UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS ALIMENTOS

Gabriela Soster Santetti

PAO INTEGRAL COM ADICAO DE ERVA-MATE (llex paraguariensis St. Hil):
QUALIDADE TECNOLOGICA, POTENCIAL FENOLICO E BIOACESSIBILIDADE
IN VITRO

Floriano6polis

2022



Gabriela Soster Santetti

PAO INTEGRAL COM ADICAO DE ERVA-MATE (Ilex paraguariensis St. Hil):
QUALIDADE TECNOLOGICA, POTENCIAL FENOLICO E BIOACESSIBILIDADE
IN VITRO

Tese submetida ao Programa de P6s-Graduag@o em Ciéncia
dos Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina para obten¢do do
titulo de Doutor em Ciéncia dos Alimentos.

Orientadora: Prof®. Dr?. Renata Dias de Mello Castanho

Amboni
Co-orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Gutkoski

Floriano6polis

2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Santetti, Gabriela Soster

Pao integral com adigdo de erva-mate (Ilex
paraguariensis St. Hil): Qualidade tecnolégica, potencial
fenélico e bioacessibilidade in vitro / Gabriela Soster
Santetti ; orientadora, Renata Dias de Mello Castanho
Amboni, coorientador, Luiz Carlos Gutkoski, 2022.

189 p.

Tese (doutoradeo) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds
Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos, Floriandpolis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Ciéncia dos Alimentos. 2. Ciéncia dos Alimentos. 3.
Polifenéis. 4. Panificag¢do. 5. Erva-mate . I. Dias de Mello
Castanho Amboni, Renata. II. Gutkoski, Luiz Carlos. III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de P&s
Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos. IV. Titulo.




Gabriela Soster Santetti

PAO INTEGRAL COM ADICAO DE ERVA-MATE (llex paraguariensis St. Hil):
QUALIDADE TECNOLOGICA, POTENCIAL FENOLICO E BIOACESSIBILIDADE
IN VITRO

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca examinadora
composta pelos seguintes membros:

Prof.(a) Tatiana Emanuelli, Dr.(a)
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)

Prof.(a) Carlise Beddin Fritzen Freire, Dr.(a)
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

Prof.(a) Alicia de Francisco, Dr.(a)
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado
adequado para obtencao do titulo de “Doutora em Ciéncia dos Alimentos” e aprovada em sua

forma final pelo Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos.

Documento assinado digitalmente

Itaciara Larroza Nunes

Data: 01/11/2022 10:10:55-0300

CPF: *"*.294.200-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.(a) Itaciara Larroza Nunes, Dr.(a)

Coordenacao do Programa de Pos-Graduagao em Ciéncia dos Alimentos

Documento assinado digitalmente

Renata Dias de Mello Castanho Amboni
Data: 31/10/2022 16:36:37-0300

CPF: ***.703.489-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.(a) Renata Dias de Mello Castanho Amboni, Dr.(a)

Orientadora

Floriandpolis

2022



Dedico este trabalho aos meus pais, Tania e José
pelo amor, incentivo, e por serem meu maior
exemplo.



AGRADECIMENTOS

Registro aqui meus mais sinceros agradecimentos a todos que de alguma forma me
apoiaram no decorrer dessa jornada e contribuiram para que isso fosse realizado:

A Deus por ter me guiado e me dado a forga necesséria para percorrer este caminho.

A minha familia, especialmente meus pais José¢ e Tania, que permitiram através do
incentivo, apoio incondicional e amor, que eu chegasse até aqui. Ao Ivair, por todo apoio, amor
e incentivo todos os dias, e principalmente por acreditar em mim. Obrigada do fundo do meu
coracao, eu amo voces!

A minha orientadora Prof. Dra. Renata Amboni, obrigada por tantos ensinamentos, pela
oportunidade e confianga que depositou em mim. Grata por todo incentivo, paciéncia,
dedicacao, por ter acolhido minhas ideias e por ter me guiado até aqui.

As minhas amigas de Passo Fundo, Vivian, Natalia, Maria e Alessandra, obrigada por
surtarem comigo, diante dos momentos mais dificeis. Sem a alegria, leveza e apoio de voces,
eu nao teria chegado até aqui. Obrigada do fundo do meu coragao.

As minhas amigas da Pos-Graduacdo, Heloisa, Marina e Bruna, vocés foram essenciais
na minha caminhada. Quando eu pensei em desistir, Deus mandou vocés para segurarem minha
mao e me apoiarem até o fim. Sou imensamente grata por ter voc€s na minha vida. Obrigada
por tudo.

Aos meus amigos da faculdade, Vinicius e Ananda, obrigada por sempre enviarem
energias positivas. Sei que mesmo a distancia vocés permaneceram ao meu lado. Vocés fazem
parte dessa conquista. Amo voces.

A minha prima e irmi de coragdo, Aline, obrigada por estar comigo em todos os
momentos da minha vida. Vocé sempre me apoiou, me deu forga e esteve do meu lado nos
momentos mais dificeis dessa caminhada. Sou grata por tudo que vocé ja fez e ainda faz por
mim. Amo vocé!

Ao professor Dr. Luiz Carlos Gutkoski, pessoa com grande importancia na minha
formacao profissional, obrigada por ter sido o primeiro a me apresentar o mundo da pesquisa e
dos cereais, e principalmente por ter confiado em mim desde o inicio da minha jornada
académica.

A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e ao Programa de Pés-graduagio em
Ciéncia dos Alimentos (PPGCAL), pela oportunidade de realizagdo do mestrado e doutorado,

e pela disponibiliza¢do da infraestrutura necessaria.



A todos os professores do Programa de Po6s-Graduagdo por tantos ensinamentos
compartilhados, funciondrios e técnicos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

As colegas do Laboratério de Frutas e Hortaligas (em especial as professoras Renata e
Carlise, e colegas Heloisa, Marina, Bruna e Isabel), por toda a paciéncia, dedicagdo, momentos
compartilhados e o conhecimento transmitido.

A Universidade de Passo Fundo, em especial a Dra. e amiga Barbara Biduski, que esteve
ao meu lado, mesmo a distancia, me auxiliando no desenvolvimento do trabalho, apoiando e
me ensinando muito. Obrigada de coragdo.

Ao Dr. Rodrigo Hoff, ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
a Profa. Dra. Mariana S. L. Ferreira e a Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO),
obrigada pela parceria nas analises e por todo conhecimento compartilhado.

A Biotrigo Genética-Ltda e a Inovamate pela parceria desde o inicio e pela doagio das
amostras deste estudo.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) por apoiar
esta pesquisa (codigo 001).

A banca examinadora, por aceitarem o convite e por todo conhecimento que ja me foi

transmitido até o momento.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo do meu trabalho, estiveram

ao meu lado durante a minha caminhada e formagdo, muito obrigada!!



Epigrafe: “Foi o tempo que dedicastes a tua rosa

que fez tua rosa tdo importante”

O Pequeno Principe



RESUMO

Os produtos de panificacdo vém sendo utilizados como veiculo para a incorporagdo de
antioxidantes naturais. No entanto, diversas etapas do processamento dos paes podem interferir
na qualidade do produto final, podendo também alterar a bioatividade dos compostos que sdao
adicionados. A erva-mate tem sido amplamente estudada devido a sua composi¢ao quimica
complexa e seu elevado numero de compostos bioativos, principalmente os compostos
fendlicos. Apesar de apresentar substancias quimicas potencialmente ativas, permitindo o seu
uso industrial em diversos produtos, o seu consumo ainda ¢ fortemente ligado a hébitos
culturais, o que leva a limitagdes em seu uso. Nesse sentido, se faz necessario o estudo de novas
formas de consumo para levar os beneficios que a planta possui para um nimero maior de
consumidores. Com o intuito de aumentar a producao e o valor agregado deste tipo de produto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da incorporacdo de folhas de erva-mate em
diferentes tamanhos de particula e concentragdes na farinha de trigo integral e seu impacto
sobre as propriedades reoldgicas da massa, qualidade tecnoldgica de panificagdo, contetido e
bioacessibilidade in vitro de compostos fendlicos dos paes. O capitulo 1 consiste na revisao
bibliografica sobre a erva-mate, propriedades de massa e panificagdo e os principais efeitos
durante o processamento do pao, bem como a bioacessibilidade de compostos fenolicos. No
capitulo 2 foi estudado os efeitos da incorporacdo da erva-mate (EM) em diferentes
concentragdes (1,5, 2,5 e 4,5%) e tamanhos médios de particulas (245, 415,5 e 623,9 um) na
farinha de trigo integral (FTI) avaliando seus efeitos na reologia da massa, propriedades de
panificacao e antioxidantes do pao. A adi¢do de erva-mate promoveu uma possivel interagao
dos compostos fenolicos com a rede de gluten, mas sem afetar negativamente a formagao de
massa. As melhores caracteristicas de panificacdo (volume, firmeza e mastigabilidade) foram
observadas nos paes elaborados com 2,5% de EM. Ainda, os compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante das farinhas e paes aumentaram conforme a adi¢do de erva-mate. No
capitulo 3 foi investigado o efeito de diferentes tempos de fermentacdo da massa elaborada com
a adicao de erva-mate na farinha de trigo integral, e o seu comportamento reoldgico, liberagao
de compostos fenolicos e atividade antioxidante. O comportamento da fermentagdo da massa
apresentou uma alteracao na producao de CO», e o volume da massa foi reduzido quando a EM
estava presente. Por outro lado, a adi¢do de EM na massa, juntamente com o processo de
fermentagdo, aumentou o contetido fendlico livre, ligado e total, bem como a sua atividade
antioxidante, sendo que a concentragdo de 4,5% de EM aumentou o contetido de fendlicos livres
na massa apos a fermentacao. A rutina foi o composto majoritario nas massas elaboradas com
EM. Os tempos de fermentacdo de 30 e 60 minutos aumentaram o contetido de fenolicos nas
massas, principalmente o acido cafeico, acido ferulico, acido clorogénico, acido p-cumarico,
isoquercetina e rutina. Sendo assim, o processo de fermentacdo da massa pode ser um fator
determinante para a liberagdo de compostos fendlicos. O capitulo 4 expos o estudo do perfil
fendlico de farinhas, massas e paes adicionados de erva-mate na farinha de trigo integral,
através de uma analise metabolomica nao direcionada. Um total de 104 compostos fendlicos
foram identificados, pertencentes as cinco subclasses: flavonoides (35), acidos fenolicos (32),
outros polifenois (10), estilbenos (2) e lignana (1). O maior nimero de compostos fenolicos
identificados foi observado nos extratos ligados (77%) quando comparado aos extratos livres
(59%). Como esperado, a adigdo de 4,5% de EM promoveu um perfil mais abundante de
compostos fenolicos nas massas e nos paes. Os principais compostos encontrados nas amostras
contendo erva-mate foram o acido 5-cafeoilquinico e o 4cido cafeico. Ainda, o cozimento dos
paes ndo afetou negativamente a abundancia dos compostos fendlicos. Por fim, no capitulo 5 o
efeito da adigdo de erva-mate (EM) no perfil fendlico, capacidade antixiodante e
bioacessibilidade de compostos fenolicos dos paes utilizando uma simulag@o gastrointestinal in



vitro foram investigados. Alguns compostos fenolicos dos paes foram bioacessiveis, como
acido clorogénico, benzoico, siringico, p-cumarico e siringaldeido. Dentre as fases da digestao,
a fase gastrica foi a que apresentou diferentes compostos bioacessiveis para cada amostra, como
acido ferulico para P FTI (pao integral), rutina, acido clorogénico e p-cumarico para P1 e P2
(paes elaborados com 2,5 e 4,5% EM, respectivamente). A concentragdo de alguns compostos
fenodlicos reduziu significativamente na fase intestinal, devido a alcalinidade no meio e agdo
das enzimas pancreaticas. De fato, a adi¢ao de erva-mate contribuiu para o aumento na
bioacessibilidade dos compostos fenodlicos nos paes, possibilitando a inclusdo de um produto
natural valorizando uma planta regional. Portanto, a inclusdao de EM na FTI pode melhorar a
qualidade funcional e nutricional dos paes, promovendo aumento no contetido fendlico e
mantendo a qualidade do produto final, além de se mostrar uma estratégia viavel para o
enriquecimento de produtos de panificagdo, promovendo possiveis beneficios a satde dos
consumidores e potencializando o uso de um produto regional.

Palavras-chave: Produtos de panificacgao, polifendis, digestao in vitro, Illex paraguarensis.



ABSTRACT

Bakery products have been used as a vehicle for the incorporation of natural antioxidants.
However, several stages of bread-making process can interfere in the quality of the final
product, and can also change the bioactivity of the compounds that are added. Yerba mate has
been widley studied due to its complex chemical composition and high number of bioactive
compounds, especially phenolic compounds. Despite showing potentially active chemical
substances, and allowing their industrial use in several products, their consumption is still
strongly liked by cultural habits, which leads to limitations in their use. In this sense, it is
necessary to study new forms of consumption to take the benefits that the plant has to a greater
number of consumers. In order to increase the production and the added value of this type of
product, the aim of this work was to evaluate the effect of the incorporation of yerba mate leaves
in different particle sizes and concentrations in whole wheat flour, and its impact on rheological
properties of dough, technological quality of bread making, the composition and in vitro
bioaccessibility of phenolic compounds in breads. Chapter 1 consisted of a literature review on
yerba mate, dough and bread-making properties and the main effects during bread-making
process, as well as the bioacessibility of phenolic compounds. Chapter 2 presented the effects
of the incorporation of yerba mate (YM) at different concentrations (1.5, 2.5, and 4.5%) and
particle sizes (245, 415.5 and 623.9 um) in the whole wheat flour (FTI) evaluating on dough
rheological properties, antioxidant activity, and bread characteristics. The addition of yerba
mate promoted a possible interaction of phenolic compounds with the gluten network, without
negative effects on dough formation. Improved bread quality (volume, firmness and chewiness)
was found when the YM leaves were added at 2.5% The total amount of phenolic compounds
and the antioxidant activity increased as the proportion of YM increased in both flour and bread.
Chapter 3 investigated the effect of different fermentation times of the dough elaborated with
the addition of yerba mate (YM) in whole wheat flour (FTT), and its rhelogical behavior, release
of phenolic compounds and antioxidant activity was evaluated. The behavior of dough
fermentation showed a change in CO; production, and dough volume was reduced when YM
was present. On the other hand, the addition of YM in the dough together with the fermentation
process, increased the free, bound and total phenolic content, as well as its antioxidant activity.
The addition of 4.5% of YM showed higher content for free phenolic compounds on the dough
after the fermentation. Rutin was the major compound in the dough elaborated with YM.
Fermentation times of 30 and 60 minutes increased the phenolic content in the doughs, mainly
caffeic acid, ferulic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, isoquercetin and rutin. Therefore,
the fermentation process of dough may be a determining factor for the release of phenolic
compounds. Chapter 4 presented the phenolic profile of flour, dough and bread elaborated with
yerba mate in whole wheat flour, through and untergated metabolomics analysis. A total of 104
phenolic compounds were identified, belonging to the five subclasses: flavonoids (35), phenolic
acids (32), other polyphenols (10), stilbenes (2) and lignan (1). The highest number of phenolic
compounds identified was oberseved in the bound extracts (77%) when compared to the free
extracts (59%). As expected, the addition of 4.5% YM promoted a more abundant profile of
phenolic compounds in dough and bread samples. The main compounds found in the samples
containing yerba mate were S-caffeoylquinic acid and caffeic acid. Still, the baking process did
not adversely affect the abundance of phenolic compounds. Finally, chapter 5 investigated the
effect of yerba mate addition on the phenolic profile, antioxiodant capacity and phenolic
bioaccessibility of bread samples using an in vitro gastrointestinal simulation. Some phenolic
compounds in bread samples were bioaccessible, such as chlorogenic, benzoic, syringic, p-
coumaric and syringaldehyde acid. Among the digestion phases, the gastric phase presented
different bioaccessible compounds for each sample, such as ferulic acid for B WWF (whole
bread), rutin, chlorogenic acid and p-coumaric acid for B1 and B2 (bread with 2.5 and 4.5%
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YM, respectively). The concentration of some phenolic compounds was significantly reduced
in the intestinal phase, due to alkalinity in the medium and the action of pancreatic enzymes. In
fact, the addition of yerba mate contributed to the increase in the bioaccessibility of phenolic
compounds in bread samples, allowing the inclusion of a natural product valuing a regional
plant. Therefore, the inclusion of YM in WWF can improve the functional and nutritional
quality of bread, promoting an increase in the phenolic content and maintaining the quality of
the final product, in addition to showing a viable strategy for the enrichement of bakery
prodycts, promoting possible benefits to consumer health and enhancing the use of a regional
product.

Keywords: Bakery products, polyphenols, in vitro digestion, llex paraguarensis.
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INTRODUCAO

Os graos integrais ganharam maior espago na dieta humana, devido a possibilidade de
ingestdo de alimentos ricos em fibras e compostos bioativos. A substitui¢ao da farinha de trigo
refinada por farinha de trigo integral na formulagdo de paes pode ser uma alternativa para
melhorar a qualidade nutricional destes produtos. Embora seja conhecido que a farinha integral
altera as propriedades tecnoldgicas e sensoriais dos produtos de panificagao podendo levar a
alteragdes na qualidade dos paes, como a diminui¢ao do volume do € o aumento na firmeza
(HEINIO et al., 2016), a utilizacdo da farinha integral, bem como o enriquecimento de produtos
de panificacdo com fonte naturais de antioxidantes tém sido foco de diversos estudos
(BENITEZ et al., 2018).

A Ilex paraguariensis St. Hil (erva-mate) ¢ amplamente produzida e consumida no sul
do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. As propriedades farmacologicas que sdo atribuidas a
erva-mate possuem relagdo com o seu alto teor de compostos bioativos, tais como acidos
fendlicos, metilxantinas, terpenos, flavonoides, saponinas, entre outros (BRACESCO et al.,
2018; MATEOS et al., 2018; BUTIUK et al., 2021). Apesar de apresentar substancias quimicas
com elevada bioatividade, o seu consumo ainda ¢ fortemente ligado a habitos culturais, o que
acarreta em limitagdes em sua utilizacdo. Nesse contexto, o estudo de novas formas de
consumo, que ultrapassem a barreira da tradigdo, possibilita levar os beneficios que a planta
possui para um numero maior de consumidores por meio da elaboragdo de diversos produtos
alimenticios.

A pesquisa por antioxidantes naturais € uma tendéncia no mercado de alimentos, uma
vez, que além de atuar na manutengdo das propriedades sensoriais e quimicas dos produtos,
também estdo associados a manutenc¢do da satde e prevencado de doencas (DHEN et al., 2018).
A vista disto, os produtos de panificagdo revelam-se como um bom veiculo para incorporagao
destes ingredientes potencialmente ativos (NING et al., 2017; MARTINS et al., 2017; OU et
al., 2019), e por isso, a elaboragdo de paes de forma utilizando a farinha de trigo integral ¢ a
erva-mate como ingrediente funcional se apresenta como uma alternativa para o
desenvolvimento de um produto com caracteristicas nutricionais e funcionais melhoradas.
Gawlik-Dziki et al. (2015) e Wang et al. (2015) relataram que o enriquecimento de paes de
forma com diferentes fontes naturais de compostos fenolicos pode favorecer a formagao da
massa, melhorar a qualidade nutricional, além de aumentar a vida util do produto.

Embora a adi¢do de compostos fenolicos se apresente como uma alternativa promissora

para a elaboracao de produtos de panificagdo, vale ressaltar que o potencial antioxidante ¢
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dependente das condi¢des de processamento. O processo de fermentacdo e cocgdo sdo os
principais responsaveis pela auséncia ou presenca da capacidade antioxidante no produto final,
uma vez que os compostos fenodlicos possuem baixa estabilidade e podem degradar quando sao
submetidos a altas temperaturas (GERM et al., 2019).

Em contrapartida, estudos apontam que durante o processo de fermentacdo alguns
compostos podem ser formados e/ou liberados, aumentando o teor de compostos fenolicos no
produto final (VERARDO et al., 2018; SANTETTI et al., 2021). Ainda, ap6s o cozimento do
pao, a atividade antioxidante pode ser aumentada, devido a interagdes entre os componentes da
massa e os compostos fenolicos (LU et al., 2017), bem como através de reagdes quimicas que
ocorrem durante o cozimento (DAVIES-HOES et al., 2017; TIAN et al., 2021). Nesse sentido,
o processo de panificacdo pode elevar ou diminuir os teores dos compostos fendlicos, bem
como modificar a sua biodisponibilidade, acarretando em mudangas nos beneficios a satde dos
consumidores (BENITEZ et al., 2018; TIAN et al., 2021).

As propriedades biologicas dos compostos dependem da sua liberacdo da matriz
alimentar durante o processo de digestdo, que, por sua vez, sdo demonstrados como grandes
interferentes sob a biodisponibilidade dos compostos no organismo. Por isso, ¢ necessario
avaliar a bioacessibilidade por meio de modelos de digestdo in vitro, que sdo capazes de
fornecer informagdes sobre o comportamento nas principais etapas da digestdo gastrointestinal
e assim demonstrar o seu real potencial in vivo quando ingeridos (KETNAWA et al., 2021). A
bioacessibilidade dos compostos fenolicos da erva-mate presentes no pao de forma integral
apos a digestdo gastrointestinal in vitro ainda ndo foi investigada.

A fim de abordar todos os aspectos supracitados, este trabalho esta estruturado em
capitulos, sendo o primeiro referente a revisdao bibliografica e os demais referentes aos
resultados da pesquisa experimental, os quais foram elaborados no formato de artigos
cientificos.

No Capitulo 1, de revisao bibliografica, sdo abordados os principais temas envolvidos no
desenvolvimento do trabalho: erva-mate; utilizacdo de matérias-primas alternativas como fonte
de fibras e antioxidantes naturais em panificagdo; propriedades de massa e panificagdo; efeito
do processamento do pao na composicao fendlica; e, bioacessibilidade dos compostos fendlicos
em modelos de digestao simulada in vitro.

O Capitulo 2 apresenta o estudo do desenvolvimento de um pao elaborado com diferentes
proporg¢des e tamanhos de particulas de erva-mate. Neste estudo, as variaveis de tamanho de
particula e propor¢des foram analisadas para determinar o tratamento que apresenta as melhores

propriedades de massa e qualidade de panificacdo. Além disso, o contetido fenolico e a
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atividade antioxidante foram avaliados a fim de verificar a estabilidade dos compostos durante
o0 processamento do pao.

O Capitulo 3 apresenta o estudo do processo fermentativo do pao elaborado com as folhas
de erva-mate. Neste estudo, utilizou-se os tratamentos que apresentaram as melhores
caracteristicas de qualidade tecnologica de panificacdo obtidas no capitulo 2. Foi realizado um
estudo com diferentes tempos de fermentagdo para avaliar a interferéncia da erva-mate durante
0 processo, bem como a liberagao e disponibilidade de novos compostos fendlicos que sao
gerados durante essa etapa.

O Capitulo 4 apresenta o estudo referente a caracteriza¢ao do perfil fendlico de amostras
de farinha, massa e pao elaborados com erva-mate. Neste estudo, utilizou-se as amostras que
apresentaram as melhores caracteristicas de massa e panificagdo obtidas no capitulo 2, sendo
utilizada dois tamanhos de particulas e proporgdes. Ferramentas metabolomicas com
abordagem nao direcionada para caracterizar o perfil fenolico de farinhas, massas e paes
elaborados com erva-mate durante o processo de panificagdo foram utilizadas.

O Capitulo 5 apresenta o estudo referente a bioacessibilidade de compostos fendlicos
durante a simulagdo gastrointestinal in vitro. Foi realizado o estudo em paes integrais com
adi¢do de erva-mate em 2 proporgdes. As amostras de paes foram submetidas a digestao in vitro
e avaliadas quanto ao seu perfil fenolico, capacidade antioxidante e bioacessibilidade apds a
simulagao gastrointestinal.

Os artigos publicados em revista indexada (Anexo A, B e C) e os demais comprovantes
dos trabalhos parciais publicados em eventos cientificos da area de Ciéncia dos Alimentos

(Anexo D) estdo apresentados em anexo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da incorporagao de diferentes proporgdes de folhas de erva-mate (/lex

paraguariensis St. Hil) em diferentes tamanhos de particula na farinha de trigo integral e seu

impacto sobre as propriedades reoldgicas da massa, qualidade tecnologica de panificagdo,

potencial fendlico e bioacessibilidade in vitro de paes.

1.1.2 Objetivos especificos

a)

b)

g)

h)

Caracterizar as matérias-primas (farinha de trigo integral e folhas de erva-mate) em
relagdo as propriedades fisico-quimicas.

Elaborar os tratamentos (mistura de farinha e erva-mate em diferentes tamanhos de
particulas e propor¢des) a partir do delineamento experimental em arranjo fatorial
completo 3x3.

Avaliar os tratamentos em relacdo as propriedades reologicas da massa e propriedades
quimicas (compostos fenolicos e atividade antioxidante).

Elaborar paes de forma a partir dos tratamentos e avaliar as caracteristicas tecnologicas
de panificacao e propriedades quimicas (compostos fenolicos e atividade antioxidante).
Selecionar os melhores tratamentos a partir de delineamento experimental.

Realizar um estudo de fermentacdo da massa dos tratamentos selecionados, avaliando a
formagdo e/ou liberacdo de novos compostos fenolicos e suas possiveis influéncias na
massa durante o processo fermentativo.

Realizar um estudo da caracterizagdo do perfil fendlico de farinhas, massas e paes
(tratamentos selecionados) com e sem incorporagdo de erva-mate, utilizando
ferramentas metabolomicas com abordagem nao-direcionada.

Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fenolicos dos paes por meio da digestdao

simulada in vitro.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil)

Pertencente ao grupo dos produtos ndo madeireiros de extrativismo vegetal, a erva-mate
pode ser cultivada por meio da coleta de plantas provenientes exclusivamente da regeneragao
natural conduzidas sob a sombra de espécies arboreas nativas (erva-mate nativa), ou pode ser
produzida em plantio ou sistemas agroflorestais, representando uma forma ambientalmente
sustentavel de geracdo de renda (RICCIO, 2019). Segundo o IBGE (2020), a produgdo de erva-
mate no ano de 2020 alcangou 426,0 mil toneladas, obtendo um aumento na producao de 38,8%
em relagdo a 2019, gerando assim um valor de R$ 559,7 milhdes de renda. Sendo que € no
estado do Parana onde se encontram as 10 municipalidades que obtiveram a maior produ¢ao de
erva-mate em 2020.

Nos paises como Brasil, Argentina e Paraguai a exploragdo de erva-mate com finalidade
comercial, difundida desde o século XIX, representa uma grande importancia socioecondmica,
uma vez que essa produgdo ¢ realizada por um grande nimero de pequenos produtores,
comunidades indigenas e por ervateiras. A produ¢do mundial de erva-mate estd concentrada
nesses trés paises, sendo que 80% da area de distribuicdo encontra-se no territorio brasileiro
(RIGO et al., 2014). Ainda, a erva-mate ¢ uma das espécies que sofre pouco com as oscilagdes
climaticas quando comparada aos demais cultivos agricolas, proporcionando, assim, grande
relevancia para a fixagdo do homem ao campo (SANTOS et al., 2003).

A erva-mate (Ilex paraguariensis A. St. Hil.) (Figura 1) ¢ uma espécie arborea da familia
Aquifoliaceae, origindria das regides subtropicais da América do Sul. Ela é consumida por
grande parte da populagao desses paises, apresentando importancia econdmica, social e cultural
(BRACESCO et al., 2011; COLPO et al., 2016). As formas mais comuns de consumo da erva-
mate sdo através de bebidas tradicionais, como o chimarrdo, o tereré ¢ o cha mate (DA
SILVEIRA et al., 2016; BRACESCO 2019). Além da infusdo das folhas de erva-mate, ela pode
ser encontrada em produtos derivados de llex paraguariensis na forma de outras bebidas

energéticas (GOMES et al., 2012).
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Figura 1. Folha de erva-mate (Ilex paraguariensis A. St. Hill)

Fonte: Heck e Mejia (2007).

A erva-mate tem sido amplamente estudada devido a sua composi¢do quimica complexa
e seu elevado nimero de compostos bioativos. Os compostos bioativos presentes na erva-mate
sdo os compostos fendlicos, as metilxantinas (principalmente cafeina e teobromina),
flavonoides (quercetina, rutina e kaempferol) e as saponinas (BRACESCO et al., 2011;
FERNANDES et al., 2016; BAEZA et al., 2018; MATEOS et al., 2018, SANTETTI et al.,
2021). Além disso, outros constituintes como 0s minerais € micronutrientes também sao
encontrados na planta e possuem relevante importancia na dieta (JUNIOR; MORAND, 2016).

A folha ¢ considerada a parte da planta mais utilizada para o consumo humano, uma vez
que possui compostos com efeitos biologicos comprovados, além de ser também a parte mais
estudada por pesquisadores. Diversos estudos tém demonstrado as diferentes propriedades
benéficas que a erva-mate promove para a saude. Essas propriedades estdo relacionadas a sua
atividade antioxidante (BOAVENTURA et al., 2013; VARGAS et al., 2021), neuroprotetora e
anti-inflamatoéria (CITTADINI et al., 2015; PETRILLI et al., 2016), termogénica e
hipoglicemiante (RIACHI; MARIA, 2017), e antimutagénica (BRACESCO et al., 2018).

Os compostos fendlicos sao os constituintes mais abundantes e mais estudados na erva-
mate. Pertencem a uma classe de substancias quimicas que podem ser compostas de estruturas
simples, que sdo os acidos fendlicos, e complexas como os taninos, e que sdo derivadas dos
aminodcidos fenilalanina e tirosina, possuindo entdo, em sua estrutura pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupamentos hidroxilas (ALARA et al., 2021). Possuem grande
importancia na defesa a radicais livres produzidos, normalmente, pelo metabolismo das células

ou em resposta a fatores externos, destacando-se sua acdo antioxidante (RIACHI et al., 2018).
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Devido a estrutura ser composta por anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos
hidroxilas, os compostos fendlicos sdo subdivididos em grupos pelo nimero de anéis. O
primeiro grupo ¢ dos acidos fendlicos (Figura 2), possuindo as subclasses derivadas do acido
hidroxibenzoico, como o acido vanilico, e derivados do acido hidroxicindmico, como o acido
cafeico, p-cumarico e ferulico, que por sua vez, sdo 0s mais comuns nas plantas. Sabe-se que
na erva-mate estdo presentes, principalmente na forma de acidos fendlicos, o acido cafeico, o
acido clorogénico e seus isomeros cafeoilquinicos, aos quais ¢ atribuida a acdo adstringente e
antioxidante do produto, ¢ na forma de flavonoides como a rutina, quercetina e taninos
(MATEOS et al., 2018; SANTETTI et al., 2021). A erva-mate possui elevada concentragdo de
compostos do grupo dos acidos hidroxicinamicos, em destaque o acido cafeico e seus derivados:
acido 5-cafeoilquinico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5- dicafeoilquinico e acido 4,5-

dicafeoilquinico (RIACHI et al., 2017).

Figura 2. Estruturas quimicas dos acidos fenolicos hidroxibenzoicos (A) e hidroxicindmicos

(B)

(A) (B)

Ry R,
OH OH
P
R; COOH R COOH
Acido p-hidroxibenzéico: R=R=H Acido p-cumidrico: R;=R;=H
Acido protocateucuico: Rj=0H; R,=H .ﬁ}cido caféico: Ry=0H; Ro=H
Acido vanilico: Ry=0CHj; Acido ferilico: Ry=0CHj;. R;=H

Acido siringico: Rj=R;=0CHj;

Fonte: Adaptado de Vieira (2015).

O segundo grupo ¢ o dos flavonoides, sendo o de maior ocorréncia entre os compostos
fendlicos, pois estdo presentes nas plantas e sdo conhecidos por se acumularem em todas as
partes do vegetal, como raizes, caule, folhas, flores e frutos (ALARA et al., 2021). Este grupo
de compostos fendlicos incluem os flavonois, as flavonas, as isoflavonas, as flavononas, as

antocianidinas e flavanois (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura genérica das principais classes de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Ren et al. (2020).

Os flavonoides sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades sequestrantes de
radicais livres e por quelar ions metélicos, protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da
peroxidacdo lipidica (REN et al., 2020). Desta forma, os antioxidantes naturais presentes na
erva-mate tém sido alvo de pesquisas para a substituicdo dos antioxidantes sintéticos nas
industrias alimenticias (SORDINI et al., 2019). Diversos estudos tém demonstrado a
possibilidade do desenvolvimento de novos produtos alimentares a base de folhas de erva-mate,
e em alguns casos, a partir de subprodutos do seu beneficiamento, o que representa alternativas
de agregar valor ao produto final (FERRARIO et al., 2018).

Vieira et al. (2008) produziram balas de goma elaboradas com o p6 de erva-mate, e
verificaram elevado teor de polifendis, fibras, metilxantinas e minerais, além de alta capacidade
antioxidante. Ainda, testes sensoriais indicaram que as balas de erva-mate obtiveram boa
aceitabilidade pelos consumidores. Berté et al. (2011) adicionaram extrato aquoso de erva-mate
em diferentes formulagdes de gelatina e observaram que os compostos bioativos da erva-mate
se mantiveram estaveis no produto final. Chiesa e colaboradores (2012) obtiveram resultados
satisfatorios quando incorporaram folhas de erva-mate em barras de cereal, demonstrando a
viabilidade da utilizagdo da erva-mate neste produto.

Adicionalmente, Faccin et al. (2015) elaboraram paes com extrato de erva-mate,
utilizando como veiculo de incorporagdao a farinha de trigo refinada. Os extratos foram

elaborados com proporcdes diferentes de folhas (75 g e 150 g de extrato). Os resultados
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indicaram que os paes apresentaram boa aceita¢do pelo consumidor e maior vida util em relagao
a amostra controle (sem adi¢do), devido a agdo antifingica da erva-mate.

Zanchet e colaboradores (2016) desenvolveram uma barra de chocolate branco com
extrato de erva-mate e observaram que o produto apresentou boa aceitabilidade pelos
consumidores e que a aplicagdo do extrato de erva-mate aumentou o teor de compostos
fenolicos no chocolate branco. Ferrario et al. (2018) adicionaram o extrato de erva-mate para a
elaboragdo de um suco de laranja visando o enriquecimento dessa bebida com os polifenois da
planta, e verificaram que mesmo com o processamento, a bebida apresentou elevado teor de
compostos fenolicos e boa aceitagio sensorial por parte dos consumidores. Ainda, Pluta-Kubica
et al. (2020) desenvolveram um filme comestivel a base de extrato de erva-mate para queijo
coalho fresco, e observaram que a embalagem ativa prolongou a vida util do queijo, devido a
presenca dos compostos fenolicos da erva-mate.

Embora existam estudos relacionados a adi¢do de erva-mate em diversas matrizes
alimentares, a busca por alternativas de uso e aplicagdo industrial dessa matéria-prima por meio
do desenvolvimento de novos produtos visando a valorizagao dessa cultura ¢ a ampliagao de
seu mercado pela diversificagdo dos produtos oferecidos, deve ser ainda explorada. Vale
ressaltar que diversos estudos relatam que a presenca dos compostos fenolicos pode ser
influenciada de forma significativa pelas caracteristicas da matriz, bem como em relagdo a sua
propor¢ao e o tamanho de particula em que sdo incorporadas nos produtos (DA SILVEIRA et

al.,2016; DA SILVEIRA et al., 2017).

1.2 Utiliza¢ao de matérias-primas alternativas como fonte de fibras e antioxidantes naturais em

panificacao

Os consumidores estdo cada vez mais preferindo alimentos que fornecam beneficios a
saude. Nesse sentido, a utilizacao de cereais integrais, bem como o enriquecimento de paes com
diversas fontes naturais de fibras e antioxidantes estd aumentando por parte dos consumidores
(BENITEZ et al., 2018) em relagdo aos produtos refinados, que por muito tempo foram os
preferidos por apresentarem melhores caracteristicas tecnologicas e sensoriais.

Nesse contexto, pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novos produtos com a
adicao de fibras e antioxidantes naturais em paes tém sido recomendadas por diversos autores
(DZIKI et al., 2014, BENITEZ et al., 2018; PUROVIC et al., 2020). Sabe-se que os nutrientes
necessarios para uma dieta saudavel estdo concentrados principalmente nas partes externas do

grao de trigo, ou seja, na farinha de trigo integral (BRESSIANI et al., 2017). A utilizagdo de
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graos inteiros de trigo para a produ¢do de farinha integral através da moagem a seco ocorre sem
que haja a separagdo das fragdes farinha, farelo fino e farelo, ou seja, o grao de trigo ¢ moido
como um todo, envolvendo todos os componentes anatomicos do grao (JONES et al., 2015).

Inicialmente, os efeitos benéficos dos graos integrais eram atribuidos ao seu alto teor de
fibras, por outro lado, pesquisas indicam que o efeito benéfico pode surgir da agdo combinada
de varios componentes, tais como vitaminas, compostos fenolicos e outros fitoquimicos (TIAN
et al.,2019; CAPPELLI et al., 2021). Os compostos fendlicos do grao de trigo integral podem
estar presentes nas formas livre ou ligada, sendo a forma ligada encontrada com maior
abundancia (SANTOS et al., 2019). Dziki e colaboradores (2014) realizaram um estudo em que
apontaram as tendéncias na melhoria da atividade antioxidante de paes de farinha de trigo com
adicado de produtos ricos em compostos bioativos, como a utilizacdo de outros cereais,
especiarias, ervas, frutas e residuos da industria alimenticia.

Nos ultimos anos algumas pesquisas foram realizadas visando a incorporagdo de
vegetais, como folhas e ervas, na elaboragdo de produtos de panificagdo, como por exemplo
adi¢do de folhas de quinoa em paes (SWIECA et al., 2014), biscoitos elaborados com a adi¢ao
de folhas de chd verde (MICHALOWSKA-GRAMZA et al., 2016), pao de forma enriquecido
com folhas de café¢ verde (SWIECA et al., 2017). Todos estes estudos foram realizados com
produtos a base de farinhas de trigo refinadas. No entanto, a adicdo desses ingredientes,
considerados funcionais, ainda nao esta completamente elucidada quando o veiculo utilizado
para a incorporacao ¢ a farinha de trigo integral (DZIKI et al., 2014; NING et al., 2017).

Nesta perspectiva, o desenvolvimento de tecnologias de processamento de graos
integrais, bem como a adi¢do de outros ingredientes funcionais, como as folhas de erva-mate,
a fim de obter produtos mais atraentes para o consumidor se faz necessario, pois alguns estudos
demonstram que as fibras, juntamente com os compostos fenolicos podem interagir e interferir
nas propriedades da massa do pao durante o seu processamento (BRESSIANI ef al., 2017; OU
et al., 2019). Atributos de qualidade tecnoldgica e sensoriais como sabor, cor e textura dos
alimentos elaborados com ingredientes de graos integrais, folhas e ervas devem ser otimizados

para melhorar e aumentar a aceitagdo por parte dos consumidores.

1.3 Propriedades de massa e panificagdo

O trigo possui propriedades unicas em relagdo a outros cereais, pois contém as proteinas
do gluten, que sdo responsaveis pela formagao da massa com caracteristicas especificas para a

panificacdo. As proteinas sdo classificadas em dois grupos, diferenciando-se pela
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funcionalidade, gliadinas e gluteninas. As gliadinas sdo conhecidas por fornecer viscosidade a
massa, enquanto que as gluteninas proporcionam forca e elasticidade (WANG et al., 2007).

O processo de formagao da massa com propriedades de panificagdo inicia-se na etapa
de mistura, na qual a farinha de trigo ¢ hidratada e submetida a agdo mecanica de amassamento,
provocando a transformagdo das proteinas do gliten em uma rede viscoelastica (SINGH et al.,
2011; CAPELLI et al., 2020). Esta rede viscoelastica desempenha fun¢do na manutengdo do
dioxido de carbono, que ¢ produzido durante a etapa de fermentacdo e nas fases iniciais de
cozimento da massa (GRENIER et al., 2021).

Quando se utiliza a farinha integral, o processo para formacdo de massa ¢ 0 mesmo
utilizado na farinha refinada. Contudo, a farinha de trigo integral geralmente interfere
negativamente na formacao de massa, refletindo nas propriedades tecnologicas e sensoriais dos
produtos de panificacdo. Os principais efeitos sdo diminuicao do volume, alteracdo na textura,
mudangas na aparéncia e no sabor (SIBAKOV et al., 2015; HEINIO et al., 2016). Estudos
sugerem que os efeitos observados na qualidade do pdo sdo causados por interacdes fibra-
glaten; contudo, os compostos fendlicos, em geral, também podem se ligar na rede de gliten
impedindo a sua formagdo completa, e no caso da farinha de trigo integral, o 4cido ferulico ¢
considerado o composto majoritario e de maior influéncia (TEBBEN et al., 2018; SANTOS et
al., 2019).

Além disso, diversos estudos relatam sobre os efeitos tecnologicos e sensoriais nos
produtos quando farinhas de trigo refinadas ou integrais sdo enriquecidas com outras fontes de
compostos com ag¢do bioativa, como ervas, plantas e especiarias (GAWLIK-DZIKI et al., 2015;
NING et al., 2017; LIN; ZHOU, 2018; PUROVIC et al., 2020). De acordo com uma revisao
de Dziki ef al. (2014), os ingredientes vegetais podem melhorar a atividade antioxidante de
paes; no entanto, a maioria dos ingredientes ativos influencia nas propriedades tecnoldgicas e
sensoriais do produto final.

De fato, a adi¢do de compostos fendlicos provenientes de outras matrizes alimentares,
como as plantas, representa um desafio na area de processamento de paes. Essas interferéncias
sdo geralmente decorrentes da acdo antioxidante dos compostos fenolicos, uma vez que
possuem acdo redutora, e, conforme relatado na literatura, podem afetar negativamente as
propriedades reologicas da massa, resultando em menor tempo de desenvolvimento e tolerancia
a mistura da massa, e também nos atributos de qualidade do pao, incluindo a reducao de volume
e modificagdo da textura (XU et al., 2019).

Entretanto, o estudo realizado por Wang et al. (2015) demonstrou que a adi¢do de

taninos foi capaz de promover a polimerizacdo das proteinas do gliten, auxiliando nas
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propriedades de massa e tempo de mistura, favorecendo o desenvolvimento da massa. Ning e
colaboradores (2017) realizaram um estudo visando a adi¢do de folhas de cha verde para a
elaboragdo de paes integrais, e observaram que ocorreu aumento no teor de compostos fenolicos
e na vida util do produto, decorrente da presenca das catequinas que possuem propriedades
antifungicas.

Vale ressaltar que o tamanho de particula, tanto da farinha quanto da matriz utilizada
como ingrediente funcional, como ¢ o caso das folhas de erva-mate, podem interferir no
processamento do pao, alterando sua qualidade tecnologica, volume e a textura. Um estudo
realizado por Bressiani et al. (2017), em que avaliaram diferentes tamanhos de particulas de
farinhas de grao inteiro de trigo, demonstrou que a farinha de menor tamanho de particula
apresentou maior conteudo fenolico, porém, o pao elaborado com o menor tamanho de particula
de farinha ndo obteve resultados satisfatérios para a qualidade tecnoldgica, acarretando na
diminui¢do do volume do mesmo. Kopjar et al. (2015) estudaram diferentes tamanhos de
particulas de cha verde, amarelo e preto e verificaram que o teor de compostos fenolicos e
atividade antioxidante estdo diretamente relacionados com o a diminuicdo do tamanho de
particula, pois acarretou na maior exposicao dos compostos devido a maior aérea de contato
das folhas.

Além disso, a proporcao das folhas de erva-mate incorporada na formulagdo também
pode ser um interferente na qualidade do produto final. Ananingsih ef al. (2012), em um estudo
com folhas de cha verde adicionadas em paes de forma em diferentes propor¢des, demonstraram
que as propriedades nutricionais dos paes foram melhoradas com o aumento da concentracao.
Entretanto, a reologia da massa e a qualidade tecnoldgica foram afetadas negativamente.
Similarmente, Seczyk et al. (2017), em um estudo com folhas de quinoa, observaram que o
potencial antioxidante dos paes aumentou conforme o aumento da propor¢ao de folhas, com
concomitante diminui¢do da qualidade tecnolédgica dos paes.

Embora a adigdo de compostos fenolicos seja uma alternativa promissora para a
elaboracdo de produtos com caracteristicas funcionais, como ¢ o caso de paes, ¢ importante
ressaltar que o potencial antioxidante em produtos de panifica¢do ¢ dependente das condigdes
de processamento, e por isso, estas etapas devem ser estudadas, para garantir a funcionalidade

desejada do produto final.
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1.4 Efeito do processamento do pao na composi¢ao fenolica

O processamento do pao ¢ considerado um dos fatores determinantes para garantir a
composi¢ao fenolica no produto final. O processamento dos paes ¢ dividido em quatro
operacdes basicas: mistura, formacdo de massa, fermentagdo e coc¢do (TIAN et al., 2021).
Contudo, as etapas de fermentacdo e coccdo podem determinar as caracteristicas funcionais e
de qualidade do pao. Por isso, os potenciais efeitos dos compostos fenolicos na satde dependem
de sua estabilidade ou transformag¢ao durante a elaboracao do pao (GERM et al., 2019).

Geralmente os compostos fenolicos livres (soluveis) sdo os primeiros a serem
degradados quando submetidos a altas temperaturas (forneamento), enquanto que 0os compostos
fenodlicos ligados (insoluveis) sdo liberados na matriz durante o processamento (FAKHFAKH
et al., 2017). Lu et al. (2015) demonstraram que os acidos fenodlicos foram relativamente
estaveis durante a cocc¢do dos paes. J& Han e Koh (2011) observaram que a atividade
antioxidante e os niveis de acidos fenolicos livres foram reduzidos pelo processo de mistura,
no entanto, ap6s a fermentacao e cocgdo observaram aumento do teor de fenolicos totais.

Tem sido relatado que alguns compostos ndo sdao termicamente estaveis, podendo sofrer
degradacdo quando sdo submetidos a altas temperaturas, ocasionada pela clivagem da porcao
glicosil da aglicona, levando a alteracdo na disponibilidade do composto original (WANG et
al., 2015; OU et al., 2019). Por outro lado, um estudo realizado por Verardo et al. (2018)
demonstrou que a mistura da massa e a fermentag¢ao facilitou a liberagao de compostos fendlicos
livres. Geralmente o aumento da composicao fenolica livre se deve a liberagdao dos fendlicos
ligados na parede celular da matriz alimenticia; isso porque, alguns compostos fendlicos podem
existir em complexos com proteinas e carboidratos, € quando sofrem alguma a¢do quimica ou
fisica, estes compostos se tornam mais disponiveis para serem quantificados (YU; BETA,
2015).

Cabe ressaltar que a alteragdo da composicao fendlica final pode ser devido a interagdes
quimicas e fisicas ocasionadas pelo processo de mistura, como também, pelo cozimento do pao,
uma vez que os fenolicos podem se ligar a outros componentes do alimento, por exemplo amido
e proteina (CUI; ZHU, 2022). Com isso, essas interagdes afetam diretamente as propriedades
fisico-quimicas do produto, como alteracdo no valor nutricional e na disponibilidade dos
compostos no organismo.

Diante do exposto, apesar dos produtos de panificacdo serem considerados bons
veiculos para incorporacdo de ingredientes potencialmente ativos, ainda existem muitos

desafios, uma vez que se busca agregar valor nutricional e funcional e muitas vezes o
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processamento dos paes pode desencadear na perda biologica destes compostos. Assim,
buscando minimizar possiveis alteracdes e/ou perdas na qualidade, deve-se realizar o estudo de
meios de incorporacao destes ingredientes bioativos, bem como as formas de processamento

dos paes visando manter as caracteristicas de qualidade adequadas no produto final.

1.5 Bioacessibilidade dos compostos fenolicos em modelos de digestao simulada in vitro

O enriquecimento de alimentos com ingredientes que possuem atividade bioativa tem
influéncia direta na satide do homem, no entanto, esses compostos podem ser alterados durante
0 processo gastrointestinal, afetando o valor nutricional em relacdo a bioacessibilidade e
biodisponibilidade no organismo (SWIECA et al., 2018). Algumas dessas alteragcdes sdo
ocasionadas por interagcdes com a matriz alimentar, bem como efeito inibitorio dos fendlicos
provocados pelas enzimas digestivas (SWIECA et al., 2017).

O conhecimento das mudangas fisico-quimicas que ocorrem nos alimentos durante o
processo digestivo e os diversos fatores que influenciam a bioacessibilidade dos compostos
fendlicos se faz necessario para promover o desenvolvimento de novos produtos funcionais,
uma vez, que a ingestdo didria destes componentes bioativos fornecem beneficios a satde
(SENGUL; NILUFER, 2014; LUCAS-GONZALEZ et al., 2018).

A bioacessibilidade ¢ definida como a quantidade de um determinado composto que €
liberado de sua matriz alimentar no trato gastrointestinal e que, portanto, estara disponivel para
absor¢do intestinal, sendo este o primeiro fator limitante para a investigacdo da
biodisponibilidade (KARAS et al., 2017). O estudo da bioacessibilidade fornece informagdes
fundamentais para o entendimento da ingestdo dos nutrientes podendo assegurar a eficicia
nutricional dos produtos alimentares, ja que € necessario que o composto quimico atinja o alvo
fisioloégico em concentracdo minima exercendo assim seu efeito in vivo (BLANCO CANALIS
et al., 2020). Ja a biodisponibilidade, refere-se a quantidade que determinado composto
digerido, liberado e absorvido e estara circulante no organismo humano para ser distribuido nos
diferentes tecidos do corpo (PALAFOX-CARLOS et al., 2011; LUCAS-GONZALEZ et al.,
2018).

Os compostos fendlicos presentes nos alimentos sao associados a beneficios a satde
humana quando ingeridos regularmente, todavia, nos ultimos anos tem se discutido com maior
énfase a relagdo do seu potencial bioativo e a sua biodisponibilidade no organismo (TAKACS
et al., 2018; KETNAWA et al., 2021; WU et al., 2022; YAGCI et al., 2022). Geralmente, a

biodisponibilidade dos compostos bioativos depende da sua estabilidade durante a digestdo, da
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sua liberagdo da matriz alimentar (designada bioacessibilidade) e da eficiéncia de absorgdo e
distribuicdo para os tecidos do organismo. As condi¢des no trato gastrointestinal, como as
enzimas digestiva e o pH do estomago, podem influenciar diretamente as estruturas e funcdes
dos compostos fendlicos (COMERT; GOKMEN, 2020). Modelos de digestdo in vitro tém sido
amplamente utilizados para estudar as possiveis alteragdes estruturais, a sua digestibilidade e a
liberagdo dos componentes alimentares sob as condigdes gastrointestinais simuladas
(MINEKUS et al., 2014).

Estes modelos foram desenvolvidos para simular, de forma estatica ou dinamica, as
condicdes fisiologicas e a sequéncia de eventos que ocorre durante a digestdo no trato
gastrointestinal. E possivel observar o comportamento das condi¢des fisico-quimicas que
ocorrem durante a digestdo, sendo considerado as trés areas do sistema digestorio: boca,
estomago e intestino delgado. As principais caracteristicas sao a temperatura, a movimentagao
e a composi¢cdo quimica ou enzimatica da saliva, do suco gastrico, do suco duodenal e da bile,
que sdo similares as do organismo humano (CORREA-BETANZO et al., 2014; MINEKUS et
al.,2014).

Dados referentes a interagdo entre os compostos fendlicos e a matriz alimentar sao
escassos, no entanto, sabe-se que a biodisponibilidade dos compostos fendlicos ¢ diretamente
influenciada por constituintes presentes na matriz, com possiveis interagdes entre proteinas,
lipidios, carboidratos e fibras (SENGUL et al., 2014; SECZYK et al., 2021). Alguns autores
relataram alteracdes significativas que a matriz alimentar pode provocar na bioacessibilidade
dos compostos fendlicos durante a digestdo. Tais efeitos foram descritos para produtos de
panificacdo enriquecidos com ingredientes bioativos como casca de cebola (SWIECA et al.,
2013), folhas de salsa (SECZYK et al., 2016), e café verde (SWIECA et al., 2017; SWIECA et
al., 2018).

De fato, o processo digestivo pode influenciar diretamente no tempo e na taxa de
liberacdao desses compostos e, portanto, a digestdo pode ser um fator crucial para determinar a
sua bioacessibilidade e bioatividade em diferentes locais do trato gastrointestinal (TAKACS et
al., 2018). Ainda, os compostos fenolicos sdo altamente sensiveis as condigdes alcalinas no
intestino delgado e modificagdes estruturais podem resultar em mudangas na sua atividade
antioxidante (BOAVENTURA et al., 2015). De acordo com Giusti et al. (2019) os fendlicos
podem ser liberados da matriz em uma quantidade limitada durante o processo de digestao. Isso
ocorre pela interacdo fisica entre os fenolicos livres e o material da parede celular, e, portanto,
existem em baixas quantidades para serem absorvidos na etapa intestinal. Ainda, a ligacao

existente entre os polissacarideos e os acidos fenolicos ligados sofrem impedimento de
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clivagem por enzimas pancreaticas devido as ligagdes covalentes, e assim, ndo sdo liberados
durante o processo (KETNAWA et al., 2021).

Sabe-se que uma elevada atividade antioxidante in vitro nem sempre ¢ reproduzida da
mesma forma in vivo (GONZALEZ-SARRiAS etal.,2015; SIVIERO et al., 2015). Portanto, ¢
fundamental determinar a bioacessibilidade dos produtos finais, para garantir a atividade
bioldgica do composto. Um estudo realizado por Swieca et al. (2017) demonstrou que um pao
fortificado com café verde apresentou resultados satisfatorios em relagdo a liberagdao de
compostos fenolicos durante a digestao simulada in vitro, além de demonstrar que os compostos
fenolicos introduzidos na matriz foram potencialmente bioacessiveis e biodisponiveis.
Adicionalmente, Takacs e colaboradores (2018) quando avaliaram o potencial bioativo de
espaguete de trigo, observaram que a matriz alimentar pode interferir na liberacdo dos
compostos fendlicos quando submetidos a digestdo simulada in vitro, apesar dos resultados
positivos em relacdo a liberagdo de acidos fendlicos durante a digestao neste mesmo estudo. De
acordo com Colantuono et al. (2018), a incorporacao de ingredientes ativos pode aumentar a
bioacessibilidade de compostos fenolicos no pao.

Desta forma ¢ importante avaliar a bioacessibilidade de diferentes matrizes alimentares,
como ¢ o caso do pao integral elaborado com erva-mate. Torna-se relevante investigar as
modificagdes ocorridas durante o processo de digestdo simulada in vitro dos compostos
fendlicos presentes nestes paes, uma vez que a incorporagao de ingredientes bioativos, como a

erva-mate, ndo garante a sua real atividade biologica.
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CAPITULO 2

EFEITO DAS FOLHAS DE ERVA-MATE (l/ex Paraguariensis) NAS PROPRIEDADES
DE MASSA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E QUALIDADE DO PAO ELABORADO
COM FARINHA DE TRIGO INTEGRAL

Nota: O texto e dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou adaptados da publicacio
de autoria de Gabriela Soster Santetti, Marina Volpato Dacoreggio, Ana Carolina M. Silva,
Barbara Biduski, Joseane Bressiani, Tatiana Oro, Alicia de Francisco, Luiz Carlos Gutkoski,
Renata Dias de Mello C. Amboni, disponivel em Journal of Food Science, p. 1-11, 2021.
https://doi.org/10.1111/1750-3841.15909 (ANEXO A)
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos da incorporacao de diferentes proporcdes (1,5 2,5 ¢ 4,5 g
EM/100 g farinha de trigo integral (FTI)) e tamanhos de particula (245, 415,5 ¢ 623,9 um) de
folhas de erva-mate como ingrediente natural e funcional em paes de forma de farinha de trigo
integral, avaliando o impacto nas propriedades antioxidantes, reologicas e de panificagdo. A
adicao das folhas de erva-mate levou a uma possivel interagao dos compostos fenodlicos com a
rede de gluten, sem afetar de forma negativa a formacao da massa. No entanto, o tamanho de
particula maior de folha (623,9 um) provocou maior enfraquecimento da rede proteica,
resultando em um produto de qualidade inferior quando comparado as outras amostras. As
melhores caracteristicas de qualidade tecnologica de panificacao
(volume/firmeza/mastigabilidade) foram observadas quando as folhas de erva-mate foram
adicionadas na proporg¢ao de 2,5 g/100g FTI. Ainda, os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante das farinhas e paes aumentaram conforme a adi¢ao de erva-mate. Além disso, os
compostos fendlicos dos paes com 2,5 g/100 g FTI permaneceram estaveis durante o cozimento,
ndo apresentando perdas significativas de compostos fendlicos e atividade antioxidante. Os
dados sugerem que a erva-mate pode ser incorporada em paes sem alterar a qualidade
tecnologica, melhorando as suas caracteristicas funcionais.

Palavras-chave: llex paraguariensis; produtos de panificacdo; pdo integral; produtos
funcionais; compostos fendlicos.
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ABSTRACT

This study investigated the effects of different yerba mate (YM) proportions (1.5, 2.5, and 4.5
g YM/100 g whole wheat flour (WWF)) and particle sizes (245, 415.5, and 623.9 um) as a
functional and natural ingredient in bread, evaluating on dough rheological properties,
antioxidant activity, and bread characteristics. The addition of YM leaves led to a possible
interaction between its phenolic compounds and the gluten network within the dough, without
negative effects on dough formation. However, the larger YM particle size (623.9 pm) caused
a weakening of the protein network, resulting in lower quality product compared to the other
samples. Improved bread quality was found when the YM leaves were added at 2.5 g YM/100
g WWF. The total amount of phenolic compounds and the antioxidant activity increased as the
proportion of YM increased in both flour and bread. Moreover, the phenolic compounds in 2.5
g YM/100 g WWF breads were stable during baking, showing no significant losses in the
amount of phenolic compounds and antioxidant activity. These results suggest the YM can be
successfully incorporated into baked product, improving its functional characteristics.

Keywords: llex paraguariensis; bakery products; whole meal bread; functional product;
phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Os consumidores estdo se tornando cada vez mais conscientes sobre os ingredientes
utilizados nos produtos alimenticios. Esta aten¢dao redobrada proporciona a oportunidade de
desenvolver novos produtos com as propriedades nutricionais e funcionais melhoradas e
alinhadas com o mercado atual, como a incorporacdo de fibras, frutas, hortalicas e graos
integrais. Isso aumenta significativamente o interesse por farinhas integrais (FTI) (CAPPELLI;
CINI, 2021a; CAPPELLI; LUPORI; CINI, 2021Db).

A utilizagcdo da FTI afeta as propriedades tecnologicas e sensoriais dos produtos de
panificagdo, alterando a qualidade dos paes, reduzindo o volume ¢ a elevando a firmeza (KOH;
NG, 2009). Diversos estudos utilizaram ingredientes naturais para melhorar as propriedades e
promover beneficios exigidos pelos consumidores, mantendo a qualidade do produto final
(NING et al., 2017; LIN; ZHOU, 2018). De fato, o enriquecimento de paes com diferentes
ingredientes naturais pode promover a formagao de massa, melhorar a qualidade nutricional, e
aumentar a vida de prateleira do produto (GAWLIK-DZIKI et al., 2015; WANG et al., 2015).

E elucidado pela literatura que a erva-mate apresenta diversos efeitos biologicos quando
ingerida na forma de cha mate ou como complemento funcional, como efeitos antiobesidade,
hipocolesterolémico, anti-inflamatorio, antienvelhecimento e analgésico (BRACESCO et al.,
2011; GAN et al., 2018). Além disso, quando destinada a alimentagdo, a seguranca do consumo
das folhas ¢ assegurada. Neste sentido, estudos in vivo direcionam a aplicabilidade e
demonstram que o seu consumo ndo apresenta riscos para a saude humana, podendo ser
considerada um antioxidante natural (de SOUZA et al., 2019). Com isso, a inclusdo da erva-
mate (EM) em produtos de panificagao € interessante, devido ao seu alto contetudo de polifenois,
acidos clorogénicos, xantinas, 4cido cafeico e derivados, flavonoides e saponinas (BRACESCO
etal.,2011; MATEOS et al., 2018; CHEMINET et al., 2021).

As etapas do processamento dos paes, entretanto, podem interferir na qualidade do
produto final, como também alterar a bioatividade dos compostos presentes nos paes. De acordo
com Santetti et al. (2021), o processo de fermentacdo pode ser um fator determinante para a
liberagdo de compostos fenolicos. Além disso, os compostos fendlicos podem interagir com
outros componentes presentes na massa ou no pao, como a agua, as proteinas do gliten e o
amido. Segundo Ozdal, Capanoglu e Altay (2013), as proteinas e fenolicos podem interagir via
ligacdes covalentes e/ou nao-covalentes, que contribuem positivamente com a estrutura da
massa, formagdo e desenvolvimento. Por outro lado, alguns compostos especificos podem

interferir negativamente com as propriedades fisico-quimicas e reoldgicas da massa. Muitas
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vezes, estes fenolicos alteram o desenvolvimento da massa, o indice de tolerancia a mistura e a
qualidade tecnologica dos paes, como o volume e a textura (XU et al., 2019).

A erva-mate ja foi utilizada para a producdo de bebidas e também na incorporacao de
alimentos como barras de cereal, gelatinas, e pies elaborados com farinha refinada (BERTE et
al., 2011; CHIESA et al., 2012; FACCIN et al., 2015). No entanto, informagdes sobre o
comportamento das folhas de erva-mate nas propriedades de panificagdo utilizando farinha de
trigo integral (FTI) ndo foram relatadas. Como as propriedades de massa e panificacdo sao
cruciais na determinagdo da qualidade da farinha, ¢ imprescindivel o estudo das mudancas no
uso final da farinha com a adicdo de erva-mate. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o
impacto da propor¢do e tamanho de particula da EM nas propriedades de massa, atividade
antioxidante e qualidade do pao elaborado com FTI. As informacdes obtidas através deste
estudo podem ser valiosas para orientar a qualidade e desempenho tecnologico de panificagdo

da FTI com a adi¢do de erva-mate.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os graos de trigo (Triticum aestivum L.) provenientes do cultivar Toruk, safra de
2017/18, foram fornecidos pela empresa Biotrigo Genética-Ltds, Passo Fundo, Brasil. As folhas
de erva-mate (/lex paraguariensis St. Hil) da colheita de 2017, foram fornecidas pela empresa
Inovamate, Ilopolis, Brasil. Os ingredientes para a elabora¢dao dos paes foram adquiridos no

mercado local. Todos os reagentes quimicos s3o de grau analitico.

2.2 Preparacdo da farinha de trigo integral e das folhas de erva-mate

A farinha de trigo integral (FTI) e as folhas de erva-mate (EM) foram preparadas de
acordo com nosso estudo anterior (SANTETTI et al., 2021). Para este estudo, trés tamanhos de
particulas de EM foram avaliados. O tamanho médio das particulas foram de 245, 415,5 ¢ 623,9
um (D90) (Figura 1), medido pelo analisador de particulas a laser (Bettersizer, S2-WD, China).

As amostras foram nomeadas como EM fina, EM média e EM grossa, respectivamente.
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Figura 1. Distribui¢ao de tamanho de particula da (a) farinha de trigo integral, (b) erva-mate fina, (c) erva-mate média e (d) erva-mate grossa.
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A composi¢ao quimica das amostras de EM e FTI foi determinada e esta apresentada na

Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢ao quimica da farinha de trigo integral e das folhas de erva-mate fina,

média e grossa.

Tamanho de particula

Composicao

FTI EM Fina EM Média EM Grossa
Umidade (g/100 g) 14,33 £ 0,04 6,08 + 0,02 6,35+ 0,01 7,89 £ 0,05
Proteinas (g/100 g bs) 12,84 £ 0,11 15,04 £ 0,01 15,01 £0,01 14,98 +£0,01
Lipidios (g/100 g bs) 1,52 + 0,04 6,23 £ 0,06 5,32 £ 0,04 5,78+ 1,45
Cinzas (g/100 g bs) 1,85+0,04 5,29 +£ 0,06 5,16 £ 0,02 5,34 +0,07
Fibra alimentar total (g/100 g bs) 13,58 £ 0,01 37,95 +2,62 41,99 £ 1,39 46,10 + 2,69
Fibra soluvel (g/100 g bs) 2,00 £0,44 5,30+0,14 6,54 £ 0,66 8,10+ 1,13
Fibra insoluvel (g/100 g bs) 11,58 £ 0,34 32,65+2,76 35,45 +1,56 38,00+ 1,56
CFT (mg AGE/100 g) 82,95+0,84  2256,7+ 157,63 188221 £13,62  1672,65+ 185,09
ABTS (uM/Trolox g) 443,80 + 18,01 32254,7£296,16 25990,08 + 215,37 22837,62 +£210,49
FRAP (uM/Trolox g) 95,84 +£1,70  5814,45+ 186,22 5254,45+170,24 4739,01 £ 196,88
DPPH (ICso pg/mL) 1,84 +0,03 1,32 +0,01 2,02 +£0,50 2,39+ 0,01

EM: Erva-mate. EM fina: 245 pm. EM média: 415,5 um. EM grossa: 623,9 um. FTI: Farinha de trigo integral
(controle). ABTS: Atividade antioxidante total pela captura de radicais livres ABTS". FRAP: Poder antioxidante
redutor de ferro. DPPH: Atividade antioxidante de eliminagdo de radicais livres. CFT: Compostos fenélicos totais.
bs: Base seca.

2.3 Delineamento experimental

A FTI foi combinada com a EM (fina, média e grossa) em diferentes proporgdes. Para
avaliar os efeitos da propor¢do e tamanho de particulas da EM nas propriedades da farinha e
qualidade do pao, um planejamento fatorial completo foi realizado, totalizando nove
tratamentos de g EM /100g FTI (m/m). Cada tratamento e a amostra controle (FTI) foram
analisadas em triplicata (Tabela 2). Os niveis de EM selecionados foram baseados em estudos

anteriores (dados ndo apresentados).
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Tabela 2. Delineamento experimental para a incorporagdo de erva-mate na farinha de trigo

integral.
Erva-mate
Tratamentos
Proporg¢ao (g/100 g; m/m)* Tamanho de particula

1 1,5 Fina

2 2,5 Fina

3 4,5 Fina

4 1,5 Média

5 2,5 Média

6 4,5 Média

7 1,5 Grossa

8 2,5 Grossa

9 4,5 Grossa

FTI - -
2 2g3139M/100 g FTL FTI: Farinha de trigo integral (controle). Fino: 245 pm. Médio: 415,5 pm. Grosso:

,9 pm.

2.4 Composicao quimica da matéria-prima

Os meétodos padronizados da AOAC International (2005) foram utilizados para
determinar a composicao da EM (fina, média e grossa), incluindo o conteido de umidade
(925.09), cinzas (923.09), proteinas (920.87), e lipidios (920.85). Da mesma forma, a
composi¢do quimica da FTIL, incluindo o conteudo de umidade, cinzas, proteinas, e lipidios,
foram determinados por espectroscopia de refletancia no infravermelho préoximo (DS, 2500,
FOSS), de acordo com a curva padrdo para FTI. Para a fibra alimentar foi utilizado um ensaio

enzimatico-gravimétrico, de acordo com o método padrdo da AACCI International (2010).

2.5 Propriedades de mistura e extensionais da massa

As propriedades de mistura dos nove tratamentos e da FTI foram determinadas de
acordo com o método da AACCI n° 54-21.02 (2010) no equipamento Promildgrafo (T6E,
Koloman Egger, Austria). Os parametros avaliados foram absor¢do de dgua (AA), indice de
tolerncia a mistura (ITM), tempo de desenvolvimento da massa (TDM) e estabilidade (E).

O teste de resisténcia a extensao e extensibilidade da massa foi realizado utilizando o

analisador de textura (modelo TA-XT2i, Stable Micro Systems, Reino Unido), equipado com
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o software Exponent 32, empregando probe Kieffer Dough and Gluten Extensibility Rig
(A/KIE). As massas foram preparadas de acordo com o método descrito por Bressiani et al.

(2017) e o teste foi realizado a 10 mm/s para uma distancia de 75 mm.

2.6 Processamento e qualidade do pao

Os paes foram preparados utilizando o teste instrumental em pequena escala seguindo o
método descrito por Bressiani ef al. (2017). Resumidamente, a formulacao foi composta de
farinha (com e sem adi¢ao de erva-mate em diferentes proporgdes e tamanhos de particula) (100
g), gordura vegetal hidrogenada (3 g/100 g farinha), cloridrato de sodio (12 g/100 g farinha),
acido ascorbico (0,01 g/100 g farinha), agticar (5 g/100 g farinha), fermento (3 g/100 g farinha),
e a agua foi baseada na absor¢do de agua da farinha obtida em 650 UF (+ 20) na andlise de
farinografia. A massa foi dividida em porg¢des de 35,0 g e a fermentacao foi realizada em camera
de descanso (Multipao, Brasil) a 30 + 1 °C, durante 60 minutos. A cocg¢ao dos paes foi realizada
em forno de laboratorio (QA 226, Labor Instruments Works, Hungria) a 150 °C por 12 minutos.
O volume dos paes (cm?) foi determinado por deslocamento de sementes de paingo de acordo
com o método n° 10-05.01 (AACCI, 2010), e o volume especifico (g/cm?) foi medido pelo
volume do pao divido pela massa do pao.

Os parametros firmeza (g) e mastigabilidade (g/s) dos paes foram avaliados em analisador
de textura (TA.XTplus, Stable Micro Systems, Inglaterra) Os paes foram cortados em fatias de
25 mm de espessura e a crosta removida. A compressao de dois ciclos foi aplicada as amostras,
que foram comprimidas a 50% de sua espessura inicial, utilizando uma sonda cilindrica com
20 mm de didmetro. Os parametros de teste foram: velocidade de pré-teste: 1,0 mm/s;

velocidade de teste 1,7 mm/s; pos-teste: 10,0 mm/s; forca de inicio: 5,0 g.

2.7 Analises quimicas

Os polifenois foram extraidos da EM como descrito por Asolini ef al. (2006). Para os
polifendis livres na farinha e no pao, foi utilizado o método de extracdo descrito por Both ef al.
(2019). Previamente a extragdo, os paes foram liofilizados por 48 horas e moidos para passar
numa peneira de 30 mesh (NING et al., 2017).

Os compostos fenolicos totais (CFT) da erva-mate, farinhas e paes foram determinados

utilizando o reagente Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). A quantifica¢ao foi baseada
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na curva padrao de &cido gélico e os resultados foram expressos em mg 4cido galico equivalente
por 100 g de amostra, em base seca (mg AGE/100 g).

A atividade do radical ABTS foi determinada de acordo com Re et al. (1999), o
potencial antioxidante redutor férrico foi determinado através do ensaio de FRAP utilizando o
protocolo estabelecido por Benzie e Strain (1996), e a atividade do radical DPPH foi
determinado utilizando a metodologia descrita por Brand-Willians et al. (1995). Os resultados
foram expressos em pmol Trolox equivalente por grama de amostra, em base seca (umol

Trolox/g), exceto a analise de DPPH, que o resultado foi expresso em ICso (ug/mL).

2.8 Analises estatisticas

Os testes analiticos foram realizados em trés repeti¢des. Os parametros reologicos e de
qualidade dos paes foram avaliados utilizando ANOVA para analisar os efeitos e interagdes
significativas entre os tamanhos de particulas e propor¢des da EM nas caracteristicas de
qualidade, com intervalo de confianca de 99 e 95%, utilizando o software SASM-Agri versao
8.2. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) e o coeficiente de correlacao

de Pearson foi utilizado para comparar os compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante.
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3.1 Efeito das folhas de erva-mate nas propriedades de mistura da massa

As propriedades de mistura da massa estdo apresentadas na Tabela 3. Os resultados demonstraram que o

tamanho de particula e a propor¢cdo da EM tiveram efeito significativo (p<0,01) na absorcdo da agua (%) (AA),

estabilidade (min) (E), tempo de desenvolvimento da massa (min) (TDM) e indice de tolerancia a mistura (U.P) (ITM),

e também para a interacio entre as variaveis (APENDICE A, Tabela 1).

Tabela 3. Propriedades de mistura das massas elaboradas pela incorporacdo de erva-mate na farinha de trigo integral.

Tamanho de Proporgao de erva-mate (m/m)* Proporg¢do de erva-mate (m/m)*
particula (um) 1,5 2,5 4.5 1,5 2.5 4,5
Absorc¢iao de agua (%) Tempo de desenvolvimento da massa (min)
FTI 72,01 £ 0,02 8,37+0,35
EM Fina 74,38 +£0,32°C  75,05+0,05"  78,15+0,05* 9,08 + 0,02 8,81 £0,02 3 8,85+£0,25 aAB
EM Média 76,02+ 0,024  77,08+0,07°* 78,04 +0,01 A 9,41 £0,01 B 9,41 £0,01 a4 9,41 £0,01 a4
EM Grossa 75,03 +£0,02°  7530+0,20°® 76,51 +0,53 B 9,52+0,01 ** 9,05+0,01°®8 8,80+ 0,308
Estabilidade (min) Indice de tolerincia a mistura (U.P)
FTI 9,10 £0,01 61,67 2,08
EM Fina 3,62+0,01 %8 3,11 +£0,01 <€ 3,33+£0,01° 101,060,034 109,07 +0,04°* 112,10+0,14°4
EM Média 3,62+0,02 3,31 +£0,01 B 3,41 £0,01 % 97,05+ 0,07 B 102,10 £ 0,14 % 107,08 £ 0,03 *A
EM Grossa 3,81+0,01 ** 3,42+0,01° 3,30+£0,20% 101,04 £0,05°  110,50+0,70** 109,54 + 6,31 A

Cada valor ¢ apresentado como média + desvio padrdo (n=3). * g EM/100 g FTI. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna e letras
minusculas na mesma linha, diferem estatisticamente (p <0,05) pelo teste de Tukey, para cada parametro. EM fina: 245 uym. EM média: 415,5
pm. EM grossa: 623,9 um. EM: Erva-mate. FTI: Farinha de trigo integral (controle). U.P: Unidades promilograficas.
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A adicdo de 4,5% de erva-mate (m/m) aumentou a absor¢ao de agua (%) (AA),
independentemente do tamanho de particula, apresentando um ligeiro aumento
comparado a amostra controle (Tabela 3). Além disso, a absor¢do de dgua da massa
aumentou gradualmente (p<0,05) a medida que a proporcao de EM foi adicionada. Este
fato pode ser explicado pela presenca de fibras e compostos fenodlicos da EM e da FTI,
que promoveram interagdes entre a agua e os grupos hidroxilas por meio de ligagdes de
hidrogénio, ocasionando o aumento na AA (GOMEZ et al., 2020; CAPPELLI;
MUGNAINI; CINI, 2020b). As massas elaboradas com os menores tamanhos de
particulas da EM (fina e média) apresentaram a maior absor¢do de 4gua comparado com
a amostra controle. Isto provavelmente ocorreu, devido a fragmentacao da parede celular
das folhas durante o processo de moagem, que aumentou a area de superficie de contato.
Essa superficie de contato exp0s maiores quantidades de grupos hidroxilas dos compostos
fenolicos e, consequentemente, aumentou as ligacdes (absor¢do) com a dgua (BOTH et
al., 2019). A absor¢ao de dgua ¢ um parametro importante para a panificacao, e segundo
Ma et al. (2019), uma maior absor¢do nas farinhas auxilia no retardamento da
retrogradacdo e aumenta o rendimento da massa.

O tempo de desenvolvimento da massa (TDM) e a estabilidade (E) predizem a
forca da farinha e podem estar relacionadas com a absor¢do de dgua. Esta relacdo é
baseada na superficie de contato das farinhas e na taxa de hidratacdo dos componentes da
matriz. O tempo de mistura da massa de todos os tratamentos foi ligeiramente superior
(p<0,05) ao da amostra controle (FTI). Isso indica que a massa necessita de um tempo
maior para se desenvolver completamente. Novamente, isso ¢ devido a presenga das
fibras e compostos fendlicos da EM como componentes da matriz (BRESSIANI ef al.,
2017; PEJCZ et al., 2018; CAPPELI et al., 2020c). Ja em relacdo a estabilidade da massa,
esta apresentou diminui¢do apds a incorporagdo da EM quando comparado com a FTI
(controle). Isso pode estar relacionado a diluicdo da rede de gliten e alteragdo no
comportamento da dgua, uma vez que os compostos fendlicos e as fibras competem por
dgua com outros polimeros, como as proteinas e amido (SUN et al., 2015; ZHU et al.,
2016; XU et al., 2019).

A presenga de compostos fitoquimicos na EM pode afetar o desenvolvimento da
matriz proteica durante a formacao da massa. Santetti et al. (2021) reportaram que o0s
acidos fendlicos identificados nas massas elaboradas com EM podem interagir com o
gluten durante a mistura e o processo de fermentagdo, como o 4cido cafeico e o acido

clorogénico, que estdo presentes nas folhas de erva-mate. Compostos fitoquimicos atuam
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como agentes redutores e causam a ruptura das ligagdes dissulfeto na massa e no pao,
enfraquecendo a rede de gluten, diminuindo assim, a estabilidade da massa durante o
processo de mistura prolongado (BRESSIANI et al., 2017).

O indice de tolerancia a mistura (U.P) (ITM), que ¢ inversamente proporcional a
estabilidade, foi maior nas farinhas incorporadas de EM quando comparada a FTI
(controle), para todos os tamanhos de particulas de EM. Geralmente, as farinhas
classificadas como fracas apresentam maior ITM’s. No entanto, deve-se enfatizar que o
menor tamanho de particula podem apresentar menor impacto na formagao da massa, pois

podem aderir melhor na rede de gluten (WANG et a/.,2018).

3.2 Efeito das folhas de erva-mate nas propriedades extensionais da massa

As propriedades extensionais da massa podem predizer o seu desempenho durante
o processo de fermentacdo e cozimento do pao. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 4. Os resultados indicaram que o tamanho de particula e a propor¢do da EM tém
efeito significativo (p<0,01 e p<0,05) nas propriedades extensionais (APENDICE A,
Tabela 1).

Tabela 4. Propriedades extensionais das massas elaboradas pela incorporagdo de erva-

mate na farinha de trigo integral.

Tamanho de particula Proporg¢ao de erva-mate (m/m)*
(um) 1,5 2,5 4,5
Resisténcia a extensao (g)
FTI 38,46 + 2,06
EM Fina 34,68 £2,61 % 35,23 £ 0,58 %€ 21,65+ 0,88 °¢
EM Média 57,10 £ 1,50 3 47,89 + 0,58 A 25,50 + 0,46 B
EM Grossa 52,224+0,17 8 40,22 + 0,81 %8 31,71 £ 0,44 <A
Extensibilidade (mm)
FTI 20,01+ 0,12
EM Fina 26,21 £1,352% 21,85+0,36 % 26,54 + 0,98 *
EM Média 2423 +0,36 %A 19,56 + 1,57 °A 24,66 + 2,46 A
EM Grossa 17,14 £ 0,88 °B 20,84 + 0,89 A 16,09 + 1,74 ®B

Cada valor ¢ apresentado como média + desvio padrao (n=3). * g EM/100 g FTI. Letras maitsculas
diferentes na mesma coluna e letras mintisculas na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey, para cada pardmetro. EM fina: 245 pm. EM média: 415,5 pm. EM grossa: 623,9 um. EM:
Erva-mate. FTI: Farinha de trigo integral (controle).
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A resisténcia a extensdo, que ¢ a capacidade de uma massa resistir a uma forca
aplicada, bem como sua tendéncia em retornar a sua forma original (elasticidade),
diminuiu (p<0,05) nas massas com a maior propor¢ao de EM para todos os tamanhos de
particula. Este comportamento pode ser explicado pelo enfraquecimento da rede de
gliten, possivelmente pela presenca das fibras e compostos fitoquimicos da EM
(BRESSIANI et al., 2017; SANTETTI et al., 2021).

Os maiores tamanhos de particulas (média e grossa) na menor propor¢ao (1,5%;
m/m) apresentaram os maiores valores de resisténcia a extensdo. Isto pode afetar
negativamente a qualidade do pao, uma vez que massas mais rigidas sdao levemente
extensiveis, causando a diminui¢do do volume especifico do pdo, devido a menor
retengdo de gas durante a fermentacdo (SCHEUER et al., 2011).

A extensibilidade, considerada a medida da deformagdo da massa, diminuiu
(p<0,05) quando 2,5% EM (m/m) foi utilizada para todos os tamanhos de particulas. As
massas elaboradas com o tamanho médio e fino da EM independente da proporcao,
apresentaram os melhores resultados para a extensibilidade, bem como para a resisténcia
a extensdo. Estes resultados sdo adequados para produtos de panificacdo, pois altos
valores de extensibilidades levam a menor consisténcia da massa, enquanto que valores
mais baixos podem produzir massas mais consistentes, o que nao ¢ ideal para a elaboragado
de paes (SCHEUER et al., 2011).

Algumas alteragdes no desenvolvimento da massa ocorrem devido a presenga de
compostos fitoquimicos da erva-mate. Estes compostos possuem uma estrutura que
contém ligacdes duplas ativadas que favorecem a interagdo com as ligagdes dissulfeto do
gluten. Essas interagdes podem levar a menor resisténcia e aumento da extensibilidade da
massa (HAN; KOH, 2011; ANANINGSIH et al., 2013), conforme observado neste
estudo. Por outro lado, Wang et al. (2015) demonstraram que a adi¢do de taninos, que
ndo possuem ligacoes duplas ativadas, aumentou a resisténcia ao desenvolvimento da
massa, promovendo a agregacao das proteinas e modificando positivamente a estrutura
darede de gluten. Além disso, de acordo com Lin e Zhou (2018), algumas ligagdes podem
ser formadas entre as proteinas do gluten e os componentes adicionados na farinha; uma
vez que estes compostos realizam ligacdes complexas que sdo capazes de neutralizar o
impacto do enfraquecimento da rede de gluten em relacgao as ligagdes dissulfeto, e assim,
favorecer a funcionalidade da massa. Com relacdo ao nosso estudo, foi observado que a

os menores tamanhos de particulas da EM resultaram em melhor desenvolvimento da
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massa quando comparado as particulas maiores de EM adicionadas nas proporg¢des de 2,5

e 4,5% de erva-mate (m/m) na FTIL.

3.3 Qualidade dos paes enriquecidos com as folhas de erva-mate

As fotografias dos cortes transversais dos paes estdo ilustradas na Figura 2. Todas
as amostras apresentaram pequenos orificios no miolo dos paes, provavelmente devido a
forga excessiva da massa durante a expansao no processo fermentativo, uma vez que a
farinha utilizada possui alta for¢a de gluten. Todos os tratamentos com EM apresentaram
o volume especifico do pao significativamente (p<0,05) inferior ao pao controle (FTI)
(APENDICE A, Tabela 1).

Com relagdo a qualidade dos paes, os resultados demonstram que o tamanho de
particula e a propor¢do da erva-mate apresentaram efeito significativo (p<0,01), e ainda,
que ocorreu uma interagdo entre as varidveis (APENDICE A, Tabela 1). O volume
especifico ¢ uma das caracteristicas visuais mais importantes do pao, e geralmente, um
alto volume estd associado a uma aeragdo adequada do pao (ELGETI ef al., 2014). O
volume especifico dos paes elaborados com a EM foi ligeiramente inferior quando
comparado com a amostra controle (FTI) (Tabela 5). A adi¢do de 2,5% de erva-mate
(m/m), em todos os tamanhos de particulas, promoveu o maior volume especifico
(p<0,05). No entanto, um aumento no tamanho de particula (média e grossa) ocasionou
uma reducao no volume especifico dos paes quando comparado ao pao elaborado com o
tamanho de particula fino, provavelmente, devido ao enfraquecimento da rede de glaten,
0 que resultou em um menor volume e consequentemente uma retencao de gas inadequada

durante a fermentacao.
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Figura 2. Fotografias dos paes elaborados com a combinacgdo de erva-mate em diferentes

tamanhos de particulas e propor¢des na farinha de trigo integral.

Proporc¢io de erva-mate (% ; m/m)

FTI 1.5 2.5 4,5

EM

Média

EM
Grossa

0 1 2 3 4 3 ] 7 B g 10 11 12 13 14 15

FTI: Farinha de trigo integral (controle). EM Fina: 245 pm. EM Média: 415,5 pm. EM Grossa: 623,9 um.
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Tabela 5. Qualidade tecnologica de panificacdo dos paes elaborados com a incorporagao

de erva-mate na farinha de trigo integral.

Tamanho de Propor¢do de erva-mate (m/m)
particula (um) 1,5 2,5 45
Volume especifico (g/cm?)

FTI 4,40 + 0,02

Fina 3,39+ 0,02 °A 4,02 + 0,06 *A 3,23 +0,03 B

Média 2,64 +0,03 B 3,44+0,01 %8 3,57 + 0,03 2

Grossa 2,65+0,01 "B 3,86+ 0,06 *A 2,67 + 0,06 °¢
Firmeza (g)

FTI 356,96 + 25,64

Fina 375,14 + 12,56 &€ 396,05 + 17,94 34 344,52 + 12,43 B

Média 518,10 £ 7,74 A 338,60 + 19,37 B 382,57 +£0,71 bA

Grossa 461,75+ 7,86 B 376,35 + 15,26 PAB 379,97 + 11,98 ®A

Mastigabilidade (g/s)

FTI 284,84 + 7,40

Fina 293,30 + 4,09 € 337,16 £22,19 24 168,32 + 5,10 ®B

Média 417,31+3,99 %A 291,66 + 25,40 ®A 310,55+ 11,47 %A

Grossa 373,79 + 15,37 @8 306,71 + 3,43 %A 301,68 + 16,56 °A

Cada valor ¢ apresentado como média + desvio padrdo (n=3). * g EM/100 g FTI. Letras maitsculas
diferentes na mesma coluna e letras mintsculas na mesma linha, diferem estatisticamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey, para cada parametro. EM fina: 245 pm. EM média: 415,5 um. EM grossa: 623,9 um. EM:
Erva-mate. FTI: Farinha de trigo integral (controle).

Pesquisadores sugerem que um maximo de adi¢dao de 3% (m/m) de ingredientes
antioxidantes devem ser incorporados na massa de pao para evitar alteracdes no seu
volume (BOUREKOUA et al.,2018; PUROVIC, et al., 2020; ALGBOORY et al., 2021).
Além disso, alguns autores reportaram que menores tamanhos de particulas dos
ingredientes adicionais, interferem menos na estrutura do glaten durante o
desenvolvimento da massa. Isto pode ser devido a maior superficie de contato dos
menores tamanhos de particulas, que pode facilitar a sua incorporacdo na massa.
Navrotskyi e colaboradores (2019) reportaram que os menores tamanhos de particulas
promoveram maior volume especifico e paes mais macios.

Por outro lado, maiores tamanhos de particulas possuem menor superficie de
contato, o que faz com que elas se fixem na matriz proteica e danifiquem a estrutura do
glaten (WANG et al., 2018). De acordo com Sivam et al. (2010), alguns compostos

fitoquimicos sdo capazes de formar complexos especificos com as proteinas e/ou
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polissacarideos da farinha. Dessa forma, a presenca de compostos fenodlicos da erva-mate
pode auxiliar no desenvolvimento da massa.

Uma diminui¢do significativa na firmeza e mastigabilidade (p<0,05) foi
observada nos paes que apresentaram o menor volume especifico (Tabela 5). Os
tratamentos elaborados com 2,5 € 4,5% EM (m/m) nos tamanhos de particula fino e médio
apresentaram os menores valores e firmeza e mastigabilidade comparado as amostras

elaborados com a EM grossa.

3.4 Conteudo fendlico total e atividade antioxidante dos paes e farinhas elaborados com

erva-mate

O tamanho de particula e a propor¢do de EM apresentaram efeito significativo
para o teor de compostos fenolicos e a atividade antioxidante das farinhas e dos paes
elaborados com erva-mate (p<0,05). Houve, também, uma interagao significativa entre o
tamanho de particula e propor¢io da EM, como indicado na Tabela 1 — APENDICE A.
Este efeito esta diretamente relacionado ao maior contetido fenolico e consequentemente,
a alta atividade antioxidante da erva-mate.

E amplamente conhecido que durante o processamento do pdo, 0s compostos
bioativos sdo ligeiramente reduzidos devido a sua degradagao provocada pela temperatura
de cocgao (DZIKI et al., 2014; NING et al., 2017). De fato, foi observado que o CFT e a
atividade antioxidante foram significativamente reduzidos quando comparados aos
valores encontrados para a farinha e as amostras de pdo (APENDICE A, Tabela 2). No
entanto, o CFT aumentou gradativamente conforme o aumento da proporcao de EM, tanto
para as farinhas, quanto para os paes. Como mencionado, foi observado que o CFT
diminuiu significativamente da farinha para o pdo (para todos os tratamentos), exceto
quando 4,5% EM (m/m) nos tamanhos fino e médio foi utilizado (Figura 3a). Com isso,
massas de paes elaborados com a EM demonstraram o mesmo efeito, em que a maior

propor¢ao (4,5%; m/m) apresentou o maior CFT (SANTETTI et al., 2021).
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Figura 3. (a) Contetido fenolico total e (b), (c), (d) atividade antioxidante das farinhas e paes elaborado com diferentes proporcdes e

tamanhos de particulas da erva-mate na farinha de trigo integral.
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Em geral, o tamanho de particula da EM foi inversamente proporcional a
capacidade antioxidante das farinhas e paes testados (Figura 3b, 3c e 3d). Um aumento
na propor¢ao de EM elevou a capacidade antioxidante das farinhas e paes analisados pelos
ensaios de ABTS ¢ FRAP. O mesmo comportamento foi observado para o ensaio de
DPPH, sendo que um valor baixo de ICso estd associado com uma alta atividade de
eliminagdo de radicais DPPH. Embora o CFT tenha sido maior nos tratamentos
elaborados com a maior proporcao de 4,5% EM (m/m), em todos os tamanhos de
particulas, estes compostos foram instaveis durante o processo de cozimento, o que
causou uma reducdo na atividade antioxidante das amostras de paes. Esta redu¢ao nao foi
observada nos paes elaborados com 4,5% EM (m/m) das particulas finas e grossas para o
ensaio de DPPH, quando o ICso apresentou um aumento na atividade antioxidante tanto
para as farinhas, quanto para os paes. Por outro lado, para os testes ABTS e FRAP, as
amostras de paes elaboradas com 2,5% EM (m/m) nos tamanhos médio e grosso,
demonstraram elevada capacidade antioxidante, mas sem diferirem entre farinha e pao
(p>0,05), para cada ensaio. Estas variacdes na capacidade antioxidante podem estar
relacionadas a diversos fatores intrinsecos durante o processamento do pao.

Dessa forma, o CFT e a atividade antioxidante foram correlacionados
positivamente para todos os tratamentos e nos ensaios de ABTS e FRAP, e para o ensaio
DPPH foi correlacionado negativamente pelo fato do resultado de ICso ser inversamente
proporcional. Estas correlagdes foram determinadas pelo coeficiente de correlagdo de
Pearson (1?), ou seja, a medida que o contetido fenodlico aumentou a atividade antioxidante
também aumentou (1 farinhas: 0,81, 0,80 e -0,79; 12 paes: 0,85, 0,84 ¢ -0,81 pelos ensaios
de ABTS, FRAP e DPPH, respectivamente).

As farinhas e paes elaborados com o tamanho de particula da erva-mate fina
apresentaram elevado contetido fendlico total e foram ligeiramente diferentes da amostra
controle (farinha e pao). Isso sugere que quanto maior superficie de contato da erva-mate,
maior serd a exposicao e extracdo dos compostos fenolicos. No entanto, a utilizacao do
menor tamanho de particula da EM foi associada com uma menor estabilidade dos
compostos durante o cozimento do pao.

Durante a etapa de produ¢do da massa, a hidratacdo e acdo mecanica da massa
podem ativar enzimas oxidativas, que levam a degradacao de compostos fenolicos. Por
outro lado, durante o processo de fermentacdo, novos compostos fendlicos podem ser
gerados e liberados (HAN; KOH, 2011; DZIKI et al., 2014). Esse fato pode ser

confirmado pelo nosso estudo anterior, no qual a liberacdo de novos compostos fenolicos
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ocorreu em diferentes tempos do processo fermentativo da massa de pao (SANTETTI et
al.,2021). Além disso, autores reportaram que a liberagao e/ou estabilidade dos polifentis
durante o cozimento podem estar relacionadas a produtos derivados da reagdo de
Maillard, a qual ¢ importante para produtos de panificacao, uma vez que fornece aos
produtos sabor e cor, ¢ pode apresentar atividade antioxidante (SIVAM et al., 2010).
Assim, as pequenas variacdes observadas nos compostos fenolicos neste estudo das

farinhas para os paes com erva-mate podem ser justificadas por este fendmeno.

4, CONCLUSAO

Este estudo revelou que o tamanho de particula da erva-mate fina e média (< 245
e 415,5 pm, respectivamente) nas proporc¢des de 2,5 e 4,5% (m/m) demonstraram efeito
positivo nas propriedades da massa e de panificagcdo, aumentando o volume especifico e
reduzindo a firmeza, o que ¢ considerado satisfatério para a qualidade de paes. Em
contraste, o maior tamanho de particula (> 623,9 um) apresentou um efeito negativo nas
propriedades da massa pelo enfraquecimento da rede de gluten. O conteudo fendlico total
e a atividade antioxidante permaneceram estaveis apds o processo de cozimento do pao,
nos paes com 2,5 e 4,5% de erva-mate (m/m). Assim, a inclusdo de EM na FTI pode

melhorar a qualidade funcional e nutricional dos paes.
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CAPITULO 3

A ADICAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE NA MASSA DE PAO TEM
INFLUENCIA NA FERMENTACAO E NA DISPONIBILIDADE DE
COMPOSTOS FENOLICOS?

Nota: O texto e dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou adaptados da
publicagdo de autoria de Gabriela Soster Santetti, Marina Volpato Dacoreggio, Heloisa
Patricio Inécio, Barbara Biduski, Rodrigo Barcellos Hoff, Carlise Beddin Fritzen Freire
a, Luiz Carlos Gutkoski, Renata Dias de Mello C. Amboni, disponivel em LWT — Food
Science and Technology, v.146, p. 111442, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2021.111442 (ANEXO B).
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RESUMO

Este estudo investigou o efeito de diferentes tempos de fermentacdo da massa elaborada
com a adicdo de erva-mate (EM) na farinha de trigo integral (FTI), e seu efeito no
comportamento reoldgico, liberacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
Trés tratamentos foram avaliados: EM1 (2,5%; m/m), EM2 (4,5%; m/m), ¢ amostra
controle (0%). O comportamento da fermentagdo da massa demonstrou uma alteragcdo na
producao de CO3, e o volume da massa foi reduzido quando a erva-mate estava presente.
A adi¢do de EM na massa, juntamente com o processo de fermentagdo, aumentou o
conteudo fenodlico livre, ligado e total, bem como a sua atividade antioxidante. A adi¢ao
de 4,5% de EM aumentou o contetido de fenolicos livres na massa ap6s o processo de
fermentagdo. Um total de 26 compostos fendlicos foram identificados nas amostras de
massa. A rutina foi o principal composto nas massas com EM, compreendendo 79% e
61% do total de compostos fendlicos da EM2 e EM1, respectivamente. O perfil fenolico
demonstrou que a os tempos de fermentacdo de 30 e 60 minutos liberaram maior
quantidade de compostos nas trés massas estudadas, principalmente o acido cafeico, acido
ferulico, acido clorogénico, acido p-cumarico, isoquercetina e rutina. Estes resultados
sugerem que o processo de fermentagdo da massa pode ser um fator determinante para a
liberagdo de compostos fenolicos.

Palavras-chave: produtos de panificacdo, compostos bioativos, comportamento
fermentativo, llex paraguariensis, farinha de trigo integral.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of different fermentation times of dough made with
whole wheat flour (WWF) added with yerba mate (YM), and the effect on rheological
behavior, release of phenolic compounds, and antioxidant activity. Three treatments were
evaluated: YM1 (2.5%; w/w), YM2 (4.5%; w/w), and the control sample (0%). The dough
fermentative behavior showed an alteration in CO> production, and dough volume was
reduced in the presence of YM. The addition of YM, together with the fermentation
process, increased the free, bound, and total phenolic content, as well as the antioxidant
activity of the dough. The addition of 4.5% of YM showed higher content for free
phenolic compounds on the dough after the fermentation. 26 phenolic compounds were
identified in the dough samples. Rutin was the main compound in doughs with YM,
comprising 79% and 61% of total phenolic content of YM2 and YMI, respectively. The
phenolic profile demonstrated that fermentation times of 30 and 60 min released greater
amounts of compounds in the three studied doughs, mostly caffeic acid, ferulic acid,
chlorogenic acid, p-coumaric acid, isoquercetin, and rutin. These results suggest that the
dough fermentation process may be a determining factor for the release of phenolic
compounds.

Keywords: bakery products, bioactive compounds, fermentation behavior, [Ilex
paraguariensis, whole wheat flour.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, pesquisas tém demonstrado o potencial de plantas como fontes
de compostos bioativos para a producao de alimentos funcionais e nutracéuticos, ou seja,
alimentos que proporcionam tanto nutricdo basica e beneficio a saude, quanto reducao do
risco de doengas cronicas (SANTINI; NOVELLINO, 2018). Por exemplo, Ilex
paraguariensis A. St. Hil.,, também conhecida como erva-mate (EM), tem sido
amplamente consumida em diversos paises da América do Sul, principalmente na forma
de bebida, mas também como antioxidante natural em alguns produtos formulados
industrialmente. A planta é conhecida por conter propriedades farmacolégicas, incluindo
atividades antioxidante, anti-inflamatoéria ¢ antitumoral (BRACESCO et al., 2011;
FERRARIO et al., 2018). As propriedades benéficas da erva-mate estdo associadas
principalmente ao elevado contetdo de compostos fendlicos, encontrados
predominantemente em suas folhas (FERRARIO et al., 2018).

Diversos estudos relataram a incorporacdo de polifendis de diferentes fontes de
plantas em produtos de panificacdo, como paes, bolos e biscoitos, objetivando melhorar
as suas propriedades funcionais (GOMEZ; MARTINEZ, 2018; OU et al., 2019). No
entanto, ¢ conhecido que estes compostos sdo muito reativos e sensiveis ao
processamento, podendo também interagir com as matérias-primas € compostos que sao
formados durante o processo de mistura, fermentagdo e cozimento.

A farinha de trigo integral (FTI) ¢ uma alternativa para a industria de panificagao,
pois possui alto teor de fibras alimentares e micronutrientes importantes, como as
vitaminas e antioxidantes (CAPPELLI et al, 2019). Na produ¢do de paes, as
caracteristicas do produto final dependem da qualidade e do processamento da farinha,
uma vez que os componentes presentes na massa podem ser alterados. Além disso, o
processo fermentativo pode levar a modificagdes nas caracteristicas tecnoldgicas e
funcionais do produto final (DYNKOWSKA et al., 2015). Alguns estudos indicam que
as propriedades antioxidantes dos paes podem ser melhoradas, aumentando o contetido
de 4cidos fenolicos livres durante o processo de fermentacdo (RANI et al., 2018;
ANTOGNONI et al., 2019), embora estudos semelhantes tenham mostrado efeitos
contrarios (HAN; KOH, 2011; CHLOPICKA et al., 2012).

Um estudo conduzido por Rani et al. (2018) demonstrou que o processo de
fermentag¢do da massa leva ao aumento de aminoécidos livres, minerais e polifenois. Da

mesma forma, Verardo et al. (2018) demonstraram que a mistura da massa e a
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fermentacao facilitou a liberagdo de compostos fenolicos livres. Assim, a fermentagao
pode auxiliar na liberagdo de compostos fenolicos na massa, tanto da erva-mate quanto
da FTL.

Estudos sobre a disponibilidade e a liberagao de compostos fendlicos durante o
processo de fermentacdo da massa elaborada com a adi¢ao de erva-mate sdao inexistentes.
Ademais, ¢ necessario o entendimento de como estes compostos podem ser liberados
durante o processo. Nesse contexto, a massa de farinha de trigo integral incorporada de
erva-mate em diferentes proporcdes foi preparada e o comportamento da fermentacgao foi
avaliado a fim de evidenciar possiveis alteracdes na sua capacidade em alterar o contetido
fitoquimico da massa. Os compostos fendlicos e a distribui¢ao relativa na forma total,
livre e ligada, bem como a capacidade antioxidante foram avaliadas nas massas, visando
selecionar o melhor desempenho do processo fermentativo em termos do contetido

fitoquimico, para posterior utilizagdo em produtos funcionais de panificacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os graos de trigo (Triticum aestivum L) provenientes da cultivar Toruk, safra
2017/18 foram fornecidos pela empresa Biotrigo Genética-Ltda (Passo Fundo, Brazil).
As folhas de erva-mate da safra 2017 foram fornecidas pela empresa Inovamate (Ilopolis,
Brazil). Os reagentes quimicos foram de grau analitico. Etanol, n-hexano, acetato de etila,
hidréxido de sodio (NaOH), e acido cloridrico (HCI) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Os padrdes analiticos (pureza > 95%) de apigenina, isorhamnetina,
pinobanksina, acido fertlico, acido sinédpico, acido p-aminobenzdico, acido p-cumarico,
4-metilumbeliferona, acido vanilico, rutina, naringina, (+) —catequina, sinapaldeido,
acido cafeico, 4cido clorogénico, coniferaldeido, siringaldeido, crisina, hesperidina, 4cido
siringico, kaempferol, naringenina, galato de (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina,
pinocembrina, galangina, acido salicilico, quercetina, acido galico, acido benzoico, acido
3,4-dihidroxibenzodico e luteolina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Dimetilsulfoxido
de grau HPLC (DMSO), metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha) e o acido formico (AF) de grau HPLC foi adquirido da
J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). A agua ultrapura foi obtida de um sistema de
purificacdo de dgua Megapurity (Billerica, MA, EUA). As solu¢des padrao de cada
composto foram preparadas dissolvendo 10 mg de padrdo analitico, com as seguintes
excegoes: isorhamnetina (12,5 mg) e pinobanksina (11,5 mg) que foram dissolvidas em
10 mL de metanol, enquanto que a hesperidina foi dissolvida em 10 mL de DMSO
(dimetilsufoxido). Todas as solugdes foram armazenadas a 4 + 2 °C. Uma solucgdo

intermediaria contendo todos os compostos padrao (1 pg/mL) foi preparado em metanol.

2.2 Processamento da farinha de trigo integral e das folhas de erva-mate

Os graos de trigo foram moidos em moinho experimental (CD1, Chopin, Franga)
para obtengdo da farinha refinada de trigo. Posteriormente, o farelo e o germe foram
peneirados em peneira de 600 mm (30 mesh) e reincorporados completamente na farinha
refinada para a obtencao da farinha de trigo integral (FTI), com tamanho de particula de
537,8 um. As folhas de erva-mate (EM) (Ilex paraguariensis St. Hil) foram branqueadas

pela imersao em agua na temperatura de 95 + 2 °C durante 30 segundos e secas em estufa
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de circulacao de ar forcada em temperatura de 45 + 2 °C por 24 horas. As folhas foram
moidas em moinho de facas (Marconi, M048, Brasil) e peneiradas para a obtencdo do
tamanho de particula de 245 pm. O apéndice B (Tabela 1) apresenta a composi¢ao
quimica da EM e FTL

As amostras experimentais foram preparadas com a incorporagao de erva-mate na
farinha de trigo integral (g EM/100 g FTI, m/m) em duas diferentes propor¢des. Trés
tratamentos foram preparados: EM1 (2,5%; m/m), EM2 (4,5%; m/m) e FTI (controle)
(0%; m/m). A propor¢ao de erva-mate foi estabelecida de acordo com estudos anteriores
(FAKHFAKH et al., 2017; NING et al., 2017, BOUREKOUA et al., 2018) e testes

preliminares.

2.3 Comportamento da massa durante a fermentagao

O reofermentometro (F4, Chopin Technologies, Franga) foi utilizado para avaliar
as caracteristicas da fermentagdo da massa elaborada pela incorporagdo de EM. As massas
foram preparadas de acordo com o método n°® 89-01.01 (AACCI, 2010), utilizando um
Alveografo (Chopin Technologies, Franga). Para o teste foram utilizados 250 g da farinha
de cada tratamento (EM1, EM2 e FTI), 1 g de fermento biologico (Saccharomyces
cerevisiae; Fleischmann) e a 4gua foi adicionada de acordo com a absor¢ao de dgua obtida
no teste de Farinografia (APENDICE B, Tabela 2). A massa foi misturada durante 8
minutos e entdo transferida (315 g) para o cesto do reofermentometro com 4 pistdes de 2
kg cada. O teste foi realizado a 28 + 2 °C durante o periodo de 3 horas. Os parametros
reologicos de fermentagdo analisados foram: Hy (mm): altura maxima da massa durante
3 horas de fermenta¢do; h (mm): altura da massa ao final de 3 horas de fermentacao; Hu-
h/Hm: queda percentual no desenvolvimento da massa apds 3 horas de fermentacdo; H’m:
altura méxima de liberagdo de gas; Vi: volume total do gas produzido durante 3 horas de
fermentagdo; R% (VR/Vy): coeficiente de retencdo de gas (a porcentagem do volume de

retengdo em relacdo ao volume total de gas).
2.4 Elaboragdo da massa em diferentes tempos de fermentagdo
A elaboracao das massas para o processo de fermentagdo foi realizada utilizando

um teste instrumental de panificagdo em pequena escala descrito por Bressiani et al.

(2017). As massas foram divididas manualmente em por¢des de 30 g, e o processo de



77

fermentacao foi realizado utilizando uma camera (MP20, Multipao, Brasil) a30+2 °Ce
80% de umidade relativa. Os tempos de fermentagdo aplicados foram de 0, 30, 60, 90 e
120 minutos. Ao final de cada tempo a massa foi imediatamente levada ao ultra freezer.
As massas foram liofilizadas (48 horas) e moidas até passar através de uma peneira de 30

mesh para posterior analises.

2.4.1 Extracao e determinacdo de compostos fenolicos livres e ligados das massas

apos diferentes tempos de fermentacio

Para a extrag¢do dos fenoélicos livres foi seguido o método descrito por Dinelli et al.
(2011), enquanto que a extracao dos fenolicos ligados foi realizada utilizando o mesmo
protocolo, mas com algumas modificagdes. O residuo obtido na extra¢do de fendlicos
livres foi utilizado para obtencdo dos fendlicos ligados. O residuo foi desengordurado
com 10 mL de hexano (5500 rpm, 10 minutos) e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, uma hidrolise alcalina foi realizada no escuro durante 22 horas em temperatura
ambiente, pela adicdo de 34 mL NaOH 4 mol/L sob agitacdo constante. O pH foi ajustado
para 2,0 com a adi¢cdo de HCI. A extracao foi realizada com 15 mL de acetato de etila,
seguido de centrifugagdo a 2,500 x g por 5 minutos a temperatura del0 + 2 °C. O
sobrenadante foi coletado e o residuo foi extraido por mais duas vezes. Os sobrenadantes
foram combinados para cada amostra, secos em estufa a 35 °C + 2, e ressuspendidos em
10 mL de etanol 80%. Ao final da hidrolise alcalina, uma hidrolise acida foi realizada
pela adi¢ao de 2,5 mL de HCI concentrado no residuo obtido mantido em banho maria
(85 £ 2 °C por 30 minutos). Ap6s o resfriamento, 0 mesmo processo de extracdo com
acetato de etila foi realizado. Os extratos foram filtrados e armazenados a - 20 + 2 °C até
a realizagdo das analises.

Os compostos fenolicos livres, ligados e totais foram determinados utilizando o
reagente Folin-Cioacalteu (SINGLETON et al., 1999). A quantificacao foi baseada em
uma curva padrao de 4cido galico (y = 0,0161x + 0,0133; R? = 0,9953) e os resultados
expressos em mg acido galico equivalente por 100 g de amostra, em base seca (mg

AGE/100 g).
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2.4.2 Capacidade antioxidante das massas apoés diferentes tempos de fermentacao

A capacidade antioxidante das massas em diferentes tempos de fermentacao foi
avaliada de acordo com dois métodos: ABTS e FRAP. O ensaio do radical ABTS foi
determinado de acordo com Re et al. (1999), e o potencial antioxidante redutor férrico foi
determinado pelo ensaio de FRAP utilizando o método estabelecido por Benzie e Strain
(1996). Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente por grama de

amostra, em base seca (umol/Trolox g).

2.4.3 Analise LC-MS/MS do perfil fenolico da erva-mate e das massas apos

diferentes tempos de fermentacio

O perfil dos compostos fenolicos da erva-mate e das massas foi determinado de
acordo com o procedimento descrito por Seraglio et al. (2016). As andlises foram
realizadas em um sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem por ionizacdo por eletro pulverizagdo (LC-ESI-MS/MS), em um sistema
cromatografico Agilent série 1290 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA),
acoplado a um espectrometro de massa hibrido quadrupolo com armadilha de ions linear
quadrupolo QTRAP® 5500 (Sciex, Foster City, CA, EUA) equipado com uma fonte de
ionizagdo por eletro pulverizacdo (ESI). A separacdo cromatografica foi realizada
utilizando uma coluna VENUSIL C18 (100 mm % 2,1 mm; 3 um didmetro de particula;
Bona Angela Technologies, Wilmington, DE, EUA). A vazdo utilizada foi de 300
pL/min, e um volume de 5 pL foi injetado para todas as solugdes padrao e amostras. A
fase movel continha o solvente A (4gua com 0,1% AF) e o solvente B (ACN com 0,1%
de FA). O gradiente da fase movel foi programado da seguinte forma: 98% A (v/v) de 0
a 4,0 minutos, 98-80% A (v/v) de 4,0-7,0 minutos, 80—10% A (v/v) de 7,0—14,0 minutos,
10% A (v/v) de 14,0-15,0 min, 10-98% A (v/v) de 15,0—17,0 minutos. O tempo total da
corrida foi de 17 minutos, e o tempo de equilibrio da coluna entre cada corrida foi de 4
minutos. A coluna foi mantida a 40 °C. A andlise de espectrometria de massa foi realizada
no modo MRM com os seguintes parametros: voltagem do ion spray (IS): 5500 V; gés 25
psi; gas nebulizador (GS1) e gés auxiliar (GS2): 55 psi; temperatura da fonte: 400 °C. O
nitrogénio foi utilizado como nebulizador e gas de colisdo. O Apéndice B (Tabela 3)
apresenta os parametros especificos dos analitos otimizados por meio de infusdo direta

de solucdes padrdo para cada composto. O software Analyst 1.6.2 (Sciex, Foster City,
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CA) foi utilizado para aquisi¢ao e processamento dos dados. A quantificagao de cada
composto foi realizada em triplicata por calibragdo externa. O desempenho do método foi
compativel com os parametros de validagdo relatados anteriormente (SERAGLIO et al.,

2016).

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) em um
delineamento experimental completamente casualizado para avaliar a reologia da
fermentagdo da massa, compostos fendlicos e atividade antioxidante em um intervalo de
confianga de 95%. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando

o software SASM-Agri versdo 8.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento fermentativo da massa elaborada com folhas de erva-mate

As propriedades de massa durante a etapa de fermentacdo estdo apresentadas na
Tabela 1. Quando comparado com a massa controle (FTI), o desenvolvimento da massa
(Hm e h) diminuiu significativamente (p<0,05) conforme a erva-mate foi adicionada. Isso
ocorreu porque a EM pode ter interrompido a matriz amido-gliten e restringido a
extensdo da massa durante o processo de fermentacao, afetando o comportamento visco-
elastico e a liberagdo de géas na massa (LIU et al., 2016), como observado para a

estabilidade da massa (APENDICE B, Tabela 2)
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Tabela 1. Efeito das folhas de erva-mate na massa de pao analisada pelo

reofermentometro F4.

Parametros Amostras
FTI (controle) EMI EM2
Desenvolvimento da massa *
Hpm (mm) 35,65+ 0,852 21,00 + 0,60 ° 21,35+0,15°
h (mm) 32,00 + 0,50 25,00+ 0,10 © 21,35+0,15°
(Hm - h) /Him (%) 8,00 = 0,00 ® 0,01 £0,01° 0,00 + 0,00
Comportamento do gas **
H'm (mm) 67,85+0,35° 18,00+ 1,00° 15,50 +0,50 ¢
Vi (mL) 1509,50 £ 8,50 ® 357,00 + 4,00 ® 316,00 + 2,00 ©
R (%) 75,90 + 0,30 ° 99,35+0,05% 99,65 +0,05*

Resultados foram expressos como média e desvio padrdo (n=2). Letras diferentes na mesma linha sdo
significativamente diferentes (p<0,05), submetidos ao teste de Tukey. FTI: farinha de trigo integral. EM1:
2,5 g EM/100 g FTI. EM2: 4,5 ¢ EM/100 g FTL

*Hp,: altura maxima da massa durante as 3 horas de fermentagdo. *h: altura da massa ao final de 3 horas de
fermentag@o. *(Hm - h)/Hm (%): queda percentual da massa ap6s 3 horas de fermentagdo. **H'y,. altura
maxima da liberagdo de gas. **V: volume total produzido durante 3 horas de fermentagdo. **R: coeficiente
de retencdo de gas (a porcentagem de retengdo do volume em relagdo ao volume total).

Durante todo o processo de fermentagdo o gas produzido pela atividade da
levedura se difunde na massa e aumenta o nimero de bolhas de ar durante o processo de
mistura. A relacdo existente entre a producao e reten¢ao do diéxido de carbono € expressa
como a porcentagem de gés que ¢ retido na massa (LIU et al., 2016; FARBO et al., 2020),
onde um valor baixo de (Hm-h) / Hm indica maior estabilidade entre os espagos porosos
da massa.

Observou-se que as propriedades de fermentagao relacionadas com a liberagdo de
gas foram influenciadas diretamente pela adi¢do de EM. O gés liberado durante o
processo fermentativo (H’m) nas amostras foi reduzido (p<0,05) conforme o aumento da
concentracao das folhas de erva mate. Isso pode estar relacionado com a estabilidade da
massa durante o processo, uma vez que se manteve constante e nao liberou o CO; durante
as 3 h de fermentacao (APENDICE B, Figura 1 (b; c)). Ainda, essa diferenca na liberagao
de gés pode ter ocorrido devido a maior exposi¢do de amido na massa controle (FTI)
quando comparada com as amostras contendo erva mate, o que propiciou a maior
atividade da levedura frente aos agticares disponiveis para a produgdo de gas (WU et al.,

2019).
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De acordo com Rubio ef al. (2019), quando as células de leveduras sofrem
modificacdes fisicas ou quimicas extremas (como mistura e ligagdes com compostos
fenolicos), podem apresentar diferentes propriedades quando comparadas com a levedura
original. Em vista disso, a presenca de fitoquimicos na massa pode ter levado a formagao
de complexos com a estrutura da levedura, provocando consequentemente, a diminui¢ao
da sua atividade frente a produ¢ao de CO2 na massa.

O volume total (Vi) de gas produzido pela massa controle foi maior (p<0,05) que
o das outras duas massas elaboradas com EM. Este menor volume observado nas amostras
EMI1 e EM2 pode estar relacionado a estabilidade observada no desenvolvimento da
massa, em que de alguma forma a massa prendeu os gases produzidos durante o processo,
evitando que os mesmos pudessem ser expandidos. Marti et al. (2015) indicaram que a
expansdo da massa ¢ assegurada através da formacgdo progressiva do CO2. Em nosso
estudo, os gases produzidos nas amostras contendo EM provavelmente se mantiveram
presos na estrutura proteica, evitando que pudessem ser expandidos de forma
significativa, como ocorreu na massa controle (FTI). Além disso, a redu¢do do volume
pode ser devido a liberagao de substancias reativas, como os compostos fendlicos, durante
o processo fermentativo. Alguns compostos podem romper a matriz amido-gliten quando
sdo adicionados na massa, fazendo com o que as células gasosas se expandam a uma
direcdo ndo especifica, resultando em uma massa ndao uniforme. Isso pode afetar
profundamente a capacidade da massa em expandir e reter os gases produzidos (XU et
al., 2018).

A capacidade de reten¢do de gas ¢ fundamental para o desenvolvimento da massa,
uma vez que ndo afeta apenas a quantidade de gas produzido e perdido na matriz do
glaten, mas também a qualidade do produto final (HACKENBERG et al., 2017). A
igualdade observada no parametro R (%) sugere que a EM pode ter auxiliado na estrutura
da massa no que se refere a retencao de gas. Isso porque foi verificada uma desaceleragao
da producao de CO», tornando-a gradual e retida com maior facilidade pela rede de gluten
(H’m) (APENDICE B, Figura 1). Esses resultados suportam a ideia de que o uso da EM
pode ser uma alternativa para melhorar a funcionalidade da massa pela presenca de
diversos fitoquimicos, uma vez que possiveis interagdes entre as proteinas e os fenolicos
através de ligagdes covalentes e/ou ndo-covalentes, podem interferir nas propriedades
fisico-quimicas e reoldgicas da massa, e, consequentemente, no processo de fermentagao

(OZDAL et al., 2013).
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3.2 Compostos fenolicos livres, ligados e totais das massas elaboradas com erva-mate

apos os diferentes tempos de fermentacgao

A Figura 1 apresenta o teor de fenolicos livres, ligados e totais das massas apds
os diferentes estagios do processo de fermentacao. O conteudo de fenolicos livres da
massa controle (FTI) variou entre 24,43 e 29,14 mg de GAE/100 g. Como ja esperado, a
massa controle apresentou menor conteudo de fenoélicos livres (p<0,05) do que as massas
elaboradas com a incorporagdo de EM. A adicao de 4,5 g EM/100 g FTI promoveu os
melhores resultados apos a fermentagcdo. A fermentagdo, na sua quase totalidade,
aumentou ou manteve o teor de compostos fendlicos livres, independente da massa
analisada. Apenas no tempo de fermentacao de 30 minutos foi verificada uma queda para

a massa de maior incorporagao de EM (EM2).
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Figura 1. Conteudo fendlico livre (A), ligado (B), e total (C) das massas elaboradas pela incorpora¢do de erva-mate na farinha de trigo integral apods os diferentes

tempos de fermentagao.

(A) 100 a (B)
2 100
s g
-
> S
= o 80 a S _ 80
g a 4 P
S 3 b 2 o
== 7’ SIR=]
S = £ =
f-i ﬁ 60 a E Eé 60 a a
8 ) b a i ] a ab b b
£ e ] g e b b
g E ZE a a
=) 40 S 404 b c
S ¢ ¢ b c £ b
] b o N c
20 4 20
0= T T T T T T T T f 0 T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tempo de fermentagdo (min) Tempo de fermentagéo (min)
180
© '
160 a
b

Compostos fenolicos totais
(mg GAE/100 g)

T T T
60 90 120

i a
140 4
1 b
120
100 4
804 ¢
T C
60
40
204
0 T
0

Cada valor ¢é apresentado como média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) das amostras no mesmo tempo de fermentagio, pelo teste de Tukey. FTI: Farinha

de trigo integral (controle) L1 emi: 2,5 g EM/100 g FTI LA g\, 4,5 g EM/100 g FTI -.

Tempo de fermentagéo (min)



84

Em relacdo ao conteido de compostos fenolicos ligados, observou-se uma
reducdo devido ao aumento do conteudo fenolico livre apds a fermentagdo para todas as
massas analisadas. Além disso, foi possivel verificar que o tempo de fermentacdo de 30
minutos apresentou as melhores porcentagens de reducdo quando comparado ao tempo
total de fermentagao de 120 minutos.

Durante a mistura algumas enzimas intrinsecas podem ser ativadas com a adigao
da dgua, bem como os compostos fendlicos podem ser parcialmente decompostos a partir
do efeito de cisalhamento mecanico. E sabido que acidos fendlicos simples e flavonoides
geralmente ocorrem como formas conjugadas (glicosideos) e ligadas (NARDINI;
GHISELLI, 2004). Sendo assim, o aumento do contetido fendlico livre provavelmente
ocorreu devido a acdo de enzimas endogenas e microbianas durante a fermentagao, o que
levou a liberacdo de alguns compostos fendlicos ligados para as suas formas livres
(AJILA et al., 2011; JAMAL et al., 2011). Tian e colaboradores (2021) reportaram que
durante o processo de fermentacdo a atividade da levedura pode degradar parcialmente o
complexo fendlico-carboidrato, levando ao aumento do conteudo de acidos fenolicos
livres. Por outro lado, o metabolismo da levedura pode consumir os acidos fenolicos ou
transferir fenolicos especificos para outros compostos da matriz.

O maior aumento do conteudo fenodlico total foi obtido apés o tempo de 60
minutos para FTI e EM1, enquanto que para EM2 foi no tempo de 120 minutos. Esses
resultados mostram claramente a importincia da fermentacdo no aumento do contetido
fenodlico. Foi possivel observar também, que conforme esperado, a maior incorporagdo de
EM resultou em resultados mais altos de conteido fenolico total. Yu e Beta (2015)
também relataram um aumento no conteido fendlico total apds o processo de
fermentagdo, e atribuiram este fendmeno a liberagdo de fenolicos ligados da parede
celular dos graos. Em nosso estudo, os compostos fenolicos das duas matrizes, FTI e EM,
estdo localizadas principalmente na parede celular, ligadas a hemiceluloses ou outros
constituintes da parede.

Em vista disso, o tempo de fermentagdo de 30 minutos (o mais préximo do ideal
para a producdo de paes) seria suficiente para a amostra EM1 em relagao ao conteudo de
fenolicos livres, ligados e totais da massa. Contudo, a utilizacdo do tempo de fermentacao
de 60 minutos seria mais efetiva para a amostra EM2, aumentando os valores de
compostos fendlicos livres, ligados e totais da massa. Estes resultados podem auxiliar na
producdo de diferentes paes, uma vez que o tempo de fermentacdo ndo ¢ padrdo para

alguns produtos panificaveis. Alguns trabalhos mencionam que um maior tempo de
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fermentacdo (2-3 horas) pode favorecer o produto no que diz respeito a atributos

nutricionais e funcionais (MOORE et al., 2009; RANI et al. 2018).

3.3 Efeito de diferentes tempos de fermentagao nas propriedades antioxidantes das massas

Os valores das atividades antioxidantes das massas em diferentes tempos de
fermentagdo estdo dispostos na Figura 2. No tempo 0 de fermentagdo a massa que
expressou maior atividade antioxidante, tanto por ABTS quanto pelo potencial redutor
férrico (FRAP) foi a EM2, seguido da EM1 e FTI (controle). A elevada atividade
antioxidante ¢ diretamente proporcional a erva-mate que foi adicionada a massa
(BRACESCO et al., 2011).

Ao longo do processo de fermentacdo, as massas apresentaram diferentes
comportamentos. A massa controle (FTI) apresentou constancia nos diferentes tempos,
para as atividades antioxidantes avaliadas pelos dois ensaios; ao contrario de EM1, que
obteve um aumento gradual, com um pico de atividade antioxidante no tempo 90 minutos
para ABTS (2550 umol Trolox/g) e FRAP (380 umol Trolox/g). A incorporagao de EM
na massa pode explicar o aumento do potencial antioxidante nas duas amostras EM1 e
EM2, uma vez que a EM apresenta niveis significativos de compostos fenolicos
complexados e livres, que podem ser liberados durante a fermentagao.

Segundo Chi and Cho (2016), a fermentagdo modifica a estrutura da farinha
decorrente da acdo de enzimas, como glucosidases e celulases, hidrolisando e liberando
compostos que estdo complexados, como compostos fenolicos e peptideos de baixo peso
molecular, que contribuem para o aumento da atividade antioxidante. Ja o decaimento da
atividade antioxidante para a massa EM1 no tempo maximo de fermentagdo (120
minutos) pode ser explicado pela sintese de diversas enzimas - pelos microrganismos
presentes — que sdo capazes de hidrolisar fendis e outros componentes inibidores de
radicais livres, o que consequentemente diminui a atividade antioxidante (OTHMAN et

al., 2009).
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Figura 2. Capacidade antioxidante das massas elaboradas pela incorporacao de erva-mate na farinha de trigo integral apos os diferentes tempos de

fermentagao
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No ensaio de ABTS (Figura 2A), a amostra EM2 teve um pico de atividade no
tempo 0 e em 120 minutos de fermentagao (~ 2400 pmol/Trolox g, em ambos), com um
leve decréscimo entre estes tempos. Isso pode ser relacionado as agdes enzimaticas e
liberacao de compostos, ainda complexados, com menor atividade antioxidante entre os
tempos 30 ¢ 90 minutos. Contudo, com o decorrer do tempo, a provavel liberacao de
compostos de menor peso molecular como peptideos bioativos e aglicares redutores, além
de metabolitos secundarios dos microrganismos (HUR et al., 2014), pode ter gerado o
pico de maior potencial de inibicdo de radicais livres no tempo 120 minutos de
fermentacao.

Mateo-Anson et al. (2011) estudaram o processamento do farelo de trigo para a
obtencdo de paes e evidenciaram que a fermentagdo por leveduras, juntamente com
enzimas como celulase, xilanases, ferroililesterases e beta-glucanases, que hidrolisavam
a parede celular, aumentaram significantemente a biodisponibilidade de acidos fenolicos
e seus metabolitos secundarios. Com isto, nossos resultados demonstram claramente o
aumento da atividade antioxidante em fun¢do da fermentagao e adigdo de erva-mate nas
massas, € isso corrobora e converge sobre o indicativo de potencial beneficio ao consumo

humano.

3.4 Perfil fendlico das massas elaboradas com erva-mate nos diferentes tempos de

fermentacao

A Tabela 2 apresenta o perfil fendlico das massas em diferentes tempos de
fermentagdo. Embora 38 compostos tenham sido analisados (APENDICE B, Tabela 3),
um total de 26 compostos foram identificados nas massas da FTI, EM1 e EM2. Para as
trés amostras estudadas nos diferentes tempos de fermentacao, foi possivel identificar
fitoquimicos de diferentes classes, incluindo acido fendlicos e derivados, flavonoides e
derivados, e fendis em geral.

Foi possivel observar nas trés massas (FTI, EM1 e EM2) que 17 compostos
fendlicos foram predominantes nos diferentes tempos de fermentagdo, sendo que os
principais identificados foram o 4cido ferulico, 4cido clorogénico, acido p-cumdrico,
acido cafeico, isoquercetina e rutina. Estes compostos apresentaram concentracdes
elevadas nos tempos de fermentagao de 30 e 90 minutos (Figura 3), que de acordo com a
American Association of Cereal Chemists International sao considerados os tempos de

fermentagdo mais efetivos para paes (AACC 2010). As massas FTI e EM1 apresentaram
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maior quantidade de fendlicos identificados no tempo de 60 minutos, enquanto que na

massa EM2 isto ocorreu depois de 30 minutos.
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Tabela 2. Perfil fendlico das massas de paes elaborados com a adicdo de erva-mate na farinha de trigo integral apds diferentes tempos de

fermentagao.

Tempo de fermentaciao (min)

Compostos fendlicos Massa FTI Massa EM1 (m/m) Massa EM2 (m/m)
(ng/g) TO T 30 T 60 T90 T120 TO T 30 T 60 T90 T120 TO T 30 T 60 T 90 T 120
Acido benzoico 2,14 1,54 0,87 0,12 0,06 1,78 1,10 1,86 1,20 0,59 1,33 1,22 0,76 0,28 0,03
Acido p-aminobenzoico 5,59 7,13 5,30 0,80 0,58 6,45 5,42 6,93 5,10 5,49 7,50 5,43 5,90 5,36 6,51
Acido fertlico 93,42 63,09 69,22 8,54 8,22 | 56,34 77,51 72,83 67,99 96,89 50,66 62,84 69,92 33,79 58,59
Acido siringico 1,19 1,46 <LOQ <LOQ <LOQ| <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Pinocembrina 2,39 2,59 2,05 0,30 0,35 2,98 3,83 4,25 5,51 6,58 3,85 3,78 6,27 6,43 9,65
Acido elagico 52,52 163,14 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Acido clorogénico 1434 11,21 11,52 2,91 0,18 | 214,65 221,13 241,05 379,96 208,76 | 370,43 360,77 290,43 353,34 415,29
Hesperidina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | 540,12 42432 541,25 47,82 58532 8,72 <LOQ 539,93 <LOQ <LOQ
2,5-DHBA (2,5 — 4cido
. . 13,21 13,22 9,78 0,96 0,95 1992 21,79 16,54 22,50 14,53 31,81 27,05 16,31 16,57 20,42
diidroxibenzoico)
2,4-DHBA (2,4 —acido
378,30 10,86 177,10 18,82 48,74 | 18,45 18,21 1555 21,89 12,88 17,68 25,72 15,72 14,02 17,80
diidroxibenzoico)
Luteolina nd 9,46 20,55 nd n.d n.d n.d n.d n.d nd nd n.d nd nd n.d
3,4- acido
4,19 4,86 4,55 0,60 0,59 5,61 7,62 9,68 10,60 12,89 6,74 8,25 12,06 12,78 16,54
diidroxibenzoico
Acido p-cumarico 6,79 6,34 7,15 0,84 0,90 6,22 2,25 3,03 4,45 18,91 5,38 2,85 7,62 8,96 18,05




Acido galico
Coniferaldeido
Acido cafeico
Sinapaldeido
3,5-Cloreto de acido
dinitrobenzoico
Acido sinaptico
Pinobanksina
Quercetina
Isorhamnetina
Galato de
epigalocatequina
Isoquercetina
Naringina

Rutina

1,33
0,55
18,94
2,86

n.d

3,81

0,67
<LOQ
<LOQ

3,39

3,24
n.d
10,02

1,84
n.d
15,45
2,82

<LOQ

2,86
<LOQ
<LOQ

n.d

n.d

3,06
4,50
7,28

1,45
<LOQ
16,17

n.d

n.d

3,81
<LOQ
<LOQ
<LOQ

n.d

n.d
4,55
7,24

0,14
n.d
1,87
0,28

<LOQ

0,30
<LOQ
<LOQ
<LOQ

n.d

n.d
0,45
0,91

0,15
n.d
2,08
0,28

<LOQ

0,30
<LOQ
<LOQ
<LOQ

n.d

0,31
0,45
0,83

1,38

<LOQ

143,75
2,87

n.d

2,51
<LOQ

11,10
<LOQ

n.d

112,03
4,54

1,31

<LOQ

311,38
2,84

<LOQ

2,68

<LOQ

42,01
1,12

n.d

61,44
4,50

1,41
n.d
258,27
2,85

<LOQ

3,01
<LOQ
63,84

2,46

3,37

24,28
4,51

1,59
0,58
385,33
2,82

<LOQ

3,02
<LOQ
101,74

4,18

2,98

69,65
4,55

1,37
n.d
484,57
2,84

<LOQ

2,22

<LOQ
98,79
4,62

3,24

15,33
4,50

2189,34 1937,44 2044,16 3338,75 1855,81

1,22

<LOQ

116,18
2,91

n.d

2,72

<LOQ
23,04
0,32

3,32

285,37
4,52

4331,85 3909,56 2390,15

1,34

<LOQ

307,03
2,85

n.d

<LOQ

<LOQ
65,69
2,06

n.d

144,68
n.d

1,46

<LOQ

328,75
2,80

n.d

2,55

<LOQ
99,01
4,61

n.d

23,46
4,54

90

1,44
n.d
329,80
2,82

<LOQ

2,90

<LOQ

112,93
5,62

n.d

30,44
4,60
3034,86

1,83
n.d
403,35
2,83

<LOQ

2,85
0,35
138,07
7,80

n.d

20,64
4,52
3095,88

FTI: Farinha de trigo integral. EM1: 2,5 g EM/100 g FTI. EM2:

4,5 g EM/100 g FTI. <LOQ: inferior ao limite de quantificagdo (50 pg/mL). n.d: ndo detectado.



Figura 3. Principais
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compostos fenolicos identificados nas massas nos tempos de fermentacdo de 30, 60 e 90 minutos na FTI (a), EM1 (b) e

EM2 (c)
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Treze compostos fenodlicos foram identificados nas amostras de massa controle
(FTI), sendo o acido 2,4 diiidroxibenzoico (2,4 DHBA) o principal composto presente
representando 52% (177,1 pg/100 g) dos fendlicos totais, seguido do acido ferulico com
20% (69,22 ng/100 g). Essa representatividade pode ser justificada pela forma conjugada
de glicosil desse composto, que foi possivelmente modificada pela agao das leveduras da
massa (ALVES; PERRONE, 2015). J4 o 4cido fertlico ¢ considerado majoritario em
produtos derivados do trigo, além de estar presente em sementes, folhas e farelos de
cereais (OU et al., 2019). As alteragdes na sua composigao fendlica durante a fermentagao
da massa podem ser decorrentes da hidrolise enzimatica do acido fertlico conjugado
insoluvel, ocasionada pela acdo de enzimas produzidas pelas leveduras presentes na
massa (MOORE et al., 2009). Além disso, fatores ambientais e genéticos podem afetar o
rendimento de 4cidos fenolicos no trigo (RANJBAR et al., 2019).

As massas EM1 e EM2 apresentaram entre 16 ¢ 20 compostos fenolicos,
respectivamente. Para a amostra EMI, rutina, hesperidina e acido cafeico foram os
principais compostos encontrados, equivalendo a 61%, 16,3% e 7,8%, respectivamente.
Enquanto que para a amostra EM2, rutina, 4cido clorogénico e acido cafeico foram os
compostos predominantes, representando 79%, 7,3% e 6,2%, respectivamente. Os
compostos encontrados nas massas sdo considerados majoritarios das folhas de erva-
mate. A Tabela 3 apresenta o perfil fendlico da erva-mate utilizada na elaboracdo das
massas, no qual um total de 20 compostos fendlicos foram identificados. Neste estudo, a
rutina, 4cido clorogénico, isoquercetina e hesperidina foram os que mais apareceram na

erva-mate.



Tabela 3. Perfil fendlico das folhas de erva-mate

Compostos fenolicos (ng/g) Erva-mate
Acido benzoico 7,26 +£0,49
Siringaldeido 1,45 +0,02
Acido fertilico 4,40 £ 0,05
Acido siringico 2,01+ 0,00
Epicatequina 13,79+ 0,01

Acido clorogénico

Hesperidina 173,60 + 9,55
2,5-DHBA (2,5 — acido diidroxibenzoico) 54,43 £ 0,66
2,4-DHBA (2,4 — acido diidroxibenzoico) 183,90 + 4,82
Acido salilcilico 0,51 +0,03
3,4 — acido diidroxibenzoico 23,06 + 0,01
Acido cafeico 65,25+ 1,47
Sinapaldeido 16,64 + 0,02
Acido sinaptico 20,24 £ 0,00
Naringenina 14,84 + 0,00
Quercetina 12,40 + 0,04
Isorhamnetina 16,64 + 0,03
Isoquercetina 762,24 + 991
Rutina 13736,38 + 172,52

2073,22+ 11,50

Resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3).
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Os fendlicos, em sua forma livre, podem acarretar novas ligagdes entre as

proteinas, que consequentemente levam a liberagdo de novos compostos por meio de
reacoes de condensacdo. Os quininos, presentes nas folhas e caules da erva mate, podem
reagir com os grupos sulfidril e amino das proteinas (OZDAL ef al., 2013). Com isso, a
liberacdo destes compostos pode favorecer positivamente a funcionalidade da massa. De
acordo com Tian e colaboradores (2021) alguns compostos fendlicos soliveis podem
existir em alto peso molecular (APM) complexado com proteinas e carboidratos. Durante
a mistura e o processo de fermentagdo, os polifendis de APM foram parcialmente
quebrados em polifenodis de peso molecular relativamente baixo (PMB), e por isso, os

acidos fendlicos se tornam mais acessiveis para a identificagdo nas massas.
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A incorporagdo das folhas de erva-mate na FTI promoveu aumento de 873% e
1382% no conteudo fenolico total identificado nas massas EM1 e EM2, respectivamente.
A rutina foi o principal composto identificado em todas as massas, contribuindo com
79%, 61% e 2% do conteudo fenodlico total nas massas EM2, EM1 e controle (FTI),
respectivamente. O alto teor de rutina nas massas com EM pode ser explicado devido a
alto teor de rutina que foi encontrado na erva-mate, representando 79,62% do conteudo
fenolico total (Tabela 3).

A rutina consiste em uma molécula de quercetina glicosilada, necessitando de
hidrélise para a liberagio da quercetina aglicona (de ARAUJO et al., 2013). Luksi¢ ef al.
(2016) relataram que a adicdo de rutina no pao durante o processo de panificacio
transformou a rutina em quercetina a partir da atividade de enzimas que degradam a
rutina, geralmente ativadas na amostra apds a adi¢ao de d4gua no processo de mistura. Esse
composto vem sendo cada vez mais relacionado a redug¢ao do risco de doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares em diversos estudos cientificos.

Assim, o alto teor de rutina identificadas nas massas EM1 e EM2, juntamente com
o processo de fermentagdo, provavelmente favoreceu a transformagdo de rutina em
quercetina. A quercetina ¢ um dos flavonois mais comuns em vegetais, e possui atividade
inibidora das enzimas digestivas de carboidratos incluindo a-glucosidase e a-amilase,
podendo retardar a digestdo do amido (LIN et al., 2019).

Em geral, o processo de fermenta¢do ocasionou um aumento na composi¢ao
fenolica das amostras de massa estudadas. Uma hipotese ¢ que formas conjugadas com
glicosil dos compostos fendlicos podem ter sido liberadas diretamente pela agdo de -
glicosidases produzidas pelas leveduras (HUR et al., 2014). Alternativamente, a
composicao fenolica das massas EM1 e EM2 foi possivelmente modificada devido a
mistura e fermentagdo. Este fato pode ser explicado, uma vez que, diversos acidos
fendlicos em nossa pesquisa, podem ter interagido com o gliten durante o processo
fermentativo, como o acido cafeico, acido ferulico, cido clorogénico e acido galico, que
se ligam via ligagdes covalentes (XU et al., 2019). Portanto, os compostos fenolicos

podem ter sido mais facilmente liberados de suas formas ligadas para suas formas livres

4. CONCLUSAO

Em resumo, o comportamento fermentativo das massas observadas no

reofermentdometro demonstrou que as folhas de erva mate influenciam na producdo de
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CO:a. Isso possivelmente ocorreu devido a interagdo de compostos fenolicos especificos
como alguns acidos fenolicos que modificam a estrutura da rede de gliten e refletem na
qualidade do produto final. A adi¢do de erva-mate favoreceu, juntamente com a acao da
fermentagdo, o aumento expressivo do contetido fendlico e da atividade antioxidante da
massa. Além disso, o perfil fen6lico demonstrou que os melhores tempos fermentativos
para a liberagdo de compostos ficaram entre 30 e 60 minutos. Os principais compostos
identificados na FTI, EM1 e EM2 foram o acido cafeico, acido ferulico, acido
clorogénico, acido p-cumarico, isoquercetina e rutina.

Por fim, esta pesquisa demonstrou claramente que o processo fermentativo de paes
pode ser um fator determinante para a liberagdo de compostos fenolicos. Além disso, a
adi¢ao de erva mate na farinha integral possibilitou o aumento na funcionalidade do pao,
devido aos compostos biologicamente ativos presentes. No entanto, mais pesquisas sao
necessarias para explorar as reagdes de formacdo/degradacdo/hidrolise de compostos
fenolicos durante o cozimento da massa, a fim de esclarecer o efeito da temperatura no

composto fenolico individual.
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CAPITULO 4

ANALISE DO PERFIL FENOLICO EM PAES DE TRIGO INTEGRAL COM
ERVA-MATE E OS EFEITOS DO PROCESSO DE PANIFICACAO ATRAVES
DA METABOLOMICA NAO-DIRECIONADA

Nota: O texto e dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou adaptados da
publicacao de autoria de Gabriela Soster Santetti, Luciana Ribeiro da Silva Lima, Barbara
Biduski, Millena Cristina Barros Santos, Carolina Thomaz dos Santos D’Almeida, Luiz
Claudio Cameron, Luiz Carlos Gutkoski, Mariana Simdes Larraz Ferreira, Renata Dias
de Mello Castanho Amboni, disponivel em Food Research International, v.159, p.

111635, 2022. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111635 (ANEXO C).
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RESUMO

A anélise metabolomica nao direcionada foi aplicada para avaliar o perfil fenolico de paes
integrais com erva-mate (EM) durante o processo de panificag¢do (farinha, massa e pao).
O conteudo de fenodlicos livres, ligados e totais das amostras, avaliados pelo método de
Folin-Ciocalteu, apresentaram os maiores valores para as farinhas, massas e paes
elaborados com 4,5% EM nos tamanhos de particulas fina e média (farinha 18,48 — 175,26
mg AGE/ g; massa 149,62 — 141,40 mg AGE/g; e pao 148,32 — 147,00 mg AGE/ g). Um
total de 104 compostos fendlicos foram identificados provisoriamente, pertencentes as
cinco subclasses: flavonoides (35), acidos fenolicos (32), outros polifenois (10),
estilbenos (2) e lignana (1). Destes compostos, 24 tinham o mesmo m/z, porém,
apresentavam diferentes perfis de fragmentag@o. O maior nimero de compostos fendlicos
identificados foi observado nos extratos ligados (77%) quando comparado aos extratos
livres (59%). A adicdo de 4,5% de EM promoveu um perfil mais abundante de compostos
fenodlicos nas massas e nos paes. Os principais compostos encontrados nas amostras
contendo erva-mate foram o acido 5-cafeoilquinico e o 4cido cafeico. Ainda, o cozimento
dos pades ndo afetou negativamente a abundancia dos compostos fenolicos. Diante do
exposto, o processo de panificacdo apresentou efeitos positivos sobre a o perfil de
compostos fenolicos no produto final ocasionado pela liberagao de compostos fenolicos
ligados; a0 mesmo tempo que a adi¢do de erva-mate como ingrediente natural promoveu
o aumento dos polifenois no pao.

Palavras-chave: Espectrometria de massas, compostos bioativos, polifendis, produtos de
panificagdo, processo de panificacao, analises multivariadas.
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ABSTRACT

Untargeted metabolomics analysis was applied to evaluate the phenolic profile of whole
wheat bread with yerba mate (YM) during the bread-making process (flour, dough and
bread). The free, bound and total phenolic contents of the samples evaluated by the Folin-
Ciocalteu method showed the highest values for the flour, dough and bread samples
prepared with 4.5% YM in fine and medium particle sizes (flour 181.48 — 175.26 mg
GAE/g; dough 149.62 — 141.40 mg GAE/g; and bread 148.32 — 147.00 mg GAE/g).
Globally, 104 phenolic compounds were tentatively identified, belonging to the five
subclasses: flavonoids (35), phenolic acids (32), other polyphenols (10), stilbenes (2) and
lignan (1). Of these compounds, 24 had the same m/z but showed different fragmentation
profiles. A higher number of polyphenols was identified in the bound extracts (77%) than
in the free extracts (59%). The addition of 4.5% of YM promoted an improved and more
abundant profile of phenolic compounds in the dough and bread. The major compounds
found in the samples containing YM were 5-caffeoylquinic acid and caffeic acid. The
baking process did not adversely affect the abundance of phenolic compounds. The bread-
making process positively affected the phenolic profile due to the release of bound
phenolic compounds. At the same time, the addition of YM as a natural ingredient
promoted an increase in the polyphenols in the bread.

Keywords: Mass spectrometry, bioactive compounds, polyphenols, bakery products,
bread-making process, multivariate analysis
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1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos a adi¢@o de ingredientes naturais em produtos alimenticios tem
se tornado frequente, uma vez que os consumidores estdo cada vez mais conscientes e
atentos sobre os beneficios destes produtos. Geralmente, os ingredientes naturais sao
escolhidos de acordo com a sua composig¢ao fitoquimica.

A llex paraguariensis A. St. Hil., planta nativa da regido subtropical da América
do Sul, tem sido amplamente consumida em diversos paises, principalmente na forma de
bebida, como ché quente ou frio, conhecida como erva-mate (EM). A planta também ¢
adicionada em diferentes produtos alimenticios, atuando como antioxidante natural
(MATEOS et al., 2018; CHEMINET et al., 2021), uma vez que as folhas apresentam
propriedades farmacologicas conhecidas, como a¢do antioxidante, anti-inflamatoria e
antitumoral (BRACESCO et al., 2011; GAN et al., 2018). Essas propriedades estdo
associadas ao seu elevado conteudo de compostos fendlicos (SANTETTI et al., 2021a).
Alguns compostos fendlicos da erva-mate, como dacido 5-cafeoilquinico, rutina,
isoquercetina e acido cafeico podem aumentar a funcionalidade de produtos alimenticios
devido as suas atividades biologicas (MATEOS et al., 2018)

Diversos estudos visam a incorporagao de compostos fenolicos de diferentes
fontes vegetais em produtos de panificagdo, buscando intensificar os seus efeitos
benéficos quando consumidos. Essa incorporacao, geralmente ¢ realizada em paes, bolos
e biscoitos, uma vez que possibilitam melhorar as suas propriedades nutricionais e
funcionais (MARTINS et al., 2017; OU et al., 2019). Com isso, a incorporacdo de folhas
de erva-mate (EM) ¢ uma alternativa promissora para a industria de panificagao.

Dentre os produtos panificaveis, o pao ¢ geralmente utilizado como principal
veiculo para incorporagdo de ingredientes bioativos, devido ao seu alto nivel de consumo,
aceitagao sensorial e diversidade, sendo um dos alimentos mais consumidos no mundo
(GENG et al., 2016; VALLI et al., 2018). Contudo, na producao de paes, as etapas de
fermentagdo e coc¢do podem determinar as caracteristicas funcionais e de qualidade do
produto final. O processo de cozimento pode levar a um aumento ou diminui¢do do
conteudo fendlico do pao quando comparado a farinha e a massa. Isso pode ocorrer pela
acao de fenomenos quimicos como degradacao térmica, polimerizagao/despolimerizagao,
liberacao de fenolicos ligados e a formagao de produtos da reacao de Maillard, que podem

ocorrer durante o processo (DRAKULA et al., 2021).


https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619301645#b0265

104

Por essa razdo, os potenciais efeitos dos compostos bioativos na saude dependem
exclusivamente de sua estabilidade ou transformacao durante o processo (GERM et al.,
2019). Tem sido relatado que alguns compostos fendlicos ndo sdo termicamente estaveis,
indicando que altas temperatura durante o cozimento do pao podem causar a clivagem da
por¢ao glicosil da aglicona, levando a alteracao na sua disponibilidade do composto
original (OU et al., 2019). No entanto, em nosso estudo anterior, verificamos que o
processo fermentativo da massa melhora as propriedades antioxidantes através do
aumento do conteudo de acidos fenodlicos livres (SANTETTI et al., 2021a). Ainda, a
adicao de erva-mate pode melhorar o perfil de compostos fenolicos e permitir a obtengao
de um produto de panificagdo com elevada bioatividade. Assim, o perfil fendlico durante
o processo de panificagdo dever ser investigado, pois alteragdes fisicas e quimicas podem
ocorrer, levando a mudangas estruturais no composto original com reduc¢io ou até mesmo
transformagao em outros compostos. Além disso, este estudo pode enfatizar a importancia
da incorporagdo de um produto regional rico em polifenois de diferentes classes, como
flavonoides e acidos fenolicos (MATEOS et al., 2018), em produtos de panificacao.
Contudo, ndo ha investigacdes relatadas sobre as mudangas no perfil fendlico em paes
elaborados com erva-mate durante o processo de panificagao.

Diante do exposto, hipotetizamos que o processo de panificagdo pode aumentar o
conteudo de compostos fendlicos, levando potenciais beneficios no consumo pelos
consumidores de pao de trigo integral elaborado com erva-mate. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar o perfil de compostos fendlicos, ao longo do processo de panificagdo,
de amostras de farinha, massa de pao com adi¢ao de EM. As ferramentas metabolomicas
baseadas em uma abordagem ndo direcionada foram utilizadas para identificar
relativamente os compostos fenolicos em folhas de erva-mate em dois tamanhos de

particulas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais e quimicos

Os graos de trigo (Triticum aestivum L.), do cultivar Toruk, safra 2017/2018,
foram cedidos pela empresa Biotrigo Genética-Ltda (Passo Fundo, Brasil). As folhas de
erva-mate da safra de 2017, foram cedidas pela empresa Inovamate (Ilopolis, Brasil). Os
ingredientes utilizados para a produgdo dos paes foram adquiridos em comércio local.

Os solventes de grau LC-MS (acetonitrila, etanol e metanol) e os padrdes dos
compostos fenolicos (acido benzoico, acido cafeico, catequina, acido clorogénico, acido
elagico, acido epicatequina, epigalocatequina, galato de epicatequina, flavonona, acido
galico, campeferol, acido L-(-) -3-fenilacético, miricetina, acido p-cumadrico, pirogalol,
quercetina, quercetina 3-glicosideo, acido sindpinico, acido trans-cinamico, acido
isoferulico, acido vanilico, alcool 4-hidroxibenzilico, 4-hidroxibenzaldeido, acido 4-
hidroxibenzodico, acido 4-fenilacético, acido 3,4-dihidroxifenilacético, acido 2,5-
dihidroxibenzoico, acido 4-metoxicindmico, acido 2-hidroxicindmico, 3-acido hidroxi-4-
metaxicindmico, acido 3-metoxicindmico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Celite® 545 e acido formico, aditivo eluente para LC-MS, foram obtidos da
Fluka (Suica) e os demais reagentes (acetato de etila, acido cloridrico e hidréxido de
s6dio) foram de grau analitico. Um sistema Barnstad™Smart2Pure™ (Thermo Fisher

Scientific, EUA) foi utilizado para purificar a 4gua empregada nos experimentos.

2.2 Farinha de trigo integral, folhas de ver-mate e preparag¢do dos paes

A farinha de trigo integral (FTI) e as folhas de erva-mate (EM) foram preparadas
de acordo com nosso estudo anterior (SANTETTTI et al., 2021b). Resumidamente, os
graos de trigo foram moidos em moinho experimental (CD1, Chopin, Franga) para
obtencdo de fragdes da farinha refinada, farelo e germe. O farelo e o germe foram moidos
novamente até passar numa peneira de 30 mesh. Por fim, as fragdes foram reincorporadas
na farinha refinada para obter a farinha de trigo integral (FTI). As folhas de erva-mate
foram branqueadas (95 °C por 30 s) e secas em estufa de circulacdo de ar forcado (45 °C
por 4 h). As folhas foram moidas em moinho de facas (Marconi, M048, Brasil) até os
tamanhos de particulas de 245 ¢ 415,5 pm (APENDICE C, Figura 1), nomeadas como

erva-mate fina (EMF) e erva-mate média (EMM), respetivamente.
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O delineamento experimental foi definido onde as folhas de EM foram
adicionadas na FTI (g EM/100 g FTI; m/m) em duas propor¢des para cada tamanho de
particula (fino e médio). Foram preparados cinco tratamentos nomeados: EM Fina (2,5 e
4,5%; m/m), EM Média (2,5 e 4,5%; m/m) e amostra controle FTI (sem EM). As amostras
de farinha (F), massa (M) e pao (P) foram nomeadas da seguinte forma: F (controle), F1
(2,5% EMF), F2 (4,5% EMF), F3 (2,5% EMM) e F4 (4,5% EMM), para as farinhas; M
(controle), M1 (2,5%, EMF), M2 (4,5% EMF), M3 (2,5% EMM) e M4 (4,5% EMM),
para as massas; e, por fim, P (controle), P1 (2,5% EMF), P2 (4,5% EMF), P3 (2,5%
EMM) e P4 (4,5% EMM), para os paes. A quantidade de EM incorporada na FTI foi
determinada em testes preliminares, ¢ a composi¢do quimica da EMF, EMM e FTI foi
recentemente reportado por Santetti ef al. (2021D).

Os paes foram elaborados de acordo com o método descrito por Bressiani et al.
(2017), utilizando um teste laboratorial em pequena escala. As formulagdes dos paes
foram compostas por farinha, gordura hidrogenada, cloreto de sodio, acido ascérbico,
acucar, fermento e dgua. Por¢des de 35 g de massa foram divididas e encaminhadas para
a fermentacdo em camera fermentativa (Multipdo, Brasil) a 30 °C durante 60 min. O
cozimento dos paes foi realizado em forno de laboratério a 150 °C por 12 min

(SANTETTI et al., 2021b).

2.3 Extragao dos compostos fenolicos livres e ligados

As amostras de massa e pao foram liofilizadas durante 48 h, moidos e peneiradas
utilizando uma peneira de 30 mesh (NING ef al., 2017). Os compostos fenolicos livres
das amostras de farinha, massa e pao foram extraidos com etanol 80%, enquanto que os
compostos fenolicos ligados foram obtidos a partir dos pellets e apos hidrolise alcalina e
acida, conforme descrito por Santos ef al. (2019). Os extratos secos obtidos foram
ressuspensos em 1,5 mL de metanol (2%), acetonitrila (5%) e 4gua MiliQ (93%), filtrados
através de filtros hidrofilicos analiticos (13 mm de diametro; 0,22 pm) (Analitica, Brasil),

transferido para vials (Waters, USA) e armazenados a -20 °C até andlise de UPLC-MSE.

2.4 Conteudo fenolico

O contetdo de fenolicos livre, ligado e total foi avaliado nas farinhas, massas e

paes. O conteudo total foi determinado pela soma dos valores dos extratos livres e ligados
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obtidos de acordo com o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al. 1999). A
quantificagdo foi baseada em uma curva padrao de acido galico (y = 0,0161x + 0.0133;
R?=0,9953) e os resultados expressos em mg acido galico por 100 g de amostra em base

seca (mg AGE/100 g).

2.5 Determinagdo do perfil fendlico por UPLC-MSE

O perfil fenodlico foi determinado baseado em um método descrito por Santos et
al. (2019), com algumas modificacdes. Resumidamente, 5 uL. de cada amostra e uma
mistura contendo 33 padrdes analiticos de compostos fendlicos (10 mg/L) foram injetados
no UPLC Acquity system (Waters Co., Milford, MA) acoplado a um XEVO G2S Q-Tof
(Waters Co., Manchester, UK) equipado com uma fonte de ionizagdo ESI operando em
modo negativo. O método do gradiente cromatografico foi realizado da seguinte forma:
0 min—97% A; 11,80 min - 50% A; 12,38 min - 15% A; 14,23 min - 15% A; 14,70 min
- 97% A (fase A agua MilliQ com 0,3% de acido férmico e formato de amonio de 5
mmol/L e a fase B acetonitrila com 0,3% de 4cido formico). O gés de dessolvatacdo (N2)
foi fixado em 1000 L/h e 500 °C, enquanto o gas em cone foi fixado em 50 L/h e a fonte
em 150 °C. A faixa de varredura em massa na aquisicdo MS/MS foi de m/z 50 a 1200 Da
e arampa de energia de colisdo foi de 20 a 45 eV para a fragmentacao, utilizando argonio
ultrapuro (Ar) como gas de colisdo. Além disso, as amostras de controle de qualidade
agrupadas (QC) foram injetadas apds cada conjunto de 9 inje¢cdes das amostras analisadas

para monitorar o desempenho do instrumento e a qualidade dos dados.

2.6 Processamento dos dados

Os dados brutos obtidos por UPLC-MSE foram processados e submetidos a uma
etapa de normaliza¢do no software Progenesis QI, v. 2.1 (NonLinear Dynamics, Waters
Co.) respeitando as seguintes condi¢des: dados centroides, resolucao de largura total na
metade méxima de 30.000 e ionizagdo em modo negativo. A identificacdo dos compostos
foi entdo realizada por comparacdo dos dados obtidos com os padrdes analiticos e um
banco de dados customizados para polifendis obtido do PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e um banco de dados online Phenol-Explorer v 3.6,
com base no erro de massa exato (< 10 ppm), distribui¢do isotopica de massa neutra (>

80%) e tempo de retengdo, conforme recomendagdes de Sumner et al. (2007). O perfil



108

dos fragmentos MS/MS também foi considerado na identificacdo por meio do uso de
bancos de dados especificos, como MassBank of North America (MoNA)
(https://mona.fichnlab.ucdavis.edu/) e NORMAN MassBank
(https://massbank.eu/MassBank/).

2.7 Analise estatistica

Os dados gerados pelo programa Progenesis QI foram exportados para EZinfo 3.0
(Waters) para realizar a analise multivariada de componentes principais (PCA) e analise
discriminante dos minimos quadrados (PLS-DA). Anélise hierarquica de cluster (HCA)
e a analise de mapa de calor foram realizados utilizando o servidor web Metaboanalyst
5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/). Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia unidirecional (ANOVA) com intervalo de confianca de 95% e as médias foram
comparadas aplicando o teste de Tukey (p<0,05) utilizando o XLSTAT software

(Addinsoft, Franga). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contetido de fendlicos da farinha, massa e pao

A Tabela 1 apresenta o conteudo fenoélico livre, ligado e total das farinhas, massas
e dos paes. O maior contetido de fendlicos livres (p<0,05) foi observado nas amostras de
massa € pao com a maior propor¢ao de erva-mate (4,5%) e tamanho de particula fino (F2,
M2 e P2). Como esperado, uma maior propor¢do de erva-mate promove um maior
conteudo fendlicos, enquanto que o tamanho de particula possibilitou maior exposi¢do e
liberacao dos compostos (SANTETTI et al., 2021a; BUTIUK et al., 2021). Além disso,
os compostos fendlicos livres nas amostras de farinha com adicdo de erva-mate foram
maiores (p<0,05) do que o conteudo encontrado na massa e no pao. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a erva-mate esta mais disponivel e exposta na matriz, fazendo
com que o solvente utilizado extraia maior quantidade de fendlicos livres (ALVES;
PERRONE, 2015). Por outro lado, ¢ importante salientar que o método de Folin-
Ciocalteu pode superestimar o valor, ja que alguns compostos detectados pelo reagente
podem ndo ser classificados como compostos fendlicos. Para as amostras de massa e pao

M4 e P4, respectivamente, compreendendo 4,5% EMM, apresentaram maior contetudo de
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fenolicos livres. No entanto, as amostras de farinha, massa e pao controle apresentaram

menor (p<0,05) teor de fenolicos nas duas formas (livres e ligados).

Tabela 1. Compostos fenolicos livres, ligados e totais das amostras de farinha, massa e

pao elaboradas com a adi¢ao de erva-mate

Amostras Livres (mg AGE/g) Ligados (mg AGE/g) Totais (mg AGE/g)

Farinha
F 54,55+ 0,83 9¢ 63,05 + 0,82 ABd 116,81 + 0,94 F¢
F1 80,79 + (0,82 Fd 57,18 0,50 ¢° 137,97 + 1,02 B4
F2 122,68 + 0,16 42 65,07 £0,1542 181,48 + 0,08 A2
F3 98,26 + 0,19 €P¢ 58,80 + 1,00 BCc 163,32+ 1,18
F4 113,04 +£ 0,53 B° 62,22 + 1,41 ABe 175,26 + 1,93 B
Massa
M 29,85+ 0,33 Hd 38,52+ 0,56 ¢ 68,37 070 4
Ml 69,18 2,53 fe 44,38 + 2,24 Fb 113,56 + 3,46 ¢
M2 98,75 + 0,25 CPa 50,88 + 0,56 P2 149,62 + 0,69 P2
M3 68,57 + 0,19 Fe 44,06 + 0,73 £ 112,63 + 0,56 Foe
M4 95,24 + 1,00 P° 46,16 + 0,83 £ 141,4 + 1,09 B
Pao

P 29,03 + 2,99 He 37,4 +0,83 F° 66,43 +3,68 1
Pl 68,79 + 4,60 34,81+ 3,67 F 103,60 + 8,22 Hb
P2 101,21 £2,15 ©2 47,11 + 1,04 PFab 148,32 + 2,88 P2
P3 64,25+ 2,63 43,97 + 2,68 £ 108,22 + 3,40 GHb
P4 95,74 + 0,16 P2 51,27 +0,88 P2 147,00 + 0,91 P2

Cada valor ¢ apresentado como média = desvio padrdo (n=3). Letras maitsculas na mesma coluna diferem
estatisticamente (p<0,05) entre massa e pdo. Letras mintsculas na mesma coluna diferem estatisticamente
(p<0,05) entre massa e pdo, separadamente. As médias foram submetidas ao teste de Tukey, para cada
parametro. M: massa de farinha de trigo integral. P: pdo de farinha de trigo integral. M1 e M2: massa
elaborada com 2,5 e 4,5% de EM fina (m/m). M3 e M4: massa elaborada com 2,5 e 4,5% de EM média
(m/m). P1 e P2: pao elaborado com 2,5 e 4,5% de EM fina (m/m). P3 e P4: pao elaborado com 2,5 e 4,5%
de EM média (m/m).

Em relagdo aos resultados obtidos para as amostras M1 e P1, a proporcao de 2,5%
pode nio ter sido suficiente para promover possiveis alteragdes durante o processamento,
devido ao fator diluicdo resultante da baixa concentracdo de erva-mate na FTI, em

comparagao com a concentragdo de 4,5%. Foi observada reducao (p<0,05) do teor de
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fenolicos livres entre as amostras de massa e pao (M3 e P3) com 2,5% EMM,
evidenciando que os compostos fendlicos foram afetados pela acdo da temperatura do
forno. Por outro lado, as amostras de massa M2 e o pao P4 (4,5% EM fina e média,
respectivamente), apresentaram um maior conteido de fenodlicos ligados quando
comparado as outras amostras (p<0,05). Contudo, a amostra M4 ¢ P4 ndo apresentaram
diferenca estatistica (p>0,05) (Tabela 1).

Para a amostra de pao (P4), a explicacdo pode estar relacionada pelas altas
temperaturas de forneamento, que favorecem a hidrolise de polissacarideos, e, assim,
tornando compostos fendlicos ligados mais disponiveis (CALINOIU; VODNAR, 2020).
Shahidi & Yeo (2016) reportaram que o processo de cozimento dos alimentos afeta o
conteudo fendlico, principalmente os compostos fenolicos ligados, uma vez que, a
temperatura ¢ capaz de liberar estes compostos para a matriz. Além disso, o processo
fermentativo também leva ao aumento nos compostos fenolicos livres (SANTETTI et al.,
2021b). Ainda, a presen¢a da maior propor¢do da EM facilitou a maior extragdo e
quantificagdo dos compostos fenolicos livres.

De forma geral, o contetido de fendlicos livres foi superior ao de fenolicos ligados,
representando 62% do total dos compostos fendlicos nas amostras de massa e pao, exceto
para as amostras controle. Enquanto isso, na amostra controle, o conteudo fenélico ligado
representou 53% do total (Tabela 1), e isso € comprovado pelo fato da maior quantidade
de compostos fendlicos encontrados em graos de trigo estarem na forma ligada (SANTOS
etal., 2019).

Os compostos fendlicos geralmente ocorrem nas plantas em sua forma soluvel
(livre ou conjugada a carboidratos soliveis por ligagdes éster/éter), e, assim, estdo mais
susceptiveis a quantificagdo, enquanto, que a outra parte dos compostos se encontram na
forma insoluvel (ligada por ligacdes éster/éter aos constituintes da parede celular),
necessitando de agdes quimicas e/ou fisicas para a sua liberagdo (ARIGOA et al., 2018).
Apesar de que nos cereais a fracao ligada seja preponderante (ACOSTA-ESTRADA et
al., 2014), neste estudo, apds a adi¢do de erva-mate, foi observado um maior teor de
compostos fenolicos totais na fragdo livre, demonstrando uma importante contribui¢do da
EM para o conteudo fenolico.

E possivel que o alto teor de fendlicos livres ¢ seja devido ao efeito do processo
de fermentacdo e da temperatura de cozimento, que pode levar a hidrolise de alguns fenois
complexos resultando no seu aumento; além disso, a reagdo de Maillard no processo de

panificagdo pode, em certa medida, influenciar no conteudo fenolico (VERARDO et al.,



111

2018; OU et al., 2019; ANTOGNONI et al., 2019). Apo6s a liberagdo térmica de alguns
acidos fenodlicos durante o cozimento, compostos como dacido fertlico podem ser
incorporados a estrutura das melanoidinas, que sdo conhecidas por serem produtos finais
da reacgio de Maillard (CELIK; GOKMEN, 2020). De acordo com Zili¢ et al. (2013),
esses compostos podem estar presentes tanto na sua forma livre, como na forma ligada.
Contudo, os fenodlicos ligados se apresentam em maior quantidade, devido a possiveis
ligagdes glicosidicas que ocorrem entre os acidos fenolicos e melanoidinas. Assim, estes
compostos podem ser identificados na matriz e apresentar atividade antioxidante no pao
(NOOSHKAM et al., 2019).

Estes resultados sustentam a hipdtese de que a temperatura de coc¢do pode
interferir de duas formas o contetudo fenolico do pao: i) podendo levar a sua oxidagdo ou
i1) liberando novos compostos fendlicos para a matriz. Como os compostos fendlicos sao
altamente reativos, o cozimento pode alterar sua natureza fisica e quimica através, por
exemplo, da degradagdo, polimerizacao, oxidagao e liberagdo de formas ligadas de fenois
(PALERMO et al., 2014). Além disso, a erva-mate adicionada promove o aumento no
conteudo fenolico em ambas as formas (livres e ligados), favorecendo o desenvolvimento
de um pao integral com apelo funcional. Os beneficios associados a saude com estes
fitoquimicos sdo decorrentes de suas propriedades bioldgicas, como atividade
antioxidante e anti-inflamatoria. Diante do exposto, ferramentas robustas como a
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas podem auxiliar na elucidagao
dos compostos bioativos presentes na massa € no pao, uma vez que podem ser alterados,
degradados ou até¢ mesmo liberados devido o processamento do pao e pela temperatura

do forno.

3.2 Perfil fenélico durante o processamento do pio determinado por UPLC-MS®

A fim de obter uma caracterizagdao abrangente do perfil de compostos fendlicos
das amostras elaboradas pela incorporacdo de EM na farinha de trigo integral (em
diferentes proporgdes e tamanhos de particulas), bem como o efeito do cozimento do pao
neste perfil, as amostras foram submetidas a uma analise metabolomica nao direcionada,
utilizando um sistema de UPLC-MSE.

Um total de 104 compostos fendlicos foram putativamente identificados,
incluindo alguns isomeros, englobando diferentes classes. Estes compostos e os

parametros utilizados para a identificagdo sdo descritos na Tabela 1 e Tabela 2
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(APENDICE C). Dentre estes compostos, 24 apresentaram m/z igual, porém, com perfis
de fragmentagao diferentes. Ainda que ndo tenha sido possivel confirmar sua identidade
com base nos fons fragmentados gerados pela analise UPLC-MSE e nos demais dados
considerados na identificacao, foi possivel classificar esses compostos desconhecidos em
derivados de flavonoides e acidos fenolicos. Treze compostos fenolicos foram
confirmados a partir de padrdes analiticos, incluindo quercetina, acido ferulico, acido 5-
cafeoilquinico e vanilina (compostos em negrito na Tabela 1 e 2 do APENDICE C).

A Figura 1A apresenta o numero de identificagdes de compostos fendlicos para
cada classe e para todas as amostras (farinha, massa e pao). Globalmente, foram
identificadas cinco subclasses para todas as amostras, sendo a classe dos flavonoides com
o maior nimero de compostos identificados (35), seguido pelos acidos fendlicos (32),
outros polifendis (10), estilbenos (2) e lignanas (1). Para todas as amostras, os extratos
ligados apresentaram o maior numero de compostos fendlicos identificados,

representando 77% do total quando comparado aos extratos livres (Figura 1B).

Figura 1. Numero de compostos fenolicos identificados para cada classe e amostra (A),

extrato (B) e (C) a evolugao durante as etapas de panificacao.
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A subclasse dos flavonoides e seus derivados representa 49% do total de
identificacdes, seguido dos acidos fendlicos e derivados (38%), outros polifendis (10%),
estilbenos (2%) e lignanas (1%). Flavonoides e 4cidos fendlicos sdo comumente
encontrados na erva-mate, como também na farinha de trigo integral (MATEOS et al.,
2018; TIAN et al., 2021), corroborando com estes resultados e confirmando a sua
predominancia.

Além disso, os flavonoides sdo mais estaveis durante o processo de cozimento do
pdo, j& que as suas estruturas sdo ligadas por ligacdes glicosidicas formadas através de
ligantes de agucar (como glicose, ramnose e galactose) (OU et al., 2019; LI et al., 2020).

Neste estudo, a quercetina apresentou um aumento notavel nas amostras de pao
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(composto numero 32 na Tabela 1 ¢ 2 do APENDICE C). Esse aumento pode ser
explicado pela transformacgao da rutina em quercetina durante o cozimento do pao, onde
a temperatura e a adi¢do de dgua e fermento podem alterar o meio, e, consequentemente,
fazer com que o composto seja liberado (BRITES ez al., 2022).

Isso explica a sua maior abundancia quando comparado com os acidos fenolicos,
0s quais sdo mais susceptiveis a interagdes com as proteinas do glaten, formando
complexos covalentes com os grupos sulfidrilas (S-H), resultando em uma menor
quantificagdo dos compostos livres na matriz (XU et al., 2019).

Avaliando ainda o numero de identificacdes, de maneira geral, as amostras
incorporadas de erva-mate apresentaram maior nimero de compostos fenolicos em
comparagdo com as amostras controle em todas as etapas do processo (farinha, massa e
pao). Dentre as farinhas, a F4 (4,5% EM média; m/m), apresentou o maior numero de
identifica¢des, enquanto nos paes, a amostra P2 (4,5% EM fina; m/m) apresentou o maior
nimero de identificagcdes (Figura 1A). Contudo, as amostras de massa M1-M4 nao
apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05) para o numero total de compostos
identificados, exceto em relagdo a massa controle, que apresentou o menor numero. A
massa M2 e o pdo P2, elaborados com a maior propor¢ao de erva-mate (4,5%) € no menor
tamanho de particula (EMF), apresentaram maior numero de identificagdo de compostos,
e isso pode ser justificado pela maior quantidade de EM adicionada, além da maior
superficie de contato da EMF, que podem ter favorecido as interagdes quimicas durante
o processamento do pao (SANTETTI et al., 2021a; BUTIUK et al., 2021). Além disso,
estes resultados corroboram com os dados encontrados para andlise de compostos
fendlicos totais (Tabela 1), estimados a partir do método de capacidade de reducao de
Folin-Ciocalteu.

O aumento dos compostos fendlicos com a adi¢do de erva-mate era esperado,
devido aos seus altos teores de componentes bioativos, principalmente polifenois.
Embora ndo tenha sido analisada, a contribuicao fendlica da erva-mate isolada pode ser
atribuida principalmente a classe dos acidos fenolicos, com valor quatro vezes superior
ao encontrado na FTI (Figura 1B). Isso corrobora com os resultados relatados por Mateos
et al. (2018), que descobriram que a classe dos acidos fendlicos compreende 90% dos
fendis da llex paraguariensis. Dentre estes compostos, o acido 3-cafeoilquunico e seus
1sdmeros sdo os principais compostos presentes na erva-mate (MATEOS et al., 2018),
em concordancia com os resultados do presente estudo, uma vez que esses compostos sO

foram identificados apds a adi¢cdo da erva-mate (compostos nimero 55,60 e 62 na Tabela
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1 ¢ 2 do APENDICE C). Por fim, esses acidos fenolicos da erva-mate estio presentes
principalmente em extratos livres (Figura 1A), o que pode afetar positivamente sua
biodisponibilidade durante a digestdo humana.

Considerando a abundancia total relativa de ions, 20 compostos se destacaram
como mais abundantes em todos os extratos nas amostras de farinha, massa e pao (Tabela
2). Ao observar a evolugao da abundancia dos compostos identificados durante as etapas
de fabricacdo dos paes elaborados, as amostras P1, P2 e P3 apresentaram um crescente
aumento (pao > massa > farinha), enquanto a amostra P4 (4.5% EM média) apresentou
um aumento entre farinha e massa, porém, uma estabilidade na abundancia relativa total
em comparacao com a massa (Figura 1C). Isso evidencia que a abundancia dos compostos
permaneceu constante; ainda, isso também pode estar relacionado com a maior propor¢ao
e maior superficie de contato das folhas de erva-mate adicionadas. Por outro lado, a
diminui¢do ¢ pronunciada na amostra de pao elaborado com 4,5% EMM (Figura 1C)
comparado com as farinhas e as massas. Isso pode estar diretamente relacionado com as
pequenas mudangas que ocorrem na estrutura do composto original, que impossibilita ser
detectado pelo método de Folin-Cioacalteu (Tabela 1), enquanto foi possivel observar a

redugdo pelo método aplicado de espectrometria de massas.
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Formula TR Score PF Dados fragmentados EM SI
Nome m/z Classes
molecular (min) (%) (%) (% intensidade relativa) (ppm) (%)
191.0561 (100.00%), 135.0451 (57.58%), 179.0349
. L. . . (55.07%), 353.0878 (53.58%), 161.0244 (6.20%), 85.0295
Isdmero acido Cafeoilquinico I CisHi1s09  353,0867 4,53 57,5 91,9 -3,1 99,3 AF
(4.45%), 127.0400 (2.07%), 111.0451 (1.97%), 155.0350
(1.72%)
Acido Cafeico CoHz04  179,0338 6,28 52,1 69,4 135.0451 (100.00%), 117.0345 (2.36%) -6,5 98,5 AF
Acido 5-Caf0ilquinic0 CisH1509  353,0869 5,91 56,5 86,3 191.0561 (100.00%), 353.0878 (8.68%), 85.0295 (2.97%) =25 99,3 AF
Isdmero acido Dicafeoilquinico
I CosH24012  515,1190 8,73 53,5 69,2 135.0451 (100.00%), 161.0244 (9.88%), 335.0772 (2.76%) -1,0 99,5 AF
193.0506 (52.08%), 149.0608 (61.72%), 151.0400
.o . (33.02%), 163.0400 (29.60%), 117.0346 (18.59%),
Acido Isoferulico CioH100s  193,0495 8,03 44,2 28,6 -5,8 99,2 AF
109.0295 (17.75%), 123.0451 (15.34%), 129.0346
(13.34%), 175.0400 (13.04%), 161.0608 (12.29%)
Isémero acido Dicafeoilquinico 173.0455 (100.00%), 179.0349 (89.73%), 135.0451
Ci6Hi1809 353,0858 6,14 554 84,9 (55.21%), 191.0561 (44.35%), 155.0350 (5.83%), 161.0244 -5,8 98.8 AF
I (4.35%), 85.0295 (2.62%), 109.0295 (1.75%)
NID21 CysH24012 515,1194 8,99 48,8 45,1 311.0772 (87.28%), 375.0721 (26.44%) -0,2 99,0 AFD
. , 300.0275 (100.00%), 151.0037 (3.44%), 271.0278 (3.14%),
Kaempferol 3,7-o-diglucosideo Cy7H30016  609,1467 8,07 53,1 71,1 1,0 95,5 F
255.0299 (2.01%), 343.0459 (1.20%), 273.0404 (0.48%)
179.0349 (76.03%), 515.1195 (33.27%), 353.0878 (29.56%),
Isdmero acido Dicafeoilquinico I  CpsH24012  515,1190 8,55 52,6 64,8 161.0244 (17.88%), 335.0772 (7.36%), 109.0295 (5.40%), -1,0 99,6 AF

123.0451 (2.99%), 203.0350 (1.94%), 91.0189 (1.38%)
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. 153.0193 (100.00%), 148.0166 (6.56%), 104.0267 (5.92%),
Esculetina CoHeO4 177,0179 6,14 52,4 72,4 -8,2 98,6 opP
135.0087 (4.85%), 67.0189 (4.35%), 120.0216 (2.05%)

193.0506 (100.00%), 111.04551 (35.65%), 367.1034

Isomero acido Feruloilquinico I Ci17H2009  367,1020 6,08 56,4 87,8 -3,8 98,7 AF
(33.93%), 149.0608 (11.32%), 117.0608 (7.60%)
Acido p-Cumarico CoHsO3  163,0386 7,51 55,4 88,6 119.0502 (100.00%), 117.0346 (2.45%) -9,1 98,7 AF
173.0455 (100.00%), 193.0506 (16.23%), 93.0345 (15.62%),
Isdmero acido Feruloilquinico I C;7H200¢  367,1017 7,28 46,9 41,1 111.0451 (4.31%), 155.0350 (3.80%), 149.0608 (2.42%), -4,7 99,0 AF
117.0346 (1.27%)
Acido ferulico CiHi0Os 193,0491 8,28 41,8 20,2 117.0346 (22.08%), 106.0424 (3.46%) -7,8 97,2 AF

173.0455 (100.00%), 515.1192 (33.27%), 353.0878
) o (29.56%), 159.0451 (10.87%), 109.0295 (5.40%), 123.0451
Luteolina 7-o-rutinosideo Cy7H30015  593,1503 8,55 53,9 72,0 -1,5 99,3 F
(2.99%), 93.0345 (2.72%), 111.0451 (2.20%), 91.0189
(1.38%), 257.0455 (0.51%), 327.0510 (0.34%)

563.1406 (100.00%), 353.0667 (74.95%), 383.0772

Isdbmero Apigenina 7-o-apiosil- (45.92%), 443.0983 (12.86%), 473.1089 (6.94%), 365.0667

CaH23014  563,1406 7,53 57,7 90,3 0,0 98,1 F
glucosideo 11 (2.18%), 503.1195 (2.00%), 413.08787 (1.83%), 425.0878

(1.82%), 397.0928 (0.82%)
Acido p-Cumaroilquinico CisHi3O0s  337,0907 6,90 43,1 22,8 119.0502 (100.00%), 117.0502 (11.92%) -6,4 99,7 AF
Acido 4-hidroxifenilglicolico /
) . o ) CsHsOs  167,0338 3,01 56,3 90,6 166.0271 (100.00%), 123.0451 (76.93%) -6,9 98,7 AF

acido 3,4-dihidroxifenilacético
Isomero Apigenina 7-o-apiosil- 353.0667 (60.44%), 443.0983 (12.31%), 473.1089 (7.96%),

CasH2sO14  563,1379 7,32 50,8 61,7 ( ) ( ) ( ) -4,9 97,6 F
glucosideo I 325.0717 (2.07%), 365.0667 (1.43%)
Acido rosmarinico CisHi60s  359,0753 6,30 40,8 13,9 135.0451 (100.00%), 117.0345 (2.36%) -5,3 96,0 AF

m/z: massa/carga. TR: tempo de retengo. PF: pontuacdo de fragmentacdo. SI: semelhanga isotopica. EM: erro em massa. Negrito representa padroes de referéncia. Classes: AF:

acidos fenolicos. F: flavonoides; AFD: acidos fendlicos derivados. OP: outros polifenois.
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De acordo com Santetti ef al. (2021b), durante o processo fermentativo de massas
elaboradas com erva-mate novos compostos foram liberados para a matriz, o que pode ter
contribuido na manuten¢do dos compostos apos o forneamento. Tian et al. (2021) também
descobriram que o cozimento do pao pode favorecer a liberagao de compostos fenolicos,
explicando as mudangas na composi¢ao fenolica durante o processo de panificagcdo. Além
de ligacdes dissulfeto covalentes (S-S), os polifenéis podem formar complexos com as
proteinas do trigo por meio de ligagdes de hidrogénio e/ou interagdes hidrofdbicas
(YUAN et al., 2021). A formagao desses complexos a base de proteina pode explicar a
presenca de compostos fendlicos mesmo apos o cozimento do pao (ANGELINO et al.,
2017).

A Figura 2A compara a abundancia relativa de fendlicos livres e ligados para todas
as amostras. E possivel observar que a fragdo ligada ¢ mais abundante nas amostras
controle (FTI), enquanto as amostras incorporadas de erva-mate apresentam a fragao livre
como a mais abundante (Figura 2B). Esses dados corroboram com os resultados que
foram encontrados na analise de redutores do reagente de Folin-Ciocalteu, assim como
demonstraram que o maior efeito apds a incorporacao da farinha de erva-mate nos
compostos fenolicos foi encontrado na forma livre. Além do efeito positivo da fragao
livre, as amostras M2, M4, P2 e P4, cuja a propor¢do de 4,5% de erva-mate foi
incorporada, apresentaram maiores abundancias relativas de compostos fenolicos (p <
0,05), independentemente do tamanho da particula da EM. Isso evidencia a importancia
de adicionar na matriz uma fonte externa de compostos fendlicos para melhorar o
contetdo de fenolicos livres.

Considerando a abundancia das classes, diferente do encontrado no nimero de
identificacdes, a classe de acidos fendlicos foi a mais abundante em todas as amostras e
em ambos os extratos (livres e ligados). Ou seja, embora essas amostras apresentem uma
maior diversidade de moléculas pertencentes a classe de flavondides, o teor em acidos
fendlicos presentes ¢ superior.

Na Figura 2B ¢é possivel visualizar a abundancia relativa total de compostos
fenolicos em cada amostra (farinha, massa e pao), e em ambas as formas (livre e ligado).
A amostra de pao P2 (4,5% EMF) apresentou a maior abundancia de compostos fendlicos
entre todas as amostras, seguida de P3 (2,5% EMM). Enquanto que nas amostras de massa
M2 e M4 (4,5% EMF e EMM) os compostos foram mais abundantes quando comparadas
com as outras amostras de massa. Entre as farinhas, a amostra F2 (4,5% EMF) foi a que

apresentou a maior abundancia relativa total comparado as outras amostras de farinha.
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Figura 2. Abundancia relativa total de ions de classes e extratos livres e ligados (A) e a soma da abundancia relativa de ions para os extratos livres e ligados das

amostras de farinha, massa e pao (B).
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A diferenciacdo na abundancia dos compostos fendlicos entre as amostras e a
notavel presenca destes compostos nas amostras de pdo apds o cozimento, pode ser
atribuida a ruptura da matriz durante o processamento térmico, como ¢ o caso do
forneamento do pao e a formagdo de novos compostos devido as reacdes de Maillard
(ANGELINO et al.,2017; XU et al., 2020). Dominguéz-Fernandez et al. (2021) relataram
que durante o cozimento de paes os acidos clorogénicos (ou acido 5-cafeoilquinico)
podem se ligar a estrutura das melanoidinas via ligagdes covalentes. Esta reagao permite
que os compostos fenolicos do pao sejam quantificados, e neste estudo eles estdo
presentes, principalmente na forma livre (compostos namero 55,60,62,75 e 76 da Tabela
1 do APENDICE C).

Além disso, durante a producdo de paes a transferéncia de calor para o centro do
produto ¢ relativamente lenta, portanto, os compostos podem ndo serem degradados
(BURESOVA et al., 2021). Ainda, os fenélicos livres podem formar ligagdes entre as
proteinas, o que consequentemente leva a formagdo de novos compostos através das
reacdes de condensacdo. Por exemplo, os quininos presentes nas folhas e caules da EM
podem reagir com os grupos sulfidrilas (S-H) e amino das proteinas, favorecendo a sua

identificacdo no pao (OZDAL et al., 2013).

3.3 Analises multivariadas para discrimina¢do do perfil fendlico nas amostras de farinha,

massa € pao

Para melhor compreensdo do comportamento dos compostos fendlicos durante o
processamento do pao, o perfil fenolico das amostras de farinha, massa e pao com adi¢do
de erva-mate, bem como as amostras controles, foram analisadas por analises estatisticas
multivariadas (ACP e HCA).

O grau de similaridade dos extratos (livres e ligados) foram evidenciados através
de anélise de PCA bliplot (escores: amostras; cargas: compostos fenolicos) das amostras
de farinha, massa e pao (Figura 3A). Os dois componentes principais (PC1 e PC2)
explicaram 86% da variancia total, com uma clara distin¢do entre os perfis de compostos
fendlicos presentes nas formas livres e ligadas, quando todas as amostras foram
comparadas. O PC1 explicou a maioria dos dados (70%) e o PC2 explicou 16% da
dispersdo total. Além disso, para as amostras P1 e P3 o perfil de compostos fenolicos

ligados foram mais distintos comparado as outras amostras.
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Figura 3. Andlise de PCA (A) e PLS (B) dos compostos identificados nas amostras. A pontuagdo (amostras representadas pelo simbolo) ¢
distribuida de acordo com a abundancia relativa de ions dos compostos fenolicos identificados (circulos cinzas). (C) Compostos discriminados por

analise projecao de importancia varidvel nas amostras de farinha, massa e pao.
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No segundo PCA, as amostras foram agrupadas em farinha, massa e pao para
realizar um PLS (Figura 3B). Neste caso, os dois componentes principais (PC1 e PC2)
explicaram 81% da variancia total. A aproximacdo das amostras de massa e pao foi
observada, devido a grande similaridade dos perfis de compostos fendlicos, enquanto que
as amostras de farinha apresentaram um perfil mais distinto. Isto pode estar associado a
transformagdo de compostos fendlicos durante o processo de panificagdo, notadamente
nas etapas de fermentacdo e cocgdo, que pode auxiliar na diferenciagdo entre estes dois
grupos (ANGELINO et al., 2017; SANTETTI et al., 2021a).

Ademais, os compostos que mais poderiam influenciar na diferenciagdao das
amostras foram estimados pelo método de importancia variavel na projecao (VIP), obtido
a partir da analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) (Figura 3C).
Alguns destes compostos foram encontrados nas amostras contendo erva-mate, sendo
eles: acido cafeico, isomero acido cafeoilquinico I, isdmero acido dicafeoilquinico II,
acido 5-cafeoilquinico e isomero acido cafeoilquinico II. Estes compostos fendlicos t€ém
sido reportados como sendo os majoritarios da EM (MATEOS et al., 2018; KALTBACH
et al., 2020; BUTIUK et al., 2021; CHEMINET et al., 2021), o que explica a diferenca
em relagdo as amostras sem ou com menores propor¢des de EM. Estes compostos e os
isomeros podem estar presentes devido as transformagdes que ocorrem durante a
fermentagdo da massa de pdo. Leonard e colaboradores (2021) relataram que a
biotransforma¢do dos 4cidos hidroxicindmicos, como o acido cafeico, pode ocorrer
devido as enzimas descarboxilases ou redutases durante o processo de fermentagdo com
a levedura.

Por outro lado, &cidos isofertlico, fertlico e p-cumarico, considerados os mais
abundantes em trigo (SANTOS et al., 2019), foram identificados nas amostras controle
de farinha, massa e pdo. Em todos os extratos das amostras incorporadas com EM foi
possivel observar a presenca de diferentes estruturas do acido clorogénico, enquanto que
nos extratos ligados os compostos mais abundantes foram os acidos fenolicos simples,
como acido ferulico, 4cido p-cumarico e acido cafeico.

A Figura 4A apresenta o HCA e o mapa de calor para os grupos selecionados dos
extratos livres e ligados. O numero total de 28 compostos em comum nos extratos livres
e ligados incluem o acido isoferulico, vanilina e acido sinapico. Na distribuicao e variagao
da abundancia relativa destes compostos para cada amostra de acordo com a intensidade
de cor, observou-se uma grande variagdo entre os extratos de fenolicos livres e ligados.

A maior prevaléncia dos compostos selecionados foi encontrada na forma ligada. Alguns
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compostos foram identificados em maior abundancia nas amostras de pao ¢ no extrato
ligado, incluindo o acido rosmarinico, acido cafeico, esculetina e apigenina 7-O-
glucosideo. Durante o processo de panificagdo, muitos compostos fenolicos podem estar
envolvidos na formagdo e produtos da reagao de Maillard, o que leva um aumento no
conteudo fendlico (DOMINGUEZ-FERNANDEZ et al., 2021). Além disso, esse
aumento pode ser devido a temperatura utilizada no cozimento do pao, resultando na
liberagdo de fenolicos ligados que estdo presentes na parede celular ou até mesmo na
conversao de fendlicos livres em fenodlicos ligados por meio de reagdes de condensagao
com proteinas ¢ agucares através de ligacoes de hidrogénio e agua (LI et al., 2020). De
acordo com Alves e Perrone (2015), os compostos fendlicos ligados sdo facilmente
incorporados na estrutura das melanoidinas. Isso corrobora com os resultados deste
estudo, no qual as maiores fragcdes de fenolicos estavam presentes na forma ligada

podendo estar ligadas por meio de ligacdes éster ou glicosidicas.
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Figura 4. Analise de agrupamento hierarquico (HCA) e mapa de calor de compostos fendlicos livres e ligados em amostras de farinha, massa e

pao preparadas com adi¢ao de erva-mate.
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A amostra P4 (extrato fendlico ligado) apresenta em maior abundéancia o
composto fenodlico vanilina, e isso pode ser atribuido pela temperatura de forneamento do
pao. De acordo com Cailinoiu e Vodnar (2019) o aumento desse composto apos o
cozimento ¢ provavelmente devido a ligagdes particulares e a posi¢ao entre as partes da
parede celular e os acidos fenolicos. Ainda, o 4cido cafeico foi predominante em amostras
de massa e pao com adicdo de erva-mate, uma vez que, ¢ um dos compostos majoritarios
das folhas de erva-mate (BRACESCO et al., 2011).

Em resumo, os perfis fenodlicos foram distintos para todas as amostras estudadas,
j& que a adicdo de erva-mate aumentou a abundancia de compostos. Ainda, o
processamento do pdo, considerando algumas etapas como o cozimento, pode ser um
fator importante quando se buscar aumentar o conteido de compostos fendlicos, ja que
muitos sdo liberados com a ruptura da parede celular ocasionado pelo aumento de

temperatura.
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4 CONCLUSAO

Este estudo elucidou e avaliou pela primeira vez o perfil de compostos fenolicos
em amostras de farinha, massa e pao integral, elaborados com a incorporacao de erva-
mate. Os resultados demonstraram o efeito do processamento do pao no perfil fendlico
utilizando ferramentas metabolomicas robustas. As amostras incorporadas com EM
apresentaram grande diversidade de compostos fendlicos em comparagdo as amostras
controle. As amostras de massa e pao com a maior propor¢do de EM (4,5%) apresentaram
um perfil mais abundante de compostos fendlicos quando comparado as farinhas.

O processo de fermentagao e cozimento pode auxiliar na liberagdo de compostos
fenolicos. As andlises estatisticas multivariadas demonstraram que os principais
compostos fendlicos se apresentaram na forma livre, possivelmente pela agdo da
temperatura de forno e pelo processo fermentativo, ocasionando a ruptura de ligacdes
quimicas entre os compostos ¢ a matriz.

A adicdo de erva-mate na farinha de trigo integral para a panificagdo oferece
potenciais beneficios, devido a presenca de diversos compostos fendlicos de diferentes
classes. Ainda, mesmo com a incorporagdo de uma baixa concentracao de folhas de erva-
mate no pao (< 5%; m/m), o aumento dos compostos foi pronunciado e as propriedades
tecnologicas foram mantidas. Assim, esta ¢ uma estratégia viavel para o enriquecimento
de produtos de panifica¢do, promovendo possiveis beneficios a saude dos consumidores

e potencializando o uso de um produto regional.
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RESUMO

O estudo investigou o efeito da adi¢do de erva-mate (EM) no perfil fendlico, capacidade
antioxidante e bioacessibilidade fenodlica de paes integrais utilizando uma simulagdo
gastrointestinal in vitro. Trés paes foram elaborados, P FTI (sem EM), P1 e P2 (2,5 e
4,5% EM, respectivamente). Alguns compostos fenolicos dos pdes apresentaram
potencial bioacessivel, como acido clorogénico, benzoico, siringico, p-cumadrico e
siringaldeido. A fase gastrica apresentou diferentes compostos bioacessiveis para cada
amostra, como acido ferulico para P FTI, rutina, acido clorogénico e p-cumarico para P1
e P2. O perfil fenolico demonstrou que a concentracao de alguns compostos na fase
intestinal reduziu significativamente, devido a alcalinidade no meio e a¢do das enzimas
pancreaticas. A PCA indicou maior associacdo dos compostos fendlicos (acido feralico,
clorogénico e p-aminobenzoico para P1, P2 ¢ P FTI) com a fase oral. A adicdo de EM
contribuiu para o aumento na bioacessibilidade dos compostos fenolicos, possibilitando
a inclusdo de um produto natural valorizando uma planta regional.

Palavras-chave: llex paraguariensis, bioacessibilidade, compostos bioativos, produtos
de panificacdo, farinha de trigo integral.
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ABSTRACT

The study investigated the effect of addition of yerba mate (YM) on phenolic profile,
antioxidant capacity, and phenolic bioaccessibility of whole bread using an in vitro
gastrointestinal digestion. Three samples were prepared, B WWF (without YM), B1 and
B2 (2.5 and 4.5% YM, respectively). Some phenolic compounds in breads showed
bioaccessible potential, such as chlorogenic, benzoic, syringic, p-coumaric and
syringaldhyde acid. Gastric phase presented differents bioaccessible compounds for each
sample, such as ferulic acid (B WWF), rutin, chlorogenic and p-coumaric acid (B1 and
B2). The phenolic profile demonstrated that the concentration of some compounds in the
intestinal phase reduced significantly, due to alkalinity in middle and action of pancreatic
enzymes. PCA indicated a greater association of phenolic compounds (ferulic,
chlorogenic and p-aminobenzoic acid for B1, B2 and BWWF) in oral phase. The addition
of YM contributed to the increase in the bioaccessibility of phenolic compounds, allowing
the inclusion of natural product valuing a regional plant.

Keywords: Illex paraguariensis, bioacessibility, bioactive compounds, bakery products,
whole wheat flour.
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1. INTRODUCAO

O consumo de farinhas de trigo integrais, como também a incorporagdo de
ingredientes naturais no desenvolvimento de novos produtos alimenticios tem aumentado
nos ultimos anos (TIAN et al., 2021a). Nesse contexto, os produtos de panificacdo como
paes, biscoitos e massas, sdo excelentes alternativas para a incorporacdo destes
antioxidantes naturais como ervas, plantas e frutas (BACZEK et al., 2020; TIAN et al.,
2021a). Contudo, para compreender de que forma o produto alimenticio ira apresentar os
potenciais benéficos para a saude, a liberagdo e a solubilizacdo dos fendlicos da matriz
alimentar no sistema digestivo humano deve ser investigada, uma vez que apenas os
compostos fendlicos soluveis conseguem ser potencialmente bioacessiveis (TIAN et al.,
2021b).

Estudos anteriores demonstram que as plantas, como a erva-mate (/lex
paraguariensis A. St. Hil.), podem ser utilizadas no desenvolvimento de produtos
panificaveis, atuando como ingrediente funcional (SARAIVA et al., 2019; SANTETTI
etal.,2021a; CHEMINET et al., 2021). A erva-mate ¢ conhecida pelas suas propriedades
farmacoldgicas, como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, hipocolesterolémica e
antitumoral (PETRILLI et al., 2016; FERRARIO et al., 2018; BRACESCO, 2019;
VARGAS et al., 2021). Essas propriedades benéficas estdo associadas ao seu elevado
contetdo de compostos fenolicos, encontrados principalmente em suas folhas
(SANTETTI et al., 2021b). Em nosso estudo anterior verificou-se que a incorporacao de
folhas de erva-mate aumentou o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante
de paes (SANTETTI et al., 2021a). Ainda, em outro estudo do nosso grupo de pesquisa,
foi observado que as etapas do processo de panifica¢do, como a mistura, a fermentagado e
a coccdo, tém influéncia na liberagdo de compostos fendlicos, sendo que o processo
fermentativo atuou na liberacdo de novos compostos fendlicos para a matriz, tais como
acido galico, acido ferulico, quercetina, isoquercetina (SANTETTI ef al., 2021Db).

De fato, a simples ingestdo de uma dieta rica em fitoquimicos ndo garante seus
efeitos benéficos ao organismo, uma vez que esses compostos podem ser alterados pelo
processamento do produto, como também durante a passagem pelo trato gastrointestinal
humano de diferentes formas, refletindo, consequentemente, na atividade bioldgica
(AYLANC et al., 2021). Assim, a simulagdo gastrointestinal in vifro ¢ uma ferramenta
util que possibilita investigar o efeito da digestao sobre a bioacessibilidade de compostos

fenolicos, obtendo dados que possam apoiar as afirmagdes de relevancia nutracéutica para
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a saude humana. A bioacessibilidade pode ser definida como a fragdo de um composto
que ¢ liberada da matriz alimentar para o trato gastrointestinal, tornando-se assim
disponivel para a absorcdo intestinal, e por fim promovendo beneficios ao organismo
humano (BLANCO CANALIS et al., 2020).

Durante o processo digestivo, diversos fatores fisicos e quimicos (temperatura, pH
e forga idnica) e bioquimicos (sais biliares e enzimas) influenciam diretamente na
estabilidade dos polifendis, bem como a liberacdo destes da matriz alimentar, que ¢é
afetada pela interacao existente entre elas (SECZYK et al., 2021). Assim, a absor¢ao dos
compostos fendlicos pode ser influenciada pela sua estrutura quimica ou pela sua
solubilidade, pela interagdo com outros ingredientes da matriz alimentar, transformagdes
moleculares, diferentes transportes celulares, metabolismo e possivel interagdo com a
microbiota intestinal (PODIO et al., 2019). Geralmente, os compostos fendlicos
insoltveis possuem baixa bioacessibilidade durante a digestdo gastrointestinal, enquanto
os fenolicos soluveis (livres) podem ser potencialmente bioacessiveis (TIAN et al.,
2021b).

Diante do exposto, hipotetizamos que o pao integral elaborado com erva-mate
pode promover beneficios a saude, visto que os compostos fenodlicos podem estar
bioacessiveis em altas concentragdes no organismo dos consumidores deste produto.
Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o comportamento do perfil fenolico, atividade
antioxidante e bioacessibilidade dos compostos fenodlicos durante uma simulacdo da

digestao gastroinstestinal in vitro de paes integrais com erva-mate.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As folhas de erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil) da safra 2017 e os graos de
trigo (Triticum aestivum L.) da cultivar Toruk, e da safra 2017/18 foram gentilmente
fornecidas pela Inovamate (Il6polis, Brasil) e pela Biotrigo Genética-Ltda (Passo Fundo,
Brasil), respectivamente. Os ingredientes para a preparacao dos paes foram adquiridos
em mercado local. Todos os reagentes quimicos s3o de grau analitico. Etanol, n-hexano,
acetato de etila, hidroxido de s6dio (NaOH), e acido cloridrico (HCI), foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes analiticos (pureza > 95%) de
apigenina, isorhamnetina, pinobanksina, acido ferulico, &acido sindpico, acido p-
aminobenzobico, acido p-cumarico, 4-metilumbeliferona, acido vanilico, rutina, naringina,
(+) —catequina, sinapaldeido, &cido cafeico, 4acido clorogénico, coniferaldeido,
siringaldeido, crisina, hesperidina, 4cido siringico, kaempferol, naringenina, (-)-
epicatequina, pinocembrina, galangina, acido salicilico, quercetina, acido galico, acido
benzoico, acido 3,4-dihidroxibenzodico e luteolina foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Dimetilsulféxido de grau HPLC (DMSO), metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha), e o acido formico de grau HPLC foi
adquirido da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). A enzima a-amilase foi obtida do
Aspergillus oryzae (A10065; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), a pepsina da
mucosa gastrica suina (P7125; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), a pancreatina do
pancreas suino (P7545; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), os sais biliares (hidrato
de taurocolato de sdédio, glicodesoxicolato de sodio e hidrato de taurodesoxicolato de
sodio), e os reagentes DPPH (1,1- difenil-2-picrilidrazil), ABTS" [2,2-azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina- 6-sulfonico) ], Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman- 2-
carboxilico) e Folin—Ciocalteu foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,

USA).

2.2 Preparagao da farinha de trigo integral, folhas de erva-mate e amostras de pao

A farinha de trigo integral (FTI) e as folhas de erva-mate (EM) foram preparadas

conforme descrito em um estudo anterior, assim como a propor¢ao e tamanho de particula
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da EM selecionadas para a incorporacdo (SANTETTI et al. 2021a). Para este estudo, o
tamanho médio de particula da EM utilizado foi de 245 pm.

Trés paes foram preparados: P1 e P2 (2,5 e 4,5 g EM/100 g FTI; m/m), e uma
amostra controle sem adi¢ao de EM (P FTI). Os paes foram preparados utilizando o teste
instrumental em pequena escala seguindo o método descrito por Bressiani et al. (2017).
Os métodos oficias da ACCI Internacional (2010) foram utilizados para determinar a
composicao fisico-quimica dos paes, incluindo teor de umidade (44-15.02), cinzas (08-
12.01), proteinas (46-10.01), lipidios (30-20.01) e fibra alimentar (32-07.01). A atividade
de agua (aw) foi medida utilizando um analisador de atividade de agua (Testo, 650,
Alemanha) em temperatura ambiente (25 °C). Estes resultados estdo apresentados na
Tabela 1 (APENDICE D). Antes da realizagio das anélises, os pies foram liofilizados

por 48 h e moidos até passar numa peneira de 30 mesh.

2.3 Simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal de paes

A simulagdo estatica da digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada conforme
metodologia descrita por Minekus ef al. (2014). A Figura 1 ilustra o esquema da anélise
de digestdo in vitro. Resumidamente, a digestdo consistiu em trés fases, denominadas
fases oral, géstrica e intestinal. As amostras controles para as trés amostras de paes (P
FTI, P1 e P2) foram submetidas as mesmas condi¢des de digestdo in vitro (tempo e
temperatura), mas sem a presenca das enzimas (a-amilase, pepsina, pancreatina) e sais
biliares (hidrato de taurocolato de sodio, glicodesoxicolato de sodio e hidrato de
taurodesoxicolato de sddio). Na fase oral (digestdo salivar), foi utilizado 0,25 g de
amostra (solida), adicionados de fluido salivar (pH 7,0) e enzima a-amilase (75 U/mL).
A mistura foi submetida a banho de aquecimento (37 °C) e agitacdo por 2 min. Apos o
estagio | da digestao as amostras foram submetidas a fase géstrica. Nesta fase, o fluido
gastrico (pH 3,0), a pepsina (2000 U/mL) e o sal CaCl (0,075 mol/L) foram adicionados
na mistura, a qual foi mantida em banho termostatico a 37 °C por 2 h. Apos o estagio 11
da digestdo a mistura foi submetida a fase intestinal. Foram adicionados o fluido
intestinal, a pancreatina (800 U/mL), os sais biliares (10 mol/L) e o sal CaCl; (0,3 mol/L).
Nesta fase o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M, e submetido a incubagdao em banho
termostatico a 37 °C por 2 h. Ao final de cada fase da digestao foi retirada uma aliquota

e realizada a centrifugacao (2.480 g por 10 min a 25 + 2) (Hermle Z200A, Wehingen,
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Alemanha). O sobrenadante foi coletado e analisado diretamente no sistema de LC-

MS/MS (ver item 2.6).
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Figura 1. Esquema do processo de simulagdo gastrointestinal in vitro.
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2.4 Bioacessibilidade de compostos fenolicos

O efeito da digestao in vitro na composi¢ao dos compostos fenolicos individuais
das amostras de pdo (com e sem erva-mate) foi avaliado utilizando o indice de

bioacessibilidade (IB) calculado pela Eq. (1) (ORTEGA et al., 2011).
Eq. (1) IB (%) = 100 *g

Onde A ¢ a concentracao de cada composto fendlico individual no final da fase
intestinal e B ¢ a concentragdo de cada composto fenolico na amostra controle (digerida,

mas sem a¢ao de enzimas e sais biliares).
2.5 Atividade antioxidante dos paes durante a digestdo in vitro

A atividade antioxidante in vitro das amostras de paes digeridas e controles (sem
acdo de enzimas e sais biliares) foram analisadas. A atividade do radical ABTS foi
determinado de acordo com Re ef al. (1999), e a atividade do radical DPPH foi
determinado utilizando a metodologia de Brand-Willians et al. (1995). Os resultados

foram expressos em pmol Trolox equivalentes por g de amostra (umol Trolox/g).

2.6 Analises LC-MS/MS de compostos fendlicos individuais de amostras de paes

digeridas e controles

Os compostos fenolicos individuais dos paes foram analisados nas amostras apds
a digestao simulada in vitro e nas amostras controles (sem acao de enzimas e sais biliares).
Os extratos foram obtidos conforme descrito no item 2.4. A andlise quantitativa foi
realizada de acordo com o procedimento analitico descrito por Seraglio et al. (2016). A
analise de cromatografia liquida de ionizacdo por elestropray - espectrometria de massa
em tandem (LC-ESI-MS/MS) foi realizada em um sistema cromatografico Agilent série
1290 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA) acoplado a um espectrometro de
massa de armadilha de ions linear quadruplo hibrido QTRAP 5500 (Sciex, Foster City,
CA) equipado com uma fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI). Os parametros

cromatograficos e de espectrometria de massa foram utilizados conforme descrito por
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Santetti ef al. (2021b). A Tabela 2 (APENDICE D) apresenta os pardmetros especificos
do analito otimizados através da inje¢ao direta de solugdes padrao para cada composto.
O software Analyst 1.6.2 (Sciex, Foster City, CA) foi utilizado para aquisicdo e

processamento dos dados. Os resultados foram expressos em pg/g de amostra imida.

2.7 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA),
com 95% de intervalo de confianca e as médias foram comparados pelo teste de Tukey
(p<0,05) utilizando o software SASM-Agri versdo 8.2. A andlise de componentes
principais (ACP) foi realizada utilizando o software STATISTIC versdo 7.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, EUA). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram

expressos como média + desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da digestdo in vitro na atividade antioxidante de paes

A Figura 2 apresenta os resultados para a atividade antioxidante das amostras de
paes digeridas e controles. A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos de ABTS
e DPPH das amostras de paes digeridas e controle apresentaram comportamentos
distintos para cada método. A maior atividade antioxidante pelo ensaio de ABTS foi
observada durante a digestao na fase intestinal, enquanto no ensaio DPPH a fase gastrica
apresentou os maiores valores de atividade (p<0,05) para as trés amostras P FTI, P1 e P2
(Figura 2B e 2C, respectivamente). No ensaio ABTS, a atividade antioxidante encontrada
na fase intestinal representou 80% para P FTI, 75% para Bl ¢ 69% para B2, do total
quantificado nos estagios da digestdo. O aumento observado na atividade antioxidante
sob as condigdes intestinais tem sido atribuido a desprotonagdo das porgdes hidroxila
presentes nos anéis aromaticos dos compostos fendlicos (COMERT; GOKMEN, 2022).
Por outro lado, no ensaio de DPPH a fase gastrica representou 49% para P FTI, 47% para
P1 e 47% para P2, do total da atividade antioxidante comparado as outras fases da
digestao.

A partir da fase gastrica, tanto para CFT quanto para a atividade antioxidante pelo

ensaio de ABTS, os valores aumentaram gradualmente em comparagdo a fase oral.
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Baczek et al. (2020) observaram que a atividade antioxidante dos paes de aveia aumentou
consideravelmente apds o processo digestivo quando comparada as amostras controle.
Esse aumento pode ser explicado pela agdo das enzimas digestivas que permitiram liberar
componentes com atividade antioxidante da matriz (pao). Em contrapartida, o processo
de digestao pode afetar a atividade antioxidante devido a redu¢do na concentracao do
composto e/ou transformagdo em diferentes formas estruturais. Ainda, as alteragdes do
pH durante o processo digestivo podem afetar a racemizagao de moléculas, possivelmente
criando dois enantiomeros quirais com reatividade diferente do composto original,
alterando, assim suas atividades biologicas (BLANCO CANALIS et al., 2020).

Os resultados indicam que o processo digestivo in vitro liberou efetivamente os
compostos fenolicos da matriz alimentar, muito provavelmente pelas diferentes acdes das
enzimas (a-amilase, pepsina, pancreatina) e as alteragcdes do pH do meio. Podio et al.
(2019) afirmaram que as condicdes utilizadas na fase géstrica, por exemplo, poderiam
promover a quebra de ligagcdes covalentes entre os compostos fenolicos e as proteinas da
matriz alimentar, aumentando, assim, o teor de fendlicos na amostra, € consequentemente

a atividade antioxidante.
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Figura 2. Alteracdo da atividade antioxidante in vitro (A e B) das amostras de pao durante a digestdo simulada in vitro e das amostras controle
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3.2 Mudangas nas concentra¢des de compostos fendlicos individuais durante a digestao

in vitro de paes

O perfil fenolico das amostras de paes durante a digestdo in vitro e amostras
controle estao apresentadas na Tabela 1. Diversas classes de compostos fenolicos foram
identificadas nas amostras de paes digeridas e controle, dentre elas os acidos fenolicos e
flavonoides. Um total de 19 compostos fenolicos foram identificados nas amostras de
paes durante as trés fases da digestdo (oral, gastrica e intestinal), além da amostra
controle.

A concentracdo de compostos fenolicos foi maior nas amostras digeridas
comparadas as amostras controle. Para a amostra PFTI, na fase oral houve maiores
concentragdes de fenolicos (p<0,05), seguida da fase géastrica. Acido ferulico, 2,5-DHBA,
acido sinaptico e acido benzoico foram os compostos fendlicos presentes em maiores
concentragdes para as trés fases da digestdo (oral, gastrica e intestinal) nesta amostra, com
destaque para o acido fertlico, que foi o composto majoritario (6960,76 pg/g — fase oral,
899,54 ng/g - fase intestinal; 538,46 pg/g - fase gastrica) nas trés fases da digestdo,
representando 50% do total de compostos fenolicos identificados. O fato do 4cido fertlico
apresentar liberagdo completa ja na primeira etapa da digestdo pode ser explicado pela
alta solubilidade do composto em agua (ALMEIDA et al., 2020). Além disso, ¢
considerado o composto majoritario em trigo (SANTOS et al., 2019), justificando a sua
elevada concentragdo nas amostras de paes sem a adi¢ao de erva-mate.

Na amostra de pao P1, observou-se que a fase gastrica apresentou as maiores
concentragdes de compostos fenolicos (p<0,05), seguida da fase oral. O acido clorogénico
e a rutina foram os compostos com maiores concentragdes nas trés fases, representando
51% e 21%, do total, respectivamente. A amostra de pao P2 seguiu o mesmo
comportamento, com maior concentracdo (p<0,05) de compostos fenolicos (acido
clorogénico, rutina, 2,4-DHBA, acido ferulico e acido cafeico) na fase gastrica, seguida
da fase oral. Além disso, o acido clorogénico e a rutina também foram os principais
compostos identificados na amostra P2 na fase gastrica, representando 59 e 21% do total
de polifendis, respectivamente. Estes polifenodis sdo considerados majoritarios da erva-
mate (SANTETTI et al., 2021b), podendo justificar a sua bioacessibilidade apds a
digestdo. E conhecido que uma das importantes a¢des bioldgicas do acido clorogénico e
cafeico ¢ a agdo antioxidante, inibindo o processo de oxidacdo das células, e podem

apresentar a¢do antidiabética, atuando na inibi¢ao das enzimas a-glicosidase e a-amilase
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(KUMAR; GOEL, 2019). Ja a rutina apresenta acdo antiobesidade, reduzindo os niveis
de gordura no sangue (RIACHI; DE MARIA, 2017). Outros compostos também foram
identificados com elevada concentragdo nos paes P1 e P2, sendo eles acido cafeico, 2,5-

DHBA e 2,4-DHBA.



Tabela 1. Composi¢ao fenolica individual dos paes durante a simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro.

P FTI P1 P2
Compostos fenolicos (ng/g) Controle  Fase oral gzil;ilsfca in tlzzsltsiilal Controle Fase oral gziF;Zt‘::ca in tizs‘tsiilal Controle Fase oral gz’t?t‘:fca in ti:‘tsiilal
Acidos fenélicos
Acido bengoico 138,00+  232,52°+ 122,18+ 107,62+ 14030+ 268,40°+ 168,42+ 15844+ 131,00°+ 14510°+ 121,66+ 176,78+
0,71 2,81 221 5,95 4,29 9,82 13,95 0,99 3,71 0,46 0,35 9,26
Acido p-aminobenzoico 17324+ 110,56°+  167,56°+ 169,04°+ 161,06+ 165,04+ 171,78°+  166,50° + d 164,44° £ 171,68+ 166,24 +
0,98 19,63 0,74 1,47 0,02 0,96 1,15 1,44 0,62 1,43 1,58
. . 332,76°+  6960,76°+  538,46*+  899,54°+ 358,76+  772,96°+  105,12¢+ 1910,64* 808,20+ 117,08 +
Acido ferdlico 24,52 39.36 9,57 0.47 <LOQ 2138 1.61 0.71 <LOQ 5 o 0.35
Acido siringico 170,76° +  152,84°+  12582°+ 15556°+ 127,10°+ 12836°= 129,62+ 128.84°+ 12922+ 12470°+ 128,98+ 15636 =
0,71 8,80 0,71 1,07 0,39 0,70 0,81 0,44 0,46 1,35 0,43 0,66
L . 5928+  113,06°+ 420130+ 459380 1494570°+ 932,50°+ 15714,30° 592426° 24913,72* 5205,50°
Acido clorogénico <LOQ 2,74 7,80 <LOQ 22,00 +23,69 66,50 1,41 +13,88  +071  +£7099 48,68
> S-DHBA 512,100+  479.80°+ 33998+ 332,882+ 513,70+ 993,807+ 35228+ 280,30°+ 509.88b+ 838749+ 37534+ 519,04+
’ 19,57 15,88 0,78 0,76 20,88 39,39 0,64 23,77 24,45 12,59 525 26,50
> 4-DHBA 218,84°+ 212,68+  1422,20°+ d 24534°+ 502,68+ 280,220+ d 323,94+ 1360,60° 164,72+ 188,04° +
g 0,71 424 7,06 ' 0,63 3,64 0,66 ' 0,94 + 28,84 0,71 0,64
Acido salicilico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ  <LOQ  <LOQ
3 4-DHB d 27744+  219,8°+ 1955+ 25972+ 530,128+ 220,54+  207,72°+ 32524b+ 49348+ 225029+ 263,56°+
g 1,05 0,71 0,97 0,92 0,73 0,78 0,71 0,49 0,68 0,57 1,07
Acido p-Cumérico <L0Q 13126°+  109,72b+ 140,56+ 128,56°+ 270,56°+ 106,169+ 157,30+ 123,30 331,622+ 108,58+ 169,66 =
0,69 0,64 0,78 1,57 1,42 1,22 0,52 +0,37 6,98 1,65 0,71
Acido vanilico n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Acido gilico < 101,58+  15826°+  152,6°+ d 141,80+ 145,88+ d 143,10°+  152,98'+ 145,620+ 142,28+
17,67 0,74 0,66 1,90 2,70 3,13 0,43 2,84 3,38
Acido cafeico 153,680+ 169.40°+ 12124+ 112,78+ d 921,08' = 347,84+ d d 1172,54*  492,60b+ 152,88¢+
0,83 0,64 11,24 13,15 13,80 18,22 +320 3,58 1,06
3,5-DNB cloreto 4cido <LOQ <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ n.d <LOQ  <LOQ  <LOQ
Acido Sindptico 2017 6,’3205 * 323% + 17?”3‘5) £ nd nd <LOQ 16?)’}23 = nd nd 16%’,37211’ * 21145’?34; £ nd
Somatério dos dcidos 190668  9216,34 3618,92 226608 577708 88744 1781114 213672 1739998 1278242 27870,56 2103,97
fendlicos (ug/g)
Flavonoides
Pinocembrim <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d <LOQ n.d n.d <LO0Q  <LOQ nd <LOQ
Galangina <LOQ n.d <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d n.d n.d <LOQ n.d n.d
Apigenina n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOQ <LOQ n.d <LOQ
Kaempferol <LOQ nd <LOQ n.d nd 10‘3";(2) = 13‘;’; = n.d nd n.d 103”23 £ <L0Q
Epicatequina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ <LOQ n.d <LOQ  <LOQ
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136,64* £

138,02% +

140,16* +

141,40* +

141,62 +

Catequina n.d 1.41 n.d <LOQ 0.71 3.20 n.d 0.42 n.d 0.59 n.d nd
. 253200+ 21696+ 16234+ 334,00°+ 364,92°+ 73898+
Hesperidina <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ 235 0.72 011 4,03 0.95 593 <LOQ
Luteolina n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Crisina <LOQ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Naringenina <LOQ <LOQ n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d <LOQ <LOQ n.d
Pinobanksina <LOQ <LOQ n.d <LOQ n.d n.d <LOQ n.d n.d <LOQ <LOQ n.d
. 126200+ 102,48+  116,02°+ 147,60+ 120,56° + 114,16°+ 129,62° +
Quercetina 7,68 0,71 4,16 <LOQ n.d 2,19 0,72 n.d nd 3,45 0,76 <0
Isorahmenetina <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d <LOQ <LOQ n.d n.d <LOQ <LOQ n.d
Isoquercetrina nd 17532+ 93,78+ nd nd 260,84*+  162,46° + nd nd 26398+ 21492°+
qu ' 2,08 0,70 ' : 0,69 431 ' : 1,18 2,73 :
Naringina n.d nd nd nd nd nd nd nd nd n.d 202’2; = nd
Rutina d 371,200+ d d 365,10+ 6168,76° 4105,12°+ 421,60+ 506,58+ 9842,90° 7881,120 548 46° +
' 3,54 : : 0,60 +122,64 4,85 6,29 407 +146,79 +13,75 2,11
Somatdrio (Z?g“v"”‘”des 126,20 785,66 209,80 - 503,12 707528  4739,62 725,34 840,58  10727.58 9276,94 548,46
Lignanas
Sirinealdeido 4860+ 14236° 5, 0. IBS0TE 65,18+ 150,520+ 5534°%  5848'+  69,78'%  7946°: 53440+ 73480
& 8,19 4,41 g : 0,78 3,88 5,67 3,78 9,28 0,64 7,94 468 2,56
. . 229,74% + 212,8% + 225720+ 21734+ 217200+ 218,528 +
Sinapaldeido n.d 136 n.d 3.56 n.d 2,50 2,03 n.d 201 259 n.d n.d
Somatdrio das ligananas 48,60 372,10 62,50 311,30 6518 376,24 272,68 58,48 286,98 297,98 5344 73,48

(ug/g)

Cada resultado ¢ apresentado como média + desvio padrdo (n=2). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<<0,05) entre as fases da digestio para cada amostra, pelo
teste de Tukey. P FTI: Pdo integral; P1: Pao com 2,5% EM (g EM/100 g FTI); P2: Pdo com 4,5% EM (g EM/100 g FTI); EM: Erva-mate; FTI: Farinha de trigo integral; < LOQ: limite

inferior de quantificagdo (50 pg/mL); n.d: ndo detectado.
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Estes resultados podem ser verificados na Figura 3, que ilustra a soma dos
compostos individuais ap6s o processo de digestdo in vitro dos paes. O P FTI apresentou
maior concentracao de fendlicos na fase oral, enquanto o P1 e P2 apresentaram na fase
gastrica (p<0,05). Quando comparado os valores de compostos fenolicos entre as
amostras, a amostra P2, com a maior propor¢ao de erva-mate (4,5%), apresentou os

maiores valores nas trés fases avaliadas.

Figura 3. Soma de compostos fenolicos individuais de paes durante a digestdao

gastrointestinal in vitro e amostras controle.
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Cada valor ¢ apresentado como média = desvio padrio (n=2). Letras minusculas indicam diferenga
estatistica (p<0,05) entre as amostras, e letras maitsculas indicam diferenga estatistica (p<0,05) para cada
etapa da digestdo e para cada amostra, pelo teste de Tukey. P FTI: Pdo integral; P1: Pdo com 2,5% EM (g
EM/100 g FTI); P2: Pao com 4,5% EM (g EM/100 g FTI); EM: Erva-mate; FTI: Farinha de trigo integral;

Estudos relatam que os compostos fenolicos sdo mais estdveis em pH acido,
explicando o aumento da bioacessibilidade na fase gastrica (HAAS et al., 2019;
KETNAWA et al., 2021). De fato, a maioria dos compostos sofreram uma reducao
significativa (p<0,05) em sua concentracdo na fase intestinal, o que pode ser explicado
pela alcalinidade do meio em que foram submetidos, bem como pela acdo de enzimas
pancredticas que possivelmente alteraram a estrutura quimica destes compostos, afetando

sua solubilidade (RIBEIRO et al., 2019). Além disso, a redugdo ou ndo detec¢do destes
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compostos ao longo da digestao, pode ser explicada pelo fato dos &cidos fenolicos serem
mais sensiveis a alteragdes de pH ou acdo enzimatica (BLANCO CANALIS et al., 2020),
justificando os resultados apresentados neste estudo.

Para avaliar a estabilidade e as mudancas no perfil de compostos fendlicos das
amostras de paes durante a simulagdao da digestdo gastrointestinal in vitro, o indice de
bioacessibilidade foi calculado ap6s a digestio completa e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. Os indices de bioacessibilidade dos compostos fendlicos das
amostras de paes apresentaram variabilidade, podendo ser justificada pela matriz que
pode alterar a sua estabilidade e o comportamento dos compostos durante o processo
digestivo. Observou-se que alguns compostos fendlicos apresentaram alta
bioacessibilidade na amostra P FTI, sendo que a mesma tendéncia foi observada nos paes
adicionados de erva-mate, P1 ¢ P2. Contudo, o acido ferulico e acido cafeico
apresentaram altos indices de bioacessibilidade (270% e 79%, respectivamente) somente
para a amostra P FTI. Para as amostras P1 e P2, os maiores indices de bioacessibilidade
foram observados para o 4cido benzoico, siringaldeido, 4cido siringico, 2,5-DHBA, 4acido
p-cumarico e rutina (bioacessibilidade maior que 100%). Tais compostos apresentam
atividades bioldgicas importantes para o organismo, como o acido siringico, por exemplo,
que ¢ conhecido por atuar como antidiabético e o acido p-cumarico, que atua na prevengao
de cancer e doencas cardiovasculares. J4 o acido 2,5-hidroxibenzoico apresenta ag¢do
antioxidante e também atua na inibi¢do da peroxidag¢ao lipidica (RASHMI; NEGI, 2020).
Ainda, a rutina atua na redugdo do risco de doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares (RIACHI; DE MARIA, 2017). De fato, isso evidencia que cada
composto pode atuar de diferentes formas, e até mesmo em sinergia quando ingeridos e

absorvidos pelo organismo.
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Tabela 2. Indice de bioacessibilidade de compostos fendlicos apds o processo de digestio

in vitro dos paes.

Indice de Bioacessibilidade (%)

Compostos fenolicos P FTI P1 P2
Acido benzoico 77,99 112,93 134,95

Acido p-Aminobenzoico 97,58 103,38 nd
Siringaldeido 202,67 89,72 105,30

Acido fertilico 270,33 nd nd
Acido siringico 91,10 101,37 121,00

Catequina nd 102,45 nd
Acido clorogénico nd 22,20 33,13
2,5-DHBA 65,00 54,56 101,80
2,4-DHBA nd nd 58,05
3,4-DHB nd 79,98 81,04
Acido p-Cumarico nd 122,36 137,60
Acido galico nd nd 99,43

Acido cafeico 79,39 nd nd
Rutina nd 115,48 108,27

P FTI: Pao integral; P1: Pdo com 2,5% EM (g EM/100 g FTI); P2: Pdo com 4,5% EM (g EM/100 g FTI);
EM: Erva-mate; FTI: Farinha de trigo integral; nd: nﬁq detectado. 3,4-DHB: Acido 3,4-Diidroxibenzoico.
2,5-DHBA: Acido 2,5-Diidroxibenzoico. 2,4-DHBA: Acido 2,4-Diidroxibenzoico.

Vale salientar que a maioria dos polifendis sdo propensos a degradacdo em
condig¢des alcalinas; portanto, esses compostos podem ser facilmente transformados em
outras formas estruturais desconhecidas e/ou ndo detectadas, uma vez que o método
analitico utilizado ¢ baseado em razdes de massa/carga (m/z). Sendo assim, modificagdes
estruturais com alteracdo de massa, mesmo que pequenas, podem gerar resultados ndo
detectaveis do composto original. Esses fatores podem levar a resultados com grande
diversidade de valores de bioacessibilidade e atividades biologicas (YAGCl et al., 2022),
como observado para o composto clorogénico nas amostras P1 e P2, que apesar de ser
encontrado em altas concentragdes nas trés fases da digestdo, apresentou valores baixos
de bioacessibilidade (22 e 33% para P1 e P2, respectivamente) quando comparado com
outros compostos com altos indices (acima de 100%). Uma explicagdo para este

comportamento ¢ que alguns compostos fendlicos podem se ligar a outras biomoléculas
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nos fluidos da digestdio (SECZYK et al., 2021), e, consequentemente, reduzir sua
suscetibilidade a absor¢@o no organismo.

Neste estudo, embora os paes tenham apresentado variagdes no perfil fenodlico e na
bioacessibilidade destes compostos, sugere-se que a adicao de erva-mate no pao integral
contribui para o aumento da funcionalidade do pao, além de possibilitar a inclusdao de um

antioxidante natural que possui elevadas concentragdes de compostos fendlicos.

3.3 Analise de Componentes Principais (ACP)

Para compreender o conjunto de dados, a inter-relacdo e as diferengas no perfil
fendlico, teor de polifendis totais e atividade antioxidante das amostras de paes com erva-
mate e amostra controle apds a simulagdo gastrointestinal in vitro, a analise de

componentes principais (ACP) foi aplicada aos dados (Figura 4).
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Figura 4. Andlise de componentes principais dos compostos fendlicos individuais e
atividade antioxidante durante as etapas de digestao in vitro de paes (A) P1, (B) P2 ¢ (C)
P FTI.
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P FTI: Péo integral; P1: Pdo com 2,5% EM (g EM/100 g FTI); P2: Pao com 4,5% EM (g EM/100 g FTI);
EM: Erva-mate; FTI: Farinha de trigo integral. FO: fase oral; FG: fase gastrica; FI: fase intestinal. p-
CUMA: p-cumadrico. CAT: catequina. SIRING: siringaldeido. CAF: cafeico. GALI: galico. BENZ:
benzoico. 3,4-DHB: 3,4-Diidroxibenzoico. 2,5-DHBA: 2 5-Diidroxibenzoico. 2,4-DHBA: 24-
Diidroxibenzoico. SIR: siringico. QUERC: quercetina. KAEMP: kaempferol. FER: ferulico. CLOR:
clorogénico. p-AMINO: p-aminobenzoico. RUT: rutina. HESP: hesperidina. SIN: sinapaldeido. SINAP:
sinaptico. ISOQ: isoquercetina. NARIN: naringina. ABTS e DPPH: atividade antioxidante usando métodos
de sequestro de radicais livres

Houve uma clara separacao entre as trés fases da digestdo in vitro (oral, gastrica e
intestinal) para as trés amostras de paes estudadas. Os dois componentes principais (PC1
e PC2) explicaram 100% da variancia total dos dados apds a digestdo das amostras de
paes com e sem erva-mate (Figura 4). Para a amostra P1 (2,5% EM) (Fig 4A), o PCl1
explicou a maior parte da variabilidade dos dados 59,47%, enquanto o PC2 explicou
40,53% da dispersao total (Figura 4A). A anélise multivariada revelou que a amostra P1
apresentou forte associacdo com a maioria dos compostos fenolicos individuais na fase
oral e gastrica em PC1. O acido ferulico, acido clorogénico, acido galico e quercetina e a
capacidade antioxidante (método DPPH) apresentaram forte associagdo com a fase
gastrica, j& a fase intestinal apresentou forte associagdo o composto catequina e atividade
antioxidante (método ABTS). J& para a amostra P2 (4,5% EM), o PC1 explicou 55,06%
da variabilidade dos dados, enquanto o PC2 explicou 44,94% da dispersao total dos dados
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(Figura 4B). A maioria dos compostos fenolicos individuais da amostra P2 foram
separados na fase oral. A hesperidina, dcido sinaptico, naringina, 4cido p-aminobenzoico,
quercetina, acido clorogénico, campferol e atividade antioxidante (método DPPH)
apresentaram forte associagdo com a fase gastrica. Ja a fase intestinal apresentou forte
associacdo com os acidos siringico e benzoico, e atividade antioxidante (método ABTS).
Para a amostra controle (P FTI), o PCI explicou 65,26% da variabilidade dos dados,
enquanto o PC2 explicou 34,74% da dispersao total (Figura 4C). Observou-se que a
maioria dos compostos fendlicos foram separados na fase oral. As fases géstrica e
intestinal apresentaram forte associacdo com a atividade antioxidante (métodos ABTS e
DPPH), e com os compostos acido galico, 2,4-DHBA, é4cido p-aminobenzoico e acido
clorogénico.

A andlise multivariada revelou que houve modificagcdes na composicao fendlica
dos paes elaborados com erva-mate nas diferentes fases da digestdo simulada in vitro.
Verificou-se que a maioria dos compostos fenolicos apresentaram forte associagdo com
a fase oral e géstrica, e uma por¢do pequena na fase intestinal; e, de acordo com a
literatura, ¢ na fase intestinal que o composto de interesse estd disponivel para ser
absorvido pelo organismo (KETNAWA et al.,2021). Ainda que, a maioria dos compostos
tenham permanecido na fase oral e na fase gastrica, a fase intestinal apresentou forte
associagdo com compostos fenolicos importantes, que poderdo exercer beneficios ao

organismo quando consumidos.

4. CONCLUSOES

Este trabalho € pioneiro na investigagdo da bioacessibilidade dos compostos
fenolicos de paes integrais elaborados com erva-mate durante a digestao simulada in vitro.
Os paes apresentaram compostos fendlicos potencialmente bioacessiveis, como o acido
benzoico, acido siringico, siringaldeido, rutina e dacido p-cumdrico em altas
concentragdes. Elevadas concentracdes de compostos fenolicos bioacessiveis foram
encontradas nas diferentes fases da digestao, especialmente na fase géstrica, como o acido
fertilico para a amostra P FTI, e rutina, acido clorogénico e p-cumadrico para as amostras
P1 e P2. Contudo, observou-se que a maioria dos compostos fenodlicos tiveram suas
concentragdes reduzidas ao final da digestdo (fase intestinal). A andlise multivariada

indicou que os compostos fenodlicos dos paes foram influenciados pelo processo digestivo,
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e houve uma clara separagdo entre as fases de digestdo (oral, géstrica e intestinal),
considerando sua composi¢ao fendlica e atividade antioxidante.

Diante do exposto, a adi¢do de erva-mate no pao integral contribuiu para o aumento
da bioatividade do pao, o que foi comprovado pelo perfil fenolico e atividade antioxidante
do produto; além disso, demonstrou ser uma estratégia viavel de incorporagdo de um

antioxidante natural e com importancia regional.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo relatou pela primeira vez a elaboracdo de um pao com adi¢do de erva-
mate em farinha de trigo integral, avaliando a sua qualidade tecnologica, propriedades
bioativas e bioacessibilidade de compostos fendlicos durante uma simulagdo
gastrointestinal in vitro.

A revisdo bibliografica (capitulo 1) discorreu sobre a importancia de utilizar um
ingrediente funcional, com amplo reconhecimento regional como a erva-mate, para a
elaboragdo de diferentes produtos alimenticios, em especial para a aplicacdo em produtos
de panificacdo. Além disso, os desafios existentes para a elaboracdo de um pao com
funcionalidade e qualidade eficazes sdo notaveis, e por isso se fez necessario o estudo dos
principais fatores que contribuem para a elaboracdo de um pao com apelo funcional,
utilizando um antioxidante natural rico em polifendis, podendo garantir a qualidade
tecnologica do produto final.

O capitulo 2 apresentou que os fatores de concentracao de folhas e tamanho de
particulas adicionadas na farinha de trigo integral podem determinar a qualidade do
produto final. Concentragdes de folhas de erva-mate inferiores a 5% foram suficientes
para aumentar o teor de compostos fendlicos totais ¢ a atividade antioxidante dos paes,
como também os tamanhos de particulas menores que 415 pm nao afetaram a qualidade
do pdo. Ainda, neste estudo as concentragdes de 2,5 e 4,5% apresentaram os melhores
resultados em relacdo as propriedades de massa e panificacdo, bem como aumento no teor
de polifendis nos paes mesmo apds o cozimento.

O capitulo 3 reportou que a fermentacao do pao pode influenciar diretamente na
presenca ou auséncia de compostos fenolicos no produto final. Além disso, o processo
fermentativo teve influéncia na produ¢ao de CO2, devido provavelmente a interacdo de
compostos fenolicos com a rede de gluten. Contudo, a adicao de erva-mate favoreceu o
aumento pronunciado do conteudo fendlico e da atividade antioxidante da massa, além
de demonstrar que os tempos de fermentagdao de 30 e 60 min foram os melhores para a
maior liberagdo de compostos fenolicos na matriz, além de que a maior concentragdo de
erva-mate (4,5%) favoreceu esse aumento.

O capitulo 4 demonstrou a diversidade de compostos fendlicos presentes nas
farinhas, massas e paes elaborados pela incorporagdo de erva-mate na farinha de trigo
integral. Além disso, foi possivel avaliar as etapas do processamento do pao

separadamente utilizando ferramentas metabolomicas robustas. As amostras de massa e
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pdo com a maior proporc¢ao de erva-mate (4,5%) apresentaram um perfil fendlico mais
abundante quando comparado as farinhas, compreendendo que a¢des fisicas e quimicas
durante o processo de panificagdo proporcionaram maior liberagcao dos compostos para a
matriz. Ainda, as andlises estatisticas multivariadas demonstraram que os principais
compostos fenolicos se apresentaram na forma livre, possivelmente pela agdo da
temperatura de forno e pelo processo fermentativo, ocasionando a ruptura de ligacdes
quimicas entre 0s compostos € a matriz

O capitulo 5 reportou que os paes elaborados com a erva-mate apresentaram
compostos potencialmente bioacessiveis, como o dacido benzoico, acido siringico,
siringaldeido, rutina e 4acido p-cumarico em altas concentragdes. O processo digestivo
apresentou comportamento distinto em relagao ao perfil fendlico nos paes, sendo que a
fase gastrica apresentou as maiores concentracdes de compostos fenolicos. Por outro lado,
ao final da digestdo (fase intestinal) os compostos foram reduzidos significativamente,
provavelmente devido a alcalinidade do meio em que foram submetidos, bem como pela
acdo de enzimas pancreaticas que possivelmente alteraram a estrutura quimica destes
compostos, afetando sua solubilidade.

Diante do exposto, a adi¢do de erva-mate no pao integral contribuiu para o
aumento da bioatividade do pao, o que foi comprovado pelo perfil fendlico diversificado
e atividade antioxidante do produto. Além disso, demonstrou ser uma estratégia viavel de
incorporacdo de um antioxidante natural e com grande importancia regional. Ainda, este
estudo apresentou inovagado na area da panificagdo, possibilitando a diversificacao de seus
produtos e agregando valor nutricional e funcional a um alimento consumido

mundialmente.
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APENDICES

APENDICE A — Material referente ao artigo do capitulo 2

Tabela 1. Andlise estatistica das propriedades de massa, panificagio e compostos
bioativos das farinhas e paes elaborados com diferentes propor¢des e tamanhos de

particulas da erva-mate na farinha de trigo integral.

Fonte de variacio

Tamanho de  Proporg¢do de EM
T.Px PEM Total C.V (%)
particula (T.P) (PEM)
GL 2 2 4 26
AA 5,228%* 14,24%* 1,459% 26 0,3
E 0,055%* 0,418% 0,032%* 26 2,0
TDM 0,556%* 0,245% 0,107* 26 1,29
IT™ 79,675% 238,49* 7,922%* 26 1,44
RE 436,271* 1107,818* 90,045* 26 3,06
EXT & 111,625% 9,352%* 27,363% 26 6,23
SV § 0,52%* 1,839* 0,443* 26 1,56
FIRM ~§ 3510,89* 19258,85* 8513,50% 26 2,81
MAST § 13958,27% 23085,83* 9288,03* 26 10,78
CFT | S 1269,7* 3687,3* 444 8% 26 0,93
ABTS _i:; 26517,9*% 3739153,5% 77717,6% 26 2,84
FRAP E 12822,8%* 544849%* 6834,3* 26 5,1
DPPH 0,3028 * 0,0017* 0,0433* 26 3,44
CFT 43,416** 3993,216% 161,100%* 26 2,87
ABTS 1§ 3477,336% 1631507,18%* 48265,68* 26 1,92
FRAP = 85,565 ™ 248511,03* 4062,22%* 26 2,38
DPPH 0,8357 * 0,0418* 0,5967* 26 1,43

GL: Graus de liberdade. AA: Absor¢do de agua (%). E: Estabilidade (min). TDM: Tempo de
desenvolvimento da massa (min). ITM: indice de tolerancia a mistura. RE: Resisténcia a extensdo (g). EXT:
Extensibilidade (mm). VE: Volume especifico (cm3/g). FIRM: Firmeza (g). MAST: Mastigabilidade
(g/sec). CFT: Contetido fenolico total. ABTS: Atividade antioxidante total pela captura do radical livre
ABTS". FRAP: Poder antioxidante do redutor férrico. DPPH: Atividade de eliminag¢do de radicais
antioxidantes. * e **. Significativo ao nivel de probabilidade de 0,01 e 0,05, respectivamente. ns: Nao
significativo.



Tabela 2. Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante das farinhas e paes elaborados com diferentes proporgdes e tamanhos de particulas

da erva-mate na farinha de trigo integral.

Tamanho de Propor¢cao EM (m/m)* Propor¢cao EM (m/m)*
particula (um) 1,5 2,5 4,5 1,5 2,5 4,5
Farinhas Paes

Compostos fenoélicos totais (mg AGE/g)

Compostos fenolicos totais (mg AGE/g)

EM Fina 98,75+0,17 B 109,23 +£2,22 %8 139,03 £0,25 % 75,45 + 3,55 A 91,84 +2,12 PAB 130,92 £2,93 %A

EM Média 106,08 = 1,01 A 114,64 + 0,08 A 130,47 £0,35 B 83,48 £ 3,20 A 89,3 + 1,08 b8 116,3+1,17

EM Grossa 66,80 & 1,20 <€ 92,91 + 0,34 ¢ 127,77 + 1,04 °€ 79,46 + 3,61 A 94,09 + 2,07 A 113,29 £2,81 B
ABTS (pmol Trolox/g) ABTS (numol Trolox/g)

EM Fina 930,38 £19,26 A 1183,08 £21,93 4B 2193,11 £94,48 *A 818,15+£32,11 B 963,32 +11,88 B 1824,63 £ 14,87 A

EM Média 783,48 £11,19 <€ 1198,54 = 31,79 4 2056,13 £ 31,45 *AB 799,36 = 14,14 °B 1129,31 £22,92 %4 1534,1 £30,72 ¢

EM Grossa 844,35 £ 10,03 <B 113525+ 13,83 %8 2033,02 £22,16 %8 926,46 £ 3,50 A 991,27 +8,75 8 1635,04 £ 22,53 B
FRAP (umol Trolox/g) FRAP (nmol Trolox/g)

EM Fina 190,39 +1,13 B 321,53 +4,81% 730,34 £12,29 2A 184,50 = 3,55 A 246,7 £ 4,78 ¢ 545,87 £ 9,66 34

EM Média 200,01 £2,27 <A 309,1 0,26 %A 701,93 +£ 16,03 185,56 + 13,45 A 311,78 + 8,56 b4 466,33 + 11,02 %©

EM Grossa 202,43 £2,04 %4 266,28 + 52,27 bA 563,68 £9,18 B 193,52 £4,34 A 271,58 + 7,90 b8 516,52 £ 6,25

DPPH ICs (ng/mL) DPPH ICso (ng/mL)

EM Fina 0,32+0,01 0,29+ 0,01 B 0,20+ 0,01 <€ 1,26 +£ 0,02 A 1,30 £0,01 %4 0,48 £ 0,01 B

EM Média 0,43+0,017 0,27 + 0,04 b8 0,33+0,01% 0,37 +0,01°<C 0,53 +0,01°8 1,08 £ 0,04 34

EM Grossa 0,46 + 0,02 °A 0,72 +0,02 3* 0,67 +0,01 ®A 0,68 +0,01 2B 0,21 £0,02 <€ 0,33 +£0,03 °¢

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). * g EM/100 g FTI. Diferentes letras maiusculas na mesma coluna e letras mintisculas na mesma linha, diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey, para cada ensaio nas farinhas e paes. EM Fina: 245 uym. EM Média: 415,5 um. EM Grossa: 623,9 pm. FTI: Farinha de trigo
integral. ABTS: Atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS". FRAP: Poder antioxidante do redutor férrico. DPPH: Atividade de eliminagio de radicais

antioxidantes.
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APENDICE B - Material referente ao artigo do capitulo 3

Tabela 1. Composi¢ao quimica da farinha de trigo integral e das folhas de erva-mate.

Composicao FTI FEM
Umidade (g/100 g) 14,33 £ 0,04 6,08 + 0,02
Proteinas (g/100 g bs) 12,84 + 0,11 15,04 £ 0,01
Lipidios (g/100 g bs) 1,52 +0,04 6,23 £ 0,06
Cinzas (g/100 g bs) 1,85 +0,04 5,29 £ 0,06
Fibra alimentar total (g/100 g) 13,58 £ 0,01 37,95 +£2,62
Fibra soluvel (g/100 g) 2,00+ 0,44 5,30+0,14
Fibra insoluvel (g/100 g) 11,58 £0,34 32,65 +2,76
CFT (mg AGE/100 g) 82,95+ 0,84 2256,7 + 157,63
ABTS (uM/Trolox g) 443,80 + 18,01 32254,7 £296,16
FRAP (uM/Trolox g) 95,84 £ 1,70 5814,45 + 186,22

FEM: folhas de erva-mate (245 um). FTI Farinha de trigo integral (controle). ABTS: Atividade antioxidante
pela captura do radical livre ABTS". FRAP: Poder antioxidante redutor férrico. CFT: Compostos fendlicos
totais. bs: base seca.

Tabela 2. Propriedades de mistura da massa elaborada pela incorporagdo de erva-mate

na farinha de trigo integral

Amostras Absorcao de agua (%) Estabilidade (min)
FTI 72,01 £ 0,02 9,10 £ 0,01
EMI 75,05+ 0,05 3,11 £0,01
EM2 78,15+ 0,05 3,11 £0,01

Cada valor ¢é apresentado como média + desvio padrdo (n=3). FTI: farinha de trigo integral. EM1: 2,5 g
EM/100 g FTI. EM2: 4,5 g EM/100 g FTL
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Tabela 3. Espectrometria de massas por transigdes MRM no monitoramento de ions em

modo positivo [M + H]" e negativo [M - H]" *

Composto fon precursor Transigiio DP EP CE CXP
(ESI) (m/z) V) \2) V) ™)
. ] . 79,0¢ 36 10 17 12
Acido benzoico 122,9 51.0 36 10 51 24
. . ) X 77,0 56 10 29 10
Acido p-Aminobenzoico 138,0 94.0 56 10 19 8
_ . 90,9¢ 126 10 31 10
Cumarina 146,9 103,0 126 10 23 8
2,4- Acido 155.0° 109,9¢ 41 10 29 20
Diidroxibenzoico ’ 137,0 41 10 19 8
2,5- Acido 155.00 137,0° 41 10 19 8
Diidroxibenzoico ’ 114,0 41 10 29 52
. . . 123,1¢ 41 10 17 8
Siringaldeido 183,0 77.0 41 10 31 10
o B ) 176,9° 21 10 11 10
Acido fertlico 195,0 89,0 21 10 41 10
. . 140,0° 16 10 21 10
Acido siringico 199,0 155.1 16 10 13 10
' . . 153,0¢ 96 10 33 10
Pinocembrina 257,0 76.9 96 10 73 10
_ . 153,0¢ 176 10 43 10
Galangina 271,0 115,1 176 10 59 8
o . 153,0¢ 181 10 41 10
Apigenina 271,0 90,9 181 10 49 14
' 153,0° 111 10 43 10
Luteolina 286,9 68.9 111 10 89 10
153,0¢ 111 10 43 10
Kaempferol 286,9 68.9 111 10 89 10
' ) . 138,9¢ 36 10 21 8
(—)-Epicatequina 291,0 123.0 36 10 21 8
. 139,0¢ 16 10 21 10
) a
(+)-Catequina 291,0 123.0 16 10 19 8
. » . 163,0° 46 10 21 10
Acido clorogénico 355,1 89.0 46 10 75 14
o . 303,0¢ 51 10 31 16
Hesperidina 611,2 153.1 51 10 67 10
. 93,1¢ -15 -10 -22 -5
. eqe  eqe b b
Acido sailicilico 136,9 64.9 15 -10 36 11
3,4- Acido 152.9b 109,0¢ -75 -10 -20 -7
diidroxibenzoico ’ 90,9 -75 -10 -32 -13
. 119,0¢ -90 -10 -20 -7
. _ . b 2
Acido p-Cumarico 162,9 93,0 90 -10 40 5
Acido vanilico 166,9° 137.0 10 1 i >

109,1 -140 -10 -16 -7
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Acido gélico 168,00 172;‘,’30 1 18 :ig jg _-171
. . 133,0¢ -135 -10 -28 -9
4-Metilumbeliferona 174,9b 119.1 135 10 36 7
. . 134,0¢ -30 -10 -28 -9
Coniferaldeido 177,0° 160.8 30 -10 28 11
£ . 135,0¢ -115 -10 -22 -9
Acido cafeico 178,9° 107,0 -115 -10 30 7
060 e 0 a0 x4 s
3,5- Acido 210,95 167,0¢ -50 -10 -14 -9
dinitrobenzoico ’ 136,9 -50 -10 222 -9
Acido sinaptico 223,0° 116932’,99C : ig : 1 g jg __191
142,9¢ -1 -1 . -
Crisina 252,9° 209’,91 -1;8 -18 gg -191
e e Mp mowon
T I
. 150,9¢ -50 -10 -28 -9
Quercetina 301,00 121,0 50 10 34 7
Isorhamnetina 315,0° 31(;%’(;0 j;i :i g jz -_195
(-)- Galato de 457,06 169,0¢ 165 10 20 -ll
epigalocatequina ’ 125,0 -165 -10 -52 -9
Isoquercetina 462,9° 32(;(;’3)0 j 1 2 : 1 g :22 : i ;
S
Quercetina-3-rutinoside 609,0° 229790”990 jgg : i g :g i -_195

*Dados adaptados de Seraglio et al. (2016). PD: potencial de desagrupamento; (V); PE: potencial de entrada
(V); EC: energia de colisdo (V); PSC: potencial de saida de colisdo (V);? ion modo positivo; ® ion modo
negativo; °ion de quantificagdo.
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Figura 1. Comportamento do desenvolvimento da massa e produgao/liberagao de gas das massas de paes elaboradas pela incorporagdo de erva-mate na FTIL.
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APENDICE C — Material referente ao artigo do capitulo 4

Figura 1. Distribui¢do do tamanho de particula da erva-mate fina (a) e erva-mate média (b).
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Tabela 1. Compostos fendlicos livres identificados provisoriamente por LC-MSE separados por classes e em ordem de tempo de retencio.
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FLAVONOIDES

Numero

Nome (composto)

Férmula
molecular

TR
(min)

Score
(%)

SF
(%)

Dados fragmentados
(% intensidade relativa)

EM
(ppm)

SI
(%)

FENOLICOS LIVRES

F1

F2

F3

F4

D

D1

D2

D3

D4

B1

B2

B3

B4

kaempferol 3-o-rutinosideo

C27H30015

593,1490

6,02

39,6

9,3

197.0455 (6.54%)

-3,7

93,2

epicatequina

C15H1406

289,0720

7,11

42,9

20,6

176.0478 (43.73%)

0,7

94,7

isdmero apigenina 7-o-
apiosil-glucosideo I

C26H28014

563,1379

50,8

61,7

353.0667 (60.44%), 443.0983

(12.31%), 473.1089 (7.96%),

325.0717 (2.07%), 365.0667
(1.43%)

97,6

isomero o-malonilglicitina I

C25H24013

531,1133

7,32

88,5

513.1038 (100.00%), 248.0537
(8.70%), 487.1245 (6.90%),
313.0717 (5.61%), 101.0396

(3.26%)

93,6

isomero apigenina 7-o-
apiosil-glucosideo 11

C26H28014

563,1406

7,53

57,7

90,3

563.1406 (100.00%), 353.0667
(74.95%), 383.0772 (45.92%),
443.0983 (12.86%), 473.1089
(6.94%), 365.0667 (2.18%),
503.1195 (2.00%), 413.08787
(1.83%), 425.0878 (1.82%),
397.0928 (0.82%)

0,0

98,1

isdmero o-malonilglicitina II

C25H24013

531,1156

7,82

54,2

83,7

513.1038 (100.00%)

90,2

apigenina 6-c-glucosideo

C21H20010

431,0967

7,84

47,7

50,5

339.0510 (100.00%), 387.1085
(5.12%), 81.0345 (0.67%)

92,3

apigenina 7-o-glucosideo

C21H2409

419,1353

8,07

40,2

14,3

131.0502 (2.84%), 271.0975
(1.17%), 375.1085 (1.08%),
311.0924 (0.81%)

88,1

kaempferol 3,7-o0-
diglucosideo

C27H30016

609,1467

8,07

71,1

300.0275 (100.00%), 151.0037
(3.44%), 271.0278 (3.14%),
255.0299 (2.01%), 343.0459
(1.20%), 273.0404 (0.48%)

95,5

10

glicitina

C22H22010

445,1132

50,0

327.0874 (100.00%), 401.1241

(66.97%), 312.0639 (30.39%),

371.0772 (11.22%), 385.0929
(4.40%)

95,2

11

quercetina 3-o-glucosideo

C21H20012

463,0866

41,9

101.0244 (90.61%), 271.0248
(18.12%), 255.0298 (8.44%)

98,6

12

diosmina

C28H32015

607,1628

40,8

21,2

193.0506 (67.68%), 121.0295
(28.11%), 159.0451 (19.96%),
165.0557 (16.37%), 385.0928
(13.00%), 175.0400 (10.05%),
89.0244 (9.79%), 217.0506
(7.39%), 311.0561 (6.97%),
252.0428 (2.52%), 177.0557
(2.49%), 446.1218 (2.32%),
91.0189 (1.80%)

90,3
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13

florizina

C21H24010

435,1283

44,6

34,1

267.0663 (100.00%), 326.0796
(36.97%), 189.0557 (24.10%),
159.0451 (19.96%), 239.0713
(14.31%), 173.0608 (13.90%),
385.0929 (13.00%), 89.0244
(9.79%), 203.0713 (8.41%),
91.0189 (1.80%)

-3,0

92,5

14

isdmero
tetramethilscutelareina I

C19H1806

341,1029

24,8

341.1030 (79.96%), 193.0506

(67.68%), 165.0557 (16.37%),

175.0400 (10.05%), 260.0690
(0.62%)

98,4

15

daidzin

C21H2009

415,1037

534

144.0428 (100.00%), 323.0772
(10.16%), 116.0478 (5.47%),
167.0350 (2.88%)

0,5

81,9

16

isorhamnetina 3-o-glucosideo
/ isorhamnetina 3-o-
galactosideo

C22H22012

477,1053

68,0

285.0404 (100.00%), 151.0400
(20.79%), 111.0451 (7.95%),
257.0455 (1.86%), 327.0510

(1.24%)

3,1

91,2

17

luteolina 7-o-rutinosideo

C27H30015

593,1503

72,0

173.0455 (100.00%), 515.1192
(33.27%), 353.0878 (29.56%),
159.0451 (10.87%), 109.0295
(5.40%), 123.0451 (2.99%),
93.0345 (2.72%), 111.0451
(2.20%), 91.0189 (1.38%),
257.0455 (0.51%), 327.0510
(0.34%)

99,3

isdmero
tetrametilscutelareina 1T

CI9H1806

341,1019

8,69

43,5

326.0796 (16.68%), 311.0924
(9.33%), 327.1237 (5.97%),
160.0529 (3.30%), 324.1003
(2.09%), 243.0662 (1.00%)

98,0

luteolina-6-c-glucosideo

C21H20011

447,0921

8,77

43,5

137.0244 (100.00%), 89.0244
(22.18%), 125.0244 (21.14%),
71.0138 (19.59%), 233.0666
(17.74%), 255.0298 (2.69%)

95,3

20

pebrelina

CI9H1808

373,0928

8,87

41,5

314.0796 (20.65%)

95,2

21

eupatorina / isomero
cirsilineol I

C18H1607

343,0821

9,07

49,2

269.0455 (100.00%), 241.0506
(65.08%), 343.0823 (21.95%),
299.0924 (15.95%), 285.0769
(10.95%), 271.0611 (9.99%),
326.0796 (8.54%), 239.0350
(2.64%)

94,8

22

metil-epigalocatequina

C16H1607

319,0824

432

21,9

285.0768 (27.06%), 271.0611
(24.69%)

0,1

94,3

23

o-acetilglicitina

C24H24011

487,1248

443

25,0

323.0772 (33.61%), 487.1246
(24.85%)

0,4

97,1

24

eriodictiol

C15H1206

287,0549

38,9

9,8

163.0400 (49.56%)

4.4

89,8

25

irisolidone

C17H1406

313,0696

37,2

2,8

201.0557 (0.44%)

91,0

26

naringenina 7-o-glucosideo

C21H22010

433,1141

43,5

27,1

216.0639 (6.83%), 323.0772
(1.27%), 201.0557 (0.44%)

90,9

27

gardenina b

CI19H1807

357,0970

38,4

2,3

161.0608 (8.17%)

92,7

28

butin

CI15H1205

271,0595

39,8

10,2

239.0350 (2.10%), 203.0350
(1.13%), 256.0377 (0.75%)

96,0
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eupatorina / isbmero 283.0611 (14.52%), 241.0506
29 cirrs)ilineol I C18H1607 343,0812 | 9,96 | 459 | 335 (4.91%), 255.0662 (3.12%), 3,1 | 994
252.0428 (0.87%) X
— o -
30 quercetina 3-0 glqcosﬂ C33H40021 7711948 | 1005 | 382 15 164.0690 (22‘600/0), 146.0584 53 | 957
ramnosil-galactosideo (14.80%)
isdmero 341.1030 (85.36%), 255.0663
31 tetrametilscutelareina TII C19H1806 341,1015 | 10,14 | 38,8 | 2,8 (5.71%) -4,6 | 96,3
32 quercetina C15H1007 301,0343 | 10,21 | 37,2 | 0,0 0 -3,7 | 90,5 X
269.0455 (100.00%), 286.0483
(97.50%), 165.0193 (51.31%),
212.0478 (39.63%), 267.0299
33 hesperetina / homoeriodictiol C16H1406 301,0705 | 10,26 | 46,6 | 50,6 (23.32%), 211.0400 (17.30%), 42 | 87,1
227.0350 (10.52%), 229.0506
(9.67%), 244.0377 (5.30%),
152.0115 (4.66%) X | X
34 | nobiletina C21H2208 | 401,1261 | 1037 | 396 | 12,7 | 1970663 (1(‘;0;‘3;/;)’ 161.0608 1 45 | 90,6
. 0
0,
35 cirsimaritina C17H1406 313,0706 | 10,48 | 47,2 | 47,5 99.0451 a?g?go//j))’ 267.0663 -3,7 ] 93,0
LIGNANAS
.. . 165.0557 (4.93%), 357.1343
36 1-acetoxipinoresinol C22H2408 415,1433 9,26 432 | 32,4 (3.48%), 373.1292 (2.17%) 8,4 92,8 X
OUTROS POLIFENOIS
37 umbeliferona C9H603 161,0246 | 0,81 46,7 | 43,1 115.0189 (100.00%) 1,2 91,9 X
0,
38 4-methoxibenzaldeido C8H802 135,0441 | 4,17 | 443 | 37,1 930336 (49.34%), 107.0491 -7,6 | 93,0
(19.40%) X
39 isdmero vanilina [ C8H803 151,0387 | 4,28 | 47,6 | 52,3 136.0166 (100.00%) -9,2 | 95,9 X
L. s 136.0166 (100.00%), 151.0400
40 4cido vanilatico C10H1205 211,0604 | 4,30 | 49,3 | 554 (39.62%) -4,0 | 95,8 x| x
121.0295 (100.00%), 97.0295
(42.54%), 149.0608 (29.87%),
isomero alcool homovanilico 167.0713 (26.24%), 125.0608
41 I C9H1203 167,0701 6,07 | 51,6 | 73,9 (23.43%), 117.0346 (20.05%), -7,3 ] 92,1
97.0658 (13.27%), 69.0346
(8.08%), 121.0658 (1.84%),
95.0502 (1.38%)
153.0193 (100.00%), 148.0166
. (6.56%), 104.0267 (5.92%), )
42 esculetina C9H604 177,0179 | 6,14 | 524 | 724 135.0087 (4.85%), 67.0189 82 | 98,6
(4.35%), 120.0216 (2.05%) X | X
121.0295 (28.13%), 97.0295
isdmero alcool homovanilico (10.04%), 167.0713 (6.76%),
43 I C9H1203 167,0702 | 6,24 | 43,8 | 34,6 125.0608 (6.01%), 97.0658 -6,9 | 92,2
(3.21%), 69.0346 (1.77%)
44 vanilina C8H803 151,0392 | 7,17 | 37,9 | 0,0 0 -5,9 | 96,0 X
45 meleina C10H1003 177,0548 | 8,82 | 53,5 | 81,8 149.0608 (100.00%) 49 | 914 X | X
. 255.1602 (55.09%), 211.1703
46 [6]-gingerol C17H3204 299,2205 | 12,48 | 54,3 | 82,8 (35.94%), 111.0815 (30.38%) -1,7 | 97,5

ACIDOS FENOLICOS
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47  |dcido3-o-metilgalico /dcido C8HS05 183,0286 | 0,81 | 40,3 | 153 148.9880 (5.49%) 7,1 | 94,1
4-o-metilgalico
0,
48 | dcido 2,3 4-triidroxibenzoico C7TH605 169.0127 | 128 | 548 | 864 | 1230087 (éggggf)) 1240166 1 94 | 973
. 0
0,
49 acido galico C7H605 169,0132 1,85 50,8 | 62,6 125.0244 (1((,)70;;2 //‘)’)’ 124.0166 -6,0 98,4
. 0
acido siringico / isdmero etil 123.0087 (100.00%), 138.0322
50 galato C9H1005 197,0439 2,03 50,2 | 67,7 (87.97%), 124.0166 (13.77%) -8,1 92,4 X
acido 4-hidroxifenilglicolico /
51 acido 3.,4- C8H804 167,0338 3,01 56,3 | 90,6 166.0271 (100.00%), 123.0451 -6,9 98,7
. . . (76.93%)
diidroxifenilacetico X
. - - 108.0217 (100.00%), 152.0115
52 isomero acido gentisico C7H604 153,0181 3,48 55,9 | 89,5 (73.61%) -7,7 98,6 X
0,
53 acido vanilico C8H804 167,0335 4,03 48,2 | 56,6 111.0087 ((15%0;100//‘)))’ 87.0087 -8,8 94,1
. 0
135.0451 (57.58%), 179.0350
. - L (55.07%), 161.0244 (6.20%),
54 éster etilico de acido galico CI9H1005 197,0444 4,51 45,6 | 443 85.0295 (4.45%), 127.0400 -5,7 90,5
(2.07%)
191.0561 (100.00%), 135.0451
(57.58%), 179.0349 (55.07%),
isémero acido cafeoilquinico 353.0878 (53.58%), 161.0244
55 I C16H1809 353,0867 4,53 57,5 | 91,9 (6.20%), 85.0295 (4.45%), -3,1 99,3
127.0400 (2.07%), 111.0451
(1.97%), 155.0350 (1.72%) X
0,
56 isdmero acido homovanilico I CI9H1004 181,0497 4,75 52,9 | 78,2 137.0244 (1(%0%(3//;)’ 119.0138 -5,1 91,9 X
. 0
57 acido gentisico C7H604 153,0184 5,10 57,7 | 95,5 108.0217 (100.00%) -5,9 99,9
sg | isomerodcido C8H803 151,0389 | 584 | 528 | 73,4 119.0502 (100.00%) 7,6 | 99,0
hidroxifenilacético X
s9 | dcidop-cumarico 4-o- CI5H1808 3250909 | 584 | 52,0 | 68,7 163.0400 (85.95%) 6,0 | 982
glucosideo =
. o 191.0561 (100.00%), 353.0878
60 acido S-cafeoilquinico C16H1809 353,0869 5,91 56,5 | 86,3 (8.68%), 85.0295 (2.97%) -2,5 99,3 X
193.0506 (100.00%), 111.04551
isomero acido feruloilquinico (35.65%), 367.1034 (33.93%),
61 I C17H2009 367,1020 6,08 56,4 | 87,8 149.0608 (11.32%), 117.0608 -3,8 98,7
(7.60%) X
173.0455 (100.00%), 179.0349
(89.73%), 135.0451 (55.21%),
isdmero acido cafeoilquinico 191.0561 (44.35%), 155.0350
62 I C16H1809 353,0858 6,14 55,4 | 84,9 (5.83%), 161.0244 (4.35%), -5,8 98,8
85.0295 (2.62%), 109.0295
(1.75%) X
[
63 acido cafeico C9H804 179,0338 6,28 52,1 | 69,4 135.0451 (100.00%), 117.0345 -6,5 98,5
(2.36%) X
0,
64 acido rosmarinico C18H1608 359,0753 6,30 40,8 13,9 135.0431 (1((;05%(3//;), 117.0345 -53 96,0 e
. 0
0,
65 | cido siringico C9H1005 1970442 | 657 | 49,0 | 52 | 1230087 ((11%22{;)) 1650193 | o6 | 96,5
o (1]
66 'acA1d0 4 h,1d.r0x1femla'c'etlco/ C]HSO3 151,0389 6,78 405 | 166 71.0138 (74.8804), 92.9982 76 943
isomero acido mandélico | (4.66%)
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67

acido p-cumaroilquinico

CI16H1808

337,0907

6,90

43,1

22,8

119.0502 (100.00%), 117.0502
(11.92%)

99,7

68

isdmero acido feruloilquinico
1I

C17H2009

367,1017

7,28

46,9

41,1

173.0455 (100.00%), 193.0506
(16.23%), 93.0345 (15.62%),
111.0451 (4.31%), 155.0350
(3.80%), 149.0608 (2.42%),

117.0346 (1.27%)

99,0

69

acido 1(-)-3-fenillactico

C9H1003

165,0547

7,34

45,1

33,6

103.0553 (82.66%), 101.0390
(41.25%)

98,9

70

acido p-cumadrico

CY9H803

163,0386

7,51

55,4

88,6

119.0502 (100.00%), 117.0346
(2.45%)

98,7

71

acido 4-hidroxifenilacetico
acid / isomero acido
mandélico 11

C8H803

151,0389

7,87

37,4

23

81.0345 (7.21%)

93,3

72

acido isoferulico

C10H1004

193,0495

8,03

44,2

28,6

193.0506 (52.08%), 149.0608
(61.72%), 151.0400 (33.02%),
163.0400 (29.60%), 117.0346
(18.59%), 109.0295 (17.75%),
123.0451 (15.34%), 129.0346
(13.34%), 175.0400 (13.04%),
161.0608 (12.29%)

99,2

73

acido sinapico

C11H1205

223,0599

40,2

9,5

208.0377 (6.73%)

97,9

74

acido ferulico

C10H1004

193,0491

41,8

20,2

117.0346 (22.08%), 106.0424
(3.46%)

97,2

75

isomero acido
dicafeoilquinico I

C25H24012

515,1190

52,6

64,8

179.0349 (76.03%), 515.1195
(33.27%), 353.0878 (29.56%),
161.0244 (17.88%), 335.0772
(7.36%), 109.0295 (5.40%),
123.0451 (2.99%), 203.0350
(1.94%), 91.0189 (1.38%)

99,6

76

isdmero acido
dicafeoilquinico II

C25H24012

515,1190

8,73

69,2

135.0451 (100.00%), 161.0244
(9.88%), 335.0772 (2.76%)

99,5

77

isémero acido homovanilico
11

C9H1004

181,0495

8,77

40,2

137.0244 (100.00%), 125.0244
(21.14%), 71.0138 (19.59%)

98,0

78

cinamoil glucose

CI15H1807

309,1002

10,14

0,9

161.0608 (6.49%)

91,0

STILBENOS

79

resveratrol 3-o-glucosideo

C20H2208

389,1234

44,1

>

36,4

269.0819 (22.55%), 249.0768
(14.15%), 313.0717 (8.77%),
101.0396 (5.09%)

86,7

80

trans-resveratrol 4'-sulfato

C14H1206S

307,0276

8,01

40,0

7.9

117.0345 (18.59%), 109.0295

(17.75%), 123.0451 (15.34%),

129.0345 (13.34%), 161.0608

(12.29%), 185.0608 (7.20%),

211.0764 (3.84%), 171.0451
(2.87%)

94,2

DERIVADOS FLAVONOIDES

81

NID6

C25H24013

531,1133

52,2

64,9

153.0193 (100.00%), 339.0510
(20.85%), 105.0345 (14.51%),
104.0267 (5.92%), 81.0345
(4.59%), 67.0189 (4.27%),
59.0138 (0.49%)

98,3
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295.0612 (100.00%), 171.0299
82 NID7 C25H24013 531,1131 | 6,66 | 44,2 | 26,0 (28.22%) 24 978 < xlxlx < | x X
248.0479 (13.60%), 313.0717
83 NID8 C24H24011 487,1239 | 735 | 41,0 | 15,5 (8.77%), 101.0396 (5.09%), -1,3 | 90,9
301.0929 (2.75%) X | X|xX|X X
353.0667 (100.00%), 383.0772
(61.27%), 443.0983 (17.16%),
473.1089 (9.26%), 297.0768
84 NID10 C25H24013 531,1137 | 7,53 | 56,6 | 95,0 (4.75%), 365.0667 (2.97%), -1,3 | 89,7
503.1195 (2.67%), 413.0878
(2.44%), 425.0878 (2.43%),
397.0928 (1.09%) X X
161.0455 (62.55%), 153.0193
85 NID11 C21H24010 4351289 | 8,19 | 39,6 | 9,1 (55.91%) 1,7 | 91,2 X X
86 NID13 C24H24011 487,1238 | 833 | 40,6 | 7.4 162.0322 (100.00%) 1,6 | 974 x|l x| x|x X
329.0666 (48.34%), 271.0459
87 NID14 C25H24013 531,1155 | 8,44 | 46,3 | 44,0 4187%) 2,1 | 89,9 < < | x X
88 NID15 C19H1808 373,0925 | 8,67 | 38,9 | 03 160.0530 (3.30%) -1,0 | 953 X X | x X
516.1273 (100.00%), 93.0343
(39.61%), 155.0349 (37.12%),
89 NID16 C25H24013 531,1150 | 8,75 | 51,5 | 68,8 2031034 (6.20%). 129.0123 1,0 | 89,8
(1.76%), 205.0354 (1.15%) X | x| X X
90 NID17 C22H22012 4771035 | 887 | 39,0 | 25 258.0533 (3.66%) 0.8 | 93,7 X x | x X
91 NID19 C19H1808 373,0934 | 9,07 | 38,9 | 6,1 191.0713 (91.47%) 12 | 89,8 X
277.0717 (91.26%), 203.0350
92 NID20 C15H1406 289,0698 | 9,76 | 48,6 | 53,4 (182%) 68 |97,2 X
197.0455 (31.93%), 219.0292
93 NID21 C21H2009 415,1022 | 9,78 | 405 | 12,8 (16.72%) 3,0 | 93,1 <
94 NID22 C21H20010 431,0984 | 10,05 | 40,7 | 6,2 386.1007 (0.52%) 0,1 |974 X
0,
95 NID23 C18H1607 343,0810 | 10,30 | 50,1 | 62,8 3“'0924(5‘;'1320//‘?)’296'0690 38 | 92,2
287.0924 (16.46%), 355.0823
96 NID18 C21H24010 4351314 | 10,44 | 424 | 30,1 (15.03%). 225.0557 (2.79%) 40 | 86,8 < xx!x < | x X
DERIVADOS DE ACIDOS FENOLICO:
97 NIDI C8H805 183,0287 | 1,66 | 379 | 2,7 126.0322 (1.76%) 6,7 | 94,5
98 NID2 C7H605 169,0131 | 3,14 | 56,2 | 95,5 152.0115 (100.00%) 6,7 | 93,2 x | x X
136.0165 (100.00%), 151.0400
99 NID3 C9H1005 197,0444 | 426 | 48,0 | 57,1 (39.62%) 58 | 89,6 <
161.0244 (100.00%), 177.0557
100 | NID4 C10H1205 211,0601 | 535 | 50,1 | 67,8 (31.51%). 147.0451 (16.06%) 5.1 | 88,6 <
0,
101 NID5 C18H1608 359,0757 | 5,78 | 41,7 | 32,8 221.0455 (Ez)g.g;)o//;,)),zsLosm 42 | 80,7
75.0087 (14.80%), 167.0350
102 | NID9 C16H1808 337,0912 | 7.44 | 39,1 | 85 (14.01%) 50 | 929 < xxlx X X
161.0455 (62.55%), 153.0193
103 | NIDI12 C20H2208 389,1233 | 821 | 39,7 | 10,5 (35.91%) 23 | 90,7 < Ixlx!x X X
311.0772 (87.28%), 375.0721
104 | NID21 C25H24012 5151194 | 8,99 | 48,8 | 45,1 (26.44%) 02 |99,0 < xx!x < | x X

m/z: massa/carga. TR: tempo de retenc@o. SF: score de fragmentagdo. SI: semelhanga isotopica. EM: erro em massa. Negrito representa padrdes de referéncia.




Tabela 2. Compostos fendlicos ligados identificados provisoriamente por LC-MSF separados por classes e em ordem de tempo de retengio.
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FLAVONOIDES

Nimero

Nome (composto)

Formula
molecular

TR
(min)

Score
(%)

SF
(%)

Dados fragmentados
(% intensidade relativa)

EM
(ppm)

SI
(%)

FENOLICOS LIGADOS

F1

F2

F3

F4

D

D1

D2

D3

D4

B1

B2

B3

B4

kaempferol 3-o-rutinosideo

C27H30015

593,1490

6,02

39,6

9,3

197.0455 (6.54%)

-3,7

93,2

epicatequina

C15H1406

289,0720

7,11

42,9

20,6

176.0478 (43.73%)

0,7

94,7

isémero apigenina 7-o-
apiosil-glucosideo I

C26H28014

563,1379

50,8

61,7

353.0667 (60.44%), 443.0983

(12.31%), 473.1089 (7.96%),

325.0717 (2.07%), 365.0667
(1.43%)

97,6

isdmero o-malonilglicitina I

C25H24013

531,1133

7,32

55,9

88,5

513.1038 (100.00%), 248.0537
(8.70%), 487.1245 (6.90%),
313.0717 (5.61%), 101.0396

(3.26%)

93,6

isdmero apigenina 7-o-
apiosil-glucosideo 11

C26H28014

563,1406

57,7

90,3

563.1406 (100.00%), 353.0667
(74.95%), 383.0772 (45.92%),
443.0983 (12.86%), 473.1089
(6.94%), 365.0667 (2.18%),
503.1195 (2.00%), 413.08787
(1.83%), 425.0878 (1.82%),
397.0928 (0.82%)

0,0

98,1

isdmero o-malonilglicitina II

C25H24013

531,1156

54,2

83,7

513.1038 (100.00%)

90,2

apigenina 6-c-glucosideo

C21H20010

431,0967

47,7

50,5

339.0510 (100.00%), 387.1085
(5.12%), 81.0345 (0.67%)

92,3

apigenina 7-o-glucosideo

C21H2409

419,1353

40,2

14,3

131.0502 (2.84%), 271.0975
(1.17%), 375.1085 (1.08%),
311.0924 (0.81%)

kaempferol 3,7-o0-
diglucosideo

C27H30016

609,1467

71,1

300.0275 (100.00%), 151.0037
(3.44%), 271.0278 (3.14%),
255.0299 (2.01%), 343.0459
(1.20%), 273.0404 (0.48%)

glicitina

C22H22010

445,1132

50,0

327.0874 (100.00%), 401.1241

(66.97%), 312.0639 (30.39%),

371.0772 (11.22%), 385.0929
(4.40%)

95,2

11

quercetina 3-o-glucosideo

C21H20012

463,0866

41,9

101.0244 (90.61%), 271.0248
(18.12%), 255.0298 (8.44%)

98,6

diosmina

C28H32015

607,1628

40,8

193.0506 (67.68%), 121.0295
(28.11%), 159.0451 (19.96%),
165.0557 (16.37%), 385.0928
(13.00%), 175.0400 (10.05%),
89.0244 (9.79%), 217.0506
(7.39%), 311.0561 (6.97%),
252.0428 (2.52%), 177.0557
(2.49%), 446.1218 (2.32%),
91.0189 (1.80%)

90,3
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florizina

C21H24010

435,1283

44,6

34,1

267.0663 (100.00%), 326.0796
(36.97%), 189.0557 (24.10%),
159.0451 (19.96%), 239.0713
(14.31%), 173.0608 (13.90%),
385.0929 (13.00%), 89.0244
(9.79%), 203.0713 (8.41%),
91.0189 (1.80%)

92,5

isdmero
tetramethilscutelareina I

C19H1806

341,1029

8,33

445

24,8

341.1030 (79.96%), 193.0506

(67.68%), 165.0557 (16.37%),

175.0400 (10.05%), 260.0690
(0.62%)

daidzin

C21H2009

415,1037

8,48

46,9

534

144.0428 (100.00%), 323.0772
(10.16%), 116.0478 (5.47%),
167.0350 (2.88%)

0,5

isorhamnetina 3-o-glucosideo
/ isorhamnetina 3-o-
galactosideo

C22H22012

477,1053

51,1

68,0

285.0404 (100.00%), 151.0400
(20.79%), 111.0451 (7.95%),
257.0455 (1.86%), 327.0510

(1.24%)

3.1

luteolina 7-o-rutinosideo

C27H30015

593,1503

53,9

72,0

173.0455 (100.00%), 515.1192
(33.27%), 353.0878 (29.56%),
159.0451 (10.87%), 109.0295
(5.40%), 123.0451 (2.99%),
93.0345 (2.72%), 111.0451
(2.20%), 91.0189 (1.38%),
257.0455 (0.51%), 327.0510
(0.34%)

99,3

isdmero
tetrametilscutelareina 1T

CI9H1806

341,1019

8,69

43,5

326.0796 (16.68%), 311.0924
(9.33%), 327.1237 (5.97%),
160.0529 (3.30%), 324.1003
(2.09%), 243.0662 (1.00%)

luteolina-6-c-glucosideo

C21H20011

447,0921

43,5

137.0244 (100.00%), 89.0244
(22.18%), 125.0244 (21.14%),
71.0138 (19.59%), 233.0666
(17.74%), 255.0298 (2.69%)

95,3

20

pebrelina

CI9H1808

373,0928

41,5

314.0796 (20.65%)

95,2

21

eupatorina / isdmero
cirsilineol I

C18H1607

343,0821

9,07

49,2

269.0455 (100.00%), 241.0506
(65.08%), 343.0823 (21.95%),
299.0924 (15.95%), 285.0769
(10.95%), 271.0611 (9.99%),
326.0796 (8.54%), 239.0350
(2.64%)

94,8

22

metil-epigalocatequina

CI16H1607

319,0824

9,10

432

285.0768 (27.06%), 271.0611
(24.69%)

94,3

>

=

23

o-acetilglicitina

C24H24011

487,1248

9,12

443

323.0772 (33.61%), 487.1246
(24.85%)

97,1

24

eriodictiol

C15H1206

287,0549

9,30

38,9

163.0400 (49.56%)

89,8

25

irisolidone

C17H1406

313,0696

9,59

37,2

201.0557 (0.44%)

91,0

26

naringenina 7-o-glucosideo

C21H22010

433,1141

9,59

43,5

27,1

216.0639 (6.83%), 323.0772
(1.27%), 201.0557 (0.44%)

90,9

27

gardenina b

CI9H1807

357,0970

9,73

38,4

2,3

161.0608 (8.17%)

92,7

28

butin

C15H1205

271,0595

9,75

39,8

10,2

239.0350 (2.10%), 203.0350
(1.13%), 256.0377 (0.75%)

96,0
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cupatorina / isémero 283.0611 (14.52%), 241.0506
29 P cirsilineol I1 C18H1607 343,0812 9,96 45,9 | 33,5 (4.91%), 255.0662 (3.12%), -3,1 99,4 X X
252.0428 (0.87%)
30 quercetina 3-o-glucosil- C33H40021 771,1948 | 10,05 | 382 | 1,5 | 1640690(22.60%),146.0584 53 | 957 X X
ramnosil-galactosideo (14.80%)
isdbmero 341.1030 (85.36%), 255.0663
31 tetrametilscutelareina I C19H1806 341,1015 | 10,14 | 38,8 2,8 (5.71%) -4,6 96,3
32 quercetina C15H1007 301,0343 | 10,21 | 37,2 0,0 0 -3,7 90,5 X X
269.0455 (100.00%), 286.0483
(97.50%), 165.0193 (51.31%),
212.0478 (39.63%), 267.0299
33 hesperetina / homoeriodictiol C16H1406 301,0705 | 10,26 | 46,6 | 50,6 (23.32%), 211.0400 (17.30%), -4,2 87,1 X X
227.0350 (10.52%), 229.0506
(9.67%), 244.0377 (5.30%),
152.0115 (4.66%)
0,
34 nobiletina C21H2208 | 401,1261 | 1037 | 39,6 | 12,7 | 1930663 (1(%%%00 //‘)’)’ 161.0608 1 47 | 906 X X
. 0
0,
35 cirsimaritina C17H1406 313,0706 | 10,48 | 47,2 | 47,5 99.0451 (1(()3;)30//:))’ 267.0663 -3,7 93,0 X X
LIGNANAS
.. . 165.0557 (4.93%), 357.1343
36 1-acetoxipinoresinol C22H2408 415,1433 9,26 432 | 324 (3.48%), 373.1292 (2.17%) 8.4 92,8 X X
OUTROS POLIFENOIS
37 umbeliferona C9H603 161,0246 0,81 46,7 | 43,1 115.0189 (100.00%) 1,2 91,9 X X
0,
38 4-methoxibenzaldeido C8H802 135,0441 4,17 443 | 37,1 93.0336 (‘(‘1993:0/:/)’) 107.0491 -7,6 93,0
B 0
39 isomero vanilina | C8H803 151,0387 4,28 47,6 | 52,3 136.0166 (100.00%) 9,2 95,9
0,
40 acido vanilatico C10H1205 211,0604 4,30 49,3 | 55,4 136.0166 (g)ggg‘yﬁ))’ 1510400 -4,0 95,8 X X
o 0
121.0295 (100.00%), 97.0295
(42.54%), 149.0608 (29.87%),
isomero alcool homovanilico 167.0713 (26.24%), 125.0608
41 I C9H1203 167,0701 6,07 51,6 | 73,9 (23.43%), 117.0346 (20.05%), -7,3 92,1 X X
97.0658 (13.27%), 69.0346
(8.08%), 121.0658 (1.84%),
95.0502 (1.38%)
153.0193 (100.00%), 148.0166
. (6.56%), 104.0267 (5.92%), )
42 esculetina C9H604 177,0179 6,14 524 | 72,4 135.0087 (4.85%), 67.0189 8,2 98,6 X X | X
(4.35%), 120.0216 (2.05%)
121.0295 (28.13%), 97.0295
isdmero alcool homovanilico (10.04%), 167.0713 (6.76%),
43 I C9H1203 167,0702 6,24 43.8 | 34,6 125.0608 (6.01%), 97.0658 -6,9 92,2
(3.21%), 69.0346 (1.77%)
44 vanilina C8HS803 151,0392 7,17 37,9 0,0 (1} -5,9 96,0 X X | X
45 meleina C10H1003 177,0548 8,82 53,5 | 81,8 149.0608 (100.00%) -4,9 91,4 X X
. 255.1602 (55.09%), 211.1703
46 [6]-gingerol C17H3204 299,2205 | 12,48 | 54,3 | 82,8 (35.94%), 111.0815 (30.38%) -7,7 97,5 X

ACIDOS FENOLICOS
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47 a°1d°34;f’(;_‘?rf$ig§ii°c"o/ dcido C8H805 183,0286 | 0,81 | 403 | 153 148.9880 (5.49%) 71| 94,1 X X | X | X
0,
48 | 4cido 2,3 d-triidroxibenzoico C7H605 1690127 | 128 | 548 | 864 | 1230087 (gggg;’)) 1240166 1 o4 | 973 X X | x| x X | x
. 0
0,
49 scido galico CTH605 169,0132 | 1,85 | 508 | 62,6 | 1250244 (1(‘;0;;?,//‘)')’ 124.0166 | ¢4 | 98.4x X X | x| x X | X
. (4
acido siringico / isdbmero etil 123.0087 (100.00%), 138.0322
50 alato C9H1005 1970439 | 203 | 502 | 67 | (o700 124.0166 (13.77%) 81 | 924 X X | x| x X | X
acido 4-hidroxifenilglicolico / N
51 acido 3.4- C8H804 167,0338 | 3,01 | 56,3 | 90,6 166‘0271(232';);,/”’))’ 1230851 1 69 | 987 X X | x| x X | x| x
diidroxifenilacetico oo
0,
52 isomero acido gentisico C7H604 153,0181 | 348 | 559 | 89,5 108'0217(2%)??0/”’))’152'0“5 77 | 98,6 X X | x| x X | X
B 0
0,
53 4cido vanilico C8H804 167,0335 | 4,03 | 482 | 566 | 1110087 ((15%05?‘3//3’)’ 87.0087 1 g5 | 94,1 X X X | x
. 0
135.0451 (57.58%), 179.0350
. o . (55.07%), 161.0244 (6.20%),
54 éster etilico de acido galico CI9H1005 197,0444 4,51 45,6 | 443 85.0205 (4.45%), 127.0400 -5,7 90,5 X X X
(2.07%)
191.0561 (100.00%), 135.0451
(57.58%), 179.0349 (55.07%),
isémero acido cafeoilquinico 353.0878 (53.58%), 161.0244
55 ) C16H1809 353,0867 | 4,53 | 575 | 91,9 (6.20%), 85,0295 (4.45%). 3,0 | 993 X
127.0400 (2.07%), 111.0451
(1.97%), 155.0350 (1.72%)
0,
56 isdmero acido homovanilico I CI9H1004 181,0497 4,75 52,9 | 78,2 137.0244 (1(%0&%2//;)’ 119.0138 -5,1 91,9
. 0
57 acido gentisico CTH604 153,0184 | 5,10 | 57,7 | 955 108.0217 (100.00%) 59 | 99,9
58 _isbmero 4cido C8H803 151,0389 | 5,84 | 528 | 73,4 119.0502 (100.00%) 76 | 99,0 X X X | X | X
hidroxifenilacético
59 acmogﬁ:‘gﬁ;;"“"* CI5H1808 3250909 | 584 | 52,0 | 68,7 163.0400 (85.95%) 6,0 | 982 X X | x| x X | X
L o 191.0561 (100.00%), 353.0878
60 4cido 5-cafeoilquinico C16H1809 353,0869 | 591 | 56,5 | 86,3 (5.68%), 85.0295. (2.97%) 25 | 993 X X
193.0506 (100.00%), 111.04551
isomero acido feruloilquinico (35.65%), 367.1034 (33.93%),
61 B C17H2009 3671020 | 6,08 | 564 | 87.8 |0 RC0E (11 320%). 117.0608 38 | 987 X
(7.60%)
173.0455 (100.00%), 179.0349
(89.73%), 135.0451 (55.21%),
isémero acido cafeoilquinico 191.0561 (44.35%), 155.0350
62 i, C16H1809 353,0858 | 6,14 | 554 | 84,9 (5.83%), 161,054 (4.35%), 58 | 988 X X
85.0295 (2.62%), 109.0295
(1.75%)
0,
63 acido cafeico CYH804 179,0338 | 628 | 52,1 | 69,4 | 1350451 (1(205%?,/)’)’"7'0345 6,5 | 985 X X | X | X X | X
. (1}
0,
64 acido rosmarinico CI18H1608 359,0753 | 6,30 | 40,8 | 13,9 135'0451(1(205%2//3’)’117'0345 53 | 96,0 X X | x| x X | X
o 0
0,
65 icido siringico C9H1005 197,0442 | 657 | 49,0 | se2 | 1230087 ((11%120//”)) 1650193 | (6 | 965 X X
o (1]
66 dcido 4-hidroxifenilacetico / C8H803 151,0389 | 6,78 | 40,5 | 16,6 71.0138 (74.88%), 92.9982 76 | 943 X X | x| x X | x| X
isomero acido mandélico I (4.66%)




179

67

acido p-cumaroilquinico

C16H1808

337,0907

6,90

43,1

22,8

119.0502 (100.00%), 117.0502
(11.92%)

99,7

68

isomero acido feruloilquinico
I

C17H2009

367,1017

7,28

46,9

41,1

173.0455 (100.00%), 193.0506
(16.23%), 93.0345 (15.62%),
111.0451 (4.31%), 155.0350
(3.80%), 149.0608 (2.42%),

117.0346 (1.27%)

99,0

69

acido 1(-)-3-fenillactico

C9H1003

165,0547

7,34

45,1

33,6

103.0553 (82.66%), 101.0390
(41.25%)

98,9

70

acido p-cumairico

C9HS8O03

163,0386

7,51

55,4

88,6

119.0502 (100.00%), 117.0346
(2.45%)

98,7

71

acido 4-hidroxifenilacetico
acid / isdbmero acido
mandélico 11

C8H803

151,0389

37,4

23

81.0345 (7.21%)

93,3

72

acido isoferulico

C10H1004

193,0495

8,03

442

28,6

193.0506 (52.08%), 149.0608
(61.72%), 151.0400 (33.02%),
163.0400 (29.60%), 117.0346
(18.59%), 109.0295 (17.75%),
123.0451 (15.34%), 129.0346
(13.34%), 175.0400 (13.04%),
161.0608 (12.29%)

99,2

73

acido sinapico

C11H1205

223,0599

8,14

40,2

9,5

208.0377 (6.73%)

-5,6

97,9

74

acido ferulico

C10H1004

193,0491

8,28

41,8

20,2

117.0346 (22.08%), 106.0424
(3.46%)

-7,8

97,2

75

isomero acido
dicafeoilquinico I

C25H24012

515,1190

52,6

64,8

179.0349 (76.03%), 515.1195
(33.27%), 353.0878 (29.56%),
161.0244 (17.88%), 335.0772
(7.36%), 109.0295 (5.40%),
123.0451 (2.99%), 203.0350
(1.94%), 91.0189 (1.38%)

99,6

76

isomero acido
dicafeoilquinico II

C25H24012

515,1190

53,5

69,2

135.0451 (100.00%), 161.0244
(9.88%), 335.0772 (2.76%)

77

isdmero acido homovanilico
11

C9H1004

181,0495

46,2

40,2

137.0244 (100.00%), 125.0244
(21.14%), 71.0138 (19.59%)

78

cinamoil glucose

C15H1807

309,1002

36,8

0,9

161.0608 (6.49%)

STILBENOS

79

resveratrol 3-o-glucosideo

C20H2208

389,1234

44,1

>

269.0819 (22.55%), 249.0768
(14.15%), 313.0717 (8.77%),
101.0396 (5.09%)

86,7

80

trans-resveratrol 4'-sulfato

C14H1206S

307,0276

8,01

40,0

7.9

117.0345 (18.59%), 109.0295

(17.75%), 123.0451 (15.34%),

129.0345 (13.34%), 161.0608

(12.29%), 185.0608 (7.20%),

211.0764 (3.84%), 171.0451
(2.87%)

94,2

DERIVADOS FLAVONOIDES

81

NID6

C25H24013

531,1133

52,2

64,9

153.0193 (100.00%), 339.0510
(20.85%), 105.0345 (14.51%),
104.0267 (5.92%), 81.0345
(4.59%), 67.0189 (4.27%),
59.0138 (0.49%)
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0,
82 NID7 C25H24013 | 531,131 | 666 | 442 | 26,0 295‘0612(335)%))’171'0299 24 | 9738
. ()
2480479 (13.60%), 313.0717
83 NID8 C24H24011 | 487,239 | 735 | 41,0 | 155 |  (8.77%), 101.0396 (5.09%), 13 | 909
301.0929 (2.75%)
353.0667 (100.00%), 383.0772
(61.27%), 443.0983 (17.16%),
473.1089 (9.26%), 297.0768
84 NID10 C25H24013 | 531,137 | 7.53 | 56,6 | 950 |  (4.75%), 365.0667 (2.97%), 13 | 897
503.1195 (2.67%), 413.0878
(2.44%), 425.0878 (2.43%),
397.0928 (1.09%)
0,
85 NID11 C21H24010 | 4351289 | 8,19 | 39,6 | 9.1 161'0455((6525'59510//"))’153'0193 a7 |92 | x X X X X | x
. (1]
86 NIDI3 C24H24011 | 487,1238 | 833 | 40,6 | 7.4 162.0322 (100.00%) 16 | 974 X X | X
87 NID14 C25H24013 | 5311155 | 844 | 463 | 44,0 | 3290006 (48.34%),271.0459 | | g9
(41.87%)
88 NID15 CIOHIS08 | 373,0925 | 867 | 389 | 03 160.0530 (3.30%) 10 | 953 | x X X | x X X | x
516.1273 (100.00%), 93.0343
(39.61%), 155.0349 (37.12%),
89 NID16 Cast4013 | S3LLs0 | 875 | 51 | ess | Goo o @SEEE I 10 | 898
(1.76%), 205.0354 (1.15%)
90 NID17 C22H22012 | 477,1035 | 887 | 390 | 2.5 258.0533 (3.66%) 208 | 93,7
91 NID19 CIOHIS08 | 373,0934 | 9,07 | 389 | 6,1 191.0713 (91.47%) 12 | 898 X X X | x
0,
92 NID20 CISHI406 | 289.0698 | 9.76 | 48,6 | 53.4 | 2770717 ((9311%620//0)),203.0350 68 | 972 X X X | x
. (]
0,
93 NID21 C21H2009 | 4150022 | 978 | 405 | 128 | 19704 ((3116'97320/;))’219'0292 30 | 931 X X X | x
. (]
94 NID22 C21H20010 | 431,0984 | 10,05 | 40,7 | 62 386.1007 (0.52%) 01 | 974 X X X | x
0,
95 NID23 CISHI607 | 343,0810 | 10,30 | 50,1 | 62,8 3”'0924(g‘;gggo//‘?)’296'0690 38 | 922 X X X | x
287.0924 (16.46%), 355.0823
9% NIDI8 C2UHA010 | 4351314 | 1044 | 424 | 30. | 37T OO0 0% 0 40 | 868 | X X X | x X | x
DERIVADOS DE ACIDOS FENOLICOS
97 NIDI C8HS05 183,0287 | 1,66 | 37.9 | 27 126.0322 (1.76%) 67 | 945 | X X X | x X X | X
08 NID2 C7H605 169,0131 | 314 | 562 | 955 152.0115 (100.00%) 67 | 932
0,
99 NID3 COH1005 197,0444 | 426 | 480 | 571 | 1360165 (g)g.ggf)),m.moo 58 | 896 X X | x X | x
. (]
161.0244 (100.00%), 177.0557
100 NID4 CIOHI20S | 2110601 | 535 | S0.1 | 678 | 51" 5To0 roust (1606 | -1 | 886 X X
0,
101 NID5 CISHI608 | 3590757 | 578 | 41,7 | 328 221'0455(Efg'gg,/f’))’%]'OS“ 42 | 807 X | x X X | x
0,
102 NID9 CI6HIS808 | 337,0912 | 7.44 | 391 | 85 75'0087((1;‘4881@2’)167'0350 50 | 929 X X
0,
103 NID12 C20H2208 | 389,1233 | 821 | 397 | 105 | 1610455 ((6525%510//"))’153'0193 23 | 907 | x X X | X X X | x
. 0
0,
104 NID21 C25H24012 | 5151194 | 899 | 4838 | 45,1 3“‘0772((276%&0//"))’375'0721 02 | 990 | x X X X | X
. 0

m/z: massa/carga. TR: tempo de reteng@o. SF: score de fragmentagdo. SI

: semelhanga isotopica. EM: erro em massa. Negrito representa padrdes de referéncia.




APENDICE D - Material referente ao artigo do capitulo 5

Tabela 1. Composi¢ao quimica dos paes com e sem adicao de erva-mate
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Composicao quimica P1 P2 P FTI
Umidade (g/100 g) 38,54 + 0,04 36,86 £ 0,07 37,71 £0,02
Proteinas (g/100 g bs) 24,40 + 0,04 23,58 £0,04 23,64 £ 0,04
Lipidios (g/100 g bs) 12,65 £ 0,04 10,92 £0,13 9,54 +0,10
Cinzas (g/100 g bs) 5,48 £0,04 5,34 £ 0,04 5,12+0,02
Fibra alimentar total (g/100 g bs) 43,76 £ 1,29 58,09 +2,44 46,35 +5,13
Fibra soluvel (g/100 g bs) 2,09 +0,38 3,86 +2.44 8,24 + 0,39
Fibra insoluvel (g/100 g bs) 88,66 £ 0,90 92,01 +0,09 74,41 £4,74
Atividade de agua (aw) 0,93 £0,01 0,93 +£0,01 0,91 £0,01

Cada valor ¢ apresentado como média + desvio padrdo (n=3). P FTI: P&o integral. P1: Pdo com 2,5% EM (g
erva-mate/100 g FTI). P2: Pdo com 4,5% EM (g erva-mate/100 g FTI). EM: Erva-mate; FTI: Farinha de trigo

integral
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Tabela 2. Espectrometria de massas por transigdes MRM no monitoramento de ions em

modo positivo [M + H]" e negativo [M - H]" *

Composto fon precursor Transigiio DP EP CE CXP
(EST) (m/z) V) V) ™ \D]
o ' . 79,0¢ 36 10 17 12
Acido benzoico 122,9 51,0 36 10 51 24
C . . . 77,0°¢ 56 10 29 10
Acido p-Aminobenzoico 138,0 94,0 56 10 19 8
. . 90,9¢ 126 10 31 10
Cumarina 146,9 103,0 126 10 23 8
2,4- Acido 155.0° 109,9¢ 41 10 29 20
Diidroxibenzoico ’ 137,0 41 10 19 8
2,5- Acido 155.00 137,0° 41 10 19 8
Diidroxibenzoico ’ 114,0 41 10 29 52
.. . . 123,1¢ 41 10 17 8
Siringaldeido 183,0 77.0 41 10 31 10
. 1 . 176,9¢ 21 10 11 10
Acido feralico 195,0 89,0 71 10 41 10
o . 140,0° 16 0 21 10
Acido siringico 199,0 155.1 16 10 13 10
. . . 153,0¢ 96 10 33 10
Pinocembrina 257,0 76.9 96 10 73 10
. . 153,0¢ 176 10 43 10
Galangina 271,0 115,1 176 10 59 8
o . 153,0° 181 10 41 10
Apigenina 271,0 90.9 181 10 49 14
. 153,0¢ 111 10 43 10
Luteolina 286,9 68.9 111 10 89 10
153,0¢ 111 10 43 10
Kaempferol 286,9 68.9 111 10 89 10
) ) . 138,9¢ 36 10 21 8
(—)-Epicatequina 291,0 123.0 36 10 71 8
. 139,0¢ 16 10 21 10
). a
(+)-Catequina 291,0 123.0 16 10 19 8
. . . 163,0¢ 46 10 21 10
Acido clorogénico 355,1 89,0 46 10 75 14
o . 303,0¢ 51 10 31 16
Hesperidina 611,2 1531 51 10 67 10
. 93,1¢ -15 -10 -22 -5
. ege eqe b 2
Acido sailicilico 136,9 64.9 -15 -10 36 11
3,4- Acido 152.9b 109,0¢ -75 -10 -20 -7
diidroxibenzoico ’ 90,9 -75 -10 -32 -13
. 119,0¢ -90 -10 -20 -7
. _ . b 2
Acido p-Cumarico 162,9 93,0 90 -10 40 5
Acido vanilico 166,9° 170 o o iy i

109,1 -140 -10 -16 -7
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Acido galico 168,9° 172;:3 ) :i 18 :ig :ig __171
. . 133,0¢ -135 -10 -28 -9
4-Metilumbeliferona 174,9b 119.1 135 10 36 7
. . 134,0¢ -30 -10 -28 -9
Coniferaldeido 177,0° 160.8 30 10 28 11
A 1 © -11 -1 -22 -
Acido cafeico 178,9b 13057’,(()) 1 12 _18 30 _3
Sinapaldeido 206,9° 11178,,090 jg :ig :ij __191
3,5- Acido 210,95 167,0° -50 -10 -14 -9
dinitrobenzoico ’ 136,9 -50 -10 =22 -9
Acido sinaptico 223,0° 116932’,990 : ig : 1 g jg __191
.. 142,9¢ -170 -10 -36 -9
Crisina 252,9° 209,1 2170 <10 =30 -1
Naringenina 270,9° 115119’2)0 : 1 ig :i g :ij :ﬁ
1 ¢ -14 -1 -24 -
Pinobanksina 270,9° 151(;”91 q 48 q g 1 _3
- 150,9¢ - -1 2 -
Quercetina 301,0b 152(1’3) _28 q g _32 _3
300,0¢° -225 -10 -28 -15
Isorhamnetina 315,0b 150”9 295 10 33 9
Isoquercetina 462,9b 32(;(;’3)0 j 1 2 : 1 g :22 : i ;
Naringina 579,0° 217511’3)0 jzi :ig jé __193
Quercetina-3-rutinoside 609,0° 229790”9; jgg : 1 g :gi -_195

*Dados adaptados de Seraglio ef al. (2016). PD: potencial de desagrupamento; (V); PE: potencial de entrada
(V); EC: energia de colisdo (V); PSC: potencial de saida de colisdo (V); * ion modo positivo; ° ion modo
negativo; “ion de quantificagdo.
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Effect of yerba mate (Ilex paraguariensis) leaves on dough
properties, antioxidant activity, and bread quality using
whole wheat flour

Gabriela Soster Santetti' © |
Ana Carolina Mattana Silva® I

Marina Volpato Dacoreggio' © |
Barbara Biduski* |  Joseane Bressiani* |
Luiz Carlos Gutkoski® [

Tatiana Oro® | Alicia de Francisco' |

Renata Dias de Mello Castanho Amboni®

! Departamento de Clencts @ Tecnalopa
de Alimentos, Universidade Federal de
Sants Catarina, Floranopolis, Santa
Catarina BEO34-001, Braxl

2 Curso de Graduacio em Engenharla de
Alimentos, Universidade de Passo Fundo,
Passn Fundo, Rio Grande do Sul, Brazil
* Departamentn de Clencla @ Tecnologla
de Alimentos, Universidade de Passo
Fundn, Rio Grande do Sul, Passo Fundo,
Rio Grande do Sul, Bl

* Departamentn de C30Cia £ Tecnolngts
Aproindustrial, Universidade Federl de
Pelntas, Rio Grande do Sul, Pelotas, Rlo
Gmande do Sul, Braxl

¢ Programa de Pos-Graduagdo em
Alimentos @ Nutrigdo (PPGAN],
Untverstdade Federal do Estado do Rio de
Ianetro (UNIRIO), Rio de Janeiro, Rlo de
Jenedrn, Brazil

Correspondence

Renats [Mas de Mello Castanha Amboni,
Departamentn de C¥nclae Tecnologla de
Alimentns, Untversidade Federzl de Santa
Catarina, Sants Catarina, Florandpolis,
SC, ER034-001, Brazil.

Email: renata ambonigafse br

1 | INTRODUCTION

Consumers are becoming more aware about the inpredi-
ents used in food products. This increased attention pro-
vides an opportunity to develop new products with impr-

Abstract: This study investigated the effects of different yerba mate (YM)
proportions (1.5, 2.5, and 4.5 g YM/100 g whole wheat flour (WWF) and parti-
cle sizes (245, 4155, and 6239 pm) on dough rheological properties, antioxidant
activity, and bread characteristics. The addition of YM leaves led to a possible
interaction between its phenolic compounds and the gluten network within the
dough, without negative effects on dough formation. However, the larger YM
particle size (623.9 pm) caused a weakening of the protein network, resulting
in lower quality product compared to the other samples. Improved bread qual-
ity was found when the YM leaves were added at 2.5 g YM/100 ¢ WWE. The total
amount of phenolic compounds and the antioxidant activity increased as the pro-
portion of YM increased in both flour and bread. Moreover, the phenolic com-
pounds in 2.5 g YM/100 g WWTF breads were stable during baking, showing no
significant losses in the amount of phenolic compounds and antioxidant activity.
These results supgest the YM can be successfully incorporated into baked prod-
uct, improving its functional characteristics.

Practical Application: This study evaluates the technological quality of bak-
ery product made by incorporating yerba mate leaves in whole wheat flour. The
results will contribute to the production of a bread with preater functional prop-
erties due to the presence of polyphenols and phytochemicals.

KEYWORDS

bakery products, fonctional product, [lex paraguariensis, phenolic compounds, whole meal
bread

oved nutritional and functional content that align with the
current market, such as the incorporation of fiber, fruits,
vegetables, and whole grains. This sipnificantly increase
the interest for whole wheat flours (WWFs) and bread
(Cappelli & Cini, 2021; Cappelli et al., 2021).

1. Food Sei 2021:1-101.
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fermentation time and the availability of phenolic compounds?

Gabriela Soster Santetti °, Marina Volpato Dacoreggio °, Heloisa Patricio Inacio®,
Barbara Biduski b, Rodrigo Barcellos Hoff %, Carlise Beddin Fritzen Freire *,

Luiz Carlos Gutkoski ‘J, Renata Dias de Mello Castanho Amboni ™

* Departamentn de Cincia @ Temologia de Almensns, Universidade Federal de Sonn Catoring, Sante Cataring, Forianopolis, SC, S9034-001, Braxi
b Departomento de Ciincia & Temologic de Almentos, Unfeersidade de Pewso Pundo, Rio Graonde Do Sul, Poso Fando, RS, 99052900, Bresl

 Mmistério da Agricultare, Pecsdnia e Abastecimenin, Labormitrio Faderal de Defesn Agropecudnia, 880 Jock, 50, S8702-600, Bromil
* Programa de Pés-tiraduagin Em Alimenmos ¢ Nurigao, Universidade Federal Do Esndo Do Rio de Janeiro, Z2290-240, Rio de Janeir, Bresi

ARTICLE INFO ABSTRACT

Kayrwards:

Hakery products
Hicactive compounds
Fermentation hebavior
il parogarienss
‘Whole wheat floar

Thiz study imvestigated the effect of different farmentation times of dough made with whole wheat flour (WWF)
added with yerba mate (YM), and the effect on rheological behavior, release of phenolic compounds, and
antiowidant activity. Three treatments were evahoated: ¥YM1 (2.5%; w/wl, YM2 (4.5%; ww), and the contral
zample (0%4). The dough fermentasive behavior showed an alteration in G042 production, and dough wolume waz
reduced in the presence of YM. The addition of ¥M, together with the fermenttion process, increased the free,
bound, and total phenolic content, az well ag the antioxidant activity of the dough. The addition of 4.5% of ¥YM
zhowed higher content for fres phenolic compounds on the dough after the fermeantation. 26 phenclic com-
pounds were identified in the dough zamples. Rutin was the main compound in doughs with YM, comprizing 79%
and 61% of total phenclic contsnt of YM2 and YM1, respectively. The phenolic profile demonstrated thar
fermentation times of 30 and 6 min released greater amounts of compounds in the thres studied doughs, moctly
caiffaic acid, farulic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, isoquercetin, and rutin. Thase rezules suggese thas the

dough fermentation process may be a determining factor for the release of phenolic compounda.

1. Introducton

In recent years, research has shown the potential of plants as sources
af bioactive compounds for the producton of functional and nutraceu-
tical foods, i.e, foods that provide both bazic numrition and health
benefit az reducing the risk of chronic dizease (Santni & Wowvellino,
2018). For example, Mex poraguariensis A. 5t Hil., alzo known as yerba
mate (YW}, has been widely consumed in several countriez in South
America, mainly as a beverage, but also az a natural antioxidant in some
industrial formulated products. The plant iz known to have pharmaco-
logical properties, including antiowidant, ant-inflammatory, amd
anti-tumor activities (Braceszco, Sanchez, Contreras, Menini, &
Gugliveei, 2011; Ferraro, Schenk, Carnllo, & Guemrero, 2018). The
beneficial properties of yerba mate are mainly azsociated with the high
content of phenclic compoundz, found predeminantly in itz leaves

* Cosresponding auther.

B-mail addresses: == _gabrielsfhotmail com (0.5, Santetti), masrivolparofihotmail com (M.Y. Dacoreggio), helo parricio@?gmail com (H.P. Indcio), babi_bichs

(Ferrario et al_, 2018).

Several studies have reported the incorporation of polyphenals from
different plant sources into bakery products, zuch as bread, cakes, and
cookies, aiming to improve their functional propertes (Gomez & Mar-
tnez, 2013; Ou, Wang, Zheng, & Or, 2019). However, it iz known that
theze compounds are very reactive and sensitive to processing, and they
can alzo interact with raw materials and compounds that are formed
during miving, fermentation, and baking.

¥Whole wheat flour (WWF) iz an altemative for the bakery industry,
becauze it has high dietary fiber content and important micronuirients,
such zc vitamins and antioxidants (Cappelli, Guerrini, Cini, & Parenti,
2019). In bread production, the characteriztics of the final product
depend on flour quality and processing, since the components present in
dough can be changed. In addition, the fermentation process can lead to
modifications in the technological and functonal characteristies of the

hotmail com (B. Bidhsshi), redrigo hoffagricultura gow br (B, Hoff), carliveb{@hotmail com (C.B. Pritzen Preire], renats ambornd@uisc be (RDM.C. Amboni).
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Untargeted metabolomics analysis reveals improved phenolic profile in
whole wheat bread with yerba mate and the effects of the
bread-making process
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Barros Santos %, Carolina Thomaz dos Santos D' Almeida °, Luiz Claudio Cameron ®,

Luiz Carlos Gutkoski ”, Mariana Simbes Larraz Ferreira ™", Renata Dias de Mello Castanho
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kywards: Untargeted metabolomics analysis was applisd to evaluate the phenolic profile of whole wheat bread with yerba
Mlass speciromensy mate [¥M) during the bread-making process (Aoar, dough and bread). The fres, bound and total phenolic
Hancitre compmly cantents of the samples evaluated by the Folin-Ciocalten method chowed the highest valaes for the Aoar, dough
mﬁm and bread samples prepared with 4.5% ¥M in fine and medium particle sizes (Aour 181.48 — 175,26 mg GAL/g;

dough 14962 - 141.40 mg GAE/g; and bread 148.32 - 147.00 mg GAE/g). Globally, 104 phenolic compounds
were tentatively identified, belonging to the five subclasses flavonoids (35), phenalic acids (323, other paly-
phenols (10), stilberes (Z) and lignan (1) Of these compounds, 24 had the same m/z but showed different
fragmentation profilss. A higher number of palyphenals was identified in the bound extracts (77%) than in the
free extracts (59%). The addition of 4.5% of YM promoted an improved and mare abundant profile of phenolic
campounds in the dough and bread. The major compounds found in the samples coatzining Y8 were S-caffeoyl-
quinic acid and caffeic acid. The baking process did not advers=y affect the abundance of phenolic compounds.
The bread-making process positively affected the phenalic profile due to the release of bound phenolic com-
pounds. At the mme time, the addition of Y8 as 3 natural ingredient promoted an increass in the polyphenals in
the bread.

Bscad-making peooes
Multivariate aalysis

1. Introduction 2018; Cheminet, Baroni, & Wunderlin, 2021) sinee the leaves have well-

known pharmacological properties, including anti-inflammatory and

The sddition of mamral ingredients in food products hag become
mare frequent nowadays since consumers are increasingly aware of their
benefits. In general, naural ingredienis are chosen according 1o their
phytochemical composition.

Nex poraguariensis A. 5. Hil., a native plant of the subtropical region
ol South America, is widely consumed in several countried, mainly as a
hot or cold 1= known as yerba mate (YM). It is also added 1o diffesrent
food products as a natural antioxidant (Mateos, Baeza, Sarrid, & Bravo,

* Carrespanding authar.
E-mail addresses cameran
Castanho Amboni).

hittpe://dioi.org/10. 10067 foodres 3022 111635

v br (L Claudio Cameroa), mariana. ferreir

antitumoral bioactivity [(Bracesen, S Mening, &
Gugliviced, 2011; Gan, Zhi g. & Corke, 201E). These properties
are associated with a high content of phenolic compounds (Sanieni
ef al. al. Some phenolie compounds in yerba mate, such as S-cal-
fealquinic acid, rutin, isoguercetin and caffeic acid, can incoease the
functismality of food products due to their biodogical activity (Mateos
et al., 201E).

Phenolic compounds from  different plant sources have been

Conlreras

ir (ML Simpes Larraz Ferreira), renata iufsr br (AL Dias de Mello

unirio,
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Certificamos que o trabalho intitulado

YERBA MATE PARTICLE SIZE INFLUENCE ON PHENOLIC COMPOUNDS
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY

de autoria de
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CERTIFICATE OF POSTER PRESENTATION

We certificate that the poster titled

YERBA MATE AS FUNCTIONAL COMPONENT: ELABORATION OF A WHOLE
WHEAT BREAD AND THE IMPACT ON ANTIOXIDANT ACTIVITY

authored by

Gabriela S. Santetti, Marina V. Dacoreggio, Heloisa P. Inacio, Barbara Biduski,
Luiz C. Gutkoski, Renata M. D. C. Amboni
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