";gPPGAN

g‘\\“ PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EM ALIMENTOS E NUTRIGAO
Q. = UNIRIO

o

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO

LUCIANA RIBEIRO DA SILVA LIMA

ABORDAGEM METABOLOMICA NAO-ALVO REVELA O PERFIL
FENOLICO EM FARINHAS DE TRIGO INTEGRAL DE DIFERENTES
GENOTIPOS E QUALIDADES TECNOLOGICAS

Rio de Janeiro
2022



Luciana Ribeiro da Silva Lima

ABORDAGEM METABOLOMICA NAO-ALVO REVELA O
PERFIL FENOLICO EM FARINHAS DE TRIGO INTEGRAL DE
DIFERENTES GENOTIPOS E QUALIDADES TECNOLOGICAS

Dissertacao apresentada ao Programa de P6s-Graduacgédo
em Alimentos e Nutricdo da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro como requisito parcial para

obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia dos Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Mariana Simdes Larraz Ferreira

Coorientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Gutkoski

Rio de Janeiro
2022



L732

Lima, Luciana Ribeiro da Silva Abordagem
metabolémica n&o-alvo revela o perfil fendlico em
farinhas de trigo integral de diferentes gendtipos e
qualidades tecnoldgicas / Luciana Ribeiro da Silva
Lima. -- Rio de Janeiro, 2022.

76

Orientadora: Mariana Simdes Larraz Ferreira.

Coorientador: Luiz Carlos Gutkoski.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro, Programa de Pdés-Graduacdo
em Alimentos e Nutricdo, 2022.

1. compostos fendlicos. 2. farinha integral. 3.
trigo brasileiro. I. Ferreira, Mariana Simdes
Larraz, orient. II. Gutkoski, Luiz Carlos, coorient.
ITI. Titulo.




Mome: Luciana Bibeiro da Silva Lima
Titulo: Abordagem metabolomica ndo-alvo revela o perfil fendlico em farinhas de tngo

miegral de diferentes genotipos e gualidades tecnologicas

Dsseragdo apresentada a0 Programa de Pos-Graduagio em Alimentos ¢ Nutngio da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro como requisito parcial para obtengiio do

titulo de Mesire em Cigncia dos Alimenios.

Aprovada em: 17/03/2022

BANCA EXAMINADORA

) ) : ' -._]I'I Ca A
A i i Mo A AAAS

Dr*. Patricia Homobono Brito de Moura
Universidade Federal do Bio de Janeiro - UFR

D, Talita Pimenta do Nascimento
Umiversidade Federal do Rio de Janeiro - UFR)

lwema S &
Profa. Dra. Mariana Simdes Larraz Ferreira

Umiversidade Federal do Estade do Bio de Janeiro - UNIRIO




AGRADECIMENTOS

As agéncias de fomento a pesquisa CNPg, FAPERJ e especialmente 8 CAPES, pela

bolsa de estudo, possibilitando minha dedicacéo exclusiva e a realizacdo desse trabalho.

Agradeco a UNIRIO, ao PPGAN e a todos os funcionarios da Instituicdo pelo

suporte oferecido durante esses dois anos.

Ao0s meus pais Ruy e Maria Lucia, com todo meu amor. Obrigada por sempre me
incentivarem e torcerem por mim, mesmo as vezes nao entendendo exatamente o que eu faco.
Pai, serei eternamente grata por todo seu apoio e sei que vocé esta feliz por mim nesse
momento, onde quer que vocé esteja. Mae, obrigada por todo seu amor, apoio e palavras nos

momentos dificeis nesse ultimo ano.

Ao meu irmdo Guilherme, por me apoiar e me fazer sorrir quando tudo parecia o

caos. E, claro, pelas caronas de volta para a casa.

Ao0s meus amigos por entenderem e continuarem ao meu lado, mesmo com todos 0s
encontros desmarcados em cima da hora porque eu ainda estava no laboratério ou terminando

algum trabalho e ndo tinha hora para terminar.

Aos membros do Laboratério de Bioativos, pelas pausas e cafés compartilhados no

meio da tarde, que se tornaram escassos nos ultimos 2 anos, infelizmente.

A Millena e Carol por sempre me socorrerem e compartilharem o conhecimento.

Vocés fazem o caminho ser mais leve.
Ao prof. Luiz Carlos pelo apoio e por sempre estar disponivel para davidas.

N&o menos importante, agradeco a minha orientadora, Profa. Mariana Ferreira, pela
confianca em me aceitar em seu grupo, por todo o apoio, incentivo e ensinamento nesses
ultimos anos. Se temos sucesso no que fazemos, saiba que é reflexo de toda sua dedicacao

para com seu trabalho e suas alunas.

A todos os professores que cruzaram meu caminho e cultuaram em mim a vontade de

aprender, ensinar e as infinitas possibilidades do conhecimento.

A Ciéncia. A Nutrigdo. Muito obrigada!



Vi

LIMA, L.R.S. Abordagem metaboldmica ndo-alvo revela o perfil fendlico em farinhas de

trigo integral de diferentes gendtipos e qualidades tecnolégicas

O trigo (Triticum aestivum, L.) apresenta rica composicao nutricional, sendo amplamente
consumido na forma de produtos de panificacdo. O farelo apresenta grande diversidade de
compostos bioativos, especialmente compostos fendlicos (CF), reconhecidos por
apresentarem bioatividades promotoras da salude. Estudos demonstram que mesmo apos
tratamentos térmicos, mecanicos e bioprocessos, os CF ainda permanecem presentes nos
produtos a base de trigo. No entanto, a composicao fendlica difere entre as fracbes de
moagem do grdo de trigo (farelo, farinha e germe) e sofre influéncia de diversos fatores, como
genotipo, clima, local e forma de cultivo. Técnicas analiticas avangadas tém sido utilizadas
para a identificacdo e caracterizagdo desses compostos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar por ferramentas metabolémicas modernas o perfil de CF de oito gendtipos de
farinhas de trigo integral de diferentes qualidades tecnoldgicas, baseadas na forca do gluten.
Os extratos de CF livres e ligados foram caracterizados por abordagem metaboldmica néo-
alvo aplicando cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a espectrometria de
massas em tandem (UPLC-MSEF), além de analises espectrofotométricas. A composicdo
quimica e colorimetria das farinhas integrais também foram determinadas por analises
classicas. Globalmente, 38 CF foram tentativamente identificados por UPLC-MSE,
pertencentes a trés classes majoritarias (acidos fenolicos, flavonoides e outros polifendis).
Destes, 10 CF foram confirmados por padrdes e 14 CF foram identificados em todas as
farinhas. Os CF ligados foram os mais abundantes, correspondendo a 87% da abundancia
total, principalmente os acidos hidroxicinamicos como o trans-feralico e seu isdmero. Nao
houve diferenca nos teores de amido e proteina, as classes de farinhas distinguiram apenas
pelo teor de cinzas (2% nas fracas, 1,5% nas superiores e médias). O teor de fendlicos totais
(TPC) variou de 124,5 (Jadeite 11) a 171,4 (Campeiro) mg EAG/100 g, sendo majoritarios 0s
CF ligados (60%). Os resultados de TPC mostraram consisténcia com a analise 6mica. As
farinhas superiores mostraram o perfil fendlico mais distinto, especialmente devido a classe
de flavonoides e outros polifendis. Os acidos fendlicos trans-ferulico, 4-hidroxibenzdico,
isofertlico e cafeico foram os principais responsaveis pelos distintos perfis das amostras. A
metabolémica ndo-alvo, associada as analises estatisticas multivariadas foram essenciais para

revelar o distinto perfil fendlico das farinhas integrais de trigo oriundas de diferentes
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genotipos e classes tecnologicas. Palavras-chave: Triticum aestivum, metabolomica,

foodomics, fitoquimicos, fenilpropanoides.
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LIMA, L.R.S. Untargeted metabolomic approach reveals the phenolic profile of whole wheat

flours of different genotypes and technological qualities.

Wheat grain (Triticum aestivum L.) presents a rich nutritional composition, being widely
consumed from diverse bakery products. The bran layer presents a great diversity of bioactive
compounds, especially phenolic compounds (PC), recognized by bioactivities correlated to
the health promotion. Studies have shown that PC remains in wheat products even after
bioprocessing, thermal and mechanical treatments. However, the phenolic composition differs
among milling fractions (germ, flour, bran) and is influenced by several factors, such as
genotype, environmental, location, and cultivation method. Advanced analytical techniques
have been used for the extensive identification and characterization of PC. The aim of this
study was to characterize by modern metabolomic approaches the phenolic profile of eight
genotypes of whole wheat flours (WWF) presenting different technological classifications,
based on the gluten strength. The extracts of free and bound PC were comprehensively
characterized through untargeted metabolomics applying ultra-performance liquid
chromatography-mass spectrometry en tandem (UPLC-MSE) and spectrophotometric
analyses. Chemical composition and colorimetry of WWF was also determined by classical
analyses. Globally, 38 PC were tentatively identified by UPLC- MSE belonging to three
classes (phenolic acids, flavonoids, and other polyphenols). Ten PC were fully confirmed by
the reference standards and 14 PC were identified in all WWF samples. Bound PC were the
most abundant, corresponding to 87% of total ion counting, mainly the hydroxycinnamic
acids such as trans-ferulic acid and its isomer. No difference was found in starch and protein
contents, the technological qualities of flours differ only relative to ash content (2% low-
gluten strength flours, 1.5% superior and medium). Total phenolic content (TPC) ranged
between 124.5 (genotype Jadeite 11) and 171.4 (genotype Campeiro) mg GAE/100 g WWF
and, bound PC were responsible for 60%. The TPC results showed consistency with the omic
analysis. Superior flours showed the most distinct phenolic profile, especially due to the
flavonoids and other polyphenols. The trans-ferulic, 4-hydroxybenzoic, isoferulic, and caffeic
acids were the main responsible to the distinct profile among samples. Untargeted
metabolomic together with the multivariate statistical analyses were essential to reveal the
distinct phenolic profile of WWF from different genotypes and technological qualities.
KEYWORDS:  Triticum aestivum, metabolomics, foodomics, phytochemicals,

phenylpropanoids.
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INTRODUCAO

O trigo pertence a familia botanica Poaceae e € 0 segundo cereal mais consumido no
mundo. Constitui importante papel no cenario econdmico, visto que o Brasil importa cerca de
metade da quantidade consumida no pais. A producdo nacional de trigo no ano de 2021
atingiu a marca de 7,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2022; FAO, 2021).

O consumo de cereais integrais tem sido incentivado nas diretrizes alimentares de
diversos paises, uma vez que a ingestdo regular desses graos tem sido associada a efeitos
benéficos sobre a salde, como redugdo do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Ainda que os mecanismos de acdo ndo estejam completamente elucidados,
sugere-se cada vez mais que os beneficios a saude estdo altamente relacionados também a
presenca de compostos fenolicos (CF) e ndo somente a presenca de fibras alimentares e
vitaminas (LI et al., 2016; SZWAJGIER; BOROWIEC; PUSTELNIAK, 2017; ZHANG et
al., 2018). Ademais, os efeitos benéficos do consumo de graos integrais sdo maximizados
pela sinergia, diversidade e mistura de compostos bioativos, produzindo melhores resultados
do que quando o0s compostos encontram-se isolados (LIU, 2004; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Os CF compdem o principal grupo de metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas e sdo considerados antioxidantes primarios (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). No
trigo, a maior parte dos CF encontra-se ligada covalentemente a componentes da parede
celular, proteinas e polissacarideos (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-
SALDIVAR, 2014; ADOM:; LIU, 2002). Esses compostos podem ser classificados de acordo
com sua estrutura quimica, dentre as principais classes presentes no trigo estdo os acidos

fendlicos e os flavonoides.

A composicao fendlica do gréo pode sofrer influéncia de diversos fatores, tais como
estadio de maturacdo (SANTOS et al., 2019), genotipo (SANTOS et al., 2022; SHARMA et
al., 2020), local de cultivo (ABOZED et al., 2014), safra (PODIO; BARONI; WUNDERLIN,
2017; ZHANG et al., 2012) e outros fatores. Também podem ser encontradas diferencas na
composicdo qualitativa e quantitativa entre as fracGes de moagem (farelo, farinha, germe) (LI
et al., 2015; ZHU et al., 2022), onde os envelopes externos dos grdos podem apresentar até
90% do conteudo fenolico e da capacidade antioxidante em alguns cereais, como o arroz, por
exemplo (DING et al., 2019).
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Embora a capacidade antioxidante dos CF seja uma das bioatividades mais
investigadas, diversos trabalhos tém demonstrado que os CF possuem atuacGes que vao muito
além de sua acdo antioxidante. Esses compostos podem participar de diversas reacoes
biogquimicas e enzimaticas como substratos, cofatores e inibidores, de acordo com sua
estrutura quimica, modulando o metabolismo humano e até mesmo a microbiota intestinal
(HANHINEVA et al., 2010; SZWAJGIER; BOROWIEC; PUSTELNIAK, 2017; WANG; LlI;
BI, 2018).

Contudo, o potencial benéfico dos CF depende da sua liberagdo da matriz alimenticia
(bioacessibilidade), de sua absor¢do no trato gastrointestinal e da fracdo que vai efetivamente
chegar a circulacdo sistémica e atingir a célula ou tecido-alvo (biodisponibilidade) (MASISI;
BETA; MOGHADASIAN, 2016). E embora os CF possam apresentar diversas bioatividades,
esses compostos apresentam baixa biodisponibilidade in vivo. MANACH et al. (2005)
relataram que a absorcdo destes compostos no trato gastrointestinal (TGI) é de 1 a 5% da
quantidade ingerida na dieta. A baixa biodisponibilidade dos CF pode ser devida a sua baixa
solubilidade aquosa, baixa estabilidade no TGI, mas também & complexidade e a
microestrutura da matriz alimenticia (CHANG, 2019). Estudos mostram que o processamento
doméstico (HITHAMANI; SRINIVASAN, 2014) e processos como fermentacdo (HOLE et
al., 2012), extruséo e cozimento (HOLE et al., 2013; ZENG et al., 2016) podem melhorar

significativamente a bioacessibilidade dos CF em cereais.

Diante da complexidade de fatores que podem influenciar a composicao fendlica e a
bioatividade dos CF, as ferramentas metaboldmicas vem sendo utilizadas com sucesso na
solucdo e compreensdo desses dados. A metaboldmica tem sido aplicada desde estudos de
caracterizacao e identificagdo dos CF em diferentes matrizes, como talo de couve e coroa de
abacaxi (BRITO et al., 2021) e frutas amazonicas (LIMA et al., 2020); avaliacdo dos efeitos
de diferentes tratamentos sobre o perfil fenolico, como extrusdo no sorgo (D'’ALMEIDA et
al., 2021) e fermentacdo e cozimento de gréos de centeio (RAVISANKAR; QUEIROZ;
AWIKA, 2020); como também tem sido aplicada em trabalhos que investigam as
bioatividades, bioacessibilidade e biodisponilidade dos CF (FERNANDEZ-OCHOA et al.,
2017; ROCCHETTI et al., 2020; SILVA et al., 2019).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de CF de farinhas

integrais de trigo brasileiro oriundas de diferentes gendtipos e de diferentes qualidades
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tecnoldgicas por cromatografia liquida de ultraperformance (UPLC) acoplada a

espectrometria de massas de alta resolucdo (MSF).
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Origem e importancia do trigo

O trigo € uma monocotiledénea pertencente a familia botanica Poaceae, conhecida
anteriormente como Gramineae, e podem ser encontrados grdos de trigo com diferentes
nameros de cromossomos, a depender da espécie (HARLAN; DE WET; PRICE, 1973). O
cultivo do grdo de trigo iniciou-se ha cerca de 9.000 a.C. na regido do Egito antigo.
Atualmente, o trigo comum (Triticum aestivum, hexaploide) e o Trigo durum (T. durum,
tetraploide) sdo as espécies de trigo mais cultivadas e consumidas mundialmente, enquanto
outras espécies do género Triticum L. sdo cultivadas em regides mais especificas, como o
trigo Einkorn (T. monococcum, diploide), Emmer (T. turgidum subespécie dicoccum,
tetraploide) e Espelta (T. aestivum subespécie spelta, hexaploide), também conhecidos como
trigos antigos ou ancestrais (MCKEVITH, 2004; SHEWRY, P. R.; HEY, S., 2015).

O trigo € o segundo cereal mais produzido no mundo, ficando apenas atras do milho
que é utilizado na alimentagdo e outros setores, como producdo de biocombustiveis (FAO,
2021). Esse grdo chegou ao Brasil trazido pelos europeus ainda no século XVI, em meados
dos anos 1530. Desde entdo, a producdo de trigo no pais é exclusiva de trigo comum,
principalmente por questdes edafoclimaticas, que incluem condi¢bes do solo, clima,
temperatura e foto exposicdo (BOREM; SCHEEREN, 2015). O trigo no Brasil € classificado
como uma cultura de inverno e os estados do Parana e Rio Grande do Sul sdo os principais
produtores desse grdo. A estimativa de producdo nacional de trigo para o ano de 2022 ¢ de
mais 7,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2022), enquanto mundialmente é esperada uma

producéo superior a 775 milhdes de toneladas (FAO, 2021).

No geral, a producdo nacional de cereais consegue prover em grande parte o
consumo no pais, contudo para o caso do trigo, o Brasil ainda é considerado um dos principais
importadores mundiais, pois a producdo interna supre apenas metade do que é consumido e
utilizado no pais (CONAB, 2022). Para suprir 0 consumo nacional, o Brasil importa grande
parte do trigo da Argentina (mais de 80% do volume importado), mas também de outros
paises, como Uruguai (6%) e Paraguai (5%) (CONAB, 2022), movimentando o mercado

econdmico sul-americano de maneira relevante.
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Além da importancia econdémica, o trigo possui papel fundamental na nutri¢do
humana. Dentre os fatores que contribuem para esse grao ser amplamente consumido, pode-se
destacar o baixo custo; facil transporte e armazenamento; nao perecibilidade; rica composicao
em carboidratos, responsavel pelo consideravel aporte energético; versatilidade tecnoldgica,
podendo originar diferentes produtos, como pées, biscoitos, bolos e massas (MCKEVITH,
2004; SALDIVAR, 2016).

Especificamente para a populacdo brasileira, produtos a base de trigo sdo alimentos
frequentemente consumidos, especialmente o pao de sal (51%), biscoitos (29%), macarrdo e
derivados (18,5%), de acordo com os resultados da Gltima analise do consumo alimentar da
Pesquisa de Orgcamento Familiar (POF) 2017-2018 (IBGE, 2020). Em consequéncia do alto
consumo desses alimentos pela populagéo, ainda que a base de farinha refinada, o trigo pode
ser considerado relevante no fornecimento de nutrientes e compostos bioativos na dieta

brasileira, especialmente de CF.

Embora escassos, alguns trabalhos apresentam o consumo de CF pela populagédo
brasileira, como o trabalho de CORREA et al. (2015) que estimou a ingestdo de CF a partir
dos resultados da POF 2008-2009. Segundo os autores, 0s cereais (16,7%) possuem maior
contribuicdo na ingestdo de CF do que as frutas (9,4%), sendo menos importantes somente do
que as bebidas (48,9%), provenientes majoritariamente do café, e as leguminosas (19,5%).
Produtos derivados de arroz, trigo e milho também foram relevantes no fornecimento de CF
para idosos de Minas Gerais (NASCIMENTO-SOUZA et al., 2018) e adultos e idosos de Sao
Paulo (MIRANDA et al., 2016). Este panorama difere do que é observado em outros paises,
onde alimentos como frutas, 6leos vegetais e bebidas ndo alcodlicas sdo as principais fontes
de CF da dieta do Japdo (TAGUCHI et al.,, 2015), Argentina (ROSSI; BASSETT,;
SAMMAN, 2018), Espanha (MENDONCA et al., 2019) e de outros paises europeus
(GROSSO et al., 2014; WISNUWARDANI et al., 2019).

Diante disso, a relevancia dos cereais, especialmente do trigo, na contribuicdo da
ingestdo de CF na dieta brasileira € notoria. Ademais, ressalta-se que alguns fendlicos
encontrados nos cereais ndo estdo presentes em outros alimentos, como frutas e hortalicas, e

mesmo gquando encontrados, estdo em menores quantidades que em gréos cereais (LI1U, 2007).
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2. Estrutura e composi¢do quimica do grao de trigo

De forma geral, a planta € composta por um colmo (caule), nds, entrends, folhas e a
inflorescéncia na forma de espiga. A cariopse (fruto) sdo os gréos, formados essencialmente
por 2 partes: semente e pericarpo. Botanicamente, o grdo de trigo é dividido em 3 partes:
endosperma, germe e pericarpo e cada um desses tecidos possui uma estrutura e composi¢do
diferente (Figura 1) (HEMERY et al., 2007; SALDIVAR, 2016).

Figura 1 - Estrutura do gréo de trigo.
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Fonte: Adaptado de SURGET e BARRON (2005).

A cariopse do grdo de trigo é descoberta, diferentemente de outros cereais, como
aveia, cevada e arroz, que apresentam uma camada protetora (casca). O farelo consiste no
conjunto das camadas periféricas do grdo mais o germe, constituido, majoritariamente, por
polissacarideos n&o-digeriveis (fibras) insoluveis, como lignina, celulose e hemicelulose
(xiloglucanos, arabinoxilanos, etc), além de proteinas, vitaminas e outros compostos
bioativos, como os CF. Apresenta também em sua composicdo fibras soltveis, como as D-
glucanas (o e B-glucanas), porém em menor proporcéo do que as fibras insoliveis (HEMERY
etal., 2007; JI; MA; BAIK, 2020).

O endosperma e 0 germe encontram-se aderidos um ao outro e s@o recobertos pela
camada aleurona, que no trigo consiste em uma fina camada composta principalmente por
proteinas, lipideos, minerais e vitaminas do complexo B (SALDIVAR, 2016). O endosperma
amilaceo representa cerca de 80-85% do peso total do grdo de trigo e é a principal parte
utilizada da cariopse, formado basicamente por proteinas e carboidratos de reserva,

majoritariamente granulos de amido. Apresenta também pequenas quantidades de fibras
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soluveis e insoltveis (HEMERY et al., 2007; JI; MA; BAIK, 2020). Em menor proporcéo, o
germe representa 3% do grdo e é formado pelo embrido e escutelo. Nesse tecido é encontrado
a maior parte da fracdo lipidica do trigo, principalmente acidos graxos insaturados, mas
também aclcares redutores, proteinas, minerais e vitaminas E e do complexo B,
especialmente tiamina (B1) e riboflavina (B2) (SALDIVAR, 2016).

As proteinas representam de 7-12% do grdo e estdo distribuidas pelos diferentes
tecidos: no endosperma amilaceo sdo encontradas as proteinas de reserva (80%): gliadinas
(prolaminas) e gluteninas (glutelinas), enquanto as proteinas metabodlicas (20%): globulinas e
albuminas podem ser encontradas na aleurona, germe e farelo. Podem também ser
classificadas de acordo com a solubilidade em soltveis em agua (albuminas); soluc¢des salinas
diluidas (globulinas); alcool (prolaminas); em bases ou &cidos diluidos (glutelinas). As
proteinas de reserva do trigo, apos hidratacdo e aporte mecénico, formam a rede proteica
polimérica chamada gluten, por isso sdo também chamadas de proteinas do glaten. Embora
proteinas de outros cereais como centeio e cevada também sejam capazes de formar a rede do
glaten, as proteinas do trigo conferem propriedades viscoelasticas Unicas as massas
produzidas a partir deste cereal. (SALDIVAR, 2016; TACER-CABA; NILUFER-ERDIL; Al,
2015).

3. Classificagdo comercial do trigo e da farinha de trigo no Brasil

A composicdo quimica da farinha é afetada pela taxa de extracdo aplicada durante a
moagem do grdo. A taxa de extragdo corresponde ao grau de separacdo do endosperma, e
consequentemente, ao rendimento da farinha. Podem ser aplicadas diferentes taxas de
extracdo, mas no geral, na farinha refinada varia entre 50-80%, enquanto para a farinha
integral é de 95-100%, uma vez que ha aproveitamento integral do grdo de trigo (BOREM:;
SCHEEREN, 2015). Sendo assim, na farinha integral sdo encontrados todos os nutrientes ja
relacionados anteriormente no item 2, como fibras insollveis e soltveis, amido, proteinas de
reserva e metabolicas, minerais e todos 0s outros nutrientes. Ja a farinha refinada € composta
basicamente pelo endosperma amilaceo e parte da camada aleurona, portanto, a composi¢do
dessa farinha é essencialmente de carboidratos, majoritariamente o amido, e proteinas de

reserva (proteinas formadoras do gluten).
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Desta forma, com base na composicdo de cada farinha, a refinada apresenta menor
teor de cinzas do que a farinha integral, por apresentar menor conteddo de minerais. Esse
dado é relevante, uma vez que a classificacdo brasileira da farinha de trigo quanto a
identidade e qualidade considera o teor de cinzas para classifica-la em 2 grupos: para uso
doméstico e para uso industrial. As farinhas domésticas sdo classificadas em tipo 1, 2 e
integral, que apresentam valor maximo de cinzas em base seca de 0,8%, 1,4% e 2,5%,
respectivamente, enquanto a farinha industrial apresenta teor maximo de 2,5% (BRASIL,
2005).

Além da farinha, o grdo de trigo também é classificado em grupos, classes e tipos,
definidos a partir das analises de alveografia, farinografia, nimero de queda, peso do
hectolitro e limite maximo de tolerancia de defeitos, como impurezas e grdos com ponta preta
(BRASIL, 2010). Os graos de trigo do grupo | sdo destinados diretamente a alimentacéo
humana, enquanto do grupo Il pode ser classificado como Melhorador, Pdo, Doméstico,
Basico e Outros usos. Basicamente a diferenga entre as classes é devido a forga do glaten e
estabilidade, relacionada a quantidade e qualidade das proteinas presentes (Tabela 1). Os
trigos das classes Melhorador e Pdo sdo indicados para a fabricagdo de pées industriais,
massas alimenticias secas e biscoitos tipo cracker; os trigos das classes Pdo e Doméstico sdo
destinados a producéo de paes caseiros e uso domestico; enquanto os trigos das classes Basico

e Outros usos sdo indicados na producéao de biscoitos e bolos.

Tabela 1 - Classes de trigo do Grupo Il da Instrugdo Normativa do MAPA n° 38/2010

Forga do Glaten Estabilidade Numero de Queda (Valor
Classes (Valor minimo (Tempo expresso | minimo expresso em

expresso em 10-*) em minutos) segundos)
Melhorador 300 14 250
Pao 220 10 220
Doméstico 160 6 220
Bésico 100 3 200

Outros Usos Qualquer Qualquer Qualquer

A farinha de trigo refinada (tipo 1) é o principal produto da moagem, sendo mais
utilizado na panificacdo e confeitaria, por ser composta basicamente de endosperma amilaceo
e originar produtos sensorialmente mais aceitos pelos consumidores, devido a aparéncia mais

clara e mais leve. O farelo e o germe sdo utilizados de diferentes formas na industria, como na
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producdo de produtos alimenticios (cereais matinais, granola, barrinhas), racdo animal,
complexos vitaminicos e etanol sdo alguns exemplos de utilizacdo dessas fracdes (BOREM:;
SCHEEREN, 2015).

Embora o consumo de farinha integral ainda seja baixo, devido a fatores como preco e
disponibilidade dos produtos, a ingestdo de produtos fabricados com farinha de trigo integral
pode ser benéfica para o consumidor (GOMEZ; GUTKOSKI; BRAVO-NUNEZ, 2020). Pela
sua composic¢do nutricional ser maior em fibras e em outros compostos bioativos em relacéo a
farinha refinada, seu consumo pode ser associado a maior saciedade apos ingestdo, como
também a manutencdo de uma microbiota intestinal saudavel (DAHL; STEWART, 2015).
Contudo, uma das desvantagens da farinha de trigo integral é sua menor vida de prateleira,
uma vez que apresenta maior teor de lipideos do que a farinha refinada, o que pode acelerar a
rancificacdo da farinha. Além disso, a degradacdo dos lipideos nos produtos finais pode afetar
a aceitacdo do consumidor, por alterar propriedades organolépticas, como escurecimento da
cor, sabor, aroma e consisténcia (BOREM; SCHEEREN, 2015; GOMEZ; GUTKOSKI;
BRAVO-NUNEZ, 2020).

Apesar da maior suscetibilidade a degradacdo, o consumo de cereais integrais vem
sendo incentivado em diretrizes alimentares, como o Guia Alimentar para populagédo
brasileira. Essas recomendacfes estdo baseadas em evidéncias que indicam que a ingestdo
regular desses grdos esta associada a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas
crbnicas ndo-transmissiveis, tais como as doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns
tipos de cancer, como c6lon e mama, e até mesmo algumas doencas neuroldgicas. Embora os
mecanismos de acdo ainda ndo sejam completamente conhecidos, sugere-se cada vez mais
que os beneficios a saude estdo altamente relacionados com os CF e ndo somente a presenca
de fibras alimentares e vitaminas (LI et al.,, 2016; MCRAE, 2017; SZWAJGIER;
BOROWIEC; PUSTELNIAK, 2017). Além do mais, os efeitos benéficos do consumo dos
gréos integrais s&o maximizados pela sinergia, diversidade e mistura de compostos bioativos,
produzindo melhores resultados do que quando os compostos estdo isolados (LI1U, 2004;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
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4. Compostos fendlicos

Os CF sdo produtos do metabolismo secundario das plantas e possuem papel
essencial nos mecanismos de defesa contra agentes agressores e estresse oxidativo, como
parasitas e radiacdo ultravioleta (ADOM; LIU, 2002). Contribuem também nas caracteristicas
sensoriais e de pigmentacdo das plantas. Ressalta-se ainda que a composi¢do fendlica
qualitativa e quantitativa dos graos é influenciada por multiplos fatores, tais como estadio de
maturacdo (SANTOS et al., 2019), gendtipo (SANTOS et al., 2022; SHARMA et al., 2020),
local de cultivo (ABOZED et al., 2014), safra (PODIO; BARONI; WUNDERLIN, 2017;
ZHANG et al., 2012). Também sdo encontradas diferencas entre as frages de moagem
(farelo, farinha, germe) (LI et al., 2015; ZHU et al., 2022), onde os envelopes externos dos
grdos podem apresentar até 90% do contetdo fendlico e da capacidade antioxidante em alguns

cereais, como o arroz, por exemplo (DING et al., 2019).

Os fenolicos apresentam em sua estrutura quimica pelo menos um anel aromatico
com um ou mais grupamentos hidroxilas e, por esse motivo, podem ser considerados
antioxidantes primarios (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). A capacidade antioxidante
dos CF esta diretamente relacionada com sua estrutura quimica, arranjo espacial e nimero de
hidroxilas. A presenga de glicosideo pode diminuir a atividade antioxidante do composto, mas
por outro lado, pode aumentar sua biodisponibilidade. Em flavonoides, o aumento da
atividade antioxidante também esta associado a presenca de ligacdo dupla C2=C3 no anel C,
sendo potencializada quando ha presenca de um grupo carbonila no C4 desse mesmo anel
(Figura 2) (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; WANG,; LI; BI, 2018).

Figura 2 - Presenca de carbonila (C4) e ligacéo dupla entre C2 e C3 no anel C de um flavonoide.
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Os CF podem ser naturalmente encontrados na forma livre na matriz celular,
especialmente em vacuolos na parede vegetal; podem também estar conjugados por ligagoes
éster a monossacarideos (glicosideos), proteinas ou outros macronutrientes de baixo peso
molecular. Contudo, os CF do trigo encontram-se, predominantemente, ligados
covalentemente por ligacdes éter, éster ou carbono-carbono a componentes da parede celular,
proteinas e polissacarideos, tais como as arabinoxilanas e p-glucanas (Figura 3) (ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014; SHAHIDI; YEO, 2016).
Neste trabalho, sera adotada a nomenclatura de CF livres (soltvel, conjugado ou ndo) e
ligados (insoltvel) (SANTOS et al., 2019).

Figura 3 - Representacdo da estrutura da parede celular e ligacdo cruzada entre 0s componentes estruturais e
compostos fendlicos. (A) celulose, (B) hemicelulose, (C) proteinas estruturais, (D) pectina, (E) acidos fendlicos,
(F) lignina.

Fonte: ACOSTA-ESTRADA,; GUTIERREZ-URIBE e SERNA-SALDIVAR (2014)

Os acidos fenolicos e flavonoides sdo as principais classes de CF, mas esses
compostos também podem classificados em lignanas e estilbenos de acordo com a estrutura
quimica que apresentam. Podem tambéem ser classificados simplesmente como flavonoides e
nao-flavonoides = (CROZIER;  JAGANATH;  CLIFFORD, 2009; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).
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Figura 4 - Estrutura basica dos acidos fendélicos e seus derivados.
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Os acidos fendlicos sdo fendis que apresentam em sua estrutura um anel aromatico e
uma funcdo de acido carboxilico. Podem ser subdivididos em derivados do &cido benzoico
(&cidos hidroxibenzoicos) e derivados do acido cindmico (acidos hidroxicinamicos) (Figura
4). Os acidos hidroxicindmicos apresentam esqueleto basico C6-C3, enquanto o0s
hidroxibenzoicos tem estrutura geral C6-C1. Embora o esqueleto basico permanega 0 mesmo,
os acidos fenolicos diferem no nimero e na posi¢cdo dos grupos hidroxila no anel aromatico.
Ainda, os &cidos hidroxicinamicos sdo considerados essenciais na sintese de outros CF, como
lignanas e estilbenos pela via de sintese do &cido chiquimico (Figura 5) (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015; SHARMA et al., 2020).

Figura 5 - Via biosintética de acidos fendlicos e lignanas a partir do acido chiquimico.
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Os é&cidos hidroxicindmicos podem também existir na forma esterificada ao acido
quinico, formando compostos conhecidos como acidos clorogénicos (Figura 4). Atualmente,
sdo mais de 400 compostos reportados, variando a formacdo em nlUmero de &cidos
hidroxicinamicos e epimeros (diasteroisomeros) do acido quinico. Os acidos ferulico, cafeico,
cumarico e sindpico sdo os principais &cidos hidroxicinamicos que compdem o0s &cidos
clorogénicos. Alguns autores também consideram compostos dessa familia aqueles formados
pela unido de um acido hidroxicindmico com o acido chiquimico, como o acido 5-O-
cafeoilchiquimico (CLIFFORD et al., 2017). Sdo exemplos de compostos dessa familia os
acidos 5-cafeoilquinico (clorogénico), 3-cafeoilquinico (neoclorogénico), 5-feruloilquinico, 5-
p-cumaroilquinico, dicafeoilquinico, diferuloilquinico, alguns destes previamente
identificados em grdos de trigo (RAZGONOVA et al., 2021; SANTOS et al., 2019;
SHARMA et al., 2020)

Os acidos hidroxicinamicos também podem se ligar a um acido hidroxiantranilico,
formando compostos denominados avenantramidas (AVA) ou amidas fendlicas, classificadas
também como alcaloides fendlicos. Assim como nos clorogénicos, pode haver variagédo na
composicdo das avenantramidas em relacdo ao isbmero do acido antranilico e ao acido
fendlico, podendo ser um é&cido fertlico, cafeico ou p-cumarico. Estes sdo especialmente
encontrados em aveia e cevada e possuem alta capacidade antioxidante (EMMONS;
PETERSON, 2001; LIU; WISE, 2021) (Figura 4).

Os flavonoides por sua vez sdo os metabolitos mais abundantes na natureza, com
mais de 6.000 compostos identificados atualmente. Esses compostos apresentam em seu
esqueleto basico dois anéis aromaticos conectados por uma pequena cadeia de carbonos (C6-
C3-C6) (Figura 6). S&o encontrados em maior frequéncia glicosilados ou esterificados a
outras moléculas. E possivel subdividir essa classe em grupos menores de acordo com a
estrutura quimica do composto, como flavanois, flavanonas, flavonois, isoflavonas,
chalconas, entre outros (Figura 6) (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).
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Figura 6 - Estruturas das principais subclasses de flavonoides.
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Fonte: adaptada de Shahidi e Ambigaipalan (2015).

4.1 Compostos fenolicos no trigo

Ao contrario de frutas e hortalicas que apresentam maior abundancia de CF livres,
especialmente de flavonoides, o perfil de CF nos cereais é distinto, uma vez que apresentam

os acidos fendlicos como principal classe (BRITO et al., 2021; LI1U, 2007).

No trigo, os acidos hidroxibenzoicos sdo encontrados principalmente livres, sendo
exemplos de compostos dessa classe os acidos galico, 4-hidroxibenzoico, siringico e vanilico.
Podem também ser encontrados sob a forma de taninos hidrolisaveis, que sdo dimeros,
trimeros ou agrupamento de mais unidades do acido galico e/ou acido elagico (LIU, 2007).
Em contrapartida, os acidos hidroxicindmicos, que sdo mais comuns na natureza, estdo
predominantemente ligados a polissacarideos e proteinas no trigo. Dentre os principais acidos
no trigo estdo acidos ferulico, cafeico, cumarico e sindpico (SHARMA et al.,, 2020;
SHEWRY, P. R.; HEY, S. J., 2015).

Pela significativa relevancia dessa classe nos grdos, os acidos fendlicos tém sido
amplamente investigados para melhor compreenséo desde a fisiologia da planta até os efeitos
bioldgicos em organismos animais. HORVAT et al. (2020) avaliaram a influéncia da safra e

do gendtipo sobre teor de acidos fendlicos e atividade antioxidante em cereais e observaram
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que o teor varia de acordo com a espécie, onde o milho apresentou o maior conteldo de
acidos fendlicos, seguido pela cevada e trigo. Em outro estudo, WANG et al. (2013)
avaliaram o efeito da aplicacdo de diferentes taxas de extracdo sobre a concentracdo de acidos
fendlicos na farinha de trigo. Esses autores observaram que o teor de compostos foi
significativamente maior nas farinhas com as taxas de extracdo mais altas (54 pg/g — 60%;

695 ng/g — 100%), ou seja, nas farinhas que apresentavam maior proporcao de farelo.

Os flavonoides podem estar presentes no trigo como aglicona ou glicosilados ou
ainda podem estar na forma de estruturas mais complexas, como no caso das
proantocianidinas (taninos condensados). As proantocianidinas sdo dimeros, trimeros ou
agrupamento de mais unidades de flavanois, geralmente epigalotequina, catequina ou
epicatequina (ZHU, 2019). E embora sejam encontradas em maior quantidade em cereais
como sorgo e algumas espécies de milheto, as proantocianidinas ja foram previamente
identificadas em grdos de trigo também, principalmente em grdos de pericarpo colorido
(RAZGONOVA et al., 2021; WANG et al., 2020).

Além dos acidos fenolicos, os flavonoides também s&o encontrados em abundéancia no
trigo. No trabalho de SHARMA et al. (2020), dos 115 CF identificados em 100 genoétipos de
trigo, 71 pertenciam a classe dos flavonoides, principalmente flavondis (24) e flavonas (21).
Os autores observaram que a concentracdo e composi¢do dos flavonoides variou de acordo
com o genotipo, embora tenham sido identificados compostos dessa classe em todos os 100
grdos. A composic¢do e concentracdo de flavonoides varia também de acordo com a fracédo de
moagem do trigo, como verificado por ZHU et al. (2022). Os autores observaram que as
camadas mais externas do grdo apresentaram maior concentragdo desses compostos do que a

farinha com maior proporg¢éo de endosperma.

E, por isso, devido a sua composi¢do, a farinha integral de trigo apresenta maior
capacidade antioxidante do que a farinha refinada por apresentar maior teor e diversidade de
CF (LI et al., 2015; WANG et al., 2013). Além do mais, diversos trabalhos mostram que,
apesar da capacidade antioxidante sofrer um decréscimo desde a obtencdo da farinha até o
produto final, os CF ainda persistem presentes ao final do processamento, podendo até mesmo
ocorrer um aumento do teor de CF livres, possivelmente pela modificacdo estrutural da matriz

e ruptura das ligacGes quimicas ocasionadas pelos tratamentos mecanicos, térmicos e
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bioprocessos (fermentagéo, germinagdo) (ABDEL-AAL; RABALSKI, 2013; BOUDAOUD et
al., 2021; KIM; KIM, 2017).

E embora outros grupos de alimentos apresentem maior abundéncia em quantidade
ou diversidade de flavonoides, o grao de trigo contribui significativamente na ingestdo desses
compostos pelo alto consumo de produtos derivados desse cereal, como pdes e massas
alimenticias (CORREA et al., 2015; GROSSO et al., 2014; NASCIMENTO-SOUZA et al.,
2018).

As lignanas também sdo encontradas no trigo, como em outros cereais, COmo aveia,
triticale, e especialmente no centeio. As lignanas basicamente sdo dimeros de alcoois
cinamilicos que apresentam estruturas diversas e podem ser organizados em oito principais
subgrupos, determinados de acordo com a maneira que 0 oxigénio é incorporado na estrutura.
Algumas lignanas identificadas em grdos de trigo sdo pinoresinol, secoisolariciresinol,
lariciresinol e matairesinol (Figura 7) (HANHINEVA et al., 2012; SANTOS et al., 2022;
SMEDS et al., 2009). Os cereais integrais sdo considerados fontes importantes de lignanas na
alimentacdo, como observado por MENDONCA et al. (2019) e WISNUWARDANI et al.

(2019) nas analises de consumo alimentar de espanhdis e poloneses, respectivamente.

Figura 7 - Lignanas encontradas nos cereais.
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4.2 Compostos fenolicos e efeitos benéficos a saude

Nos dltimos anos, diversos estudos tém apontado as bioatividades dos CF sobre
células e tecidos. No entanto, para que um composto exerca qualquer atividade no organismo

humano, é necessario primariamente que ele seja liberado da matriz alimenticia, seja
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absorvido durante sua passagem no TGI e atinja a célula-alvo através da circulagdo sanguinea.
Além do mais, os CF sdo absorvidos por difusdo passiva ou transporte ativo somente na forma
de agliconas, seja ainda na cavidade oral, estdbmago, intestino delgado ou célon. Depois de
absorvidos, chegam ao figado, onde passam pela etapa de conjugacdo e, enfim, retornam a
circulagdo sistémica, podendo chegar a algum tecido ou serem filtrados e excretados pelos
rins (LORENZO et al., 2019; MASISI; BETA; MOGHADASIAN, 2016).

A quantidade consumida também é um fator relevante, uma vez que esta relacionada
a sua bioatividade. AMMAR et al. (2020) observaram que para um CF produzir efeito
neuroprotetor, a quantidade ingerida precisa ser superior a 500 mg e a biodisponibilidade
precisa ser de intermediaria a alta (9-43%), para que o metabdlito do CF ultrapasse a barreira
hematoencefalica. Segundo CARNAUBA; HASSIMOTTO e LAJOLO (2021), o consumo de
CF na dieta brasileira varia de 201-1.008 mg/dia, sendo principalmente consumidos acidos
hidroxicindmicos (total - 300 mg/dia; aglicona - 153 mg/dia), majoritariamente do café, e
flavanonas (total - 86 mg/dia, aglicona - 59 mg/dia), principalmente do suco de laranja.
Apesar da quantidade ingerida ser relativamente alta, os CF apresentam baixa
biodisponibilidade, que varia entre 1 e 5% da quantidade ingerida (MANACH et al., 2005).
No caso do acido fertlico, BOURNE e RICE-EVANS (1998) relataram que a concentracédo
maxima desse CF no plasma ocorreu até 9 h apos a ingestdo e variou de 11 a 25% da

quantidade ingerida.

Apesar da baixa biodisponibilidade, trabalhos tém demonstrado os efeitos do
consumo de CF a saude, embora 0os mecanismos de acdo ainda ndo tenham sido
completamente elucidados (GODOS et al., 2019; HANHINEVA et al., 2010; JOHNSON et
al., 2021). Os CF podem participar de reacBes bioquimicas e enzimaticas como substratos,
cofatores e inibidores, atuando como agentes anti-inflamatorios, antivirais, antimicrobianos,
antidiabéticos, anti-carcinogénicos, entre outros. Tais atividades estdo estritamente
relacionadas as estruturas quimicas dos CF, sendo assim, as diferentes classes de CF (acidos
fendlicos, flavonoides, lignanas, estilbenos) podem ser correlacionadas a diferentes
propriedades (AMMAR et al., 2020; HANHINEVA et al., 2010; WANG; LI; BI, 2018).

Na meta-andlise de JOHNSON et al. (2021), os autores encontraram que 0O
tratamento com flavonoides e 4cidos fendlicos glicosilados estdo positivamente

correlacionados a reducdo da atividade inflamatoria. Ja na revisdo sistematica e meta-analise
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de GODOS et al. (2019), foi analisada a relacdo do consumo de CF e seus efeitos sobre a
pressao arterial e hipertensdo. Os autores encontraram uma correlacdo positiva entre o
consumo de flavonoides e efeitos benéficos na salde cardiovascular, entretanto, a unica
associacao positiva significativa encontrada foi o consumo de antocianinas e a reducdo do

risco de hipertenséo.

Os CF podem influenciar também mecanismos que envolvem desordens
neuroldgicas, como neuroinflamacéo, doenca de Parkinson e epilepsia, seja inibindo enzimas,
producdo de citocinas pro-inflamatorias, induzindo a expressdo de genes especificos, entre
outros mecanismos (SZWAJGIER; BOROWIEC; PUSTELNIAK, 2017). Em um estudo com
o0 &cido fertlico, ZENI; CAMARGO e DALMAGRO (2017) observaram que a administracdo
desse CF na concentracdo de 1 mg/kg provocou a melhora de alteragcbes comportamentais e

de estresse oxidativo relacionados a depressdo em ratos.

As lignanas também tém sido relacionadas a efeitos benéficos a salde, como
atividade anti-inflamatoria, antiprotozoaria e inibicdo da reproducéo de células neoplasicas de
mama e colon (IONKOVA, 2011). Além do mais, algumas lignanas apresentaram uma
absorcdo e metabolizacdo hepatica mais rapida do que outros CF em porcos, sendo seus
metabolitos detectados no plasma apds 3 h de ingestdo (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2019).

Vale destacar que os CF produzem efeitos antes mesmo de serem absorvidos pelo
organismo, como revisado por HANHINEVA et al. (2010). Podem afetar o metabolismo dos
carboidratos em diversas etapas, inibindo a atividade de enzimas digestivas e a absorcao

intestinal de glicose, por exemplo.

5. Extracdo, caracterizagdo e identificacdo de compostos fendlicos por

ferramentas 6micas

A caracterizacao quimica dos CF ndo é uma tarefa simples, visto que a diversidade e a
complexidade das estruturas quimicas resultam em uma vasta gama de polaridade, fazendo do
processo de extracdo e dos métodos de caracterizagdo um verdadeiro desafio (IRAKLI et al.,
2012; NACZK; SHAHIDI, 2004). Além disso, os estudos metabolédmicos requerem um
planejamento experimental muito bem definido e executado. Sendo assim, nos Gltimos anos a

comunidade cientifica vem estabelecendo protocolos para auxiliar na execugdo desses
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estudos, desde o planejamento experimental, passando pela coleta e armazenamento de
amostras, extracdo dos metabolitos de interesse, preparacdo das amostras de controle de
qualidade (QC, pooled quality control samples) até a analise e tratamento dos dados
(BORGES et al., 2021; BROADHURST et al., 2018; EVANS et al., 2020; KLAVUS et al.,
2020; SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2016; VIALLON et al., 2021).

A escolha do solvente para extracdo dos CF € uma etapa essencial, uma vez que os CF
estdo covalentemente ligados a componentes estruturais da parede celular do gréo, requerendo
hidrolises quimicas ou enzimaticas. Além disso, devido a sua estrutura quimica e presenca de
grupos hidroxilas que possibilitam a formacdo de ligacdes de hidrogénio com moléculas de
agua, a utilizacdo de solventes orgéanicos puros pode ndo ser a melhor escolha devido a
polaridade dos CF (NACZK; SHAHIDI, 2004; SHAHIDI; YEO, 2016; VAN HUNG, 2016).
Além dos solventes e etapas de hidrdlises, frequentemente sdo adicionadas outras técnicas ao
protocolo para maximizar a extragdo, como ultrassom, micro-ondas, pH, extracdo em fase
solida (SPE), entre outras. A remocéo de interferentes também é importante e usualmente sao
utilizadas membranas hidrofilicas do tipo PTFE (PILON et al., 2020).

Entre os solventes mais comumente utilizados para a caracterizagdo de CF no trigo
estdo as misturas de solventes organicos, como etanol, metanol e acetona, com agua em
diferentes proporcdes, bem como a utilizacdo de hidrélises acidas e alcalinas (ABOZED et
al., 2014; HORVAT et al., 2020; PODIO; BARONI; WUNDERLIN, 2017). E importante
considerar que as diferentes classes de metabdlitos sdo sollveis de diferentes formas nos
diferentes solventes, no entanto, também deve-se ressaltar a responsabilidade ambiental,
procurando métodos e solventes de extracdo mais sustentaveis e menos toxicos, como etanol e
NaDES (Natural Deep Eutectic Solvents) (PILON et al., 2020; SANTOS et al., 2021).

A complexidade quimica dos CF pode ser resolvida por ferramentas e abordagens
metabolémicas. A metabolémica pode ser definida como o uso de plataformas analiticas
avancadas, como por exemplo, a cromatografia liquida de ultraperformance (UPLC) acoplada
a espectrometria de massas en tandem (MS-MS), para caracterizar metabélitos de um sistema
ou organismo particular (JACOBS; VAN DEN BERG; HALL, 2021).

A utilizacdo dessas ferramentas tem sido considerada cada vez mais essencial na

compreensdo da complexidade das matrizes alimentares e na deteccdo de metabdlitos em
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alimentos, incluindo os CF. A importancia desses instrumentos na identificagdo desses
metabdlitos tem relacdo com a sensibilidade e especificidade que os equipamentos podem
apresentar. 1sso porque sdo capazes de detectar os CF, que possuem pequena massa molecular
(inferior a 1.500 Da) e podem estar presentes em infimas quantidades. Entretanto, apesar de ja
ter sido possivel identificar mais de 2.000 metabolitos diferentes, ndo existe um unico
equipamento ou técnica capaz de caracterizar um metaboloma inteiro (JACOBS; VAN DEN
BERG; HALL, 2021; MIHAILOVA et al., 2021).

Por isso, para maximizar a deteccdo dos metabdlitos de um organismo,
frequentemente sdo utilizadas combinacGes de diferentes: (1) analisadores de massas:
quadrupolo simples (Q), tempo de voo (TOF, time of flight), ressonancia ciclotrénica de ions
por transformada de Fourier (FT-ICR), Orbitrap, entre outros; (2) modos de aquisigéo:
dependente de dados (DDA), independente de dados (DIA); (3) técnicas de separacao:
cromatografia liquida (LC), cromatografia gasosa (GC), eletroforese capilar (CE), entre
outras; (4) modos de ionizacdo: ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI), ioniza¢do quimica a
pressao atmosférica (APCI), fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI), entre outros; (4)
tipos de coluna cromatografica: C8, C18, hilic, entre outros. Além do mais, podem ser
utilizadas combinacdes de 2 ou mais analisadores de massas (MS-MS), como Q-TOF, triplo
quadrupolo (QqQ), entre outras (FERNANDEZ-OCHOA et al., 2021; MIHAILOVA et al.,
2021).

Diferentes tipos de abordagens também podem ser utilizados, como a abordagem nao-
alvo, conhecida também como abordagem global ou exploratéria (untargeted), como
Metabolic fingerprint e Plant metabolomics. Nesse tipo de estudo, o principal objetivo é a
identificacdo da composicdo metabdlica de um organismo e a quantificacdo €é relativa,
geralmente calculada em relacdo a um controle (padrdo analitico, amostra controle, etc).
Podem ser escolhidos também métodos alvos (targeted), como Metabolic profiling e Target
analysis, cujo principal objetivo é identificar e quantificar um ou poucos metabdlitos
especificos que compartilham caracteristicas quimicas similares, por exemplo, alcaloides,
terpenos, etc (CANUTO et al., 2018; PILON et al., 2020).

O gréo de trigo, por sua relevancia nutricional e econémica, tem sido objeto de estudo
em diversos estudos metabolémicos com propdsitos diversos. A utilizacdo dessas ferramentas,
principalmente de HPLC ou UPLC-Q-TOF-MS-MS tem sido bem sucedida para
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caracterizacdo de metabolitos, como nos trabalhos de SHARMA et al. (2020), que
caracterizou em alta escala o perfil fendlico de grdos de trigo utilizando 100 genotipos
diferentes, identificando mais de 120 CF livres; de SANTOS et al. (2019), que forneceu
novas percepcdes sobre a composicdo fendlica e a regulacdo do metabolismo em trigo
brasileiro ao longo da maturacdo do grdo; de TAIS; SCHULZ e BOTTCHER (2021), que
caracterizou fitoquimicos semi-polares, incluindo CF, em 8 grdos de trigo cultivados em 4
locais distintos; e no de (ZHU et al., 2022), que analisou 6 diferentes gréos de trigo coloridos
a partir de 7 diferentes fracdes de moagem e observou que a abundancia dos CF varia de

acordo com a fracdo do grao.

No entanto, a caracterizacdo de CF por plataformas 6micas ainda é escassa em
cultivares brasileiras de cereais. Estes estudos podem fornecer um mapeamento quimico
abrangente, essencial na compreensdo de processos metabdlicos e da bioatividade dos
compostos presentes nesse tipo de matriz.

O processamento e analise dos dados sdo etapas desafiadoras e fundamentais na
metabolémica, uma vez que esses trabalhos podem resultar em um nUmero grande de
variaveis, fazendo-se necessaria a utilizacdo de analises complementares para a compreensao
dos dados gerados, como a quimiometria (Yl et al., 2016).

Nos ultimos anos, 0 numero de estudos metabolémicos do tipo ndo-alvo tem crescido
exponencialmente, principalmente pela aplicabilidade em diversos campos da ciéncia, como
agricultura, meio ambiente, ciéncia de alimentos e medicina. No entanto, uma das limitagcdes
da abordagem ndo-alvo é a falta de padrdes analiticos para a quantificacdo absoluta de todos
0S compostos, por isso, essa analise € usualmente qualitativa e € realizada uma quantificacao
relativa. Outra limitacdo relevante é a auséncia dos compostos nos bancos de dados de
espectros de massas, como o MassBank (https://massbank.eu/MassBank/) e o MassBank of
North America (MoNA) (https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), que sdo essenciais para a
comparagdo dos espectros experimentais e, consequente, anotacdo dos CF que ndo puderam
ser comparados com os padrdes analiticos utilizados na analise. Para superar essas limitacdes
e auxiliar na analise dos dados metabolémicos, que quase sempre sdo muito complexos, a
utilizagdo de algoritmos de machine learning tem sido incentivada e integrada aos trabalhos
de metabolomica (HOFFMANN et al., 2021; LIEBAL et al., 2020; PALM; KRUVE, 2022).

A abordagem por machine learning pode ser traduzida como a utilizacdo de

algoritmos em modelos matematicos para prever resultados de dados desconhecidos. Pode ser
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utilizada nas etapas iniciais do processamento dos dados, como alinhamento e deteccdo dos
picos; na etapa de anotacdo dos compostos; e até mesmo para prever rotas de sintese de
compostos e possiveis interacdes entre nutrientes de um alimento, possibilitando uma melhor
compreensdo das interacbes quimicas (HUBER et al., 2021; LIEBAL et al., 2020;
MENGUCCI; BORDONI; CAPOZZI, 2020).
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CONCLUSAO GERAL

A procura por habitos alimentares mais saudaveis é cada vez maior, seja pelo maior
acesso a informacdo ou pela necessidade de melhorar e promover a salde e bem-estar. Ha
também a procura por alimentos que aportem mais beneficios a saide do que apenas o
suprimento das necessidades energéticas, esses alimentos sdo popularmente chamados de

alimentos funcionais.

O consumo de grdos integrais tem sido recomendado por diretrizes alimentares de
diversos paises, como, por exemplo, pelo Guia Alimentar para a populacdo brasileira. 1sso
porque 0 consumo regular desses alimentos pode, além de fornecer energia, desempenhar
papel potencialmente benéfico na reducgdo do risco de desenvolver diversas doencas cronicas
ndo transmissiveis. Esses efeitos possuem relagdo com 0s compostos bioativos presentes nos
cereais integrais, e 0 consumo destes alimentos ricos em CF tem sido associado aos beneficios
a saude. Dentre os cereais, 0 trigo possui grande relevancia na alimentacdo dos brasileiros,
estando presente diariamente na dieta sob a forma de diferentes produtos (péo francés, pao de

forma integral, biscoitos doces, biscoitos salgados, bolos etc.).

No entanto, para verificar os potenciais efeitos bioldgicos dos CF presentes nos
alimentos, a primeira etapa a ser realizada é a caracterizagdo quimica dessas matrizes. Sendo
assim, neste trabalho foi realizada a caracterizagdo dos CF a partir da aplicacdo de
ferramentas émicas e quimiométricas em farinhas integrais de trigo brasileiro de diferentes
genotipos e com distintas classificagdes comerciais de uso, ou seja, de classes tecnoldgicas

diferentes.

A extracdo sequencial dos CF e a utilizacdo da abordagem metabolémica foi essencial
na deteccdo e identificacdo dos CF nas farinhas integrais. Verificou-se que 14 CF foram
encontrados em todas as amostras, sendo 9 acidos fendlicos, 4 flavonoides e 1 outro polifenol.
Alguns deles, como os acidos ferulico, cafeico e cumarico estdo no inicio da via de sintese de
outras classes de CF, sendo considerados precursores das lignanas, por exemplo. Observou-se
também que os CF ligados foram os predominantes nos gendétipos de trigo analisados no
presente estudo, que corresponderam, em média, a 87% da abundéncia total de ions. Ainda,
42 a 57% da abundancia total pode ser relacionada a um Unico composto, o acido trans-

feralico ligado. Depois desse acido fenodlico, outros CF da mesma classe, como seu isdmero e
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0 acido 4-hydroxybenzoic acid foram os mais relevantes nos extratos dos CF ligados. Em
relacdo ao extrato dos CF livres, os isomeros da apigenina glicosideo foram os compostos

com maior abundancia em todas as amostras.

A analise metabolémica também possibilitou detectar CF que apresentaram massa-
carga (m/z), formula molecular e perfil de fragmentacdo MS/MS similares, mas que eluiram
em diferentes tempos durante a analise, indicando a presenca de 10 estruturas isoméricas,
como os isomeros do &cido difertlico identificados no trabalho. Esse resultado mostra a
especificidade e sensibilidade da técnica em detectar esses compostos de baixo peso

molecular e que podem estar presentes em pequenas quantidades.

As andlises quimiométricas foram fundamentais na analise e distingdo dos gendtipos e
perfil de CF. A partir da analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) foi possivel visualizar
que as farinhas classificadas como superior (maior teor e forca do glaten) apresentaram um
perfil fendlico diferente das farinhas médias e fracas. Os resultados da analise da capacidade
redutora do Folin-Ciocalteu foram consistentes com os resultados da anélise metabolémica,
onde as farinhas médias demonstraram a maior capacidade de reducdo (162,6 mg EAG/ 100 g
farinha b.s.), e junto com as farinhas fracas apresentaram maior abundancia de CF pela analise

metabolémica.

Em suma, esse trabalho fornece informagdes importantes sobre o teor e composicéo
fendlica de farinhas integrais de trigo brasileiro e pode servir como base para estudos futuros,
que abranjam desde os impactos de diferentes processamentos sobre a composicao fendlica de
produtos com essas farinhas integrais até estudos que avaliem a bioacessibilidade e

biodisponibilidade dos CF no organismo.
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APENDICE

Supplementary Table 1. Determination of technological quality of the whole wheat flour samples.

e . Gluten Falling Tenacity  Extensibili Wate_r
Genotypes Classification number absorption
strength (J) (mm) ty (mm)

(s) (%)
CAMPEIRO Low 119.25 291 32 152 49

ORS VINTECINCO Low 157.2 313 44 123 51.4
ORS 1401 Medium 329 352 110 97 62
ORS 1402 Medium 272.5 327 84.8 116 62
MARFIM Medium 291.8 350 80.4 116.6 55
JADEITE 11 Superior 313.1 381.6 87 117 66
GUABIJU Superior 241 330 132 95 64

AMETISTA Superior 352.7 325.5 117 87 67.5
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Supplementary Figure 1. Relative abundance of trans-ferulic acid in free, bound and total extracts from immature grains (milky, softy,
physiological maturity -PM), mature, whole-wheat flours (WWF) to refined flours, based on the results presented in the current work (WWF),
Santos et al., 2019 (immature grains) and 2022 (refined flours). Different lowercase letters mean statistical significance between samples of the

same extract (p<0.05, Tukey).
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