogeneizagao, foi incubado em banho Maria sob
agitacdo a 50° C por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e diluido com dgua
destilada em baldo volumétrico de 50 mL.

Foram preparados tubos de ensaio de vidro em duplicada para cada amostra e
mais 4 tubos para glicose e um para o branco. Foi adicionado 0,1 mL da amostra e 3,0
mL de reagente glucose oxidase plusperoxidase (GOPOD) e o mesmo volume para
glicose como padrao e GOPOD. Para o branco adicionou-se a solu¢do de acetato de
s6dio e GOPOD. Os tubos foram incubados em banho Maria a 50°C por 20 minutos. A
leitura foi realizada no especfotometro (ThermoScientific, Evolution 60S, EUA) a 510

nm.
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4.8 Avaliacao da Biodisponibilidade de ferro das farinhas de sorgo integral
e extrusada associadas ou nao a batata doce biofortificada e de cookies, em ratos

wistar.

4.8.1 Preparo das dietas experimentais

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com a dieta padrdo para
roedores AIN-93G, segundo Reeves et al (1993). Na fase de deplecdo, foi preparada
dieta isenta de ferro. Ja na fase de reple¢do, as dietas foram preparadas para fornecer 12
mg/kg de ferro da dieta. Foi utilizada albumina como fonte protéica, conteido para
evitar a contaminacdo com ferro contaminante. Os ingredientes foram pesados,
individualmente, em balanca semi-analitica. Inicialmente foram misturados
manualmente em vasilhames plasticos previamente lavados e enxaguados com dgua
deionizada, e a seguir em batedeira semi-industrial, por um periodo de
aproximadamente 15 minutos em baixa rotacdo. Apds o preparo, as dietas foram

armazenadas sob refrigeracdo (-20 °C) até o momento da oferta aos animais.
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Tabela 2 -Composi¢do das dietas experimentais (g/100g)

Dieta Dietas de replecao
Ingredientes deplecdio Sulfato ferroso Sorgo Sorgo SI e batata  SE e batata Cookie 1 Cookie 2
controle integral (SI) extrusado (SE) doce doce
Albumina 20,0 20,0 16,41 14,87 16,81 15,91 16,7 15,35
Maltodextrina 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 6,5 6,2 6,34 6,14 6,32 6,1
Celulose 5,0 7,33 2,74 1,1 1,40 - 5,00 5,3
Mistura de Minerais 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
(sem Fe)
Mistura de Vitaminas 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina® 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho 40,0 36,5 18,90 12,4 8,6 1,9 17,2 11,6
Sulfato ferroso - 0,006 - - - - - -
Sorgo integral - - 27,4 - 19,42 - - -
Sorgo extrusado - - - 37,4 - 24,0 - -
Batata doce - - - 19,42 24,0 - -
Cookie 1 - - - - - 26,6 -
Cookie 2 - - - - - - - 33,6
Fe. (mg/100g) - 18,53 25,84 23,87 20,68 22,17 18,15 23,65

Adaptada de Reeves er al. (1993).Cookie 1 (Farinha integral de sorgo + Batata doce biofortificada), Cookies 2 (Farinha extrusada de sorgo + Batata doce biofortificada). Os contetidos de
proteina, lipidio e fibra alimentar total foram descontados da farinha de sorgo integral: proteina=2,84 g, lipidio = 0,5 g, fibra alimentar total = 4,58 g. farinha de sorgo extrusada:
proteina=4,06 g, lipidio = 0,76 g, fibra alimentar total = 6,25 g: farinha de sorgo integral + farinha de batata doce: proteina=2,52 g, lipidio = 0,66 g, fibra alimentar total = 5,93 g. farinha
de sorgo extrusada + farinha de batata doce: proteina=3,24 g, lipidio = 0,86 g, fibra alimentar total = 7,32 g. Os cookies foram produzidos sem 6leo para serem adicionados as dietas:

contribui¢do dos cookies: Cookie 1: proteina=2,68 g, lipidio = 0,69 g, fibra alimentar total = 2,34 g. Cookie 2: proteina=3,68 g, lipidio = 0,02 g, fibra alimentar total = 2,03 g.



4.8.2 Determinacao do contetdo de ferro das dietas

O conteddo de ferro da albumina e das dietas prontas foi determinado por
espectrofotometria de absorcdo atdmica de chama, em espectrofotometro GBC 908 AA

(GOMES, 1996), conforme o iten 4.5.8.

4.8.3 Ensaio biologico

O ensaio biolégico foi realizado com 49 ratos machos (Rattusnovergicus,
variedade albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, recém desmamados, com 21 dias
de idade, obtidos do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa. O delineamento aplicado foi inteiramente casualizado
com 56 unidades experimentais. A avaliagdao da biodisponibilidade de ferro foi realizada
baseada no método da AOAC (Método 974.31) de deplecdo/replecdo utilizando 12
mg/kg de ferro.

Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, em
ambiente com temperatura controlada a 22 + 3°C, umidade relativa (55 + 10%) e ciclo
de claro e escuro de 12 horas (iluminacdo de 07:00 as 19:00), controlada

automaticamente.

a) Fase de deplecdo

No periodo de deplecdo todos os animais receberam dieta padrdo para
roedores, AIN-93 G, isenta de ferro além de 4dgua deionizada ad libitum, com o objetivo
de induzir deficiéncia de ferro (REEVES et al., 1993). Ao término do periodo de 21 dias
de deplec¢ao, foram coletadas amostras de sangue por gotejamento, apds pungdo da veia
caudal dos animais, para a determinacdo da concentracio de hemoglobina (g-dL™). Essa
foi analisada por método colorimétrico a partir da formagcdo de cianeto de
metahemoglobina, utilizando-se kit para diagndstico in vitro (Bioclin®, Belo Horizonte,
MG, Brasil). Os animais foram distribuidos em sete grupos (n=7) experimentais de
modo que a diferenca média da concentracao de hemoglobina (Hb) e de peso fossem os

mais proximos possiveis entre os grupos.
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b) Fase de replecdo

Nesta segunda etapa foram utilizadas, como fonte de ferro, as farinhas de
sorgo processadas e suas combinacdes com farinha de batata doce biofortificada e o
sulfato ferroso (padrao).

A biodisponibilidade de ferro foi avaliada por um tnico nivel de ferro
utilizando 12 mg de ferro/kg da dieta para cada tratamento, que corresponde a 34,3%
das necessidades do rato. Utilizou-se este nivel pois este seria 0 mais baixo contetido de
ferro na dieta que possivelmente se detectaria uma diferenga no ganho de hemoglobina
entre os grupos experimentais. Os animais receberam agua deionizada ad libitum e dieta
controlada, pesada diariamente (15 g aproximadamente), por um periodo de 14 dias. Os

animais foram alocados em sete grupos experimentais:

1 - Controle Positivo (sulfato ferroso como fonte de ferro)

2 - Farinha integral de sorgo

3 - Farinha extrusada de sorgo

4 - Farinha integral de sorgo + Batata doce biofortificada

5 - Farinha extrusada de sorgo + Batata doce biofortificada

6 — Cookies 1 (Farinha integral de sorgo + Batata doce biofortificada)

7 — Cookies 2 (Farinha extrusada de sorgo + Batata doce biofortificada)

Ao final da fase de replecdo, os animais foram anestesiados com isoflurano,
Isoforine, Cristdlia® e submetidos 2 eutandsia e a coleta de sangue por punc¢io cardiaca.
As amostras de sangue foram coletadas para a determinacdo da concentracdo de
hemoglobina (g-dL™"), célculo do ganho de Hb, determinacdes da concentragdo de ferro
na Hb, eficiéncia de regeneracdo da Hb, valor bioldgico relativo e biodisponbilidade de

ferro.

4.8.4 Consumo alimentar e ganho de peso

O peso corporal dos animais e o consumo alimentar foram monitorados
semanalmente, durante as duas fases experimentais. O coeficiente de efici€ncia
alimentar foi determinado pela expressao:

CEA = Ganho de peso do animal (g)

Consumo de dieta (g)
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4.8.5 Determinacao de hemoglobina

O sangue foi coletado apds incisdo da por¢ao terminal da cauda do animal. A
hemoglobina foi dosada pelo método de cianeto de metahemoglobina, proposto pela
AOAC (2012), utilizando kit para diagndstico colorimétrico in vitro (QUIMICA
BASICA, Belo Horizonte, MG). Esse método baseia-se em reacdo colorimétrica, com
reacdo entre o ferro presente na hemoglobina e o cianeto da solu¢do de Drabkin,
formando cianometahemoglobina, que possui coloracdo vermelha, cuja intensidade
varia de acordo com a concentragdo de hemoglobina presente no sangue analisado. A
leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro UV-Visivel, modelo
SHIMADZU UV-1601, no comprimento de onda de 540 nm. Para cdlculo da
concentracdo de hemoglobina das amostras de sangue foi utilizado como referéncia, o
valor de leitura da absorbancia de uma solug¢do padrao de hemoglobina de concentracdo

correspondente a 11,4 g/dL (QUIMICA BASICA, Belo Horizonte, MGQG).

4.8.6 Ganho de hemoglobina

O ganho de hemoglobina (GHb) dos animais foi calculado pela diferenca entre
os valores da concentracdo de Hb obtidos nas fases inicial e final do periodo de
replegao.

GHb = Hb (g dL™") fipat - Hb (2dL") inicia

O valor biolégico relativo ao ganho de hemoglobina (RBV GHb) foi obtido

pela expressao descrita abaixo:

Ganho Hb de cada animal
Média do GHb do grupo controle

RBV GHb=
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4.8.7 Concentracao de ferro da hemoglobina

A concentragdo de ferro na hemoglobina, inicial e final, foi calculada

utilizando-se a seguinte férmula:

mgHb-Fe (inicial)= [peso corporal (g) x Hb (g/L) x 6,7 x 0,335] /10.000

Onde:Hb-Fe: ferro hemoglobinico, Hb: concentracdo de hemoglobina

Nesta equagdo considera-se que o volume do sangue corresponde a 6,7% do
peso corporal do animal; e o conteido de ferro da hemoglobina é 0,335
(HAROVICENTE et al., 2008). O consumo de ferro (Fe) foi calculado considerando-se
a quantidade total de dieta consumida e o contetido de ferro dessa dieta, sendo calculado
para cada animal, segundo a férmula abaixo:

total dieta consumida x quantidade de Fe da dieta (mg)

F id =

e consumido (mg) 100

A eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (HRE) e o valor bioldogico da
eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (RBV HRE) foram calculados utilizando as

formulas abaixo descritas, respectivamente:

HRE = mg Hb — Fe final - mg Hb —Fe inicial
mg Fe consumido
RBV ,, = HRE de cada animal

Média de HRE do Controle

Onde: Hb-Fe: Ferro hemoglobinico

A biodisponibilidade aparente de ferro foi calculada considerando-se o RBV

HRE do grupo controle como 100%.
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4.9 Variaveis bioquimicas

As varidveis bioquimicas como glicose, insulina, 4cido durico, creatinina,
aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) foram realizadas
com kits comerciais usandp equipamento Bs200 (Bioclin- Quibasa), conforme

protocolo do fabricante.

4.10 Capacidade antioxidante total do plasma dos animais

A capacidade antioxidante total plasma foi avaliada por meio do método
imunoensaio enzimatico, utilizando um kit especifico (sigma). Este representa um
método indireto que fundamenta na capacidade alterada dos sistemas bioldgicos em
modular a concentracdo de espécies reativas. Compara-se a atividade antioxidante da
amostra de interesse (plasma) com uma amostra de referéncia, cuja atividade
antioxidante foi previamente determinada. Desta forma avaliou-se a capacidade
antioxidante total do sangue, determinando inespecificamente a atividade de enzimas
antioxidantes como a superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase e ainda
compostos com atividade antioxidante como o dcido urico, vitaminas e proteinas. O
ensaio baseou-se na capacidade de antioxidantes presentes na amostra para inibir a
oxidagdo do radical ABTS (2,2’- azino-bis) (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) a
ABTS™ pela metamioglobina. A quantidade de ABTS" produzida, pode ser monitorada
por meio da leitura da absorvancia a 750 ou 405 nm. Nessas condigdes, os antioxidantes
presentes provocaram uma supressao na absorvancia em 750 nm ou 450 nm de forma
proporcional a sua concentra¢do na amostra. A capacidade dos antioxidantes presentes
na amostra para evitar a oxidacdo de ABTS foi comparada com o Trolox, andlogo
hidrossolivel da vitamina E,e foi quantificada como milimolar equivalentes de Trolox.
Desta forma, o Trolox foi utlizado com controle positivo, em razdo da sua elevada

capacidade antioxidante.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises sensoriais, os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguidos pelo teste de média Tuckey, ao nivel de 5% de
significancia. Os dado também foram utilizados para o estudo de mapas de preferéncias.
Para obtencdo do Mapa de Preferéncia Interno ou Andlise de Preferéncia
Multidimensional (MDPREF), os dados de aceitacdo (teste de consumidor) foram
organizados numa matriz de amostras (em linhas) e consumidores (em colunas), e esta
submetida a Andlise de Componentes Principais (ACP). Os resultados foram expressos
em um grafico de dispersd@o das amostras (tratamentos) em relacdo aos dois primeiros
componentes principais e outro representando os "loadings" (cargas) da ACP
(correlacdoes dos dados de cada consumidor com os dois primeiros componentes
principais) (REIS et al., 2006).

Para a avaliacdo da biodisponibilidade de ferro nos animais, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado. Na andlise qualitativa os dados
obtidos foram submetidos a anédlise de variancia (ANOVA) e teste Duncan post hoc para
compara¢do das médias dois a dois entre os grupos, ao nivel de 5%. Foi utilizado o

programa SAEG, versdo 9.1, licenciado para a Universidade Federal de Vigosa, MG.

6. ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais com os animais e humanos foram
realizados em consondncia com os principios éticos na experimentacdo animal e
humana. O projeto foi aprovado pelo comité de Etica para uso de animais (CEUA/UFV)
da Universidade Federal de Vicosa, MG, processo no 09/2014, e para humanos
(COEP/UFMG) da Universidade Federal de Minas Gerais, processo no
03591312.0.0000.5149 (Anexos 2 e 3).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Composicao quimica centesimal, conteiido de ferro e de fitato das

farinhas

Os valores da composicao centesimal e de ferro das farinhas do sorgo integral e
extrusada e da batata doce biofortificada estdo representados na Tabela 3. O processo
de extrusdo reduziu o conteido de ferro. O contetido de ferro foi superior a sete dos
oitos genétipos analisados por Martino et al (2012). Comparando com outros cereais a
composi¢do quimica centesimal de sorgo foi similar ao arroz, milho e trigo (CARDOSO
et al., 2015).

A farinha de batata doce biofortificada destacou-se quanto ao contetido de
carotendides. O contetdo de carotenoides avaliado na batata doce Beauregard também
foi elevado, em média 115 pg de B-caroteno/g de raiz fresca e 185 pg/g de carotenoides
totais em raiz fresca. Comparando com a batata doce comun, a quantidade de -caroteno
variou de <1 pg/g (raiz branca) a 130 pg/g em raiz fresca (RODRIGUES-AMAYA et al.,
2011).

Tabela 3: Composicdo centesimal da batata doce biofortificada utilizadas no ensaio

bioldgico, em base imida (g/100g).

Farinha de batata doce biofortificada

Umidade 9,92+0,06
Lipidio 1,72+0,34
Cinza 2,52+0,06
Proteina 2,63%0,12
Fibra alimentar total 13,80+0,31
Fibra alimentar solivel nd
Fibra alimentar insolivel nd
Carotenoides (mg/100 g) 87,14+11,42
Carboidrato total 69,62+0,57

nd- ndo determinado.

A farinha de sorgo integral apresentou maior conteudo de fitato em relacdo a
extrusada (Figuras 1). A extrusdo possivelmente hidrolizou as ligacdes hexafostato de
inositol do 4cido fitico, reduzindo sua concentracdo e transformando-se em penta, tetra
ou trifostato, perdendo a sua capacidade inibitéria (AFIFY et al., 2011; ALBARRACIN
et al., 2013).
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Mitchikpe et al. (2008) encontraram maior conteudo de fitato em sorgo integral
(373 a 503 mg/100g de fitato). A diferenca entre os estudos pode ser devido a escolha
do gendtipo, as condi¢des de cultivo, a época de colheita, o processamento e as

condi¢des de armazenamento (MITCHIKPE et al., 2008).
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Figura 1. Concentracdo de Fitato total e ferro em farinhas de sorgo integral e extrusada. Teste t (p<0,001).

7.2 Composicao quimica centesimal e amido resistente dos cookies

A composicdo quimica dos cookies é apresentada na Tabela 4. Nao houve
diferenga (p> 0,05) entre os contetidos de umidade nas formulagdes, exceto a
formulacao de cookie com farinha de sorgo extrusado associada a farinha de batata doce
biofortificada (Tabela 4). O conteido de umidade dos cookies atendeu a legislacdo
brasileira, que estipula concentragdes maximas de 15% (BRASIL, 2005).

O cookie com farinha extrusada de sorgo apresentou menor conteido (p< 0,05)

de cinzas em relacdo ao cookie com farinha integral. A substitui¢ao de 50 % da farinha
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de sorgo pela farinha de batata doce biofortificada aumentou o conteddo de cinzas dos
cookies.

As formulagdes de sorgo integral e extrusado apresentaram maiores (p< 0,05)
conteidos de proteinas. A substitui¢do de 50 % da farinha de sorgo pela farinha de
batata doce biofortificada diminuiu (p<0,05) o contetdo de proteina das formulacdes.

Os cookies com farinha extrusada apresentaram menor conteido de fibra
alimentar total e sua fracdo insoldvel e, de lipidios, em fun¢do da extrusdo da farinha
(Tabela 4).

A formulagdo a base de sorgo integral pode ser classificada como fonte de fibra
alimentar total, visto que os percentuais encontrados (8 %) foram superiores ao valor
minimo de 6 % estabelecido pela resolucao n° 27 da ANVISA (BRASIL, 2012). Esta
formulacao também apresentou maior conteido (p< 0,05) de amido resistente (Figura
2). Assim, a formulagdo com sorgo integral destacou-se como fonte de componente
funcional, fibra alimentar e amido resistente, que possuem efeito protetor as doengas

cronicas nio transmissiveis (OTLES; OZGOZ, 2014; YAO-YU et al.,2014).

Tabela 4: Composi¢do centesimal dos cookies (g/100g).

F1 F2 F3 F4

Umidade 7,0620,05°  8,74+0,50°  8,28+3,75° 11,57+1,19"
Lipidio 21,4240,06° 19,63+0,04% 38,57+7,16° 21,930,04
Cinza 2,74+0,09°  2,33+0,05%  3,40+0,11°  3,15+0,03°
Proteina 9,53+0,01° 10,60+1,24* 6,63£0,24°  7,15+0,12°
Fibra alimentar Total 8,36+0.14*  3,69+0,07°  5,78+0,06°  3,94+0,20°
Fibra alimentar soltvel 0,67+£0,19°  0,57+0,16*  0,78+0,05*  0,92+0,10"
Fibra alimentar insoldvel 7,70£0.33%  3,11£0,10°  5,00£0,07°  3,02+0,30°
Carboidrato total 50,90£0,02° 55,01£1,57* 54,27+0,18"® 52,17+1,29"
Densid. calérica (Kcal/100 g) 434,38" 439,11° 438,65 434,61°

F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo
integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de sorgo extrusada + farinha da batata doce

biofortificada. Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Figura 2: Concentracdo de amido resistente em quatro formulagdes de cookies. F1= cookies de farinha de sorgo
integral; F2= cookies de farinha sorgo extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo integral + farinha da batata doce
biofortificada F4= cookies de farinha de sorgo extrusada + farinha da batata doce biofortificada. Letras iguais ndo

diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

7.3 Analise sensorial dos cookies

A andlise de variancia (ANOVA) dos escores médios obtidos na avaliagdao
sensorial dos cookies (Tabela 5) demonstrou que, em relacdo aos atributos sabor e
impressao global as formulacdes de cookies contendo batata doce biofortificada
diferiram (p<0,05) das demais formulacdes, apresentando melhor aceitacdo. Em relagcdo
ao atributo textura, observou-se que as notas atribuidas foram menores (p>0,05) para os

cookies elaborados com farinha de sorgo extrusada.
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Tabela 5 . Média e desvio padrdo dos escores da aceitagdo dos cookies.

ESCORES DE ACEITACAO
FORMULACOES Cor Textura Sabor Impressao global
F1 6,29 + 1,88% 6,25 + 1,74° 6,01+1,84° 6,07+1,71°
F2 6,01 +1,96° 5,10 +2,11° 5,92 +1,77° 5,67+1,81°
F3 6,75+ 1,51 6,97 + 1,43° 6,57+1,74* 6,65+1,60°
F4 6,50 +1,72% 6,58 + 1,60 6,71+ 1,64° 6,61 +1,60°

F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo
integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de sorgo extrusada + farinha da batata doce
biofortificada. Médias seguidas da mesma letra em cada coluna, nfio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Com o intuito de analisar os resultados por meio da técnica de andlise
multivariada, obteve-se o Mapa de Preferéncia Interno para cada atributos avaliado.
Nesta andlise, os dados de avaliagdio de cada consumidor sdo considerados
individualmente e ndo somente a média da avaliacdo de todos os consumidores. A
técnica de mapa de preferéncia permite a representacao grafica dos consumidores em
um espago bi-dimensional, facilitando a interpretagcao dos resultados (MININ, 2010).

Neste tipo de apresentacdo gréfica cada ponto representa as correlagdes entre
os dados de aceitacdo de um consumidor e os dois primeiros componentes principais.
Os consumidores se localizam préximos aos produtos que eles gostaram. Os
consumidores mais proximos do centro do grafico ndo estdo correlacionados com
nenhum dos dois componentes principais e contribuem pouco para a discriminacao das
amostras, ou seja, sdo consumidores que consideram as amostras com aceitacdo
semelhante. Para todos os atributos avaliados, os dois primeiros componentes principais
explicam a maior parte de variancia (77% a 90%) entre as amostras quanto a sua
aceitacdo. Assim, apenas os dois primeiros componentes principais sdo suficientes para
discriminar as amostras quanto a aceitagao.

Para o atributo cor, o primeiro Componente Principal (PC) explicou 65,45 % e
o segundo 19,23%. A separacdo espacial das formulacdes de cookies sugere a
existéncia de dois grupos distintos, formados pelas amostras contendo somente farinha
de sorgo integral e extrusada (F1 e F2) e outro formado pelas formulagdes elaboradas

com farinhas de sorgo integral e extrusada com a farinha de batata doce biofortificada
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(F3 e F4) ( Figura 3).
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Figura 3. Correlacdes entre os dados de aceitagdo de cada consumidor e os dois primeiros componentes principais
(dimensdo 1 e 2) para o atributo cor. F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo
extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de
sorgo extrusada + farinha da batata doce biofortificada.

As amostras elaboradas com farinha de sorgo associada a batata doce
biofotificada foram as mais aceitas, seguidas pelas amostras elaboradas somente com
farinhas de sorgo integral e extrusada. A adi¢c@o de farinha de batata doce biofortificada
conferiu ao produto uma coloracdo amarelada, que foi determinante na aceitacdo dos
mesmos.

A cor e a aparéncia sdo atributos fundamentais, para a qualidade sensorial dos
alimentos, uma vez que esses atributos sdo os primeiros a serem avaliados pelos
consumidores no momento da aquisi¢cao dos alimentos (SCHARTZ et al., 2010).

No mapa de preferéncia interno para o atributo textura, o primeiro Componente
Principal (PC) explicou 64,51 % e o segundo 25,8%. A separagdo espacial das
formulacdes de cookies sugeriu a existéncia de trés grupos, de acordo com a aceitagao
quanto a textura, sendo um grupo formado pelas formulagdes contendo batata doce
biofortificada, outro pela formulacdo de cookie de sorgo comum, e o terceiro grupo
constituido pela formulacdo de cookie de sorgo extrusado.

Assim, pode-se sugerir que a presenca de batata doce biofortificada na
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formulagdo dos cookies alterou as caracteristicas de textura do produto, de forma
positiva, sendo as mais aceitas pelos consumidores. As formulacdes elaboradas com

sorgo extrusado foi a menos aceita pelos consumidores (Figura 4).
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Figura 4. Correlagdes entre os dados de aceitacdo de cada consumidor e os dois primeiros componentes principais
(dimensdo 1 e 2) para o atributo textura. F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo
extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de
sorgo extrusada + farinha da batata doce biofortificada.

Com relagdao ao sabor, o primeiro Componente Principal (PC) do mapa de
preferéncia interno explicou 51% e o segundo 26 %. A separacdo espacial das
formulacdes de cookies sugeriu a existéncia de dois grupos de acordo com a aceitagio
das mesmas, sendo um grupo formado pela formulacdo de cookie contendo somente

farinha de sorgo e o outro pela formulacdo de cookie elaborado com farinhas mista de

sorgo e batata doce biofortificada (Figura 5).

Analisando a distribuicdo dos consumidores nos quadrantes, verificou-se que a
maioria encontra-se distribuida entre os quadrantes direito superior e inferior, mostrando
que eles tendem a preferir as duas amostras de combinacdo das farinhas de sorgo
associada a batata doce biofortificada. Assim, pode-se sugerir que a presenca da batata

doce biofortificada agregou sabor aos cookies.
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Figura 5. Correlagdes entre os dados de aceitacdo de cada consumidor e os dois primeiros componentes principais
(dimensdo 1 e 2) para o atributo sabor.. F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo
extrusado; F3= cookies de farinha de sorgo integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de
sorgo extrusada + farinha da batata doce biofortificada.

No Mapa de Preferéncia interno da impressdo global o primeiro Componente
Principal (PC) explicou 51,0 % e o segundo, 26,0 %. A separacdo espacial das
formulacdes de cookies sugere a existéncia de dois grupos de acordo com a aceita¢do
das mesmas, sendo um grupo formado pela formulacdo de cookie de farinha de sorgo e
o outro pela formulacdo de cookie de farinha de sorgo e farinha de batata doce
biofortificada (Figura 6). Os resultados observados neste Mapa de Preferéncia interno
foram semelhantes aos Mapas de Preferéncia Interno dos atributos avaliados
anteriormente, sugerindo que a presenca da batata-doce biofortificada nos cookies

melhorou as caracteristicas sensoriais do produto.

41



1.30
—_ .
=
o~ -
~ O -
L§ - .
N B . .
— . . .
g . H
. .
] . . As
= a . e
=
[=9 .
i faWatat 4 Y *
= 8-60 —
= . .
w 1120 an . 120
Z - . 1 . . L4 -
o .
= * o .
=
a v .
el *
o +
x‘;‘. -
a . .
= ‘ PN
=]
0 . “
i
w
1.30
DRIRACIDA AORMMDANMERNTE DRIM/IDAL IE1 300/)
FRIY R N YW IV W I R Y T TN Wil Ak (o dy?d 70f
Fi F2 AF3 *Fd

Figura 6 Correlagdes entre os dados de aceitagdo de cada consumidor e os dois primeiros componentes principais
para impressao global. F1= cookies de farinha de sorgo integral; F2= cookies de farinha sorgo extrusado; F3= cookies
de farinha de sorgo integral + farinha da batata doce biofortificada F4= cookies de farinha de sorgo extrusada +
farinha da batata doce biofortificada.

A anélise dos resultados obtidos por meio da técnica do Mapa de Preferéncia
mostrou boa correlacdo com as andlises multivariadas e dos testes de média (Tukey).
Porém, o Mapa de Preferéncia foi mais eficiente em agrupar as amostras de maior

aceitacdo pelos consumidores, distingiiindo-as das amostras de menor aceitagao.

7.4 Biodisponibilidade de ferro das farinhas de sorgo integral e extrusada
associadas ou nao a farinha de batata doce biofortificada e de cookies, em ratos

wistar.

O consumo alimentar foi semelhante (p> 0,05) em todos os grupos, exceto nos
grupos tratados com farinha mista de sorgo extrusado e batata doce biofortificada e
cookie de sorgo integral associado a farinha de batata doce biofortificada (p< 0,05)
(Tabela 6). Apesar de o grupo tratado com farinha de sorgo extrusado mais farinha de
batata doce biofortificada ter apresentado menor consumo alimentar (p<0,05), este
apresentou ganho de peso semelhante aos outros grupos (p>0,05), exceto para o cookie
de farinha de sorgo integral associado a farinha de batata doce biofortificada que

apresentou baixo consumo alimentar e refletiu em menor ganho de peso e menor
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coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (p<0,05).

Tabela 6 - Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar de
animais tratados com dietas experimentais .

Grupos S?IEZ?:::; Ganho do peso CEA
sulfato ferroso 200,12+8,09° 44.,04+12,75% 0,22+0,07%°
Far. sorgo integral 198,75+13,72° 46,12+15,73" 0,23+0,07*
Far. sorgo extrusado 207,15+5,49° 47,95+10,10% 0,24+0,06™
Far. sorg integ e batata ~ 189,37+2,27% 45,01+15,74* 0,24+0,07*
Far. sorg extr e batata  172,91+31,29°  42,56+13,15" 0,27+0,07*
cookie 1 172,02+19,93" 27,2749,60° 0,16+0,05"
cookie 2 194,08+0,10°°  37,67+19,56™ 0,19+0,10°

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p<5 %; teste Duncan). Cookie 1 — elaborado
com farinha de sorgo integral e farinha de batata doce biofortificada. Cookie 2 — elaborado com farinha de sorgo
extrusada e farinha de batata doce biofortificada.

Ao preparar as dietas experimentais, foi analisado o conteido de ferro das
farinhas de sorgo e de batata doce, sendo a dieta ajustada para para fornecer 12 mg de
ferro/Kg de dieta e a ingestdo foi controlada (15 g/dia). No entanto, o consumo de ferro
dos grupos tratados com sorgo integral, extrusado e cookie 2 foram superiores (p<0,05)
ao controle (Tabela 6).

Ao comparar o ganho de hemoglobina e o valor biolégico relativo de ganho
hemoglobinico (RBV GHb) os grupos testes ndo diferiram (p> 0,05) entre si, exceto
para o grupo tratado com sorgo integral, que apresentou baixo ganho de hemoglobina e
RBYV GHb, embora tenha apresentado maior (p<0,05) consumo de ferro (Tabela 6).

A eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (HRE) e o valor bioldogico da
eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (RBV HRE) ndo diferiram (p> 0,05) entre os
grupos teste e também do controle, exceto para o grupo tratado com sorgo integral, que
apresentou menor (p<0,05) HRE e RBV HRE em relacdo aos restantes dos grupos testes
(Tabela 6).

O ferro de todos os grupos teve biodisponibilidade compardvel ao sulfato
ferroso, exceto para o grupo tratado com sorgo integral. A menor biodisponibilidade do

sorgo integral pode ser explicada pelo maior conteido de fitato (Figura 1), componente
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que interfere na absorcdo de ferro (ZIMMERMANN et al., 2006). A extrusdo melhorou

a biodisponibilidade de ferro por reduzir a presenca de interferentes da
biodisponibilidade de ferro, como o 4cido fitico (Figura 1). Também pode ser explicado
por a extrusdo reduzir o conteido das proantocianidinas totais que também podem ser
interferentes da biodisponibilidade de ferro (AWIKA et al., 2003).

A substituicdo de 50 % de sorgo integral por batata doce melhorou a
biodisponibilidade de ferro, tornando-se compardvel ao sulfato ferroso. O elevado
conteddo de carotendides que formam complexos soliveis com o ferro, possivelmente
proporcionou maior quantidade de ferro solivel na fase intestinal, aumentando sua
absor¢do (MARIA; GARCI'A-CASAL, 2006).

Os cookies preparados com a mistura de farinhas de sorgo extrusado ou

integral e batata doce biofortificada mantiveram a biodisponibilidade de ferro

equiparavel ao sulfato ferroso.

Tabela 7: Quantidades de ferro consumido, ganho da hemoglobina (GHb), valor
bioldgico relativo de ganho hemoglobinico (RBV GHb), eficiéncia da regeneracdo da
hemoglobina (HRE) e valor bioldgico da eficiéncia de regeneragdo de hemoglobina

(RBV HRE) dos animais tratados com dietas experimentais.

Ferro

consumido GHD RBV GHb HRE RBYV de HRE
sulfato 3.69+1,60°  438+0.13%  1,01+0,13% 0,0069+0,01*  1,00+045"
ferroso
Farsorgo 51,0385 2212072%  0.5120,17% 0031£0,01*  045:041%
integral
Far.sorgo /o) 040  40140,84% 009340.19™ 0,056£0.01%  0,8140,14*
extrusado
Far. sorg
integ e 3914043 4,46+1,15™ 1,030,227 0,06£0,01**  0,97+0,25
batata
Far.sorg
extr e 3,60+0,73%%  3.46+0,95% 0,81£0,20%*  0,06£0,01**  0,860,19%
batata
cookie 1 3,15¢0,38%°  3,.36x1,08%%  0,83+0,27%%  0,057+0,02%*  0,81+0,324?
cookie 2 4,59+0,525*  3,80+0,85%  0,9740.21%%  0,049+0,02**  0,70+0,26"

Cookie 1 — elaborado com farinha de sorgo integral e farinha de batata doce biofortificada. Cookie 2 — elaborado com
farinha de sorgo extrusada e farinha de batata doce biofortificada.Médias seguidas de letras minusculas iguais na
mesma coluna nao diferem entre si (p<5 %; teste Duncan). Médias seguidas de letras maidsculas iguais na mesma
coluna ndo diferem do grupo controle (p<5 %; teste Dunnett).
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7.5 Capacidade antioxidante total do plasma dos animais experimentais

O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos pelos quais os
antioxidantes inibem a peroxidag¢do lipidica e contribuem para a prote¢do contra o dano

oxidativo (BLOKNINA et al., 2003; FERRARI et al., 2008; GIESE et al., 2015).
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Figura 7: Capacidade antioxidante total do plasma dos animais experimentais. Cookie 1 — elaborado com farinha de
sorgo integral e farinha de batata doce biofortificada. Cookie 2 — elaborado com farinha de sorgo extrusada e farinha

de batata doce biofortificada (Duncan, p<0,05).

A presencga de sorgo nas dietas experimentais aumentou (p<0,05) a atividade
antioxidante total no plasma dos ratos normo-lipidémicos (Figura 7).

O tipo de processamento utilizado para a elaboracdo de farinha de sorgo nao
alterou a capacidade antioxidante total (Figura 7). A substituicdo de 50 % de farinha de
sorgo pela batata doce biofortificada manteve a capacidade antioxidante. Quando as
misturas de farinhas de sorgo mais batata doce foram utilizadas para o preparo dos
cookies a capacidade antioxidante manteve superior (P<0,05) ao controle (Figura 7).

Estudo in vitro realizado por Cardoso et al (2015) observaram que a capacidade
antioxidante aumentou significativamente em todos os gendtipos de sorgo apds o
tratamento térmico. A elevada estabilidade térmica de 3-deoxiantocianinas bem como o

aumento da extratibilidade de outros antioxidantes como a vitamina E, que atuam
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sinergicamente com os compostos fendlicos de sorgo, podem aumentar a capacidade
antioxidante (Cardoso et al., 2015).

As dietas experimentais adicionadas de farinhas de sorgo integral e extrusado
com e sem farinha de batata doce biofortificada e de cookies apresentaram elevada
atividade antioxidante (Figura 7) em relacdo ao grupo controle, indicando um efeito
protetor a saide em ratos normais recebendo dieta isocaldrica. Morais et al (2012),
também observaram efeito antiinflamatdrio e antioxidante em ratos normo-lipidémicos
alimentados com dieta hiperlipidica adicionada de farinha de sorgo integral vermelho

sem tanino.

7.6 Variaveis bioquimicas

Os niveis de glicose, insulina, &4cido urico, creatinina, aspartato amino
transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) ndo diferiram (p> 0,05) entre os
grupos experimentais (Tabela 8). Os dados bioquimicos encontram-se dentro da faixa de
variacdo, exceto para glicose, tomando como referéncia varidveis bioquimicas de ratos
machos normais: glicose (79-144 mg/dl); creatinina (0,44-0,64 mg/dl); 4cido urico (0,9-
2,0 mg/dl); AST (36-58 U/L), ALT (81-180 U/L) (WOLFORD et al., 1986). Morais et
al (2012), também nado verificaram alteragdes em varidveis bioquimicas em ratos
normo-lipidémicos que consumiram farinhas de sorgo integral adicionadas em dieta
hiperlipidica.

As dietas experimentais adicionadas de sorgo integral e extrusado com e sem
batata doce biofortificada e de cookies apresentam elevada atividade antioxidante
(Figura 7) em relagdo ao grupo controle, indicando um efeito protetor a satide em ratos
normais recebendo dieta isocaldrica. Morais et al (2012), também observaram efeito
antiinflamatério e antioxidante em ratos normo-lipidémicos alimentados com dieta

hiperlipidica adicionada de farinha de sorgo integral vermelho sem tanino.
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Tabela 8: Varidveis bioquimicas: glicose, insulina, 4cido urico, creatinina aspartato

amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e triacilgricerol dos animais

alimentados com dietas experimentais.

DIETA GLI CREA AUR AST ALT

Sulf ferroso 121,5+ 38,92 0,43+0,03 1,12+0,15 137,5+31,51 32+6,78

Far.sorgo integral 160,5+ 31,77 0,44+0,01 1,18+0,10 133+18,90 39,2+2,37
Far.sorgo extrusado 163 +13,54 0,41+0,01 1,45+0,19 113,25+14,88 35,75+1,71
Far.sorg int e Batata 182+24,01  0,43+0,04 1,10+£0,08 127,5£18,0  35,5+5,19
Far. sorg extr e batata 149,75£17,65 0,37+0,03 0,93+0,13 115,5+14,75 33,25+7,97
Cookie 1 162,75£34,71 0,42+0,05 1,07+0,23 122,25+18,43 28,25+4,27
Cookie 2 186,2+ 25,03 0,41+0,03 1,48+0,27 101,5+4,66 32,2+5,12

Cookie 1-elaboraco com farinha de sorgo extrusado associado a batata doce biofortificada. Cookie 2 — elaborado com
farinha de sorgo extrusado associado a batata doce biofortificada. Nao ouve diferencas estatisticas (p<5 %; teste
Duncan e p<5; teste de Duncan.GLI=Glicose, COL T-Colesterol total, TRIG= triacilgricerol CREA=creatina,
AUR=dcido trico, TGO=transaminase glutdmica-oxaloacético e TGP=transaminase glutinico pirdvica

47



8. CONCLUSAO GERAL

O processo de extrusdo da farinha de sorgo reduziu a concentracdo de ferro e
fitato, entretanto o ferro tornou-se mais biodisponivel. A associagdo da batata doce
biofortificada a farinha de sorgo integral e a extrusada promoveu boa aceitacdo dos
cookies e biodisponibilidade de ferro comparavel ao sulfato ferroso.

As farinhas de sorgo integral e extrusada, a substituicdo destas por 50 % de
farinha de batata doce biofortificada e o preparo de cookies com a mistura das farinhas,
aumentaram a capacidade antioxidante total do plasma, sem alterar as varidveis

bioquimicas incluindo as enzimas de funcao hepatica.
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ANEXOS

Anexo 1: TERMO DE CONSENTIMENTO

Termo de Consentimento

Eu,
CPF no estou ciente dos objetivos e metodologia e concordo
em participar da pesquisa denominada “Avaliar a aceitabilidade de Biscoitos tipo “Cookies”
elaborados com farinhas de sorgo e batata doce biofortificada”, desenvolvido no
Departamento de Nutricao e Satde da Universidade Federal de Vicosa, sob a coordenacido da
professora Hércia Stampini Duarte Martino.

Autorizo os pesquisadores do estudo a utilizar as informacdes decorrentes de questdes
por mim respondidas para elaborar relatérios e artigos para divulgacdo em encontros e
publicacdes académico-cientificas.Também estou ciente do sigilo das informagdes que
prestarei e do direito de me retirar da pesquisa a qualquer momento que desejar.

Vicosa, de de
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Anexo 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEF

Projeto: CAAE —03591312.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria Aparecida Vieira Teixeira Garcia
Departamento de Alimentos
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovoll, no
dia 17 de ouubro de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Desenvolvimento e andlise sensorial de produtos & base de
sorgo sem gliten" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhade ac COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Cn;ardenadnm do COEP-UFMG
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MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Campus Universitdrio - Vicosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

Vigosa, 05 de junho de 2014

Ilma. S
Professora Hércia Stampini Duarte Martino

Coordenadora da Disciplina
DNS/UFV

Sr®. Coordenadora,

Apos avaliagdo da proposta da disciplina que envolve a utilizagio de
animais nas aulas Disciplina “Biodisponibilidade de minerais” — NUT 621,
aqui nomeada Processo 09/2014, a CEUA/UFV emite parecer favoravel ao
Protocolo para o uso de animais nas aulas praticas d;1 referida disciplina,
tendo como base para anélise a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de
outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTL bem como a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado ¢ a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as

Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTL.

B P

Prof. Claudio César Fonseca
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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