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RESUMO

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moech) é um cereal sem gliten que apresenta diversas
caracteristicas nutricionais importantes, como presenca de fibras e compostos bioativos.
Devido a suas propriedades, tem sido utilizado na fabricacdo de produtos sem glaten de
melhor qualidade nutricional. Em fun¢&o do seu baixo indice glicémico e da presenca de
compostos com atividade antioxidante, o sorgo pode auxiliar na promocao da saude,
prevenindo obesidade, cancer e diabetes mellitus tipo 2. Nesse contexto, o objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito glicémico, insulinémico e antioxidante do consumo de paes
sem gluten de sorgo de diferentes gendtipos em humanos. Foram selecionados trés
gendtipos diferentes de sorgo (marrom, bronze e branco) para elaboracdo de pédes sem
gluten. Todos os pées (trés de sorgo e um controle de arroz) passaram por analise da
composicdo centesimal, amido resistente, fibra dietética, atividade antioxidante pelo
método de ORAC, capacidade antioxidante pelo método de FRAP, indice glicémico (IG)
e indice insulinémico (Il). O ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo-cego foi
realizado com 10 voluntarios saudaveis do sexo masculino. Em cada etapa do estudo, 0s
voluntarios ingeriram um dos alimentos testes contendo 50g de carboidrato disponiveis
na porcéo ofertada. Nos tempos 0 (imediatamente antes da ingestdo, em jejum), 15, 30,
45, 60, 90, 120 e 180 minutos ap6s o consumo foram realizadas coletas de sangue. Foi
determinado o indice glicémico (IG) e insulinémico (I1) dos péaes pelo método trapezoidal.
Foram realizadas comparag6es multiplas (ANOVA) com teste de Tukey para estabelecer
diferencas estatisticas (p < 0,05). Todos os pées de sorgo apresentaram significativamente
mais fibra do que o pédo de arroz (controle). O p&o de sorgo marrom foi classificado como
baixo IG, os paes bronze e branco como médio IG e o pdo controle como alto 1G. O péao
de sorgo marrom também apresentou baixo teor de carboidratos, grande quantidade de
fibra (5,799/1009) e apresentou resposta glicémica de AAC (area abaixo da curva) de 3
horas significativamente menor do que o pao controle. Além disso, o pdo de sorgo
marrom apresentou maior atividade antioxidante do que as outras amostras (p < 0,001).
Os voluntarios do estudo apresentaram idade entre 28,0 + 4,9 anos; peso de 77,6 + 11,7
kg; altura de 1,78 + 0,07 m; IMC de 24,2 + 2,3 kg/m?; 21,36 + 5,31 de percentual de
gordura; e glicemia capilar de jejum de 89,0 + 4,3 mg/dL. Por fim, os resultados
confirmam a hipdtese da melhora nas respostas glicémicas e insulinémicas apds o
consumo de pées de sorgo por homens adultos saudaveis comparado ao pdo sem glaten

padrdo. Portanto, devido a varios beneficios a salde, a producao de sorgo marrom deve
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ser incentivada para produzir alimentos sem glaten com melhor perfil nutricional. Mais
pesquisas sdo necessarias para explorar os efeitos de diferentes genotipos de sorgo em

produtos alimenticios na saude humana em diferentes populacdes.

Palavras-chave: sem gliten, sorgo, pdo, indice glicémico, atividade antioxidante, amido

resistente, fibra dietética.



ABSTRACT

Sorghum (Sorghum bicolor L. Moech) is a gluten-free cereal that presents several
important nutritional characteristics, as presence of fiber and bioactive compounds. Due
to its properties, it has been used to produce gluten-free products with better nutritional
quality. Because of its low glycemic index and the presence of compounds with
antioxidant activity, sorghum can help promote health by preventing obesity, cancer, and
type 2 diabetes. In this sense, this study aims to evaluate the glycemic, insulinemic and
antioxidant effect of gluten-free bread made with different sorghum genotypes in humans.
Three different genotypes of sorghum (brown, bronze and white) were chosen to produce
gluten-free bread. All types of bread (three made with sorghum and one control made
with rice flour) were analyzed for chemical composition, resistant starch and dietary fiber
content, antioxidant activity by ORAC method, antioxidant capacity by FRAP method,
glycemic index (Gl), and insulinemic index (II). This double-blind, crossover,
randomized clinical trial was conducted with 10 healthy men. In each trial phase,
participants consumed one of the test meals that provided 50g of available carbohydrate
per offered portion. Immediately before consumption (in fasting) and after 15, 30, 45, 60,
90, 120 and 180 minutes, blood samples were collected. Gl and insulinemic responses
were determined by the trapezoidal method. Multiple samples comparisons (ANOVA)
with Tukey test were conducted to establish significant differences (p < 0.05). All
sorghum bread showed significantly more fiber than rice bread (control). Brown sorghum
bread was classified as low G, bronze and white as medium Gl, and control as high Gl.
Brown sorghum bread presented low carbohydrate content, a great amount of fiber
(5.799/1009), and a significantly lower 3 hours AUC glucose response than the control,
besides the highest antioxidant activity value (p < 0.001). Participants presented 28.0 +
4.9 years, 77.6 + 11.7 kg, 24.2 + 2.3 kg/m?, 21.36 + 5.31% of body fat, and 89.0 + 4,3
mg/dL of fasting capillary blood glucose. Finally, results confirm the hypothesis of
glycemic and insulinemic responses improvement after consuming gluten-free sorghum
bread by adult health men because all sorghum bread samples presented lower 1G and Il
compared to control bread. Therefore, due to several health benefits and its superiority
among other sorghum genotypes analyzed in this study, brown sorghum production
should be encouraged to provide gluten-free products with a better nutritional profile.
More research is required to explore the effects of different sorghum genotypes in food

products on human health among different populations.



Keywords: gluten-free, sorghum, bread, glycemic index, antioxidant activity, resistant
starch, dietary fiber.
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1. INTRODUCAO

A demanda por produtos sem glaten tem crescido nos dltimos anos devido a
adoc¢do de uma dieta sem gluten por parte da populagdo. Essa restricdo ao gluten se da
por diversos motivos como: Doenca Celiaca (DC), intolerancia ao gluten ou a percepcao
de que o gluten é potencialmente prejudicial, portanto, sua restricdo representaria um
estilo de vida saudavel (TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006; NILAND; CASH, 2018).

Nesse sentido, houve um crescimento do mercado de produtos sem gliten nos
ultimos anos devido, principalmente, a moda da dieta sem gluten adotada por pessoas que
acreditam que esse tipo de alimentacao é mais saudavel e eficaz para perder peso, mesmo
que ndo haja evidéncia cientifica que suporte essa crenca (FOSCHIA et al., 2016;
BASCUNAN et al., 2017).

Esse crescimento do mercado de produtos sem glaten é uma tendéncia mundial,
sendo que o pdo sem glaten € o produto mais procurado. O pdo tradicional feito com
farinha de trigo faz parte do habito alimentar em diversas culturas, por isso, € muito
importante desenvolver versdes alternativas que ndo tenham gliten em sua composicao
(SANTOS et al., 2019; CAPRILES et al., 2016).

Entretanto, o desenvolvimento de pédes sem glaten de alta qualidade é um desafio
tecnoldgico, pois o glaten confere viscoelasticidade e capacidade de retencdo de gas nas
massas, tendo, portanto, influéncia direta na aparéncia, estrutura, textura e qualidade dos
pédes. Sendo assim, sdo utilizados diferentes ingredientes, aditivos e processos para
melhorar as propriedades fisicas e composicdo nutricional, além da aceitabilidade e vida
de prateleira dos pdes sem glaten (SANTOS et al., 2019; CAPRILES; AREAS, 2014).

Dentre os substitutos da farinha de trigo que vem sendo utilizado para a producéo
de farinhas e produtos de panificacdo é o sorgo (TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006).
O sorgo (Sorghum bicolor L.) é um dos dez cereais mais produzidos no mundo e um
alimento importante na dieta de mais de 500 milhdes de pessoas em mais de 30 paises. O
alto consumo desse cereal se deve, em grande parte, a seu facil cultivo em varias areas,
incluindo regides muito secas e aridas ou que possuem severas flutuacdes de temperatura
(HENLEY, 2010). Entretanto, nos paises ocidentais, o sorgo é utilizado prioritariamente
na alimentacdo animal em detrimento do consumo humano (STEFOSKA-NEEDHAM et
al., 2015).
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A producdo do sorgo é liderada pelos Estados Unidos da América, sendo 8,6
milhdes de toneladas na safra de 2019/2020. Para a safra de 2021/2022, estima-se um
aumento na producdo mundial que deve ser a maior desde 2014/2015 (USDA, 2021).

No Brasil, 0 sorgo € considerado uma cultura alternativa ao milho no sistema de
sucessdo de culturas devido as técnicas utilizadas para produtividade serem similares
(DUARTE, 2010). Para a safra de 2020/21, a previsao é de produzir 2,7 milhGes de
toneladas, 9,3% maior que a safra anterior, em uma area de 875,4 mil hectares, incremento
de 4,8% (CONAB, 2021).

A regido Centro-Oeste do Brasil € a maior area produtora de sorgo do pais
(EMBRAPA, 2012) e a Embrapa Milho e Sorgo possui mais de 6.000 acessos de sorgo
no Banco Ativo de Germoplasma, havendo grande variedade de genétipos com diferentes
composicdes quimicas, tendo teores de amido, fibras, proteinas, minerais e compostos
fenolicos diversos (QUEIROZ et al., 2009; ESPITIA-HERNANDEZ et al., 2020).

Com estimativa de produzir 1,29 milhdo de toneladas para safra de 2020/2021, o
estado de Goias continua na primeira colocagdo no ranking de produgdo de sorgo no
Brasil, representando 49,7% da producao nacional. A expectativa é de aumento de 17,5%
na producdo em comparacdo com a safra de 2019/2020, segundo levantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2021).

Além de ndo possuir gluten e poder ser consumido por individuos com desordens
relacionadas ao gluten (STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015), o sorgo apresenta diversas
caracteristicas nutricionais importantes, como o teor de fibras, proteinas e compostos
bioativos, 0 que tem contribuido para 0 aumento do seu consumo por humanos nos
Estados Unidos e em outras culturas ocidentais (TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006).
Entre caracteristicas importantes, o sorgo é fator preventivo contra condic¢des cronicas de
salde (oxidacdo celular e inflamacdo) e doencas altamente prevalentes no mundo
ocidental como hipercolesterolemia, cancer e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (SHIM et
al., 2013; LEE et al., 2014; SUGANYADEVI; SARAVANAKUMAR; MOHANDAS,
2013; KIM; PARK, 2012).

Segundo Cardoso e colaboradores (2015), o sorgo pode ser utilizado como
substituto de outros cereais em fungdo do seu potencial de promover saide e prevenir
doencgas, pois € rico em fibras dietéticas, minerais, vitamina E, carotenoides e compostos
bioativos.

Sorgos pigmentados como marrom, bronze e vermelho sdo ricos em compostos

fenolicos e bioativos, além de serem fonte de diversos fitoquimicos como taninos, que
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possuem propriedades antioxidantes (TAYLOR et al., 2013), atraindo consumidores
interessados em alimentos com alegacdo de propriedades funcionais (DLAMINI,
TAYLOR; ROONEY, 2007).

Além de ser rico em amido resistente, fibras e polissacarideos ndo amilaceos, o
Sorgo possui taninos que podem se ligar as proteinas e aos carboidratos da dieta formando
complexos insoluveis, resultando em menor resposta glicémica e aumento da saciedade
apos seu consumo (ARUNA; VISARADA, 2019). Portanto, a hipotese desse trabalho é
que o consumo de pdo de sorgo sem glaten promove melhores respostas glicémica e
insulinémica em adultos saudaveis.

Entretanto, sdo poucos os estudos que determinaram o indice glicémico (IG) de
produtos elaborados com sorgo (LEMLIOGLU-AUSTIN et al., 2012; MORAES et al.,
2012; WOLTER et al., 2013; WOLTER et al., 2014; PRASAD et al., 2014). Os estudos
de Lemlioglu-Austin et al. (2012) e Moraes et al. (2015) estimaram o IG de extratos de
farelo de sorgo e farinhas de sorgo, respectivamente, sendo ambos in vitro. Da mesma
forma (in vitro), foram conduzidos os dois estudos de Wolter et al. (2013 e 2014), que
determinaram o IG de pdes de sorgo sem gluten. Ja no estudo de Prasad et al. (2014), os
IG de produtos de sorgo foram determinados in vivo, com 10 individuos ndo diabéticos.

Devido as caracteristicas quimicas e tecnoldgicas do sorgo e sua boa aceitabilidade
em produtos como barra de cereais com pipoca de sorgo, cookies de sorgo com amendoim
e bolo de sorgo com banana (CARSON et al., 2000; GONZALEZ, 2005; ANUNCIACAO
et al.,, 2017; QUEIROZ et al., 2015), pesquisas tém sido realizadas explorando seus
compostos especificos, como fitoquimicos (AWIKA; ROONEY, 2004; DYKES;
ROONEY, 2006); o efeito do processamento em sua composic¢do (TAYLOR; DUODU,
2015); e composicdo nutricional e implicacGes a salde de acordo com 0s compostos
identificados (STEFOSKA-NEEDHAM et al., 2015; CARDOSO et al., 2015).

Apesar do reconhecimento dos beneficios do sorgo, ha pouca informacao sobre a
composicao dos produtos elaborados com esse cereal e seu impacto no metabolismo da
glicose. Portanto, sdo necessarios mais estudos para determinar os efeitos do consumo de
pdo de sorgo na saude humana (WOLTER et al., 2014).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Sorgo

2.1.1. Conceito, classificacao, producgdo e consumo

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moech) € um dos dez cereais mais produzido no
mundo, sendo cultivado em regides tropicais e subtropicais. O sorgo possui trés partes
distintas: pericarpo, gérmen e endosperma. O pericarpo representa 6%, 0 gérmen 9% e o
endosperma 85% do grdo. Algumas variedades também apresentam uma fina camada
embaixo do pericarpo denominada testa, que geralmente possui taninos (BALOTA,
2012).

Segundo Harlan e de Wet (1972), o sorgo compreende cinco ragas (bicolor,
caudatum, durra, guinea e kafir) e dez racgas intermediarias que sdo combinagdes das
cinco racgas basicas, sendo a distin¢do entre as racas baseada principalmente no tipo de
espigueta e na morfologia do grdo. A variabilidade genética do sorgo permitiu o
desenvolvimento de diversos hibridos a partir de trabalhos de melhoramento,
apresentando caracteristicas agrondmicas e valor nutritivo diferentes (PEDREIRA et al.,
2003).

No geral, a propriedade do sorgo que afeta sua qualidade para a inddstria
alimenticia é a textura do endosperma. A textura do endosperma estd relacionada a
proporcdo de endosperma farinaceo e vitreo dos grdos, sendo classificados em vitreo
(duro), intermediario e farinhento (macio) (ARUNA; VISARADA, 2019).

Apesar de sua vasta producdo, o sorgo é utilizado majoritariamente na alimentacdo
animal, sendo apenas 35% cultivado diretamente para 0 consumo humano. Em paises da
Africa e da Asia ¢ considerado alimento basico para milhGes de pessoas, chegando a
suprir cerca de 70% da ingestdo caldrica diaria (AWIKA; ROONEY, 2004; DICKO et
al., 2006; TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006). Entretanto, no Brasil, praticamente ndo
ha consumo de sorgo na alimentacdo humana, sendo cultivado, principalmente, visando
a producdo de grdos para suprir a demanda das industrias de racdo animal e como
forragem, para alimentacdo de ruminantes (DYKES et al., 2005).

Em 1986, um estudo realizado por Schaffert no Brasil mostrou que diversos tipos
de farinhas mistas, incluindo sorgo e trigo, poderiam ser utilizadas na panificagdo, com
pouca alteracdo na qualidade sensorial do produto. A partir desse estudo, a Embrapa

Milho e Sorgo, em parceria com a Embrapa Agroindustria de Alimentos, desenvolveu

14



uma linha de pesquisa com o objetivo de identificar e avaliar genétipos de sorgo que
pudessem atender a esse mercado (QUEIROZ et al., 2009).

H& diversos genotipos de sorgo que sdo apresentados pelas cores branca, creme,
amarela, laranja, bronze, vermelha, marrom, preta e combinacgdes dessas cores (figura 1)
(BALOTA, 2012). Cada cor de sorgo apresenta diferentes caracteristicas, por isso foram
escolhidos trés genotipos de cores diferentes para essa pesquisa. Por exemplo, o sorgo
branco com testa ndo pigmentada ndo apresenta niveis significativos de taninos; o sorgo
vermelho com testa pigmentada apresenta conteudo moderado de taninos; e 0 sorgo
marrom com testa pigmentada apresenta grande quantidade de taninos (DYKES;
ROONEY, 2006).

Além da coloracdo, os genotipos de sorgo podem ser classificados em func¢éo da
textura, o que possibilita utilizagdes diversas. De acordo com Rooney e Waniska (2000),
0s genotipos de sorgo com endosperma duro sdo proprios para a producao de cuscuz,
enquanto os com endosperma de textura intermediaria para producdo de pdes sem
fermentacdo e, por fim, os genotipos que apresentam endosperma macio sdo ideais na

producdo de pées fermentados.

Figura 1 — Grédos de sorgo de diferentes gendtipos
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2.1.2. Composicao nutricional do sorgo

Apesar de estar entre os dez cereais com maior producao brasileira, o cultivo do
sorgo no Brasil e em diversos paises é destinado prioritariamente & alimentacéo animal.
Entretanto, esse cereal possui grande potencial a ser explorado na alimentacdo humana
devido as suas propriedades nutricionais. Em diversas regides semiaridas, seu consumo
ja é feito pelos seres humanos em fungdo da sua composicao nutricional e tem aumentado
nos paises do Ocidente devido ao seu potencial funcional em relacdo a dislipidemias,
obesidade, diabetes mellitus e cancer, podendo ser utilizado na elaboragdo de mingaus e
produtos de panificacdo (QUEIROZ et al., 2011; TAYLOR; SCHOBER; BEAN, 2006;
POQUETTE; GU; LEE, 2014).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA,
2014), os gréos de sorgo sdo compostos por aproximadamente 75% de carboidratos (cerca
de 69% de amido -70 a 80% de amilopectina e 20 a 30% de amilose), 6% de fibra
alimentar, 11% de proteinas e 3% de lipidios.

No Brasil, Martino e colaboradores (2012) realizaram um estudo com oito
gendtipos de sorgo, sendo eles de coloracdo branca sem tanino (BR 501, BR 506, BRS
309 e CMSXS 136), marrom com tanino (BRS 700 e BR 305) e vermelha sem tanino (BR
007 e BRS 310), e encontraram uma variacdo de 57,3 a 64,7% de carboidrato, 8,57 a
11,59% de proteina, 1,24 a 3,07% de lipidio e 9,13 a 15,09% de fibra. Para o gendtipo
BRS 305 (marrom) utilizado no presente estudo, Martino e colaboradores (2012)
apresentaram composicao de 62,099 de carboidrato, 11,43g de fibra dietética, 10,119 de
proteina e 2,609 de lipidio por 100g de amostra. Em relacéo ao genétipo BR 501, foram
encontrados 62,74g de carboidratos, 11,189 de fibras, 9,91g de proteina e 3,079 de
lipidios por 100g de amostra.

De acordo com Antunes e colaboradores (2007), que analisaram 33 gendtipos de
sorgo (BR 501, BR 304, BR 305, BRS 306, BR 007B, BR 506, BR 012, SC 120, SC 283,
CMSXS 214, CMSXS 226, CMSXS 182, CMSXS 227, SHS 400, SHS 600, DKB 57,
Texiota 54, 740, 00009055, 9815019, AG 1018, A 9904, A6304, 822, 00009033, 498019,
9815004, Sara, Ranchero, Esmeralda, Hegari, Early Hegari e Waxy BIl. Kafir)
provenientes da Embrapa Milho e Sorgo e de outras empresas melhoradoras de sorgo no
Brasil, foram verificadas algumas diferencas em relagdo a composi¢do dos sorgos
brasileiros. Encontrou-se, por exemplo, que os teores de amido possuem uma variagao
entre 62,07% (BR 304) e 78,74% (CMSXS 226) nos genotipos analisados.
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Em relacdo a proteina, demonstrou-se que ha 98% de variacdo entre os teores de
proteina bruta dos 33 genotipos analisados, sendo o menor valor 9,85% para o SHS 600
e 0 maior valor, 18,28%, para o0 BR 012. Valores semelhantes (8,7 a 16,8%) foram
encontrados por Rooney e colaboradores (1980). Sobre os teores de fibra bruta (FB),
verificou-se que o genétipo CMSXS 227 apresentou o menor teor de FB (0,35%),
enquanto o SHS 400, o mais alto (6,60%) (ANTUNES et al., 2007).

Apesar de suas diferencas em relacdo a composicdo nutricional, o sorgo é
basicamente composto por carboidratos complexos, que geralmente possuem digestdo
lenta, promovendo saciedade e retardando a sensacdo de fome (HENLEY, 2010). Por ser
uma fonte de fibras insolveis, o farelo de sorgo pode ser utilizado para aumentar o teor
de fibras alimentares quando adicionados a produtos como pées (OHR, 2004; TOELLER,
2002).

Outra caracteristica nutricional do sorgo € possuir compostos lipossoltveis como
carotenoides e vitamina E (0,81mg/100g), contribuindo para sua atividade antioxidante;
vitaminas do complexo B como tiamina (0,237mg/100g), riboflavina (0,142mg/100g) e
piridoxina (0,59mg/100g) e minerais como o fdésforo (287mg/100g), o potassio
(350mg/100g) e o zinco (1,54mg/100g) (DICKO et al., 2006; CARDOSO et al., 2015;
ALTHWAB et al., 2015).

Os graos de sorgo apresentam compostos bioativos, como compostos fendlicos e
taninos, que tém a capacidade de sequestrar radicais livres e auxiliar na promocdo da
salde, prevenindo obesidade, DM2 e cancer (AWIKA; ROONEY, 2004; QUEIROZ et
al., 2011; MORAES, et al., 2012). Entretanto, como existem varios gendtipos, pode haver
diferencas nos compostos bioativos.

No estudo conduzido por Antunes e colaboradores (2007), os fendis totais
variaram entre os 33 gendtipos brasileiros analisados, mas, apenas BR 305, SHS 600 e A
9904 apresentaram valores acima de 0,75%, 0 que 0S caracteriza como sorgos com
taninos.

Em outra pesquisa, realizada por Moraes e colaboradores (2012), foi demonstrado
que o sorgo marrom do genotipo BRS 305 possui concentracdo de 4,50mg de fendlicos
totais e 59,5mg de taninos por grama de farinha, tendo, portanto, concentracdo de
fenolicos totais e taninos significativamente maior que os geno6tipos BRS 309 (branco) e
BRS 310 (vermelho).
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2.1.4. Sorgo e capacidade antioxidante

O estresse oxidativo ocorre em funcdo do desequilibrio entre a geracao de radicais
livres, como espécies de oxigénio e nitrogénio reativos, e a defesa de antioxidantes. Esse
estresse pode estar relacionado ao desenvolvimento de diversas doengas cronicas como
DM2 e doengas cardiovasculares (STROBEL et al., 2011; GIACCO; BROWNLEE,
2010).

O sistema de defesa antioxidante consiste na atua¢do dos antioxidantes enddgenos
glutationa, catalase e superoxido dismutase; e antioxidantes exdgenos provenientes da
dieta, como os polifendis. Segundo Moskaug e colaboradores (2005), os polifendis
presentes nos alimentos sdo poderosos antioxidantes quimicos, além de favorecerem a
sintese dos antioxidantes endogenos.

Arts e Hollman (2005) mostram em estudos epidemiologicos que existe uma
associacdo inversa entre o consumo de alimentos ricos em polifendis e o risco de doencas
cronicas associadas ao estresse oxidativo. Ou seja, uma dieta rica em polifendis diminui
o risco de desenvolvimento de doencas cronicas relacionadas ao estresse oxidativo.

Estudos transversais também mostram que os marcadores de estresse oxidativo
sdo inversamente proporcionais ao consumo de alimentos ricos em polifendis
(HERMSDORFF et al, 2012; YANG et al, 2013). Alimentos ricos em polifendis como
suco de maca, diversas oleaginosas como aveld, améndoas e nozes pecd, vinho tinto e
grdos integrais demonstraram melhora no status antioxidante e nos marcadores de estresse
oxidativo em estudos clinicos (VIEIRA et al., 2012; TORABIAN et al., 2009; HADDAD
etal., 2014; Ll etal., 2007; HUDTHAGOSOL et al., 2011; PRICE et al., 2012).

De acordo com revisdo sistematica realizada por Simnadis e colaboradores (2016),
existe uma forte relacdo entre o consumo de sorgo e a reducdo da expressdo de marcadores
de estresse oxidativo. Esse mesmo efeito pode ser observado depois do consumo de frutas
e hortalicas, sugerindo, portanto, que 0 sorgo possui compostos bioativos que trazem
beneficios a saude (WANG et al., 2011).

Entre os compostos bioativos presentes no sorgo estdo os compostos fendlicos que
atuam como neutralizadores de radicais livres, prevenindo a autoxidagdo (ANGELO;
JORGE, 2007). Um estudo realizado por Khan e colaboradores (2015) demonstrou que
uma massa feita com adi¢do de 30% de sorgo vermelho aumentou em quatro vezes o
contetido fendlico quando comparada a massa tradicional elaborada apenas com trigo.

Além disso, o consumo dessa massa com sorgo vermelho gerou uma reducéo significativa
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do estresse oxidativo. Portanto, o consumo de sorgo vermelho sem tanino foi relacionado
a diminuicdo da expressdo dos marcadores de estresse oxidativo.

Outro estudo, conduzido por Yousif e colaboradores (2012) com pées, demonstrou
que o conteddo fendlico do pdo com adicdo de 40% de sorgo vermelho foi
significativamente maior que o pdo com adicdo de 40% de sorgo branco, e, esse ultimo
também apresentou diferenca significativa quando comparado ao p&o controle elaborado
com 100% de farinha de trigo.

Um estudo conduzido por Moraes et al. (2012) apontou que as farinhas elaboradas
com os gendtipos de sorgo marrom (BRS 305), branco (BRS 309) e vermelho (BRS 310),
possuem 90% de atividade antioxidante, o que confirma outros estudos que demonstram
que a atividade antioxidante do sorgo € maior quando comparada ao trigo, ao arroz e a
aveia (FARRAR et al., 2008; RAGAEE; ABDEL-AAL; NOAMAN, 2006).

Nos alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia,
aroma e estabilidade oxidativa (ANGELO; JORGE, 2007). Esses compostos s&o
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas quando submetidas a condicGes de
estresse como infeccgdes, injarias mecanicas e radiacdo (NACZK; SHAHIDI, 2004). No
sorgo, 0s compostos fendlicos concentram-se no pericarpo do grdo (MORAES et al,
2015).

Os compostos fenolicos presentes no sorgo apresentam duas categorias: 0s acidos
fenolicos e os flavonoides (AWIKA; ROONEY, 2004). Os é&cidos fendlicos sédo
classificados como derivados de acido hidroxibenzdico ou hidroxicindmico, que sdo
derivados dos acidos benzoico e cindmico respectivamente, sendo sua estrutura
apresentada na figura 2 (AWIKA; ROONEY, 2004).

Acido benzéico Acido cinamico

Figura 2 — Estrutura Quimica dos Acidos Benzoico e Cinamico
Fonte: AWIKA; ROONEY, 2004.
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Os principais acidos fenolicos do sorgo, derivados dos acidos benzoico e cinamico

séo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Estrutura Quimica dos Acidos Benzoico e Cinamico

Acido benzéico Acido cinamico

R, R, R; R, R, R, R, R,
Galico H OH OH OH Cafeico H OH OH H
Gentisico OH H H OH Ferulico H OCH; OH H
Salicilico OH H H H O- Cumarico OH H H H
p-Hidroxibenzoéico H H H OH P- Cumarico H H OH H
Siringico H OCH; OH OCH; Sindapico H OCH; OH OCH;
Protocatéquico H OH OH H

Fonte: AWIKA; ROONEY, 2004.

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios das plantas, sendo considerados o
maior grupo de compostos fendlicos. Sdo caracterizados estruturalmente pela presenca
do esqueleto basico contendo 15 &tomos de carbono na forma C6-C3-C6
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Na familia dos flavonoides estdo as antocianinas que compdem um grupo de
pigmentos responsavel pela coloracdo de tecidos vegetais. Em graos de sorgo, elas sdo
denominadas 3-deoxiantocianinas, sendo as principais: luteolinidinas, apigeninidinas e
derivados metoxilados, que possuem pouca presenca em alimentos (AWIKA; ROONEY,
2004; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; YANG et al., 2009).

Outra vantagem € que, devido a auséncia do grupo hidroxila na posicdo C-3,
caracteristica singular da 3-deoxiantocianina, ha melhor estabilidade a mudancas de pH
no sorgo do que nas frutas e hortalicas (DEVI; SARAVANAKUMAR; MOHANDAS,
2012).

Por ser fonte de compostos fen6licos como 3-deoxiantocianidinas e taninos, que
sdo responsaveis por elevada capacidade antioxidante, o sorgo contribui para a melhora
da microbiota intestinal e marcadores relacionados a doencas crénicas como obesidade e
cancer (CARDOSO et al., 2017; TAYLOR et al., 2013).

Os compostos bioativos podem sofrer influéncia de acordo com o tratamento ao
qual sdo submetidos, alterando assim algumas caracteristicas do gréo. Cardoso e
colaboradores (2014) avaliaram os efeitos do processamento doméstico com calor seco

(forno a 121°C por 25 minutos) e tmido (cocgdo em &gua a 100°C por 25 minutos) sobre
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0S compostos bioativos do sorgo e constataram que o calor seco nao afeta o conteido das
3-deoxiantocianidinas, compostos fenolicos e atividade antioxidante, mas 0 mesmo nao
acontece quando submetidos a tratamentos de calor imido.

Ainda em relacdo a estabilidade térmica, os pigmentos das 3-deoxiantocianidinas
foram avaliados por Yang, Dykes e Awika (2014), que verificaram boa estabilidade
quando submetidos a 95°C por 2 horas e 121°C por 30 minutos.

E importante ressaltar que a quantidade e o perfil de polifendis contidos no sorgo
também variam significativamente em funcdo do gendtipo. Os sorgos do tipo vermelho e
amarelo, por exemplo, possuem maior quantidade de flavonas que genotipos de sorgo de
outras cores como o branco (TALEON et al., 2014; WU et al., 2016).

Outro fator que afeta o contetdo polifendlico e a atividade antioxidante dos
vegetais € o déficit hidrico (COHEN; KENNEDY, 2010). Segundo estudo conduzido por
Wu e colaboradores (2017), os niveis totais de polifendis e a atividade antioxidante do
grdo de sorgo aumentaram significativamente quando a quantidade de &gua usada na
irrigacéo foi reduzida.

Além dos compostos fendlicos, outra classe de compostos bioativos encontrados
no sorgo sdo 0s taninos, que possuem alto peso molecular, sendo do tipo condensado, e
conhecidos como proantocianidinas (DYKES; ROONEY, 2006). Segundo Awika e
Rooney (2004), os taninos possuem efeitos anticarcinogénicos, antimutagénicos e
antimicrobianos possivelmente devido as suas caracteristicas antioxidantes.

Os taninos do sorgo também fazem ligacdo com proteinas, carboidratos e outros
nutrientes, reduzindo a digestibilidade dos nutrientes, especialmente do amido
(BARROS; AWIKA; ROONEY, 2012). Entretanto, podem trazer beneficios a saide, pois
0s gendtipos de sorgo que possuem taninos possuem maior capacidade antioxidante do
gue sorgos sem taninos (AWIKA; ROONEY, 2004).

O consumo de alimentos com farinha de sorgo integral vem apresentando
potencial de melhorar o status antioxidante e a modulagdo dos marcadores de estresse
oxidativo. Entre os cereais, algumas variedades de sorgo, como 0s que apresentam testa
pigmentada (Red Swazi, NS 5511 e Framida), possuem maior quantidade de polifendis,
funcionando como fortes antioxidantes in vitro (DLAMINI; TAYLOR; ROONEY,
2007).

A composic¢éo do sorgo depende de diversos fatores, sendo 0 mais importante o
gendtipo. De acordo com Awika e Rooney (2004), as variedades de sorgo das cores

vermelha, marrom e preta sdo ricas em fitoquimicos que possuem atividade antioxidante.
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Ainda, segundo estudo realizado no Brasil por Moraes e colaboradores (2012), com
sorgos do tipo branco (BRS 309), marrom (BRS 305) e vermelho (BRS 310),
demonstrou-se que 0 sorgo marrom possui maior concentragdo de fendélicos totais, taninos
condensados, luteolinidina e apigeninidina (p < 0,05). Entretanto, a concentracéo de fitato
desse genotipo foi significativamente menor quando comparado aos outros genétipos (p
< 0,05).

Segundo Ayala-Soto e colaboradores (2015) que analisaram a composigéo de
sorgo branco (TX631 RTx431), marrom (Pioneer 81G67) e vermelho, 0 sorgo marrom
apresentou 35,15mg de tanino enquanto o sorgo vermelho apenas 1,26mg e 0 sorgo
branco ndo apresentou taninos. Para os fendlicos totais, 0 sorgo rico em tanino apresentou
41,42mg, o vermelho 7,13mg e o branco 3,68mg.

Em contrapartida, Moraes e colaboradores (2012) apontaram que em relacdo a
concentracdo de antocianinas e atividade antioxidante, ndo existem diferencas
significativas entre os sorgos branco, marrom e vermelho analisados, BRS 309, BRS 305
e BRS 310, respectivamente. Nesse mesmo estudo in vivo com ratos, demonstrou-se que
uma dieta contendo farinha de sorgo € eficaz para diminuir inflamacéo e marcadores de
estresse oxidativo (MORAES et al., 2012).

2.1.5. Sorgo e indice Glicémico

O indice Glicémico (IG) é um parametro utilizado para classificar os alimentos
que contém carboidratos de acordo com a resposta glicémica que promovem em relacédo
a resposta observada apds consumo de um alimento referéncia. A glicose é a referéncia
padrdo com valor determinado em 100. Dessa forma, o IG é determinado como a area
formada abaixo da curva de resposta glicémica ap6s o consumo de 50 g de carboidratos
de um alimento-teste, dividida pela area abaixo da curva de resposta glicémica apds o
consumo do alimento de referéncia contendo o mesmo teor de carboidratos (WOLEVER
etal., 1991).

Segundo Jenkins e colaboradores (2002), dietas de alto IG apresentam menor
poder de saciedade, resultando em excessiva ingestdo alimentar, favorecendo o aumento
do peso corporal. Além disso, podem alterar o perfil lipidico e a secre¢do insulinica,
favorecendo o aparecimento de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (JENKINS et al., 2002).

A DM2 é uma Doenca Cronica N&o Transmissivel (DCNT) multifatorial,

possuindo diversas causas. Entretanto, estd fortemente associada a obesidade e a alta
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ingestdo de carboidratos (BRAY; POPKIN, 2014; CHENG et al., 2013). Segundo
Guariguata e colaboradores (2014), a DM2 tem crescido rapidamente nos ultimos anos e
a tendéncia é que atinja 592 milhdes de pessoas até 2035. Uma maneira de prevenir essa
DCNT é controlando o aumento da glicemia por meio de dieta, isso porque a DM2 pode
ser causada por uma desregulacdo da homeostase glicémica (BRAND-MILLER et al.,
2009).

O consumo de alimentos de alto IG leva a uma grande e répida elevacdo da
glicemia e seu consumo excessivo habitual é associado ao aumento do risco de DM2. Em
contrapartida, alimentos com baixo IG possuem carboidratos de digestdo lenta, causando
uma menor e mais lenta elevacdo do nivel de glicose sanguinea, sendo, portanto,
preventivo em relacdo 8 DM2 (BHUPATHIRAJU et al, 2014; BRAND-MILLER et al,
2009).

O consumo de alimentos de alto IG pode também favorecer o aumento do apetite,
promovendo um balango energético positivo (BOUCHE et al., 2002). Isso porque ocorre
uma elevacdo aguda da glicemia pds-prandial resultando no aumento da secrecdo
insulinica e em seguida uma queda da glicemia, podendo levar a quadros de hipoglicemia.
Essa resposta metabolica indica que o organismo esta tendo dificuldades para acessar seus
substratos energéticos, resultando no aumento da ingestdo alimentar (ALFENAS;
PAIVA, 2007).

Diversos estudos encontraram associacdo entre alta ingestdo de carboidratos
simples (refletida pelo aumento da carga glicémica da dieta) com aumento do risco de
DM2 e cardiopatia isquémica, assim como um alto consumo de gréos e cereais integrais
confere protecdo para essas condi¢cdes (GIUGLIANO et al., 2018; MOZAFFARIAN,
2016).

Segundo Brouns e colaboradores (2005), proteinas, lipidios e fibras alimentares
retardam a velocidade de digestdo e absorcdo dos alimentos, resultando em menor
elevacdo da glicemia por serem de menor IG. Além disso, as proteinas podem estimular
secrec¢do insulinica, favorecendo assim a reducdo do IG (GANNON et al., 2003).

Portanto, para reduzir o I1G das preparacdes, pode-se adicionar alimentos ricos em
proteinas e fibras, promovendo assim aumento da saciedade e reducdo da ingestdo
alimentar (BROUNS et al., 2005).

Gillies e colaboradores (2007), a partir de uma revisdo sistematica e meta-analise,

concluiram que a modificacdo de estilo de vida € eficaz para prevenir ou retardar o inicio
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do diabetes entre individuos com intolerancia a glicose, sendo as intervengdes de estilo
de vida (dieta e exercicio fisico) tdo eficazes quanto a terapia farmacoldgica.

Uma dieta com reducdo de carboidratos e de baixo IG demonstra melhoria
significativa na glicemia de jejum, insulina de jejum, hemoglobina Alc e favorece a perda
de peso, quando comparada a uma dieta normoglicémica (WESTMAN et al., 2008).

A composic¢éo nutricional da dieta e a distribuigdo de macronutrientes influenciam
0s componentes individuais da Sindrome Metabdlica (SM), e estudos tém investigado a
melhor composicdo da dieta para atuar em todos os fatores de risco cardiovascular
presentes na SM. Pesquisas mostram que dietas com reducdo de carboidratos e
aumentadas em proteina reduzem os niveis plasmaticos de triglicerideos e aumentam o
colesterol HDL (KRAUSS et al., 2006; MCAULEY et al., 2005). Portanto, dietas com
maior quantidade de proteina, em especial de origem vegetal, podem ser mais eficazes
para melhorar o perfil lipidico e a acdo da insulina (KRAUSS et al., 2006; MCAULEY
et al., 2005; ABETE et al., 2010).

Além disso, o consumo elevado de alimentos ricos em antioxidantes, incluindo
frutas e hortalicas, bem como alimentos ricos em gorduras insaturadas e proteinas,
sobretudo de fontes vegetais ou carnes magras, aliada a ingestdo equilibrada de
carboidratos de baixo IG e baixa ingestdo de gordura saturada e trans, em combinagéo
com exercicio regular pode ser benéfico para a prevencdo e controle das DCNTSs
(SCHUSTER; OLIVEIRA; DAL BOSCO, 2015).

O endosperma do sorgo possui um amido com perfil de digestdo mais lento
quando comparado a outros cereais, tal propriedade demonstra, portanto, modular a
resposta glicémica pés-prandial em humanos (SIMNADIS; TAPSELL; BECK, 2016).

Segundo a revisdo sistematica realizada por Simnadis, Tapsell e Beck (2016), a
resposta glicémica favoravel induzida pelo consumo de sorgo é similar em magnitude
quando comparada a diminuicdo da glicose induzida pelo consumo de graos ricos em
beta-glucana como aveia e cevada (TOSH, 2013).

A digestibilidade do amido nas farinhas de sorgo e milho € influenciada pelo
vitreo do endosperma e os efeitos sdo mais pronunciados no sorgo. Ou seja, a digestdo do
sorgo parece ser resultado do acesso reduzido da alfa-amilase ao amido devido a formagéo
de uma rede proteica mais complexa e restritiva nesse cereal (EZEOGU; DUODU;
TAYLOR, 2005).

Segundo revisdo sistematica realizada por Simnadis e colaboradores (2016), a

resposta glicémica favoravel tem relacdo com a presenca e a digestibilidade do amido.
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Estudos in vitro conduzidos por Yousif e colaboradores (2012) e Khan e colaboradores
(2014), respectivamente, demonstraram diminui¢do da digestibilidade do amido em pées
sirios preparados com sorgo e verificaram uma correlagdo inversa entre a digestibilidade
do amido e o teor de sorgo de massa. Ou seja, a adi¢ao de sorgo a produtos alimenticios
¢ capaz de reduzir a digestibilidade do amido e quanto maior a adicdo, menor a
digestibilidade.

Um estudo in vivo conduzido por Poquette, Gu e Lee (2014), que tinha como um
dos objetivos verificar a resposta glicémica e insulinémica pos prandial depois do
consumo de muffin com farinha de sorgo (variedade rica em amido resistente e amido de
lenta digestdo) demonstrou que o consumo de muffins de sorgo contribuiram para a
atenuacdo da glicemia e respostas a insulina quando comparados aos muffins elaborados
com farinha de trigo integral.

Outras pesquisas também mostram que alguns genotipos de sorgo possuem alta
concentragdo de taninos e compostos fendlicos que estdo associados a inibigdo enzimatica
e interacdo com a molécula de amido. Sendo assim, ha impacto na digestibilidade do
amido, aumento do amido resistente e diminuicdo do IG em alimentos (LEMLIOGLU-
AUSTIN et al, 2012; MKANDAWIRE et al, 2013).

O amido resistente possui efeitos fisioldgicos benéficos como reducéo da glicemia
pos-prandial e dos niveis de LDL e triglicerideos plasmaticos. Isso porque como o amido
resistente ndo é digerido no intestino delgado, ele se torna disponivel como substrato para
a fermentacdo das bactérias anaerobicas do colon, trazendo, portanto, beneficios similares
aos das fibras alimentares no trato digestorio (QUEIROZ, 2009).

Um estudo in vivo conduzido por Prasad e colaboradores (2015) que comparou o
IG de produtos como semolina, macarrdo, biscoito e cereal matinal a base de farinha de
sorgo com farinhas de trigo, arroz e semolina verificou que os produtos a base de sorgo
apresentaram menor 1G. Tal fato é devido a menor resposta glicémica produzida pela
digestéo lenta de carboidrato, diminuindo, portanto, a absorcao de glicose na circulacao.

Segundo Moraes e colaboradores (2015), o indice glicémico estimado do sorgo de
pericarpo marrom (genétipo SC 21) foi negativamente correlacionado ao conteddo
fenodlico, especificamente flavonoides e atividade antioxidante, fibra dietética (sollvel e
insoluvel) e beta-glucana. Isso porque os gendtipos de sorgo do tipo marrom possuem
uma espessa camada pigmentada abaixo do pericarpo, chamada de testa, possuindo maior

concentracdo de fendlicos totais, taninos e atividade antioxidante.
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De acordo com Pineli e colaboradores (2015), apesar da grande diversidade e
variedade de sorgos, os estudos com sorgo em produtos sem gluten sdo focados em
farinhas comerciais de sorgo branco ou vermelho. Outro ponto importante é que ainda
existem poucas pesquisas que associam 0 uso do sorgo aos taninos, outros compostos
fenolicos e amido resistente. Sendo assim, sdo necessarios mais estudos com sorgo devido
as suas caracteristicas nutricionais e sensoriais para desenvolvimento de produtos sem
gluten de qualidade e para entender as respostas glicémica e insulinémica desses produtos

sem gldten e a base de sorgo.

2.2. Alternativas de produtos sem glaten

A intoleréncia ao glaten, também conhecida como sensibilidade ao gluten,
hipersensibilidade ao gluten e intolerancia ao glaten néo celiaca € uma sindrome que tem
aumentado sua prevaléncia nos ultimos anos (SAPONE et al., 2012; BIESIEKIERSKI et
al., 2011).

Essa intolerancia é mais comum no sexo feminino e em adultos e parece ter maior
incidéncia que a DC, que atinge cerca de 1% da populacdo mundial. Estima-se que atinja
até 6% da populagdo (DI SABATINO; CORAZZA, 2012; CATASSI et al., 2013; AZIZ
etal., 2014; VOLTA et al., 2014).

Os sintomas séao diversos, sendo alguns similares a DC como diarreia, anemia e
perda de peso. Outros sintomas podem ser dor abdominal, nausea, eritema, cefaleia,
cansaco crénico e depressdo (SAPONE et al., 2012).

O tratamento se da pela retirada do glaten da dieta, fazendo com que haja uma
regressdo completa dos sintomas (SAPONE et al., 2012; BIESIEKIERSKI et al., 2011,
VERDU; ARMSTRONG; MURRAY, 2009).

Diferentemente da intolerancia ao gluten, a DC é uma enteropatia autoimune
desencadeada pelo glaten em individuos geneticamente suscetiveis (LIONETTI;
CATASSI, 2011). Segundo diretrizes, o diagnostico deve ser baseado na combinagéo de
um teste soroldgico positivo para DC e uma pequena bidpsia do intestino delgado que
mostre anormalidades nos vilos (HUSBY et al., 2012; WGO, 2016).

O individuo portador de doenca celiaca pode ou ndo apresentar sintomas, sendo
0s sintomas gastrointestinais classicos, diarreia, esteatorreia e perda de peso devido a ma
absorcdo de nutrientes. Aproximadamente 50% dos portadores apresentam outros
sintomas como anemia, osteoporose e problemas neuroldgicos (RAMPERTAB et al.,
2006; TURSI et al., 2001).
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Nos ultimos 20 anos, a DC se tornou um problema de satde publica. Um estudo
realizado por Singh e colaboradores (2018) mostrou que sua prevaléncia € de 0,7%
variando de acordo com sexo, idade e localizacdo geogréfica. Nesse estudo verificou-se
que no Brasil essa prevaléncia esta entre 0,2 e 4%. Entretanto, é importante ressaltar que
em mulheres a prevaléncia de DC é 1,5 vezes maior que em homens e em criangas € o
dobro quando comparada aos adultos.

O tratamento da DC é a dieta isenta de gluten por toda a vida (HAINES;
ANDERSON; GIBSON, 2008). Sendo assim, nos ultimos anos, tem aumentado o
interesse da industria em desenvolver produtos isentos de glaten. Alguns cereais menos
conhecidos como sorgo, quinoa e amaranto tém aparecido como boas alternativas
(ALVAREZ-JUBETE; ARENDT; GALLAGHER, 2010; TAYLOR; EMMAMBUX,
2008).

De acordo com Srichuwong e colaboradores (2017), cereais e pseudocereais como
sorgo, quinoa e amaranto podem ser usados na industria alimenticia devido ao potencial
de melhorar textura e valores nutricionais devido a sua composi¢do. Um estudo
conduzido por Taylor e colaboradores (2014) mostrou que o0s grdos de sorgo, quinoa e
amaranto sdo ricos em diversos fitogquimicos que possuem antioxidantes e atividade de
eliminacdo de radicais livres.

Na Asia, Africa e América do Sul, esses mesmos cereais sdo utilizados como
farinhas integrais sendo substratos para a producdo de grande variedade de comidas
fermentadas e bebidas (HAMMES et al, 2005; TAYLOR; EMMAMBUX, 2008).

As caracteristicas dos cereais sdo fundamentais para seu uso em produtos
alimenticios. A maior parte de sua composicdo € o amido, que desempenha um papel
critico nas propriedades tecnoldgicas das farinhas devido a sua transformacao fisico-
quimica e interacdo com outros ingredientes. Por exemplo, em massas e produtos de
panificagdo, os granulos de amido representam a fase descontinua porque séo distribuidos
de acordo com a fase continua que é a rede de glaten (ROBIN; PALZER, 2015).

Nos produtos sem glaten, o amido tem papel fundamental, conferindo estrutura,
textura e estabilidade ao produto final (HAMMES et al, 2005). Segundo Srichuwong e
colaboradores (2017), além do amido, outros fatores como fibras dietéticas, lipidios,

micronutrientes e fitoquimicos interferem nas propriedades da farinha integral de cereais.

27



2.3. Sorgo na panificacéo

Um estudo conduzido por Yousif e colaboradores (2012) avaliou o uso de farinha
integral de sorgo branco e vermelho como substituto parcial da farinha de trigo refinada
em pdes sirios e demonstrou que quando comparada a farinha de trigo refinada, as farinhas
de sorgo apresentavam menos proteinas e fibras totais e valores similares de lipidios e
carboidratos.

Segundo Goodall e colaboradores (2012), as prolaminas do sorgo, chamadas de
kafirins, sdo consideradas similares as do milho, porém, menos digeriveis. Além disso, as
cadeias polipeptidicas das proteinas do sorgo sdo extremamente curtas e ligadas, o0 que
dificulta a interacdo proteina-proteina, afetando a coesividade e a capacidade de retencéo
de gas nas massas de sorgo (TAYLOR; BELTON, 2002). Além disso, o conteudo de
amido e outros polissacarideos deve ser considerado para avaliar o potencial tecnoldgico
das farinhas de sorgo na producéo de paes.

Ainda em relacdo ao amido, Barros et al. (2012) demonstraram que as interagdes
entre o amido e os compostos fendlicos e taninos diminuem a digestibilidade do sorgo in
vitro. Essa é uma propriedade importante, pois 0 uso de grdos com taninos pode resultar
em produtos sem gldaten com baixo IG.

Em outro estudo conduzido por Barros et al. (2014), verificou-se que as
proantocianidinas do sorgo modificam naturalmente o amido devido a forte interagdo com
a amilose, tornando possivel a producdo de alimentos ricos em amido resistente.

Portanto, existem diversas vantagens nutricionais quando se trata do sorgo e o
maior desafio da industria alimenticia em relagdo aos produtos isentos de gluten €
melhorar as propriedades sensoriais, principalmente a textura. Assim, é crucial conhecer
a relacdo entre a estrutura e a funcdo do sorgo que ainda é pouco conhecida (ROBIN;
PALZER, 2015; SCHAFFER-LEQUART et al., 2015; ALVAREZ-JUBETE et al., 2010;
HAGER et al., 2012).

Outro desafio € produzir produtos sem glaten com baixo IG, ou seja, escolher
substitutos ao glaten que além de conferirem caracteristicas sensoriais desejaveis,
colaborem para melhorar o metabolismo da glicose. Um estudo conduzido por Roméo et
al. (2020) analisou 12 amostras de paes sem gldten comerciais, e apenas 4 amostras eram
de pées integrais ou multigréos ricos em fibras (teor de fibras alimentares > 69/100Q).
Sendo que 58% dos pées apresentaram alto 1G e os outros 42% medio 1G, mesmo as
versdes integrais. O estudo demonstra a constante importancia de buscar substitutos ao

gluten que ndo somente compensem as caracteristicas de textura e sabor dos produtos.
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Apesar dos gréos de sorgo, quinoa e amaranto serem considerados ingredientes
com grande potencial para o desenvolvimento de produtos sem gluten, sua utilizacéo na
indUstria de alimentos ainda é bem limitada devido a fatores como disponibilidade,
desenvolvimento da producdo, preco e pesquisas (SRICHUWONG et al., 2017). Em
contrapartida, ocorreu um aumento da demanda de produtos sem gldten e o uso de sorgo

comegou a surgir em paises desenvolvidos, segundo Adiamo, Falawe e Olawoye (2017).

2.3.1. Importancia do sorgo no desenvolvimento de produtos sem glaten

Segundo Queiroz e colaboradores (2009), devido as suas caracteristicas
nutricionais e sabor suave, a farinha de sorgo vem se tornando cada vez mais comum em
produtos de panificacdo sem glaten. Entre as tendéncias de produtos sem gluten com
sorgo estdo: pao, massas, biscoitos, alimentos infantis, cerveja, barras de cereais e cookies
(QUEIROZ et al., 2011; MORAES et al., 2012; MARTINO et al., 2012; SOARES et al.,
2019).

Diversas pesquisas tém estudado a utilizagdo do sorgo no desenvolvimento de
produtos alimenticios como péaes (SCHOBER et al., 2005; SCHOBER; BEAN; BOYLE,
2007), tortilha (ROONEY; WANISKA, 2000), macarrdao (ROONEY; WANISKA, 2000;
FERREIRA et al., 2016; LIU et al.,, 2012), barra de cereais com pipoca de sorgo
(QUEIROZ et al., 2015), bolo de sorgo com banana (QUEIROZ et al., 2015), alimentos
infantis (MOHAMMED et al., 2011), churros (QUEIROZ et al., 2020), cookies e pastéis
(QUEIROZ et al., 2015; SOARES et al., 2019).

O estudo conduzido por Schober e colaboradores (2005) comparou a qualidade de
pdes sem glaten elaborados com 10 tipos de farinhas de sorgo, sendo utilizado 70% de
farinha de sorgo e 30% de fécula de batata na composicdo. Os sorgos usados foram:
vermelho (geno6tipos MNO2 INC 5 e MNO2 INC 9) e branco (farinha de sorgo branca
comercial e gendtipos MNO2 INC 6, MNO2 INC 7, GS 2799, GS 2801, GS 2802, 1486,
NK 8828). Apobs as analises verificou-se que as maiores diferencas entre os genétipos de
sorgo para a producdo dos paes sem glaten ocorreram em relacdo a estrutura da crosta
formada, entretanto, ndo houve diferencas significativas em relagdo ao volume e peso dos
pdes. No que diz respeito a tecnologia do pao de sorgo, maiores volumes de pao podem
ser alcangados quando se adiciona amido de milho a farinha de sorgo e se produz uma
massa macia (de baixa viscosidade) com alto teor de agua.

Ja na pesquisa de Schober, Bean e Boyle (2007), foram desenvolvidos paes sem

gluten com farinha de sorgo branco sem tanino (Twin Valley Mills, Ruskin, NE). Os paes
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foram elaborados com 70% de farinha de sorgo e 30% de fécula de batata, tendo como
objetivo verificar possiveis melhoras bioquimicas, reoldgicas e microestrutural com uso
de farinha de sorgo fermentada. Os autores concluiram que foi possivel produzir pées de
sorgo de melhor qualidade com o uso de hidroxipropilmetilcelulose e farinha de sorgo
fermentada. Além disso, os pédes que foram elaborados com farinha de sorgo sem
fermentac&o apresentaram um alvéolo maior no centro da crosta do péo.

Segundo Dahlberg e colaboradores (2004), a composic¢do de amido do sorgo é
adequada para o desenvolvimento de produtos de panificacdo saudaveis e isentos de
gluten. Da mesma forma, um estudo de revisdo conduzido por Adiamo et al. (2018) que
analisou a producédo de produtos de sorgo sem gliten, concluiu que o sorgo se mostrou
uma boa opcdo para produtos sem gluten como paes, massas, cookies, salgadinhos,
alimentos infantis e cerveja, além de possuir melhor qualidade nutricional em relacéo ao
trigo.

Um estudo realizado por Trappey e colaboradores (2014) com sorgo branco
(Fontanelle D-1000-7) demonstrou que a composi¢cdo da farinha de sorgo e sua
granulometria afetam a qualidade do pdo sem gluten. Foram preparados pées sem glaten
com 70% de farinha de sorgo branco e 30% de fécula de batata e verificou-se que o uso
de farinha de sorgo com menor teor de fibras e granulometria é capaz de produzir paes

sem glaten com melhores caracteristicas como volume, estrutura do miolo, cor e textura.

3. OBJETIVOS
3.1. GERAL
v" Analisar a composicdo quimica e as respostas glicémica, insulinémica e
antioxidante de individuos ap6s consumo dos pées de sorgo de diferentes

genotipos sem gluten.

3.2. ESPECIFICOS

v Determinar o teor de amido resistente dos paes de sorgo;
Determinar o teor de fibras alimentares dos pées de sorgo.
Avaliar a atividade antioxidante dos paes de sorgo;
Analisar a capacidade antioxidante dos paes de sorgo no sangue;

<N X X

Determinar os indices glicémico e insulinémico dos paes de sorgo;
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v' Analisar o comportamento da resposta glicémica e insulinémica pds-

prandial dos pées de sorgo.

4. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa trata de um ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo-cego.
Este estudo é fruto da parceria entre 0 Departamento de Nutricdo da Universidade de
Brasilia (UnB) e a EMBRAPA Sorgo, com fomento da Fundacéo de Apoio a Pesquisa do
Distrito Federal (FAP-DF). O estudo foi dividido em duas etapas: (i) elaboracédo, analise
de composicdo e atividade antioxidante dos paes com diferentes genotipos de sorgo; (ii)
estudo clinico para avaliacdo das respostas glicémica e insulinémica dos pées de sorgo

sem glaten.

4.1. Elaboracao, anélise de composicao e atividade antioxidante dos paes

4.1.1. Elaboracéo dos paes sem glaten a base de sorgo e de arroz

A primeira etapa do estudo consistiu na escolha dos gendtipos de sorgo. Essa
escolha ocorreu com base em estudo realizado anteriormente por Andrade de Aguiar et.
al (2020), vinculado ao pelo Programa de Pds-graduacdo em Nutricdo Humana da UnB.
Para isso, foram escolhidos trés genétipos de sorgo com caracteristicas diferentes em
relacdo a composicdo de antioxidantes e taninos, e os respectivos paes desenvolvidos que
tiveram melhor aceitacdo pelos voluntarios dessa pesquisa, sendo eles sorgo marrom (BR
305), bronze (BRS 332) e branco (BRS 501).

Os graos de sorgo foram cedidos pela EMBRAPA Sorgo (Sete Lagoas — MG) para
a realizacdo da pesquisa. Apos a selecdo dos trés gendtipos, os paes de sorgo sem gluten
foram elaborados.

Para a elaboracdo dos pdes sem gluten e com sorgo, os grdos de sorgo foram
transformados em farinha utilizando-se o equipamento Thermomix® (Vorwek TM6,
Alemanha) na velocidade 10 por 3 minutos, dessa forma a farinha se tornou homogénea
e atingiu granulometria similar a farinha de arroz (industrializada).

Como péo controle sem glaten, escolheu-se um péo a base de farinha de arroz
(Oryza sativa) por ser um tipo de farinha muito utilizada em produtos sem gluten

comercializados no Brasil. Os pdes a base de arroz (controle) e sorgo, todos sem gluten,
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foram produzidos segundo as Fichas Técnicas de Preparacéo (anexo 1) estabelecidas pelo
grupo de pesquisa em outro experimento conduzido no Laboratdrio de Técnica Dietética
da Universidade de Brasilia (ANDRADE DE AGUIAR et. al, 2020). A formulagdo com

o0 percentual dos ingredientes esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem de ingredientes das formulages de pdes sem glaten utilizados

no estudo.
Ingredientes Porcentagem (%)
Farinha* 22,36
Fécula de batata 10,06
Ovo 6,04
Oleo de soja 5,36
Polvilho doce 4,14
AcUcar mascavo 3,80
Clara de ovo 3,69
Fermento bioldgico seco instantaneo 1,12
Sal 0,56
Goma xantana 0,39
Agua 42,48

*Arroz ou sorgo.

4.1.2. Analise da composicdo quimica dos paes

Foram realizados testes bromatol6gicos em triplicata para determinacdo da
composicdo quimica dos pées de sorgo e do pédo de arroz (controle). Foram analisados:
umidade (AOAC Official Method 925.09), cinzas (AACC Official Method 08-03.01),
proteinas (AACC 46-13), lipidios, amido resistente (AR), fibra alimentar (AOAC Official
Method 985.29) e atividade antioxidante dos quatro tipos de pées. Todos os pées foram
produzidos no dia anterior as analises sendo armazenados em plasticos para alimentos em

temperatura ambiente. Os protocolos das analises estdo nos anexos 2 a 7.
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Foi possivel determinar umidade por secagem direta em estufa a 105°C (anexo 2),
cinzas em mufla a 550°C (anexo 3), proteinas pelo método de Kjedahl (anexo 4) e lipidios
pelo método de Soxhlet (anexo 5).

As fibras foram determinadas pelo método enzimatico-gravimétrico que se baseia
na gelatinizagdo e hidrolise parcial do amido com a-amilase termoresistente, seguida de
hidrdlise de parte das proteinas com protease e hidrolise do amido residual com
amiloglucosidase (AOAC Official Method 985.29).

Para a determinacdo do amido resistente foi utilizado o protocolo AOAC Method
2002.02 e AACC Method 32-40.01. As amostras foram incubadas com solucédo de a-
amilase pancreéatica e amiloglucosidase (AMG) em equipamento com rotagdo de 200 rpm
a 37°C por 16 horas. A reagédo foi parada com a adi¢do da solugdo GOPOD (glicose
oxidase + peroxidase e 4-aminoantipirina). As solucdes padrdo de D-glicose foram
preparadas em quadruplicata misturando 0,1mL de D-glicose (1 mg/ml) e 3mL de
reagente GOPOD. O branco foi preparado com 0,1mL de tampéo de acetato de sodio (pH
4,5) e 3mL de reagente GOPOD. Todos os tubos foram colocados no banho maria a 50°C
com rotacdo de 200 rpm por 20 minutos. Por fim, foi medida a absorbancia de cada
solucdo em espectrofotdmetro a 510nm (McCLEARY; McNALLY; ROSSITER, 2002).
O protocolo completo esta no anexo 6.

Por fim, os carboidratos foram determinados por diferenca: 100 — (peso em
gramas [proteinas + lipidios + cinzas + fibras + AR] em 100g de amostra). As analises
para determinacdo da composicdo nutricional dos paes foram realizadas antes da etapa
experimental com os voluntarios. 1sso porque era necessario que cada porg¢éo consumida

pelos individuos possuisse 50g de carboidrato disponivel.

4.1.3. Analise da atividade antioxidante dos paes

A anélise da atividade antioxidante dos pées foi realizada pelo método de ORAC
(do inglés, Oxygen Radical Absorbance Capacity) que mede a capacidade de absor¢éo de
radicais de oxigénio. O método de ORAC determina a capacidade de absorcao de radicais
de oxigénio por meio da construcdo de uma curva de decaimento da fluorescéncia em
funcédo do tempo.

Para 0 método de ORAC foram utilizados: tampédo fosfato com pH 7.,4; 2-
fluoresceina 16,371.10% mol/L; AAPH 178 mmol/L (Dicloridrato de 2,2'-Azobis(2-
amidinopropano); e trolox. As amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos e as

leituras realizadas a cada 60 segundos em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
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485 a 520nm (ALBARICI; FREITAS; PESSOA, 2009). O protocolo completo da analise
de atividade antioxidante pelo método de ORAC esta no anexo 7 (SINGLETON; ROSSI,
1965; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; WANG; CAO; PRIOR, 1997).

4.2. Estudo clinico
4.2.1. Definicéo do publico e recrutamento

Foram recrutados adultos saudaveis do sexo masculino entre 20 e 45 anos para
participar da pesquisa. Para realizacdo do calculo amostral foi utilizado o programa G
Power versdo 3.1.9.2 (Universidade de Disseldorf, Alemanha) adotando poder estatistico
de 90% e nivel de significancia de 5%, assumindo os niveis de glicose como a primeira
variavel do estudo e com base no resultado de Poquette, Gu e Lee (2014), no qual resultou
em nove participantes em cada grupo experimental. Os sujeitos que por ventura se
desligaram do estudo foram recolocados por novo recrutamento e seguiram com uma
nova randomizacéo.

O recrutamento foi realizado por meio da distribuicdo de cartazes e panfletos
publicos e divulgacdo da pesquisa em redes sociais. Foram selecionados 13 individuos
adultos jovens com 28 anos + 4,88 saudaveis. A participacdo se deu de maneira voluntaria
e 0s participantes ndo recebiam pela participacdo. Os participantes foram avaliados por
meio de questionario de salde que se encontra no apéndice 1. Aqueles que possuiam
histérico de doencas cardiovasculares, metabolicas e gastrointestinais, em uso de
medicamentos, portadores de asma, diabetes mellitus, hipertenséo arterial sistémica e
tabagistas foram excluidos da amostra. Além disso, foram considerados os seguintes
critérios de inclusdo: ndo apresentar flutuagdo de peso > 5 kg nos tltimos trés meses; ndo
apresentar disturbios do sono e nem utilizar medicamentos para esse fim; ndo apresentar
alergia aos alimentos fornecidos durante o estudo. Os voluntéarios foram orientados a

manter constante o nivel de atividade fisica e os habitos de vida durante a pesquisa.

4.2.2 Desenho experimental

O protocolo do presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia, sendo aprovado sob o CAAE
58257416.1.0000.0030. Todos os voluntarios foram esclarecidos quanto aos objetivos da

pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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O estudo realizado foi um ensaio clinico randomizado cruzado duplo-cego, em que
11 individuos participaram de cinco etapas experimentais com intervalo de 3 a 15 dias
entre elas. Entretanto, foram utilizados os dados de 10 individuos, pois um foi excluido
da amostra.

Cada sujeito participou de forma aleatdria de cinco sessfes. Uma das sessdes foi
realizada no laboratdrio de andlises clinicas parceiro do estudo, em Brasilia (DF), com
consumo de 50g glicose anidra — curva padrdo. As demais sessoes foram realizadas na
sala de coleta do Laboratdrio de Bioquimica da Nutricdo do Departamento de Nutrigdo
na UnB. Em cada sesséo na UnB os voluntarios consumiram um tipo de pao. Em trés dias
de experimento foram consumidos os pédes de sorgo (pericarpo branco, marrom ou
bronze) e em outro dia o pao controle (& base de farinha de arroz), todos contendo 509 de
carboidrato disponivel por porcao, sendo 1129, 1279, 1369 e 133g de pdo controle, de
sorgo marrom, bronze e branco, respectivamente.

Os paes foram produzidos na véspera do experimento, armazenados em sacos
plasticos para alimentos em temperatura ambiente, e codificados. O cegamento dos
voluntéarios e da pesquisadora responsavel foi feito por meio da ndo especificacdo de qual
péo foi consumido no momento do experimento.

Os voluntarios se apresentaram ao Laboratério de Bioquimica da Nutricdo
(Departamento de Nutricdo da UnB) entre 7 e 8 horas da manha, em jejum de 12h para a
realizacdo dos experimentos. Eles foram instruidos a ndo ingerir bebida alcodlica e nao
realizar exercicios fisicos ndo habituais por 24 horas antecedentes ao teste e a ingerir uma
refeicdo normoglicidica na noite anterior. Para a coleta de sangue das curvas glicémica e
insulinémica padréo (glicose anidra), os voluntarios se apresentaram no Laboratério de
analises quimicas parceiro seguindo as mesmas orientacdes.

Nos dias das etapas experimentais, foi determinada a glicemia capilar de jejum
(GCJ), registrado o nimero de horas de sono na noite anterior, o horéario da Gltima refeicdo
no dia anterior e aplicado um recordatorio alimentar de 24h. Os recordatérios 24h foram
calculados por meio da plataforma CalcNut (DA COSTA, s.d.) para verificar ingestdo
caldrica e distribuicdo de macronutrientes e fibras de cada dia anterior as coletas no
Laboratdrio de Bioquimica da Nutricdo. A GCJ foi avaliada por puncéo digital, utilizando
glicosimetro e fita reagente Accu-check Performa (Roche Diagnostics, Suica), a fim de
confirmar o estado de jejum.

Em cada etapa do estudo, os voluntarios ingeriram um dos alimentos testes no

periodo de 10 minutos podendo consumir até 100mL de agua para ajudar no consumo.
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Nos tempos 0 (imediatamente antes da ingestdo, em jejum), 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 180
minutos ap6s o consumo foram realizadas coletas de sangue para avaliacdo do
metabolismo da glicose (glicose e insulina). Nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos foi
coletado sangue para avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma sanguineo. Foi
permitido ao voluntario durante a realizacdo do experimento ler, ouvir masica, assistir
televisdo, usar computador e, eventualmente, utilizar o banheiro do laboratorio.
4.2.3. Avaliacdo Antropométrica

No primeiro dia de teste, foram aferidos inicialmente peso, altura e percentual de
gordura corporal. Para o peso, foi utilizada balanca eletrénica digital do tipo plataforma,
com capacidade para 150 kg e precisdo de 59 (OMRON modelo HN-289, China). A
estatura foi medida utilizando um estadidbmetro compacto portétil milimetrado, com
extensdo de 210 cm e escala de 0,1cm, fixado a parede (Wiso modelo E210, China). Para
a determinacdo do peso e da estatura, os voluntarios estavam posicionados em pé, em
posicdo firme, com os bracos relaxados, cabeca no plano horizontal e com o minimo de
roupa possivel. Foi calculado o valor do indice de massa corporal (WHO, 2000). O
percentual de gordura corporal foi determinado por bioimpedancia de quatro pontos
(Body Compositon Analyzer — Quantum |1, RJL Systems, EUA) na qual o voluntéario foi
orientado a estar em jejum de 12 horas e ndo consumir nenhum tipo de liquido durante
esse mesmo periodo e esvaziar a bexiga imediatamente antes do teste. O célculo foi
realizado com planilha no Excel de acordo com os dados de resisténcia e reatancia
(LUKASKI et al., 1985).

4.2.4. Andlise de glicose e insulina no plasma

Nos tempos determinados previamente, foram coletados quatro mL de sangue
venoso em tubo tipo soro para analise da glicemia e insulina. Todas as amostras foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Ap0s isso, 0s tubos foram armazenados
em gelo para manter a temperatura de 4°C e encaminhados ao laboratério de analises
clinicas parceiro da pesquisa. A analise de glicose e insulina no plasma foi realizada pelos
métodos de hexoquinase (ADVIA, modelo 2400, Siemens Healthcare Diagndsticos S.A.,
Brasil) e quimioluminescéncia (ADVIA, modelo Centauro, Siemens Healthcare
Diagnosticos S.A., Brasil), respectivamente (HENRY, 2007). A sensibilidade da glicose
oxidase foi de 0,12 mmol/L (com coeficiente de variacdo intra-analise de 0,41%) e o da

insulina de 1,39 pmol/L (com coeficiente de variacdo intra-analise de 1,9%).
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4.2.5. Analise da capacidade antioxidante

Nos tempos determinados (0, 60, 120 e 180 minutos) foram coletados trés mL de
sangue venoso em tubo tipo EDTA adicionados de glutationa reduzida (GSH) 0,65
mmol/L para analise de antioxidante no plasma. Em seguida as amostras foram
centrifugadas (4.000 rpm por 15 minutos a 4°C) sendo imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para posterior analise. As andlises foram
realizadas de acordo com o método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

A capacidade antioxidante foi estimada pela medida do aumento da absorbancia
causada pela formacéo de ions ferrosos a partir do reagente FRAP contendo TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazina) e FeCl2.6- H20. A absorbancia foi medida por espectrofotometro a
593nm. O método descrito por Benzie & Strain (1996) envolve o uso de amostras de
sangue coletadas em tubos heparinizados. Trés mL do reagente FRAP recém preparado a
37°C [1mL solugédo (10mM de 2,4,6,TPTZ) em 40nM de HCI, 1mL de solucdo 20mM
FeCl2.6- H20, 10mL de 0,3 M tampéo acetato (pH 3.6)] foi misturado com 0,375mL de
agua destilada e 0,025mL das amostras de plasma.

Para analise do FRAP, o reagente FRAP foi preparado a partir de 25mL de tampao
acetato 0,3mol/L pH 3,6; 2,5mL da solucdo de 2,4,6-tripiridil-s-triazina 20nmol/L em
acido cloridrico 40mmol/L; e 2,5mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20mmol/L,
sendo usado imediatamente apos a sua preparagao.

A absorbancia da cor desenvolvida na camada organica foi medida a 593nm. A
temperatura € mantida a 37°C em banho-maria. As leituras foram realizadas
imediatamente ap6s a mistura do reagente FRAP ao plasma (tempo 0) e ap6s 4 minutos.
A diferenca entre as leituras (tempo 0 e tempo 4) séo usadas para os célculos dos valores
de FRAP.

Para a quantificacdo da capacidade antioxidante do plasma foi construida uma
curva padrao utilizando solucao padréo aquosa de sulfato ferroso na faixa de concentragédo
de 100 a 2.000 umol/L. O FRAP foi expresso em pmol/L. Os resultados foram expressos
em umol Fe/L. O protocolo de anélise da capacidade antioxidante pelo método de FRAP
esta descrito no anexo 8 (PULIDO; BRAVO; SAURA-CALIXTO, 2000).

4.2.6. Determinacéo dos Indices Glicémico e Insulinémico
Inicialmente foi calculada a area positiva abaixo da curva (AAC) da resposta
glicémica e insulinémica pelo método trapezoidal, conforme o proposto pela Food and

Agriculture Organization (FAO, 1998), utilizando planilha no Excel®. Em seguida, o
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valor da AAC obtido da glicose anidra foi estipulada como o padréo assumindo o valor
de 100. Para obtencéo dos indices glicémicos dos pées de sorgo e controle, foi calculado
a proporc¢éo entre os valores da AAC de cada pao (de sorgo e controle) com a glicose
padrdo (FAO, 1998). O indice insulinémico foi calculado da mesma forma utilizando os
valores de insulina (FAO, 1998). A classificacéo do IG foi feita de acordo com os critérios
(IG alto > 70; IG intermediario 56—69; 1G baixo < 55) previamente estabelecidos por
Brand-Miller et al. (2009).

4.3.1. Analises estatisticas

Os testes de Levene e Shapiro-Wilk foram utilizados para determinar a
homogeneidade de dados de variancia e normalidade, respectivamente. Os resultados
foram analisados tanto quanto a composicdo dos pdes e suas atividades antioxidantes
(ORAC) quanto a resposta glicémica e insulinémica e a capacidade antioxidante in vivo
(FRAP). Para comparacdo entre os grupos (pdo controle e genotipos de sorgo marrom,
bronze e branco) em relacéo a composi¢do dos pées, status antioxidante (ORAC e FRAP)
e AAC da glicose e da insulina, foi feita a analise de variancia (ANOVA) de uma via com
teste post-hoc de Tukey. J& para comparagdo entre 0s grupos em relacdo as respostas
glicémica e insulinémica foi aplicada a ANOVA de duas vias com medidas repetidas com
teste post-hoc de Bonferroni quando houve diferenca significativa entre os estimulos e o
tempo. O tamanho do efeito das respostas de glicose e insulina e AAC de glicose e
insulina foram calculados usando n2 (Eta ao quadrado) (LAKENS, 2013). Para avaliacéo
do consumo alimentar dos voluntarios nos dias anteriores a cada experimento no
Laboratdrio de Bioquimica da Nutricdo, foi aplicada ANOVA de uma via para 0s
recordatorios 24h em relacdo ao VET, distribuicdo de macronutrientes e consumo de
fibras. As analises estatisticas foram conduzidas usando o programa Statistical Package
for the Social Sciences, versdo 21 (SAS Institute, Inc., EUA). As diferengas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (bicaudal). Os valores foram expressos como
média £ desvio padrdo para os dados relativos aos voluntarios e dados dos paes, ja 0s

resultados bioguimicos foram apresentados como média + erro padrao.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise da composicéo dos paes

A figura 3 apresenta as fotos dos pées sem glaten utilizados no estudo.

Pao de Sorgo Bronze

Figura 3 — P&es de arroz, sorgo marrom, bronze e branco utilizados na pesquisa

P3o de Sorgo Branco

A composicdo de nutrientes e a atividade antioxidante dos pées de sorgo e arroz

estdo demonstradas na tabela 3.

39



Tabela 3 — Composi¢do quimica e atividade antioxidante das amostras de pao controle

(arroz) e de sorgo, expressas em g/100g em base seca.

Controle Marrom Bronze Branco

Energia (kcal)** 240 206 220 206

Carboidrato* 37,51+0,85°  31,68+054° 2929+0,56* 30,60 £ 0,39
Amido resistente 3,05 +0,05° 1,77 +£0,12° 2,75+ 0,19 1,55 + 0,06°
Fibra alimentar 3,96 + 0,03 5,79 +0,03¢ 4,71+0,13" 5,48 + 0,03°
Proteina 5,36 + 0,52 5,42 + 0,242 6,13 +0,15° 5,36 +0,18°
Lipidio 7,58 + 0,00 6,41 % 0,08" 8,68 + 0,00¢ 6,87 + 0,00°
Cinzas 1,51 +0,00P 1,53 + 0,00 1,52 +0,02° 1,35 + 0,00
Umidade 40,97 £0,73%  47,42+0,91°  46,94+0,74> 48,80 +0,46"
ORAC (umol TE/g)  25.60 £2.77*  45.49+2.07°  30.84+0.28°  22.41 +3.04°

*Carboidratos totais por diferenca: 100 — (peso em gramas [proteinas + lipidios + cinzas + fibras
alimentares + AR] em 100g de amostra) (FAO, 2003).

** Energia (kcal) calculada por meio da multiplicacdo dos valores médios de carboidratos e
proteinas por 4 e lipidios por 9.

Valores na mesma linha marcados com letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Como demonstrado na tabela 3, todos os pées de sorgo apresentaram menor VET
que o pdo controle. Em relacdo ao teor de carboidratos, todos os pées de sorgo também
apresentaram quantidade inferior quando comparados ao controle (pdo de arroz) (p <
0,002). Além disso, o pdo de sorgo bronze apresentou significativamente menos
carboidratos em relagdo ao péo de sorgo marrom com p = 0,033. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa entre os pées de sorgo bronze e branco (p = 0,26) ou entre 0s pées
de sorgo marrom e branco (p = 0,22). Para amido resistente, o pdo controle e o pao de
sorgo bronze apresentaram maiores valores em relagéo aos demais pées (p < 0,0002 e p
< 0,0005, respectivamente) sem diferenca estatistica entre eles (p = 0,16). Para fibra,
todos o0s pées de sorgo apresentaram significativamente maior teor de fibras em relacéo
ao controle (p < 0,05), tendo o0 sorgo marrom a maior quantidade, seguido do branco e do

bronze (p < 0,05). O sorgo bronze também apresentou maior quantidade de proteina e
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lipidios em relac&o aos demais (p < 0,002 e p < 0,0001, respectivamente). Em relagéo a
umidade, o péo controle apresentou menor valor em comparagdo aos péaes de sorgo (p <
0,004). J& o pédo de sorgo branco apresentou significativamente menor teor de cinzas em
relacdo as demais amostras (p < 0,0001). Além disso, o pdo de sorgo marrom apresentou
maior atividade antioxidante (ORAC) quando comparado as outras amostras (p < 0,001),
sem diferenca estatistica quando se comparou o0 pao controle ao sorgo branco e bronze (p
= 0,388 e p = 0,09, respectivamente) (Tabela 3).

Portanto, o pdo de sorgo bronze apresentou menor quantidade de carboidratos,
mais amido resistente que os outros paes de sorgo e maior teor de proteinas e lipidios em
comparacdo aos demais pées. Em relagdo ao pdo de sorgo marrom, foi observado menor
teor de carboidratos em comparacédo ao controle, menor quantidade de amido resistente e
lipidios, mas grande presenca de fibras e maior atividade antioxidante. Ja o pao de sorgo
branco apresentou menor quantidade de carboidratos e mais fibras que o controle, baixo

teor de amido resistente e baixa atividade antioxidante.

5.2. Estudo Clinico
Entre os 13 voluntarios recrutados, dois desistiram da pesquisa e um foi excluido
devido a resposta insulinémica atipica e diferente dos demais, pois a insulina basal ja era
maior que a referéncia e aumentada em relacdo aos outros voluntéarios (média de 19,6 +
4,5 uUl/mL).
Portanto, finalizaram o estudo 10 individuos do sexo masculino saudaveis com
idade média de 28 anos + 4,88; peso médio de 77,6 kg + 11,75; estatura média de 1,78
cm = 0,07; IMC médio de 24,22kg/m?2 + 2,26; percentual de gordura médio de 21,36 +
5,31 e glicemia capilar em jejum média de 89mg/dL + 4,33. Todos 0s voluntarios ndo
eram fumantes, ndo apresentavam nenhuma DCNT e nem faziam uso de medicamentos.
Em relacgdo aos recordatorios 24h, foram calculadas as médias de consumo dos 10
individuos para todas as coletas de sangue realizadas no Laboratério de Bioquimica da
Nutricdo na Universidade de Brasilia, além das médias de consumo por tratamento (tipo
de pdo consumido). Os voluntarios consumiram em média 1890kcal + 455 e a distribuicao
de macronutrientes foi de 46,4% de carboidrato; 24,2% de proteina; 29,4% de lipidio; e
179 £ 4 de fibras. A andlise dos recordatorios 24h calculados por tratamento esta

demonstrada na tabela 4.
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Tabela 4 — Analise nutricional média dos recordatérios 24h dos 10 voluntarios

participantes do estudo por tratamento

Tratamento VET (kcal) CHO (%) PTN (%) LIP (%) Fibras(g)
Pao Controle 1774 + 541 46P 26°¢ 284 17 £ 8¢
Pao de Sorgo Marrom 1828 + 5022 50° 24°¢ 261 16 £ 4¢
Pao de Sorgo Bronze 1918 + 6602 46° 21¢ 334 15+6¢°
Pao de Sorgo Branco 2041 + 5282 44> 26°¢ 30¢ 19+7¢
Média 1890kcal + 455 46,4% 24,2% 29,4% 17g+ 4

Valores com letras diferentes na mesma coluna demonstram diferenca estatistica (p < 0,05).

Como demonstrado na tabela 4, ndo houve diferenca significativa em relacéo ao
consumo alimentar dos voluntérios do dia anterior a cada experimento no Laboratério de
Bioquimica da Nutricdo (VET, p = 0,73; carboidratos, proteinas e lipidios (p = 0,74; p =
0,59; p = 0,31, respectivamente) e para fibras, p = 0,71).

5.3. Repostas glicémica e insulinémica
Os valores médios e classificacdes de cada estimulo (glicose anidra e pées) em

relacdo aos indices glicémicos e insulinémicos estdo demonstrados nas tabelas 5 e 6,
respectivamente.

Tabela 5 — indice Glicémico da glicose e dos paes controle e de sorgo

Estimulo AAC de 3h da Glicose Indice Glicémico  Classificacdo**
Glicose Anidra 2619.75 + 2094.942 100* Alto
P&o Controle 2098.50 + 1352.532 80 Alto
Pao de Sorgo Marrom 1144.50 + 590.67° 44 Baixo
P&o de Sorgo Bronze 1571.25 + 908.22% 60 Médio
Pao de Sorgo Branco 1662.75 + 1362.39% 63 Médio

Valores da AAC de 3h da glicose estdo apresentados como média + erro padrao.

Valores com letras diferentes na mesma coluna demonstram diferenca estatistica (p < 0,05).
*Valor estipulado como padrédo (100).

**Classificacdo de acordo com Brand-Miller et al. (2009).
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Tabela 6 — indice Insulinémico da glicose e dos pées controle e de sorgo

Estimulo AAC de 3h da Insulina indice Insulinémico
Glicose Anidra 4797.29 + 3009.89% 100
P&o Controle 3372.05 + 3255.73" 70
Pao de Sorgo Marrom 2379.59 + 3083.12° 50
Pao de Sorgo Bronze 2697.02 + 2890.74° 56
Pao de Sorgo Branco 2094.09 + 1212.01° 44

Valores da AAC de 3h da insulina estdo apresentados como média + erro padréo.
Valores com letras diferentes na mesma coluna demonstram diferenca estatistica (p < 0,05).
*Valor estipulado como padréo (100).

Em relacdo a resposta glicémica da AAC de 3 horas, 0 pdo de sorgo marrom
apresentou um valor inferior ao pdo controle (p = 0,047). Além disso, ndo houve
diferencas significativas entre os demais paes (p > 0,074). Ja a resposta insulinémica
(AAC-3h) ndo mostrou diferencas estatisticas entre todas as amostras de pdo (p > 0,074).
A resposta da AAC da bebida de glicose foi significativamente maior do que outras
amostras de péo (p <0,037).

De acordo com a classificagdo IG (IG alto > 70; IG intermediario 56—69; IG baixo
< 55) e como apresentado na tabela 5, o pdo de sorgo marrom apresentou baixo IG, os
pdes de sorgo bronze e branco IG intermediario, e apenas o pdo controle apresentou alto
IG (BRAND-MILLER et al., 2009).

Para os dados da AAC da insulina, como esperado, ao consumir a glicose padréo,
obteve-se maior AAC da insulina em relacdo aos demais grupos (contra pdo de arroz p =
0,037; pao de sorgo marrom p = 0,005; pao de sorgo bronze p = 0,009; pdo de sorgo
branco p = 0,007). J& em comparacdo aos pdes consumidos, ndo houve diferencas
significativas entre eles (p > 0,074).

Para o indice Insulinémico (1), em relacdo as amostras de pdo, os paes de sorgo
apresentaram escores inferiores (56, 50 e 44 para 0s gendétipos bronze, marrom e branco,

respectivamente) em relagdo ao pao controle (70) (Tabela 6).
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As curvas com as respostas glicémica e insulinémica dos voluntarios de acordo
com cada estimulo (glicose, pao controle e pdes de sorgo) sdo apresentadas nas figuras 4

e 5, respectivamente (média + erro padréo).
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Figura 4 — Resposta glicémica aos estimulos (glicose, pdo controle e paes de sorgo) dos voluntarios
participantes do estudo (media + erro padréo)
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Figura 5 — Resposta insulinémica aos estimulos (glicose, pdo controle e paes de sorgo) dos voluntarios

participantes do estudo (média * erro padréo)

N&o houve diferengas significativas em qualquer ponto das curvas glicémicas e
insulinémicas entre as amostras testadas (paes controle e de sorgo) (p > 0,64 ¢ p > 0,48,

respectivamente) (Figuras 4 e 5).
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5.4. Capacidade antioxidante
A curva que demonstra a capacidade antioxidante obtida por meio da anélise do
sangue (FRAP) dos voluntarios ao longo do experimento esta representada na figura 6.
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Figura 6 — Capacidade antioxidante dos paes controle e de sorgo (média + erro padréo)

N&o houve diferengas significativas em relacdo a capacidade antioxidante em
qualquer ponto da curva entre as amostras testadas (pées controle e de sorgo) (p > 0,50)
(Figura 6).

6. DISCUSSAO

No presente estudo o foco era comparar os paes sem glaten de sorgo e de arroz.
Em relacdo a analise de composi¢do dos pées, 0s paes de sorgo apresentaram menor VET
em relacdo ao péo controle. Para carboidratos, as amostras de pao de sorgo apresentaram
entre 29,29 e 31,68¢/100g, ja no estudo conduzido por Romao et al. (2020), que analisou
12 amostras de pdes sem gluten produzido com diversos ingredientes, o teor de
carboidratos variou de 33,32 a 55,92 ¢/100g. Nesse estudo, 83,3% dos pédes sem gluten
possuiam amido de milho, 58,3% polvilho, 16,6% fécula de batata e 16,6% farinha de
arroz na composicao. Devido ao uso desses compostos, 0s paes sem gluten analisados por
Romao et al. (2020) apresentaram maior teor de carboidratos quando comparados aos

pées sem glaten com sorgo deste estudo.
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Jaem relacdo as proteinas, a variacao foi de 5,36 a 6,13g/100g, enquanto no estudo
de Roméo et al. (2020) essa variacdo foi maior, oscilando entre 2,22 e 8,349 por 100g. E
importante ressaltar que o pdo com maior teor proteico (8,34g) tinha em sua composi¢ao
farinha de soja, além de ovo de galinha. Para lipidios, os pdes de sorgo apresentaram
maior teor (entre 6,41 e 8,68g por 100g) em comparacdo aos resultados dos pées
analisados por Roméo et al. (2020) que apresentaram apenas 0,75 a 4,75g por 100g de
amostra.

Em relacdo ao amido resistente, 0 pdo de sorgo bronze apresentou diferenca
estatistica em comparacdo as outras amostras de pao de sorgo (p < 0,05), mas nédo
apresentou diferenca significativa em relagdo ao péo controle (p = 0,16). Isso pode ter
ocorrido porque o arroz é um cereal que possui maior teor de amilose (aproximadamente
25%), e, segundo Chung, Liu e Hoover (2009), amidos com maior teor de amilose
apresentam maiores niveis de amido resistente.

Quando se compara trigo com sorgo, Poquette, Gu e Lee (2014) encontraram que
muffins de trigo apresentaram apenas 0,59 de amido resistente por 100g, enquanto 0s
muffins de sorgo 3,69/100g, provando, portanto, que os produtos de sorgo possuem mais
amido resistente do que os produtos elaborados com trigo. Além disso, de acordo com
Hariprasanna e colaboradores (2015), o grdo de sorgo possui melhor perfil nutricional
que o0 arroz por possuir maior teor de fibras e antioxidantes. Um estudo conduzido por
Matos Segura e Rosell (2011) analisou paes sem gliten comerciais feitos com farinha de
arroz, milho e fécula de batata, e demonstrou que esses paes apresentavam entre 1,09 e
2,99 de amido resistente por 100g de amostra. Apesar da quantidade de amido resistente
encontrada no presente estudo ser similar aos paes sem gluten comerciais analisados por
Matos Segura e Rosell (2011), é importante destacar que a metodologia de analise
utilizada foi diferente da utilizada neste estudo.

Segundo Rosell e Marco (2008), o conteudo de amido resistente depende de
diversos fatores como: caracteristicas do amido no alimento, tipo de granulo, propor¢do
de amilose e amilopectina, cristalinidade do amido e o método analitico utilizado. De
acordo com Pomeranz (1992), o conteido de amido resistente nos alimentos é variavel e
dependente das caracteristicas fisico-quimicas do granulo de amido, bem como dos
processos térmicos e das condi¢cdes de estocagem aos quais foram submetidos. Além
disso, o congelamento, utilizado para prolongar a vida util dos alimentos, pode provocar
alteracOes na estrutura do granulo do amido. Portanto, a metodologia utilizada por Matos

Segura e Rosell (2011) pode ter aumentado a quantidade de amido resistente das
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amostras. Sendo assim, a menor quantidade de amido resistente das amostras do presente
estudo quando comparadas a anélise de Matos Segura e Rosell (2011) pode ter sido
influenciada por ndo ter sido feito o congelamento dos pées, pois 0 congelamento
favorece a formacdo de amido resistente.

E importante ressaltar que a digestdo do amido depende de diversos fatores que
incluem a afinidade da a-amilase por amidos nativos que é dependente do tamanho da
particula do amido devido & disponibilidade da enzima para ligagdo e absor¢do (TAHIR
etal., 2010). Portanto, o tamanho da particula de ingredientes crus e a hidratacdo da massa
desempenham um papel crucial na determinacdo da digestibilidade (in vitro) (DE LA
HERA et al., 2014).

Além disso, granulos de amidos gelatinizados podem formar uma grande
variedade de conformacdes e interacdes com outros compostos de amidos. Dessa forma,
outros nutrientes, como proteinas, podem afetar a digestibilidade do amido. Portanto, o
processo de fabricagdo dos produtos alimenticios pode influenciar o conteudo formado
de amido resistente (DREHER et al., 1984).

Também foi possivel determinar no estudo que todos os péaes de sorgo possuem
significativamente maior teor de fibras do que o pédo controle (de arroz) (p < 0,05),
contribuindo para a classificacdo de 1G mais baixo que o pdo controle, pois quanto maior
o teor de fibras, menor o impacto na glicemia. Esse resultado é de extrema importancia
dado que os produtos sem gluten geralmente apresentam menor teor de fibras por serem
preparados com amido de milho, fécula de batata e farinha de arroz branca (ROSELL;
MARCO, 2008).

Entretanto, é importante ressaltar que os paes foram preparados no dia anterior aos
experimentos, o que pode ter desencadeado o processo de formacgdo de amido resistente
que € formado quando um produto que contém amido é submetido a coccdo e depois
resfriado, pois os granulos de amido sofrem gelatinizacéo e retrogradacdo. Tal fato pode
explicar o motivo pelo qual o p&o de arroz, rico em amido, apresentou maior quantidade
de amido resistente quando comparado aos paes de sorgo (BROWN, 2004).

A farinha de arroz ¢ um dos ingredientes mais utilizados na fabricacdo de produtos
sem glaten, entretanto, apresenta carboidratos de facil digestdo e baixo teor de proteinas
(1,39/1009) e de fibras (0,6g/100g) (ROSELL; MARCO, 2008; NEPA, 2011). Calvo-
Lerma e colaboradores (2019) tambeém destacam que a maioria dos produtos sem gluten,

como pées e massas, possui baixo teor de fibras.
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Ainda, de acordo com Romao et al. (2020), no Brasil, os tipos de farinha e amido
mais utilizados na producédo de pées sem gluten sdo de milho, mandioca, batata e arroz.
Além disso, em relagdo a composicdo quimica de 12 pdes sem glaten, as amostras
apresentaram um teor de fibras variando de 6,79 a 16,269 por 100g, tendo os maiores
valores de fibras os paes integrais sem gluten. Ja no presente estudo, os teores de fibra
dos pées de sorgo variaram de 4,71 a 5,79g por 100g, sendo todos significativamente
superiores ao pdo de arroz (controle).

Segundo Rosell e Marco (2008), a farinha de arroz possui apenas 2,49 de fibras por
100g. Enquanto isso, num estudo conduzido por Oliveira e colaboradores (2016), que
analisou as farinhas de sorgo bronze e marrom dos mesmos gendtipos utilizados nesta
pesquisa, determinou-se que a farinha de sorgo bronze possui 13,469 de fibras e a marrom
19,819 de fibras, ambas por 100g de amostra. Portanto, ambas farinhas de sorgo (bronze
e marrom) utilizadas possuem no minimo 82% mais fibras que a farinha de arroz
comercial que é amplamente utilizada na fabricacdo de pdes sem gluten. Ja os pées de
sorgo bronze e marrom do presente estudo apresentaram 16% e 32% a mais de fibras que
o0 pdo feito com farinha arroz (controle), respectivamente, o que contribuiu para um menor
IG dos paes de sorgo em relacdo ao controle

Outros estudos que analisaram a quantidade de fibras de produtos sem glaten
demonstraram que um pdo sem glaten feito com amido de milho e batata apresenta 3,349
de fibra total por 100g (KORUS et al., 2009) e pdes comerciais sem gluten apresentam de
1,29 a 5,69 de fibra total por 100g (THOMPSON, 2000). Nesse estudo de Thompson
(2000) com farinhas de sorgo, demonstrou-se que o0s paes de sorgo sdo nutricionalmente
melhores que o péo controle & base de farinha de arroz em relacéo ao teor de fibras.

De acordo com o Instituto Internacional de Pesquisa de Arroz (International Rice
Research Institute, 1979), o arroz, tem maior digestibilidade proteica do que o sorgo
porque o0 sorgo apresenta alto teor de fibras e contetdo de taninos em comparagdo ao
arroz. Tal fato se explica devido ao fato de os taninos do sorgo fazerem ligagdo com
proteinas e carboidratos, diminuindo, assim a digestibilidade do amido (POQUETTE;
GU; LEE, 2014; BARROS; AWIKA; ROONEY, 2012).

Ja segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um produto
que apresenta mais de 6g de fibras por 100g € considerado um alimento rico em fibra
(BRASIL, 1998). E, segundo o FDA (Food and Drug Administration), um alimento é
fonte de fibras se apresenta 10 a 19% da referéncia diaria (Dietary reference intakes -

DRI) e rico em fibras se apresenta 20% ou mais de fibras em relacdo a DRI (FDA, 2019).
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Ou seja, para ser rico em fibras deve apresentar mais de 5,5g de fibra por por¢édo. Portanto,
0 péao de sorgo marrom pode ser classificado como rico em fibras pelo FDA e os pées de
sorgo bronze e branco como fontes de fibras pela legislagdo estadunidense. Pela
legislacdo brasileira, todos os paes de sorgo do presente estudo séo considerados fontes
de fibras.

A importancia da fibra dietética na saude se da, dentre outros motivos, em fungéo
dos seus efeitos no metabolismo da glicose. Lembrando que fibra dietética pode ser
definida como qualquer carboidrato ndo digerivel e lignina que ndo é degradada no
intestino delgado. Ela possui papel essencial na reducdo da resposta glicémica pos
prandial, o que pode ter contribuido para o0 menor IG dos pées de sorgo (WEICKERT;
PFEIFFER, 2018; GIACCO et al., 2000). Além disso, as fibras também estdo associadas
a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares e DM2, reducdo do colesterol
sanguineo, aumento da saciedade e prevencdo da constipacdo (ADA, 2002). Portanto, o
consumo dos paes de sorgo, que séo boas fontes de fibra, podem ter impacto positivo na
salide humana devido aos diversos beneficios descritos anteriormente.

Outro fator que influencia na resposta glicémica pos prandial é a presenca de
taninos. Segundo Poquette, Gu e Lee (2014), os taninos do sorgo contribuem para a baixa
digestibilidade do amido, o que pode levar a lenta absorcdo de carboidratos, também
influenciada pela maior quantidade de fibras dos pées de sorgo. Portanto, esse mecanismo
também pode explicar o menor IG observado nos paes de sorgo, uma vantagem a mais
para o controle da glicemia que também poderia ser interessante para diabéticos tipo 2.

Além disso, o pdo de sorgo marrom apresentou a maior atividade antioxidante
(45,49umol TE/g) entre as amostras, como demonstrado na tabela 3. Esse resultado ¢,
provavelmente, em funcdo dos sorgos coloridos, como marrom e vermelho, possuirem
maior concentracdo de compostos fenolicos (RHODES et al., 2014). Em contrapartida, o
pdo de sorgo branco apresentou o menor valor de atividade antioxidante (22,41pumol
TE/g) quando comparado aos outros genotipos de sorgo, similar ao encontrado por Awika
e Rooney (2004), no qual o sorgo branco apresentou apenas 22umol TE/g, enquanto o
sorgo preto apresentou 220umol TE/g e o vermelho 140umol TE/g.

Em relacdo ao sorgo branco, apesar da baixa quantidade de antioxidante, sua
atividade antioxidante é superior a um pédo de trigo branco reportado por Benitez e
colaboradores (2018). Enquanto o péo de trigo branco apresentou 11,6umol TE/g e o de
trigo integral 44umol TE/g, o pdo de sorgo branco do presente estudo apresentou

22,41umol TE/g e o de sorgo marrom 45,49umol TE/g. Sendo assim, o pdo de sorgo

49



branco possui maior atividade antioxidante quando comparado ao pao de trigo branco.
Além disso, o pdo de sorgo marrom também € superior ao pao de trigo integral em relagéo
a atividade antioxidante.

E importante destacar que o gen6tipo de sorgo branco, por ser geralmente rico em
taninos, apresenta atividade antioxidante reduzida, assim como foi encontrado no
presente estudo. Além disso, 0s taninos condensados do sorgo séo capazes de se ligar ao
amido e polissacarideos, assim como os compostos fendlicos podem formar complexos
com proteinas e carboidratos nos alimentos. Esse mecanismo leva a mudancas nas
propriedades estruturais que afetam a digestibilidade, podendo ser relacionados a uma
diminuigdo na resposta da glicose (LE BOURVELLEC; RENARD, 2012). O que foi
comprovado no presente estudo no qual verificou-se que houve uma melhora na resposta
glicémica apds o consumo de pdo de sorgo marrom, que apresentou maior teor de fibras
e atividade antioxidante em relacdo aos outros pées, sendo classificado como baixo IG.

Outro fator que influencia nas respostas glicémicas e insulinémicas é o consumo
de carboidratos da dieta. Segundo Wee e Henry (2020), os carboidratos se tornaram um
problema de saude a partir do momento que sdo digeridos e absorvidos rapidamente,
especialmente quando consumidos em grandes quantidades. Inclusive tem ocorrido o
aumento da prevaléncia de DM2 na Asia, que pode ser atribuido a uma dieta rica em
carboidratos com consumo de produtos a base de grdos como arroz, farinhas e amidos.
De acordo com a perspectiva humana, o comportamento alimentar e a escolha dos
alimentos das refei¢cbes também podem afetar a resposta glicémica. Diante disso, todos
os voluntarios foram orientados a fazer a ultima refeicdo normoglicémica no dia anterior
da coleta para minimizar o impacto nos resultados do metabolismo da glicose.

Em relacdo a analise dos recordatorios 24h, foi possivel observar que em média,
a distribuicdo de macronutrientes estava dentro das recomendacdes (Acceptable
Macronutrient Distribution Range, AMDR) para o perfil dos participantes (DRI, 2005).
Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos em rela¢éo ao
VET, a distribuicdo de macronutrientes e ao consumo de fibras (p < 0,31) no consumo
alimentar nas 24h que antecederam os testes. Ademais, vale ressaltar que a quantidade de
fibra ingerida estava aquém da recomendacdo diaria, portanto, pode-se especular que nao
houve interferéncia do consumo de fibras da alimentagéo prévia nas respostas glicémicas
dos voluntarios. Ou seja, as respostas glicémicas e insulinémicas obtidas nas coletas estdo
relacionadas ao consumo de cada estimulo do estudo (glicose anidra, paes de sorgo e pao

controle).

50



Corroborando nossa hipotese da melhora da resposta glicémica em funcdo do
consumo dos pdes de sorgo, Moraes e colaboradores (2015) determinaram que o IG
estimado de farinha de sorgo estava negativamente correlacionado com 0s compostos
fenolicos (especificamente flavonoides), atividade antioxidante, fibras totais, insolUveis
e sollveis, e betaglucana. Portanto, 0 sorgo esta relacionado ao menor IG considerando
as preparacdes analisadas. Em contrapartida, 0 mesmo estudo concluiu que o amido
resistente ndo estava correlacionado ao IG estimado. Dado que corrobora os achados do
presente estudo, visto que 0s pédes de sorgo marrom e branco apresentaram teores de
amido resistente significativamente menores que o pdo controle.

E importante ressaltar que esses resultados podem estar associados ao processo de
retrogradacdo do amido e formacdo de amido resistente, devido a producao dos pées ter
sido feita no dia anterior aos experimentos. Entretanto, segundo Srichuwong et al. (2017),
proteina e fibra solivel podem retardar a gelatinizacdo e retrogradacdo do amido em
farinhas integrais, respectivamente.

Outra pesquisa, de Basu e colaboradores (2019), que estudou o metabolismo da
glicose em adultos saudaveis ap6s consumo de refeicdes contendo arroz e sorgo,
encontrou que houve uma maior sensibilidade a insulina nas refeicdes com sorgo quando
comparadas ao arroz (calorias e macronutrientes idénticos).

Com base nesse resultado, pode-se especular que a diminuicdo da resposta
glicémica pos prandial dos paes de sorgo deve ocorrer devido a melhor sensibilidade a
insulina sem necessariamente reduzir a secrecdo de insulina. Ademais, um estudo
conduzido por Rosén e colaboradores (2011) com diferentes tipos de paes de centeio
demonstrou que o contetido de compostos fendlicos estava negativamente relacionado a
rapida resposta a glicose no periodo pés prandial de 1h. O mecanismo &, provavelmente,
multifatorial, incluindo os efeitos das fibras e a reduzida taxa de hidrolise do amido.
Portanto, sdo necessarios mais estudos para explorar a complexidade desse mecanismo.

Em outro estudo com sorgo, conduzido por Park e colaboradores (2012), concluiu-
se que a administracdo de extrato de sorgo em ratos reduziu significativamente os niveis
de glicose sérica. Entretanto, s6 o tratamento com maior concentracdo de sorgo foi capaz
de reduzir de maneira significativa os niveis de insulina sérica. Da mesma forma, Lakshmi
e colaboradores (1996) demonstraram que 0 consumo de sorgo integral diminui
significativamente a glicose em jejum e a AAC da glicose de 2 h em individuos com

diabetes tipo 2, provavelmente devido ao contetdo de fibra.
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Apesar das fibras diminuirem os niveis de glicose sanguinea em funcdo do
retardado do esvaziamento gastrico, alteracdo da velocidade de transito intestinal e
reducdo da absorcdo de carboidratos (LEE et. al, 2014), Ray e colaboradores (1983)
reportaram que o consumo de grdos de sorgo ndo afetou os niveis séricos de glicose e
insulina em comparagdo a ratos hiperlipidémicos alimentados com arroz branco. Esses
resultados inconsistentes podem estar relacionados ao tipo de gréo de sorgo consumido,
gréo versus extrato, ou ao modelo experimental utilizado (humano ou animal) (PARK et
al., 2012).

Sendo assim, € necessario que mais estudos sejam realizados para se chegar a um
possivel consenso. De qualquer forma, o pao de sorgo marrom apresentou baixo teor de
carboidratos e alto teor de fibras, além de ter demonstrado uma resposta glicémica
significativamente menor em comparagio ao pdo controle, apresentando baixo IG. E
importante destacar que o baixo 1G esta relacionado com melhora na resposta glicémica
e segundo Westman e colaboradores (2008), uma dieta de baixo IG contribui para reducéo
dos niveis de hemoglobina glicada, glicemia em jejum e insulina em individuos com
obesidade e diabetes tipo 2.

Além do papel das fibras na melhora do metabolismo da glicose, o contetdo de
amido resistente também tem grande importancia por possuir efeitos fisiologicos
benéficos a salde humana. Brites e colaboradores (2011) reportaram uma reducao do
colesterol total e melhor resposta pds-prandial em ratos alimentados com pao enriquecido
em amido resistente em relacdo ao grupo controle alimentado com péo branco de trigo.
Outro estudo conduzido por Shen e colaboradores (2015) mostrou que o amido resistente
ajuda a prevenir e tratar a obesidade devido a diversos mecanismos, incluindo sintese e
secrecdo de leptina e adiponectina, e melhora na microbiota intestinal.

De acordo com Al Dhaheri e colaboradores (2015), fatores como digestibilidade
do amido, interacdes da absorcdo de amido com contetdo de fibras, lipidios e proteinas
associados a métodos de coccdo afetam a resposta glicémica. Ademais, fibras também
interferem no processo de digestdo do amido. Um estudo conduzido por Kurek e
colaboradores (2018) encontrou que pées de trigo enriquecidos com fibras pela adicdo de
aveia e linhaca apresentavam menor 1G quando comparados aos péaes de trigo comuns
(pobres em fibras). Portanto, os resultados do presente estudo sdo condizentes com 0s
diversos estudos citados anteriormente.

Como pode ser observado nas curvas glicémica e insulinémica (figuras 4 e 5), a

glicose anidra (padrdo), como esperado, teve maior pico (em 30 min) e maior 3h-AAC,

52



ou seja, houve um aumento das respostas glicémica e insulinémica apds seu consumo e,
devido a disponibilidade de carboidrato simples, ocorreu uma queda acentuada na
resposta glicémica apds 90 min. Em contrapartida, o pdo de sorgo marrom foi o que
apresentou menores respostas glicémica e insulinémica devido a sua composicao.

Portanto, baseado nos efeitos benéficos do consumo do pdo de sorgo no
metabolismo da glicose relatados por Prasad (2014), nossos resultados confirmam a
hipotese mostrando uma melhora nas respostas glicémicas e insulinémicas apds o
consumo de paes de sorgo por homens adultos saudaveis comparado ao controle. Isso
porque todas as amostras de pao de sorgo apresentaram menor IG e Il quando comparadas
ao pao controle. Entretanto, os mecanismos relacionados ao consumo de sorgo e seus
efeitos nas respostas glicémica, insulinémica e antioxidante ainda nédo estdo claras e
precisam de mais pesquisas.

Por fim, € importante destacar que o sorgo marrom tem boa aceitabilidade em
produtos sem gluten. Numa pesquisa conduzida por Andrade de Aguiar et al. (2020), que
analisou a aceitabilidade de pées de sorgo usando a escala hedonica estruturada de 9
pontos, 0 pdo de sorgo marrom (do mesmo genotipo e receita utilizados no presente
estudo) teve média de 7,1 para aparéncia, 6,8 para aroma, 6,6 para sabor e textura, e 6,8
para aceitabilidade geral. Em relacdo a aceitabilidade geral, o pdo teve 100% de aceitacao.
Enquanto isso, outro estudo realizado por Queiroz et al. (2020) que desenvolveu churros
sem glaten preparado com sorgo marrom e branco, verificou que os churros de sorgo
marrom tiveram aceitabilidade de 84,5% para todos os atributos sensoriais avaliados.
Ademais, os churros de sorgo marrom apresentaram maior aceitacdo quanto a textura, a
aceitabilidade geral e a intencdo de compra em relagcdo aos churros de sorgo branco.

Soares et al. (2019) também verificaram que biscoitos e pastéis sem gluten
produzidos com sorgo marrom possuem boa aceitabilidade. Inclusive, nesse estudo 0s
participantes foram divididos em dois grupos, sendo que no primeiro grupo os voluntarios
apenas avaliaram os produtos e preencheram o questionario de aceitabilidade, enquanto
no segundo grupo os avaliadores também recebiam informac6es sobre os beneficios do
sorgo para a saude humana. Ao final do estudo concluiu-se que houve aumento da
aceitabilidade dos dois produtos, sugerindo que existe uma influéncia positiva quando os
participantes conhecem os beneficios do sorgo para a satude (SOARES et al., 2019).

O presente estudo teve algumas limitacdes como a quantidade de gendtipos de
sorgo analisados (apenas marrom, bronze e branco) e somente em paes sem glaten.

Importante destacar também que o preparo dos pées no dia anterior as analises quimicas
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pode ter influenciado na formacdo de amido resistente e retrogradacdo do amido.
Entretanto, sdo recomendados mais estudos, pois 0 sorgo marrom possui grande potencial
para ser utilizado no desenvolvimento de produtos sem gluten, tanto em funcéo das suas

importantes caracteristicas funcionais e nutricionais, quanto em relacdo a aceitabilidade.

7. CONCLUSAO

Todos os pées de sorgo apresentaram menor teor de carboidratos e maior teor de
fibras que o controle (arroz). Além disso, o pao de sorgo marrom apresentou baixo IG,
maior quantidade de fibras e atividade antioxidante significativamente maior que o0s
outros paes, proporcionando uma menor resposta glicémica, entretanto, sem diferenca
significativa. A diminuicdo da resposta glicémica pode ter ocorrido devido a melhor
sensibilidade a insulina, sem necessariamente reduzir a secre¢do desse hormonio. Isso
porque o conteldo de fibras e compostos fendlicos pode estar negativamente relacionado
a rapida resposta a glicose no periodo pos prandial.

Os resultados do presente estudo sdo importantes porque foram utilizados trés
diferentes genotipos de sorgo (marrom, bronze e branco) na analise dos paes sem glaten.
Entretanto, devido ao pequeno nimero amostral, os resultados devem ser extrapolados
com cautela e mais pesquisas sdo necessérias para explorar os efeitos na satde humana
de diferentes gendtipos de sorgo em diversos alimentos com diferentes populac@es, como
diabéticos tipo 2. Diante do exposto, a producdo de sorgo marrom deve ser encorajada no
contexto de fabricacdo de produtos sem gluten devido ao seu perfil nutricional superior e

potenciais beneficios a salide associados ao seu consumo.
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ANEXO 1 - Ficha Técnica de Preparacdo dos pées controle e de sorgo

Ingredientes PB PL FC | Modo de Preparo
@ | (9

Farinha de arroz ou sorgo 200,0 | 200,0 | 1,00 | Regenerar o fermento bioldgico seco por 10 minutos
Fécula de batata 90,0 90,0 | 1,00 | para pré-fermentacdo na temperatura de 37°C a 43°C em
Polvilho doce 37,0 37,0 | 1,00 | &gua morna e agucar. Misturar os ingredientes secos.
Goma xantana 35 3,5 | 1,00 | Adicionar a agua morna junto com o 6leo, depois o ovo
Aclicar mascavo 25,0 25,0 | 1,00 | inteiro e a clara e misturar. Por Gltimo adicionar o
Sal 5,0 5,0 1,00 | fermento levedado. Quando a mistura ficar homogénea
Agua 280,0 | 280,0 | 1,00 | colocar nas formas, previamente untadas, e deixar
Oleo vegetal 480 | 480 | 1,00 | fermentar por 25 minutos (ate dobrar de volume). Assar
Ovo 60,0 540 | 111 |°© pdo em forno préaquecido a 190°C por
Clara de ovo 33.0 330 | 1,00 aproximadamente _ 45 minutos. Deixar esfriar,
Fermento biol6gico seco 10,0 10,0 | 1,00 desenformar e servir.
Acucar mascavo 9,0 9,0 1,00
Agua morna 100,0 | 100,0 | 1,00

Valor energético total (VET): 1769kcal Fator de Cocgéo: 0,70

VET individual: 59kcal Rendimento: 667g (2 paes)

PTN: 369 144kcal 8% Porcéo: 1 fatia de 22¢g

LIP: 579 513kcal 29%

CHO: 2789 1112Kkcal 63%
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ANEXO 2 - Protocolo de Determinacdo de Umidade

Materiais:
e Cadinhos de porcelana
e Balanca analitica

e Estufa

e Dessecador com silica gel
e Pinca

e Espatula

e Almofariz

e Pistilo

Procedimento:

1. Pesar cada cadinho individualmente (P1).

2. Emum almofariz colocar um pedaco de cada amostra e macerar com o pistilo até
que esteja bem homogéneo.

3. Com a espatula, pesar aproximadamente 1,5g de cada amostra nos cadinhos e
anotar o peso (P2).

4. Levar aestufa a 105°C por 5 horas.

5. Retirar da estufa com pinca e resfriar no dessecador até atingir a temperatura
ambiente (aproximadamente 30 minutos).

6. Retirar do dessecador, pesar (P3) e calcular o percentual de umidade de cada
amostra.

O valor de umidade foi encontrado a partir da seguinte formula:

P3 —P1x100

% Umidade = 77

P1: Peso do cadinho

P2: Peso inicial da amostra

P3: Peso da matéria seca
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ANEXO 3 - Protocolo de Deter
minagé&o de Cinzas

Materiais:

Cadinhos de porcelana
Balanca analitica

Mufla

Dessecador com silica gel
Pinca

Espétula

Almofariz

Pistilo

Procedimento:

1.
2.

Pesar cada cadinho individualmente (P1).

Em um almofariz colocar um pedago de cada amostra e macerar com o pistilo até
que esteja bem homogéneo.

Com a espatula, pesar aproximadamente 5g de cada amostra (P2) em um cadinho
e anotar o peso.

Levar a mufla a 550°C por 4 horas.

Retirar da mufla e resfriar no dessecador até atingir a temperatura ambiente
(aproximadamente 1 hora).

Retirar do dessecador, pesar a amostra (P3) e calcular o percentual de umidade de
cada amostra.

O valor das cinzas é encontrado a partir da seguinte formula:

% Cinzas =

P3—P1x100
P2

P1: Peso do cadinho

P2: Peso inicial da amostra

P3: Peso das cinzas
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ANEXO 4 - Protocolo de Determinacao de Proteinas

Materiais:

Balanca analitica

Béqueres

Tubos de ensaio

Suporte para tubos de ensaio
Bureta de 25mL

Pipeta graduada de 25mL
Chapa elétrica ou manta aquecedora
Bailarina

Espétula

Destilador de Kjedhal
Capela de exaustdo

Reagentes:

Acido borico 4%

Acido cloridrico 0,1N

Acido sulfarico 0,05 M
Vermelho de metila a 1% m/v
Azul de metileno

Hidréxido de sodio a 40% m/v

Procedimento:

1.

Em um almofariz colocar um pedaco de cada amostra e macerar com o pistilo até
que esteja bem homogéneo.

Com a espatula, pesar aproximadamente 0,3g de cada amostra em sextuplicata em
um papel e anotar o peso.

Transferir as amostras para tubos de ensaio e adicionar 1g da mistura digestora e
3,5mL de H,S0,.

Agquecer numa chapa elétrica ou manta aquecedora na capela de exaustdo por
aproximadamente 4 horas, até que a solucdo atinja 450°C e se torne azul-
esverdeada.

Apos resfriamento, adicionar as amostras 10mL de &gua destilada e submeté-las
ao destilador de nitrogénio neutralizadas com 10,5mL de NaOH 40%.

O NHzs condensado sera recolhido reagindo numa solugéo de 7,5mL de H3BO3
4%. O NHssera titulado com HCI 0,1N e indicador vermelho de metila e azul de
metileno em bureta graduada até o ponto de viragem.
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O célculo do teor de nitrogénio sera calculado pela seguinte formula:

VxNxfx14x100
P

%N =

Em que:

V = Volume gasto de HCI

N = Normalidade do HCI

F = fator de correcéo do HCI

P = Peso da amostra (mg)

O célculo para obtencéo de proteina bruta foi determinado pelo fator de converséo
de nitrogénio (% N) de 6,25, baseando-se no fato de que o teor de proteina possui cerca

de 16% de nitrogénio, calcula-se o teor proteico com a seguinte férmula:

% Proteina = % N x 6,25
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ANEXO 5 - Protocolo de Determinacao de Lipidios

Materiais:

Balanca analitica

Sachés de TNT

Seladora

Estufa

Dessecador com silica gel
Extrator de gordura
Pinga

Reagente:

Eter de petrdleo

Procedimento:

1.

Em um almofariz colocar um pedaco de cada amostra e macerar com o pistilo até
que esteja bem homogéneo.

Com a espétula, pesar aproximadamente 1,59 de cada amostra (P1) em sachés
devidamente identificados e selados.

Levar a estufa a 105°C por 2 horas.

Retirar da estufa e levar ao dessecador para resfriamento e pesagem (P2).

Depois dessa etapa, levar os sachés ao extrator de gordura da marca ANKOM®
(Modelo XT10) com solvente éter de Petrdleo durante 1 hora, pela extracao por
arraste, sob pressao.

Retirar as amostras com uma pinca e levar a estufa a 105°C para finalizar a
evaporacdo do solvente.

Levar ao dessecador até atingirem temperatura ambiente (aproximadamente 30
minutos) e pesar (P3).

O teor de lipidios sera calculado a partir da seguinte formula:

% Lipideos =

P2 —P3x 100
P1

P1: Peso inicial da amostra

P2: Peso ap0s a estufa

P3: Peso apas final
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ANEXO 6 — Protocolo de Determinacdo de Amido Resistente

Materiais:

Béqueres

Baldo volumétrico de 1L
Baldo volumétrico de 2L
Erlenmeyer

Tubos de Falcon para centrifuga
Frascos de vidro

Frascos de vidro &mbar
Papel aluminio

Shaker ou vértex

Barra magnética

Pipeta

Medidor de pH
Centrifuga

Banho-maria com rotagéo

Preparo das solucdes:

a)

b)

d)

f)

Tampao maleato de sédio: dissolver 23.2g de acido maleico em 1600mL de &gua
destilada e ajustar o pH para 6,0 com 4M (160g/L) de hidroxido de sddio.
Adicionar 1.47g de of cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H20) e 0,49 de azida
de sddio e dissolver. Ajustar o volume para 2L.. Armazenar a 4°C por até 12 meses.
Tampdao acetato de sédio (1,2M pH 3,8): Adicionar 69,6mL de acido acético
glacial (1,05g/mL) a 800mL de agua destilada e ajustar para pH 3,8 usando 4M
hidréxido de sédio. Ajustar o volume para 1L com agua destilada. Armazenar em
temperatura ambiente por até 12 meses.

Tampao acetato de sodio (0,1M pH 4,5): Adicionar 5,8mL de acido acético
glacial a 900mL de agua destilada e ajustar ao pH 4,5 usando 4M hidroxido de
sodio. Ajustar o volume para 1L com agua destilada. Armazenar a 4°C por até 2
meses.

Solucéo de hidroxido de potéssio (2 M): Adicionar 112,29 de KOH a 900mL de
agua deionizada e dissolver mexendo. Ajustar o volume para 1L. Armazenar em
frasco bem vedado a temperatura ambiente.

Etanol aquoso (aprox. 50% v/v): Adicionar 500mL de etanol (95% v/v ou 99%
v/v) a 500mL de agua. Armazenar em frasco bem vedado a temperatura ambiente.
Diluicdo da AMG: diluir 2mL de AMG em 22 mL de tamp&o maleato de sddio
(0,1M; pH 6,0; reagente 1).
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9)

h)

Solucdo 2: Imediatamente antes do uso suspender 1g de (a-amilase pancreatica)
em 100mL de tamp&o maleato de sodio (0,1M; pH 6,0; reagente 1) e misturar por
5 minutos. Adicionar 1mL de AMG diluida e misturar bem. Centrifugar a 15009
por 10 minutos e decantar com cuidado o sobrenadante.

Solucéo 3: Diluir o contetdo do GOPOD Reagent Buffer em 1L de 4gua destilada.
GOPOD Reagent: Dissolver o conteudo do GOPOD Reagent Enzymes em 20mL
da solucéo 3. Cobrir o frasco com papel aluminio para proteger da luminosidade.

Procedimento:

Antes de comecar o experimento, ligar o espectrofotdmetro, pegar gelo, colocar os
reagentes na temperatura ambiente (exceto alcoois), ajustar o banho-maria para 37°C e
descongelar o GOPOD e a enzima AMG.

12 etapa: Hidrolise e solubiliza¢do do amido néo resistente

1.
2.

Pesar 100 £ 5mg de amostra em erlenmeyer de 250mL.

Adicionar 4,0 mL da solugdo 2 (o-amilase pacreatica - 10mg/ml - contendo
AMG).

Tampar bem com parafilme, agitar no shaker e colocar no banho-maria com
agitacdo a 37°C por 16 horas a 200 rpm.

Retirar os erlenmeyers do banho-maria. Remover o parafilme, adicionar 4mL de
etanol (99%) gelado e agitar no shaker por 1 min.

Transferir o conteldo de cada erlenmeyer para tubos de falcon especificos de
centrifuga previamente identificados. Centrifugar os tubos a 1500g por 10
minutos a 4°C.

Separar cuidadosamente 0s sobrenantes (em um novo tubo de falcon de 50mL
identificado) e re-suspender os precipitados em 2mL de etanol 50% gelado com
agitacdo vigorosa no vartex durante 10 segundos.

Adicionar mais 6mL de etanol 50% gelado, agitar no vortex por 10 segundos e
centrifugar novamente a 1500g por 10 minutos a 4°C.

Repetir os passos 6 e 7 anteriores.

Separar cuidadosamente os sobrenadantes (nos tubos de falcon identificados).
Aguardar por 5 minutos na capela de exaustao até todo o alcool residual evaporar.

2% etapa: Quantificacdo do amido resistente

1.

Adicionar barra magnética nos tubos de falcon e submeter a agitacdo por 20
minutos em um banho de gelo (béquer de 500mL com 1/3 de gelo com agua) sobre
um agitador magnético (velocidade 7 de agitacdo). Ap6s 1 minuto de agitacéo,
adicionar 2mL de KOH 2M nos tubos.
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. Adicionar 7mL de tampéo de acetato de sodio 1,2M (pH 3,8) em cada tubo sob
agitacdo, ainda no banho de gelo. Adicionar mais 1mL desta solugdo, no momento
de retirar as barras magnéticas subindo o ima nas paredes dos tubos, limpando-os.

Colocar os tubos no banho-maria com agitagdo a 50°C. Depois de 5 minutos,
adicionar 0,1mL da AMG concentrada e veda-los com parafilme. Ligar a agitacdo
a 200 rpm por 30 minutos.

. Transferir o conteudo de cada tubo para um baldo volumétrico de 100mL, lavando
com agua destilada. Ajustar o volume para 100mL, tampar e agitar bem por 1
minuto. Voltar o conteido para os tubos de falcon e centrifugar uma aliquota desta
solugéo a 1500g por 10 minutos a 4°C.

. Transferir aliquotas de 0,1mL (em duplicata) do sobrenadante para tubos de vidro
identificados, adicionar 3mL da solu¢do 4 (GOPOD), tampar com parafilme e
agitar. Preparar os padrdes de D-glicose (em quadruplicatas) misturando 0,1mL
de D-glicose (solucdo 5), 3mL de reagente GOPOD, tampar e agitar. Fazer o
branco com 0,1mL de tampao de acetato de sédio pH 4,5, 3mL de GOPOD,
tampar e agitar. Em seguida colocar todos os tubos no banho-maria com agitacao
a 50°C por 20 minutos a 200 rpm dentro de béqueres com agua a 50°C.

Medir a absorbéncia de cada solugéo a 510nn.
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ANEXO 7 — Protocolo de Analise de Atividade Antioxidante pelo Método de ORAC

EXTRATO

Materiais:

e Béqueres

e Tubos falcon de 15mL

e Tubos falcon de 50mL

e Baldo volumétrico de 50mL
e Funil

e Frascos de vidro de 1L

e Frascos de vidro &mbar de 50mL
e Pipetas

e L&devidro

e Centrifuga

e Mesa agitadora

¢ Balanca analitica

Preparo dos Extratos:

a) Solucdo metanol 70% acidificado com 1% HCI
Em baldo volumétrico de 1L, adicionar 690mL de alcool metilico e 100mL de agua
destilada, depois adicionar 10mL de &cido cloridrico e completar o volume para 1L com
agua destilada. Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro. Armazenar em

temperatura ambiente por tempo indeterminado.

b) Solucéo acetona 70%
Em bal&o volumétrico de 1L, adicionar 700mL de acetona e completar o volume para 1L
com &gua destilada. Homogeneizar e transferir para um frasco de vidro. Armazenar em

temperatura ambiente por tempo indeterminado.
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Procedimento:

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

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

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

4. Recolher o sobrenadante para um tubo de falcon de 50mL.

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

6. Homogeneizar em mesa agitadora por 30 minutos.

7. Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos e recolher o sobrenadante para o tubo de
falcon de 50mL.

8. Repetir a extracdo com 10mL de acetona 70% duas vezes, totalizando quatro
extracoes.

9. Transferir o contetdo do tubo de falcon de 50mL para um baldo volumétrico de
50mL com auxilio de um funil. Completar o volume com &gua destilada.

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

11. Manter o extrato congelado a -80°C até o0 momento das analises.

ANALISE

Materiais:

e Béqueres

e Bal&o volumeétrico de 10mL
e Bal&o volumétrico de 100mL
e Baldo volumétrico de 1L

e Frasco de vidro

e Frasco de vidro &mbar

e Balanca analitica

e Papel aluminio

e Fluorimetro

e Placa de fluorescéncia
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e Pipetas automaticas
e Medidor de pH

Preparo das Solucoes:

a) Tampao fosfato pH 7,4
Solugéo A: 2,40 g de NaH2PO4 em 100mL de agua destilada em bal&o volumétrico.
Solucéo B: 26,81g de NaH2PO4.7H,0 em 500mL de H>0 em baldo volumétrico.
Misturar 71mL da solucdo A e 304mL da solucdo B em baldo volumétrico de 1L,

completar o volume com agua deionizada. Se necessario ajustar o pH para 7,4.

b) Fluoresceina 16,371.10-8mol/L em tampdo fosfato
Solugcdo Mée (SM): 10mg de fluoresceina em 50mL de tampao fosfato (53,15mmol/L).
Solucéo de trabalho: 15,4uL de SM em 50mL de tampéo fosfato.
Observacdes: a solucdo mée pode ser preparada e mantida sob refrigeracdo por 30 dias

em frasco ambar, ja a solucdo de trabalho deve ser preparada no mesmo dia da anélise.

c) Solucédo de AAPH 178 mmol/L em tampéo fosfato
Solucao de trabalho: 241,3mg em 5mL de tampao fosfato.
Observacdo: A solucdo de AAPH deve ser preparada no mesmo dia da analise e mantida
sob refrigeracdo até o momento da analise e protegida da luz (envolver o baldo

volumétrico com papel aluminio).

d) Solucéo de trolox Solucdo Mae (SM): 20,51mg em 10mL de tampao fosfato
Devido a sua baixa solubilidade em agua, o trolox deve ser adicionado a etanol
(aproximadamente 1mL) até a dissolucdo total do solido e s6 entdo o tampéo fosfato é
adicionado.

Solugdo 1: Diluir uma aliquota de 500pL da SM em 50mL de tampé&o fosfato.
Solucdes de trabalho: sdo preparadas 6 solucbes em baldes volumétricos de 10mL

segundo a tabela 2.
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Tabela 2 — Dilui¢des do padrédo (Trolox) para a construgédo da curva de calibracéo.

Diluicbes Concentracéo (umol/L)  Volume de Solucéo 1 (mL)
1 40 5,00
2 30 3,75
3 20 2,50
4 10 1,25
6 branco 0,00

Procedimento:

1.

Adicionar 1,50mL de solugdo de trabalho de fluoresceina (concentracdo final
63mmol/L) a 0,75mL de tampd&o (branco), trolox (padrdo) ou amostra e deixar a
37°C por 10 minutos.

Adicionar 0,75mL de solucdo de trabalho de AAPH e fazer leitura da
fluorescéncia (485nm e 520nm) a cada minuto. O pico de absorcao da fluoresceina
esta entre 450 e 500nm e o de emisséao entre 510 e 550nm.

Determinar a area sob a curva (AAConta) de cada padréo e subtrair a bruta area
sob a curva do branco encontrando a é&rea liquida (AACiiquica = AAChruta -
AAChranco).

Construir um gréafico de AACiiquida por concentracao de trolox (LM).

Calcular a area liquida (AACiiquida = AACamosta - AAChranco) para cada
concentracdo da amostra.

Interpolar o resultado ao grafico do padréo (trolox).

Fazer as corregdes dos fatores de diluicdo a fim de encontrar um resultado
expresso em pmol/L Trolox equivalente por grama de matéria seca ou por mL de

solucéo.
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ANEXO 8 - Protocolo de Anélise de Capacidade Antioxidante pelo Método FRAP

Materiais:

Béqueres

Bal&o volumétrico de 50mL
Bal&o volumétrico de 100mL
Baldo volumétrico de 1L

Tubos de Eppendorf

Estante para tubos de Eppendorf
Pipetas

Ponteiras para pipeta automatica
Frascos de vidro

Frascos de vidro ambar

Balanca analitica

Banho-maria

Medidor de pH
Espectrofotdmetro

Cubetas para espectrofotdmetro
Piceta com agua MilliQ

Papel para limpar cubetas
Parafilme

Preparo das solucoes:

a) Tampao acetato 0,3M pH 3,6

Em um béquer de 1000mL, dissolver 40,89 de acetato de s6dio em 16mL de &cido acético
glacial. Adicionar 800mL de &gua destilada e verificar o pH usando o medidor de pH. Se
necessario, ajustar pH com solu¢do HCI 40mM. Transferir para um baldo volumétrico de
1L e completar o volume final com &gua destilada. Homogeneizar e armazenar sobre
refrigeracdo por tempo indeterminado.

b) Solucédo de HCI 40mmol/L

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

¢) Solucdo de TPTZ 10mM

Pesar 3,129 de TPTZ e adicionar 5mL de HCI 40mM. Transferir para um baldo
volumétrico de 1L e completar o volume com &gua destilada. Homogeneizar e armazenar
sob refrigeracédo por até 30 dias.
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d) Solucéo de Cloreto Férrico 20mM

No dia da andlise, dissolver 0,54¢g de cloreto férrico em agua destilada. Transferir para
um baldo volumétrico de 100mL e completar até o volume final com agua destilada.
Homogeneizar e armazenar sob refrigeragéo.

e) Solucéo padréo de Sulfato Ferroso

Pesar 0,0556g de sulfato ferroso (FeSO4.7H.O) em béquer de 10mL. Transferir
quantitativamente (lavar o bequer com agua MilliQ 3 vezes) para baldo volumétrico de
50mL e completar o volume com agua MilliQ. Esta é a solu¢cdo Mée. Diluir a solugéo
mée para obter as concentracdes da Tabela 3.

Tabela 3 — Curva padrédo de Sulfato Ferroso

Concentragdo UM Solugdo de Sulfato Ferroso (uL) Agua MilliQ (uL)

0 0 1000
100 50 950
250 125 875
500 250 750
1000 500 500
1500 750 250
2000 1000 0

Procedimento:

1. Ligar o banho-maria a 37°C.

2. Preparar o reagente FRAP misturando em um frasco de vidro &mbar:

e 25mL de tampdo acetato 0,3M pH 3,6

e 2,5mL de solucdo de TPTZ 10mM

e 2,5mL de solucdo de cloreto férrico 20mM

3. Quando o banho-maria estiver na temperatura correta, encubar o reagente FRAP

por 30 minutos.

CURVA PADRAO

1. Enquanto o reagente FRAP estiver encubado, preparar os tubos de Eppendorf da
curva padrdo de sulfato ferroso. Para isso, transferir, em triplicata, uma aliquota

de 30puL de cada concentracdo de sulfato ferroso para tubos de Eppendorf.
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2. Depois acrescentar 90uL de agua MilliQ e homogeneizar.

3. No espectrofotdmetro, inserir uma cubeta com &gua MilliQ para fazer a
calibracéo.

4. Apobs os 30 minutos de encubacdo do reagente FRAP, transferir o contetdo do
tubo de Eppendorf para uma cubeta do espectrofotémetro.

5. Adicionar 900uL do reagente FRAP, homogeneizar rapidamente tampando a
cubeta com parafilme e fazer a leitura no espectrofotometro a 593nm.

6. Fazer isso com cada tubo de Eppendorf e anotar os dados para construir a curva
padrdo. As concentracfes de sulfato ferroso sdo plotadas no eixo X, e as

respectivas absorbancias no eixo Y para calcular a equacédo da reta.

Observacoes:

Manter sempre o reagente FRAP dentro do banho-maria para ndo perder temperatura.
Comecar a leitura do espectrofotdmetro pelas menores concentracdes de sulfato

ferroso.

ANAL ISE DAS AMOSTRAS

1. Retirar as amostras que serdo analisadas do freezer no minimo 10 minutos antes
da analise.

2. Transferir, em triplicata, uma aliquota de 30uL de cada amostra para tubos de
Eppendorf.

3. Depois acrescentar 90uL de agua MilliQ e homogeneizar.

4. No espectrofotbmetro, inserir uma cubeta com &gua MilliQ para fazer a
calibracéo.

5. Apds os 30 minutos de encubacdo do reagente FRAP, transferir o conteido do
tubo de Eppendorf para uma cubeta do espectrofotémetro.

6. Adicionar 900uL do reagente FRAP, homogeneizar rapidamente tampando a
cubeta com parafilme e fazer a leitura no espectrofotdmetro a 593nm.

7. Cronometrar 4 minutos e fazer a segunda leitura, deixando o espectrofotdmetro
sempre fechado nesse periodo.

8. Descartar o contetdo da cubeta e lava-la com agua MilliQ. Deixar secando antes

de fazer a leitura da proxima amostra.
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9. Repetir 0 processo com todas as amostras e anotar os resultados das leituras de
absorbancia para colocé-los na curva padréo.
10. O resultado que deve ser colocado na curva padréo € a diferenca entre a segunda

leitura e a primeira (A4 — AO).

Observagoes:
Manter sempre o reagente FRAP dentro do banho-maria para ndo perder temperatura.

Escolher um ponto da curva padrdo para realizar leitura toda vez que fizer anélise de
amostras.
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APENDICE 1 — Questionario de saude

e
Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

Laboratdrio de Técnica Dietética
Laboratorio de Bioquimica da Nutricéo

Efeito no controle glicEmico e de antioxidante in vivo de pées de sorgo rico em tanino e
amido resistente

Coordenadora: Prof?. Dra. Raquel Braz Assuncao Botelho

Pesquisadores: Prof. Dr. Caio Eduardo Gongalves Reis

Pés-graduanda: Lorenza Rodrigues dos Reis Gallo (Doutorado)

Colaboradores: Débora Alencar, Gabrielle Porto e Joyce Brenda

Convidamos o Senhor a participar do projeto de pesquisa “Efeito no controle glicémico
e de antioxidante in vivo de pades de sorgo rico em tanino e amido resistente”, sob a
responsabilidade da pesquisadora Lorenza Gallo. O objetivo desta pesquisa é verificar a resposta
metabolica ap6s o consumo de pédo de sorgo.

A sua participacdo se dard por meio do consumo de pées e posterior coleta de sangue,
totalizando 5 sessdes com duracdo de 3 horas cada. Serdo realizadas coletas de 4mL de sangue
para realizacdo de exames de glicemia e insulina nos tempos determinados (0, 15, 30, 45, 60, 90,
120 e 180 minutos) ap6s o consumo do pdo. Ja nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos apds o
consumo do péo serdo coletados 2mL de sangue para avaliacdo da capacidade antioxidante do
plasma sanguineo. A glicemia capilar de jejum sera aferida por puncdo digital, utilizando
glicosimetro e fita reagente. Em 4 sessdes vocé deverd comparecer a Faculdade de Ciéncias da
Saude e em 1 sessdo ao Laboratdrio Sabin para realizacdo dos testes. Para a coleta de sangue das
4 sessOes 0 senhor deverd comparecer ao Laboratorio de Bioquimica da Nutrigdo (NUcleo de
Nutricdo, Universidade de Brasilia) entre 7 — 8 horas da manh& (data e horario previamente
agendados), em jejum de 12h para a realizagdo dos experimentos. A coleta realizada no
Laborat6rio Sabin sera previamente agendada, podendo ser realizada inclusive no sabado ou
domingo. Nenhum dos experimentos terd qualquer custo para o voluntario.
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QUESTIONARIO DE TRIAGEM

1) Dados pessoais: Data: /
Nome:
Enderego:
Celular: Tel. Residencial: Trabalho: Data
de nascimento: / Idade: Estado Civil:
Escolaridade: Profissao: Ocupacao:
E-mail:
Marque o dia e horario disponivel para coleta de sangue no Laboratdrio da UnB:
Segunda-feira Terca-feira Quinta-feira Sexta-feira
( )7has10h () 7has10h ( )7has10h () 7has10h
() 7h30 as 10h30 () 7h30 as 10h30 () 7h30 as 10h30 () 7h30 as 10h30
( )8has1llh ( )8hasllh ( )8has1lh ( )8hasllh

I1) Histéria médica

Historia patoldgica pregressa

Vocé tem alguma doenca diagnosticada?

( ) Néo () Obesidade () Resisténcia a Insulina () Diabetes Mellitus
(_ ) Hipotiroidismo (_ ) Hipertiroidismo | () Hipertensdo (_ ) Doenca cardiovascular
() Problema gastrointestinal () Dislipidemia* ( ) Asma () Outra. Qual?

*Colesterol total/LDL/Triglicerideos aumentado e/ou HDL abaixo do normal

Historia Familiar de doenca metabdlica:

Pai: () Obesidade ( ) Diabetes Mellitus
Mae: ( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus
Irméos: () Obesidade ( ) Diabetes Mellitus
Avoés: () Obesidade ( ) Diabetes Mellitus

( ) Hipertensdo () Dislipidemia
( ) Hipertensdo () Dislipidemia
( ) Hipertensdo () Dislipidemia
( ) Hipertensdo () Dislipidemia
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I11) Outras informacdes

Seu peso variou em mais de 5 kg nos altimos 3 meses?

( )Sim ( )Nao

Faz dieta ou participa de algum programa de controle de peso?

( )Sim ( ) Né&o

Vocé faz uso de algum remédio ou suplemento alimentar (vitaminas, minerais, proteinas...)?

( )Sim ()N Qual(is)?

Vocé tem alguma alergia a remédios, alimentos ou outras substancias?

( )Sim () Nao Qual(is)?

Sintomas:

Vocé fuma ou usa outro tipo de fumo?

( )Sim () Nao Qual(is)?

Quantos cigarros (ou outro tipo de fumo) por dia?

Vocé consome bebida alcodélica?

( )Sim () Nao Qual(is)?

Quantidade por semana:

Vocé pratica exercicios fisicos regulares?

( )Sim () Né&o Qual(is)?

Tempo por dia:

Dias por semana:




Vocé tem distarbio do sono ou faz uso de medicacao para dormir?

() Sim () Nao Qual(is)?

Vocé doou sangue nos ultimos nos Gltimos trés meses ou planeja doar nos proximos trés meses?

( )Sim ( )Né&o ( ) Planeja Doar

O questionario pode ser encaminhado por e-mail (lorenzagallo23@gmail.com) ou entregue
no Laboratdrio de Bioquimica da Nutricao, Nucleo de Nutricdo, Universidade de Brasilia —
Asa Norte, entre 8h e 17h, de segunda-feira a sexta-feira.

Em caso de duvida entre em contato com a pesquisadora responsavel:
Lorenza Rodrigues dos Reis Gallo
Telefone: (61) 99986-4501

E-mail: lorenzagallo23@gmail.com
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APENDICE 2 — Artigo publicado

https://www.mdpi.com/2304-8158/10/10/2256
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