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RESUMO

Farinhas sao fortificadas com diferentes compostos de ferro desde 2002. Nesse
trabalho, objetivou-se verificar a influéncia de sulfato ferroso (SF), fumarato ferroso
(FF), ferro reduzido (FeR), sédio ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), sulfato
ferroso microencapsulado (SFmicro) e fumarato ferroso microencapsulado (FFmicro)
utilizados na fortificacao de farinha de trigo refinada e integral, nas caracteristicas
reoldgicas da massa, na qualidade tecnoldgica dos pées, estimar a bioacessibilidade
dos compostos de ferro adicionados, e de zinco e calcio naturalmente presentes em
paes tipo francés pelos métodos in vitro de solubilidade e didlise. Além disso,
estudou-se o efeito da fortificacdo das farinhas de trigo refinada e integral com os
diferentes compostos de ferro, em relacdo aos parametros de qualidade e/ou
estabilidade como acidez titulavel, cor, indice de perdxido (IP) e hexanal durante o
periodo de estocagem de 120 dias. Foram empregadas amostras controle (sem
fortificagdo) para as andlises em farinhas e paes produzidos. Os diferentes
compostos de ferro alteraram as propriedades reoldgicas da massa e a qualidade
tecnologica dos péaes, porém foi possivel a elaboracdo dos pées tipo francés
fortificado com estes compostos. O composto NaFeEDTA demonstrou ser a forma
mais eficaz de ferro para a fortificagcdo tanto da farinha de trigo refinada quanto da
integral devido ao seus maiores teores de Fe dialisado em paes (52,43% e 46,14%,
respectivamente). Verificou-se que o NaFeEDTA utilizado na fortificacdo da farinha
refinada contribuiu positivamente para a absorcdo do zinco, e os compostos
NaFeEDTA, SFmicro e FFmicro contribuiram positivamente na biodisponibilidade do
zinco, quando utilizados na fortificacdo de farinha integral. A bioacessibilidade do
célcio nao foi influenciada pelos compostos de ferro utilizados na fortificacdo das
farinhas refinadas empregadas na producgéao de pao francés. Por outro lado, quando
o estudo foi realizado com paes integrais, verificou-se que os compostos SF, FF e
SFmicro influenciaram positivamente a bioacessibilidade deste mineral. Nao foram
detectadas as fracdes de mioinositol fosfato (fitatos) nos paes integrais controle e
nos fortificados. No estudo da estabilidade da farinha refinada foram verificados
teores de ferro de 1,0 mg/100g no controle e de 4,41 a 5,84 mg/100 g nas amostras
fortificadas. O SF demonstrou ser o composto que mais modificou os parametros de
qualidade da farinha refinada. Os compostos SFmicro e FFmicro apresentaram
efeito negativo na qualidade da farinha refinada levando-se em consideragéo o
parametro hexanal. Nas farinhas integrais, foram quantificados teores de ferro de



1,38 mg/100 g no controle e teores de 4,80 a 6,29 mg/100 g nas farinhas fortificadas.
O SF e FFmicro apresentaram os maiores valores de IP em 30 dias de estocagem,
quando comparado ao controle, ja as farinhas fortificadas com SF (30 dias) e
SFmicro (90 dias) foram as que apresentaram os maiores valores de hexanal. O FeR
e NaFeEDTA foram os que menos alteraram os parametros de qualidade das
farinhas refinadas e integrais avaliadas. Portanto, os diferentes compostos de ferro
quando empregados na fortificacdo de farinha de trigo, refinada e integral, podem
influenciar de maneira diferenciada na estabilidade do produto durante a estocagem.
Concluiu-se que, dependendo do composto de ferro empregado na fortificagcdo de
farinhas refinadas e integrais, a bioacessibilidade do mineral sera diferente e isso
indica que os impactos da obrigatoriedade da fortificacdo de farinhas tem relagéo
direta com a forma de ferro empregada. Além disso, a absorcdo de zinco
naturalmente presente nos paes também tem relacdo com o tipo de ferro utilizado.
Durante a estocagem das farinhas fortificadas e controle observou-se o efeito pro-

oxidante do ferro na estabilidade do produto.



ABSTRACT

Flours are fortified with different compounds of iron since 2002. This work aimed to
verify the influence of ferrous sulfate (FS), ferrous fumarate (FF), reduced iron (RI),
sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid (NaFeEDTA), microencapsulated
ferrous sulfate (FSmicro) and microencapsulated ferrous fumarate (FFmicro) used in
the fortification of refined and whole-wheat flours on the rheological characteristics of
the mass, on the technological quality of bread, and to estimate the bioaccessibility of
added iron compounds, and zinc and calcium that were naturally present in French
bread by the in vitro methods of solubility and dialysis. In addition, we studied the
effect of fortification of refined and whole-wheat flour with different iron compounds
related to the quality and / or stability parameters as titratable acidity, color, peroxide
value (PV) and hexanal during the storage period of 120 days. Sample controls (non-
fortified flours) were used for analyzes in flours and produced French breads. The
different iron compounds changed the rheological properties of the mass and the
technological quality of bread, but it was possible to elaborate fortified French bread
with these compounds. The NaFeEDTA proved to be the most effective iron form for
iron fortification of both refined and whole-wheat flours because of its highest
dialyzed iron content in bread (52.43% and 46.14%, respectively). It was verified that
the NaFeEDTA used in the fortification of refined flour positively contributed to the
absorption of zinc, and NaFeEDTA, microencapsulated ferrous sulfate and
microencapsulated ferrous fumarate compounds positively contributed to the
bioavailability of zinc, when they were used in whole-wheat flour fortification. The
calcium bioaccessibility was not influenced by the iron compounds used in the
fortification of refined flours applied in the production of French bread. On the other
hand, when the study was done on whole-wheat bread, it was found that the FS, FF
and microencapsulated ferrous sulfate positively contributed to the bioaccessibility of
this mineral. It was not detected any myo-inositol phosphate fraction (phytates) in the
whole-wheat bread control nor in the bread fortified. In the study of the stability of
refined flour it was verified the iron content of 1.0 mg/100g in the sample controls and
4.41 to 5.84 mg/100 g in the fortified samples. The FS was the compound that most
changed the quality parameters of refined flour. The FSmicro and FFmicro had
negative effect on the quality of refined flour taking in account the hexanal parameter.
In the whole-wheat flours, the iron content was 1.38 mg/100 g in the sample controls
and from 4.80 to 6.29 mg/100 g in the fortified flours. The FS and FFmicro had the



highest PV values in 30 days of storage when compared to the sample controls,
however, the flour fortified with FS (30 days) and FSmicro (90 days) were the ones
that showed the highest hexanal values. The Rl and NaFeEDTA were the ones that
less changed the quality parameters of the refined and whole-wheat flours that were
evaluated. Therefore, the different iron compounds, when used in fortification of
refined and whole-wheat flours, can influence differently in the stability of the product
during storage. It was concluded that, depending on the iron compound used in the
fortification of refined and whole-wheat flour, the bioaccessibility of the mineral will be
different, which indicates that the impacts of the mandatory flour fortification is
directly related to the iron compounds used. Moreover, the absorption of the zinc that
is naturally present in bread also relates to the type of iron used. During the storage
of fortified flour and the sample control, it was observed the pro-oxidant effect of the

iron on the product stability.
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INTRODUGAO GERAL

Os cereais fazem parte da alimentacdo humana desde a antiguidade e,
dentre eles, o trigo principalmente na forma de farinha, € amplamente utilizado para
a produgao de uma variedade de produtos como paes, bolos, biscoitos e etc. Além
das farinhas de trigo refinadas, as integrais (com adicao de farelo de trigo e de grao
inteiro) também tém sido empregadas para a elaboragcdo do mesmo fim (Brasil,
2005b). O principal apelo para o uso dessas farinhas é a presenga de compostos
funcionais que proporcionam maior teor de fibras, antioxidantes, vitaminas, minerais
e estao diretamente relacionados a diversos beneficios a saude humana (Fonseca
Filho et al., 2009; Schmiele et al., 2012).

Atualmente toda farinha de trigo comercializada no Brasil, assim como em
outros paises, deve ser fortificada com ferro com o intuito de reduzir a prevaléncia
de anemia ferropriva, causada pela baixa ingestao de ferro biodisponivel proveniente
da dieta alimentar (Brasil, 2002; WHO, 2006). A deficiéncia deste mineral é
considerada um problema de saude publica e aproximadamente 25% da populagéo
apresenta caréncia deste mineral (WHO, 2006). Além disso, a ingestdao de minerais
essenciais como, zinco e calcio, também sao considerados importantes, pois estao
relacionados ao funcionamento do organismo e apresentam fungbes vitais
(Cozzolino, 2012).

O sucesso dos programas de fortificagdo requer o conhecimento dos
compostos utilizados e sua bioacessibilidade/biodisponibilidade para os seres
humanos (Akhtar et al., 2011). Estudos mais detalhados sobre a bioacessibilidade
dos compostos permitidos devem ser realizados, pois, a eficiéncia do processo de
fortificacdo continua sendo um grande desafio. Problemas decorrentes a esta pratica
que incluem a baixa biodisponibilidade do composto empregado; competicdao do
ferro com outros minerais; estabilidade do micronutriente; alteracdes reoldgicas,
sensoriais e organolépticas no produto final, além do efeito do ferro sobre a oxidagao
lipidica (Akhtar et al., 2011).

Segundo a Legislacao Brasileira, a adicdo de ferro em alimentos, inclusive
farinha de trigo, pode ser realizada com sulfato ferroso, fumarato ferroso, ferro
reduzido, ferro eletrolitico, sédio ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), ferro
bisglicina quelato e outros compostos de biodisponibilidade n&o inferior a dos
permitidos (Brasil, 2002). Outros compostos de ferro, como o pirofosfato férrico e
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sulfato ferroso microencapsulado, estdo sendo utilizados como fonte de fortificacao
(Kiskini et al., 2010; Nabeshima et al., 2005).

Embora a fortificacdo de alimentos com ferro esteja sendo realizada no
Brasil e em diversos outros paises, nem sempre se verifica correlagao positiva com a
diminuicdo da anemia ferropriva na populagdo (Assuncao et al., 2007; Vellozo &
Fisberg, 2010). Estas observagdes podem estar relacionadas a bioacessibilidade do
mineral utilizado, interagcbes com outros componentes do proprio alimento e de
outros alimentos ingeridos ao mesmo tempo. Todos esses parametros estao
diretamente relacionados a bioacessibilidade dos minerais. Aléem disso, estudos
sobre a absorcao de minerais ja realizados mostram que um elemento pode interferir
na absorgcédo do outro, j& que competem pelo mesmo sitio ativo, como ferro e zinco.
Existem evidéncias que apontam a ocorréncia de interacdo nos sitios de absorgcéo
ou pés-absorcdo, ocasionada pela competicio dos mecanismos semelhantes de
transporte, devido a similaridade quimica entre os compostos inorganicos
(Solomons, 1986; Antunes, 2010).

Assim como a farinha de trigo refinada, as integrais, também sé&o
fortificadas com ferro, e a reincorporacao de farelo de trigo na sua composicao pode
alterar os teores de nutrientes, como, minerais, fibras e fitato. O acido fitico ou
mioinositol-hexafosfato (IP6) € a principal fonte de armazenamento de fésforo nas
plantas e fosfato inositol em sementes. O fitato tem uma forte capacidade de formar
complexos com ions metéalicos polivalentes, especialmente o ferro, célcio e zinco.
Esta ligacdo pode resultar em sais insoluveis com fraca biodisponibilidade destes
minerais (Sanz-Penella, 2012). Estudos realizados demonstram que, dos ésteres
presentes nos alimentos, somente o mioinositol-pentafosfato (IP5) e o IP6
apresentam efeito negativo na absor¢cao dos minerais, e os demais possuem baixa
capacidade de complexar-se, formando complexos mais sollveis (Silva e Silva,
1999; Valdés, 2010).

Dados sobre os efeitos da fortificacdo de farinhas refinadas e integrais
com diferentes compostos de ferro e sua influéncia na qualidade e/ou estabilidade
durante 120 dias de estocagem sao reduzidos. A farinha de trigo apresenta em sua
composi¢ao carboidratos, agua, proteinas, lipidios, cinzas, além de vitaminas e
minerais. A fracao lipidica (1 a 2%) apresenta cerca de 51% de lipideos ndo polares
ou neutros e 49% de lipidios polares e a sua estabilidade pode ser afetada pela
composicao de acidos graxos (palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1c),
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linoléico (C18:2), linolénico (C18:3) e eicosenoico (C20:1) (Cramer et al., 2005;
Morita et al., 2002; Pomeranz, 1988). Variacbes na quantidade e composicao dos
constituintes, tanto da farinha de trigo refinada como da integral podem ocorrer em
fungdo da genética das cultivares, aléem das diferentes quantidades de farelo e/ou
gérmen que podem ser reincorporados a farinha de trigo refinada (Gutkoski et al.,
2008; Morita et al., 2002; Rutz, 2012). Além disso, as farinhas integrais por
apresentar maior teor de lipidios em sua composi¢ao, podem ser mais susceptiveis a
oxidacao.

Portanto, com o intuito de avaliar a qualidade de farinhas e paes
produzidos com diferentes compostos de ferro, faz-se necessario realizar o estudo
da estabilidade durante a estocagem e caracteristicas reoldgicas das farinhas;
avaliar a qualidade tecnoldgica de pées produzidos com farinhas refinadas e
integrais, adicionados de diferentes compostos de ferro e a bioacessibilidade de
minerais em paes. Ademais, para a avaliacao do alcance do objetivo do programa
de fortificacdo de farinhas sobre a anemia ferropriva faz-se necessario estimar a
bioacessibilidade dos compostos permitidos ou possiveis de serem utilizados em
produtos como pao tipo francés. Neste contexto, verificar os efeitos da adicao de
ferro sob a possibilidade de absorcdo de outros minerais com elevada importancia
nutricional, como calcio e zinco, também se faz necessario. Os dados
proporcionardo uma estimativa da absorgéo dos diferentes compostos de ferro, de
zinco e de calcio no organismo humano, contribuindo assim para a obtencdo de
dados que possibilitem uma visdo geral sob os efeitos da campanha de fortificacao
de farinha de trigo no Brasil, além de se obter dados em relacdo a qualidade e ou

estabilidade destas farinhas.
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1. Bioacessibilidade de ferro em alimentos e efeitos na absorcao de outros
minerais.

O ferro é essencial para a maioria dos organismos vivos, participa de uma
grande variedade de processos metabdlicos, que incluem o transporte de oxigénio, a
sintese de DNA, e o transporte de elétrons (Lieu et al., 2001). Além disso, atua como
cofator enzimatico que atuam no funcionamento do sistema imunol6gico, como a
ribonucleotideoredutase, envolvida na sintese de DNA, mieloperoxidase que atua na
eliminacdo de bactérias por neutrofilos, entre outras (Oppenheimer, 2001;
Wintergerst et al., 2007). Portanto, o ferro é um micronutriente essencial para o
organismo humano e deve estar presente entre 35 e 45 mg/kg de peso corporal para
mulheres e homens, respectivamente (Lieu et al, 2001). Desse valor,
aproximadamente 50% estdo presentes na hemoglobina, 25% armazenado no
figado e o restante esta na forma de mioglobina e outras proteinas (Nadadur et al.,
2008).

Os efeitos adversos resultantes da caréncia de ferro se devem a sua
fungdo no transporte de oxigénio e como consequéncia, a sintese de proteinas,
funcdes de receptores e outros processos metabdlicos aerdbicos sao prejudicados
(Beard, 2001). A deficiéncia deste mineral é definida segundo a Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2006) como o estado no qual o individuo apresenta niveis
de hemoglobina no sangue abaixo do normal, impossibilitando a manutencdo das
funcdes fisioldgicas dos tecidos, como sangue, cérebro e musculos, e este quadro é
conhecido como anemia. As anemias podem ser causadas por deficiéncia de varios
nutrientes como ferro, zinco, vitamina Bi> e acido félico. A anemia causada por
deficiéncia de ferro € denominada de anemia ferropriva e estima-se que 90% das
anemias sejam causadas pela deficiéncia deste mineral (WHO, 2006).

A caréncia de ferro no organismo gera consequéncias graves para a
saude humana e desenvolvimento infantil. Estudos relataram que gestantes
anémicas apresentam alto risco de morte durante o periodo pré-natal, ocorréncia de
parto prematuro e a crianga pode apresentar baixo peso ao nascer; na infancia, a
crianca pode apresentar dificuldade no desenvolvimento psicomotor e cognitivo,
diminuicdo na capacidade de aprendizagem e baixa imunidade; em adultos, a
anemia pode estar envolvida com a reducdo da capacidade de trabalho, além de
sintomas como sonoléncia, fraqueza e tontura (Cozzolino, 2012; Queiroz & Torres,
2000).
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O ferro estd presente em varios alimentos, tanto de origem animal
(carnes, leite e ovos) como de origem vegetal (verduras escuras, feijao, soja, entre
outros). Entretanto, ndo estd esclarecida a capacidade do organismo em aproveitar
o mineral proveniente da dieta para exercer suas diversas fungoes, ou seja, é
importante avaliar sua biodisponibilidade. Estima-se que, em média, de 1 a 7% do
ferro ingerido na dieta brasileira esteja biodisponivel (Queiroz & Torres, 2000).
Apesar da presenca de elevadas concentragbes em diversos alimentos, ocorre a
deficiéncia do ferro e acredita-se que 25% da populagdo mundial apresenta quadro
de anemia ferropriva. Segundo a WHO, em 2007 foram contabilizados 2 bilhées de
anémicos no mundo, sendo a maioria por deficiéncia de ferro. Portanto, a fortificacao
de alimentos com ferro tem sido a estratégia escolhida para melhorar o estado
nutricional da populacdo (WHO, 2006) e adotada em muitos paises para alcancar as
metas de controle para este nutriente.

A eficiéncia dos programas de fortificacdo € dependente do veiculo
empregado, pois este deve abranger a maior parte da populagéo possivel. No Brasil,
o Ministério da Saude, através da Resolucdo da RDC 344, de 13 de dezembro de
2002 (Brasil, 2002), determinou que a partir de junho de 2004 se tornasse
obrigatério o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com &cido félico (150
1g/100q) e ferro (4,2 mg/100g). A finalidade era de reduzir o risco de malformacdes
congénitas e anemia, respectivamente, ja que essas farinhas sao largamente
consumidas pela populacao brasileira (Brasil, 2002).

Os cereais fazem parte da alimentacdo humana desde a antiguidade e,
dentre eles, o trigo principalmente na forma de farinha, é amplamente utilizado para
a producao de uma variedade de produtos como paes, bolos, biscoitos etc. Além de
farinhas de trigo refinadas, farinhas integrais (com farelo de trigo e farinha de grao
inteiro) também tém sido empregadas para a elaboracao de paes. O principal apelo
para o uso dessas farinhas é a presenca de compostos funcionais que proporcionam
maior teor de fibras, antioxidantes, vitaminas, minerais e estdo diretamente
relacionados a diversos beneficios a saude humana (Fonseca Filho et al., 2009;
Schmiele et al., 2012).

Minerais, como zinco e célcio, também sado considerados importantes
para o funcionamento adequado do organismo humano, pois se relacionam a
fungbes vitais, como: enzimdtica, estrutural e reguladora, e ainda, o calcio esta

envolvido na formagdo e manutengdo do esqueleto e dentes (Cozzolino, 2012).
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Estudos sobre a absorcao de minerais ja realizados mostram que um elemento pode
interferir na absorcao do outro, j& que competem pelo mesmo sitio ativo (Antunes,
2010).

Segundo a Legislacao Brasileira, a adigcdo de ferro a alimentos, inclusive
em farinhas de trigo e milho, pode ser realizada com a utilizagdo de sulfato ferroso
desidratado (seco), fumarato ferroso, ferro reduzido, ferro eletrolitico, sodio ferro
etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), ferro bisglicina quelato e outros compostos
de biodisponibilidade nao inferior a dos compostos permitidos (Brasil, 2002). Outros
compostos de ferro, como o pirofosfato férrico e sulfato ferroso microencapsulado,
estdo sendo utilizados como fonte de fortificacdo em outros paises (Kiskini et al.,
2010; Nabeshima et al., 2005).

No Brasil, a Embrapa publicou em 2001 um manual para a fortificagéo de
farinhas de trigo com ferro com base nas caracteristicas dos compostos de ferro
disponiveis para a fortificacdo. Foram recomendados os compostos de ferro como:
sulfato ferroso, fumarato ferroso, ferro elementar e NaFeEDTA. Para farinha
destinada a panificacdo recomenda-se o sulfato ferroso, ja para farinha doméstica,
massa fresca e bolos, o ferro eletrolitico € o mais recomendado, devido ao tempo de
armazenamento. O sulfato ferroso ndo é recomendado para o uso em farinhas
domésticas, misturas prontas e farinha integral. Porém, informacdes oficiais sobre
quais compostos de ferro utilizados para fortificagdo nao estdo disponiveis e ndo ha
conhecimento sobre o cumprimento ou ndo das recomendag¢des desse manual, uma
vez que a legislacdo RDC 344 permite o uso de diferentes compostos de ferro sem
especificar a finalidade de uso em farinha.

Trabalhos cientificos tém sugerido varias compostos de ferro disponiveis
para a fortificacdo de alimentos, porém, estudos ainda precisam ser realizados a fim
de esclarecer a biodisponibilidade deste mineral quando empregado como fonte de
fortificagdo. Dependendo da forma em que é utilizado, bem como da presenca ou
auséncia de promotores de absorcao, este nutriente pode comprometer a qualidade
dos alimentos, além de ter diferente potencial para absor¢dao no organismo humano.

O sucesso dos programas de fortificacdo requer conhecimento dos
compostos utilizados e a acessibilidade/biodisponibilidade para os seres humanos
(Akhtar et al., 2011). Estudos mais aprofundados sobre a bioacessibilidade dos
compostos permitidos precisam ser realizados, para esclarecimento sobre a

biodisponibilidade dos compostos empregados; competicdo do ferro com outros
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minerais; estabilidade do micronutriente; alterac6es sensoriais e organolépticas no
produto final, além do efeito do ferro sobre a oxidacao lipidica (Akhtar et al., 2011).

O termo biodisponibilidade refere-se a fragdo de um composto ou
nutriente bioativo presente em um determinado alimento que se encontra disponivel
para ser usado em fungdes fisioldgicas ou ser armazenado no organismo (Benito &
Miller, 1998; Fernandez-Garcia et al., 2009). Ja a bioacessibilidade tem sido definida
como a fragdo de um composto que é liberado do alimento no trato gastrointestinal
e, assim, torna-se disponivel para a absorgéo intestinal. A bioacessibilidade inclui
toda a sequéncia de eventos que ocorre durante a transformacao digestiva dos
alimentos e indica a fracao do nutriente disponivel que podera ser assimilada pelo
organismo (Benito & Miller, 1998; Fernandez-Garcia et al., 2009). O estabelecimento
da bioacessibilidade de um nutriente pode ser considerada uma estimativa de sua
biodisponibilidade.

Métodos in vitro vém sendo estudados e propostos. O método de dialise
in vitro € baseado na simulacao da digestao gastrointestinal do alimento, seguida da
determinacdo da quantidade do elemento de interesse que atravessa uma
membrana semipermeavel simulando a parede intestinal (Benito & Miller, 1998;
Camara et al.,, 2005a; Kiskini et al., 2007; Miller et al., 1981). Varios trabalhos
publicados utilizaram como base de partida a metodologia de Miller et al. (1981).
Neste estudo, os autores estimaram a biodisponibilidade de ferro em diversos tipos
de refeicbes empregando o modelo de digestdo in vitro. O método consistiu da
utilizacdo de uma aliquota de refeicao (pH 2,0), acrescido de solucao de pepsina,
seguido da incubacao a 37 °C/2h. Apéds este periodo, uma aliquota do digerido foi
titulado a fim de conhecer o volume de NaHCOj; que preenche a membrana de
didlise. Nas outras duas aliquotas foram adicionadas as membranas de dialise e
incubadas a 37 °C/30min (pH 5,0) e entdo foram adicionadas de 5 mL de solucao de
pancreatina e extrato de bile. Os extratos foram incubados por mais 2h a 37 °C.
Apoés este periodo, as membranas foram lavadas com 4gua e o conteudo dialisado
foi pesado e analisado. Modificagdes da metodologia foram feitas por Kapsokefalou
& Miller (1991) que propuseram a utilizagdo de menor quantidade de amostra, menor
quantidade de pepsina, diferente proporcéo de pancreatina e extrato de bile, além do
uso de tampao PIPES dentro da membrana de didlise em substituicdo a solucédo de
NaHCOs;. Kiskini et al. (2007) avaliaram as caracteristicas sensoriais e a
dialisabilidade de ferro em paes sem gluten fortificados com diferentes compostos de
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ferro. O modelo de digestdo empregado foi o proposto por Kapsokefalou & Miller
(1991). Os autores verificaram que os paes sem gluten fortificados com pirofosfato
férrico com emulsificantes, NaFeEDTA, bis-glicinato ferroso, gluconato ferroso e
sulfato ferroso foram os que apresentaram maiores teores de ferro dialisavel,
enquanto que os fortificados com ferro eletrolitico, lactato ferroso e pirofosfato férrico
apresentaram os menores valores.

A bioacessibilidade in vitro, como estimativa da fracado mineral liberada,
também pode ser estimada com o emprego de ensaio de solubilidade. Nesta
técnica, também ocorre simulacao gastrointestinal, porém, somente a fracao soluvel
do mineral presente no alimento é avaliada (Camara et al., 2005a; Sahuquillo et al.,
2003). Sahuquillo et al. (2003) estimaram a bioacessibilidade de Ca, Fe e Zn em trés
tipos de legumes e também a influéncia do tamanho da particula da amostra,
empregando o modelo de digestdo in vitro pelo método de solubilidade. As
metodologias incluiram diferentes massas de amostras e utilizou-se agua para a
solubilizagdo dos alimentos. Em seguida, adicionou-se pepsina, e posteriormente,
adicionou-se a mistura de extrato de bile e pancreatina. A temperatura e o tempo da
digestdo gastrica e intestinal foram de 37 °C/2h para cada fase, o pH inicial foi
ajustado para 2,0; ap6s a digestao gastrica, o pH foi corrigido para 5,0 com NaHCO3
1M e, apds o término da digestao intestinal, o pH 7,2 foi ajustado com NaOH. Em
2005, Camara et al., fizeram avaliagdo da bioacessibilidade de minerais utilizando o
método de solubilidade proposto por Sahuquillo et al. (2003), onde pequenas
modificagdes foram realizadas em relacdo a massa de amostra e volume das
solucdes de enzimas.

Camara et al. (2005a) avaliaram a bioacessibilidade de minerais (Ca, Fe,
Zn e Cu) em refeicoes escolares e compararam os métodos in vitro de didlise e
solubilidade. Os autores verificaram que ndo houve uma correlacdo significativa
entre os métodos, ou seja, 0 mineral com maior valor para o ensaio de solubilidade
nao foi o que apresentou a maior porcentagem de dialise. Argyri et al. (2009)
realizaram um estudo para estimar concentracbes de ferro biodisponivel em
alimentos empregando a digestdo in vitro. O processo de didlise foi realizado
empregando uma placa com seis po¢os, com um “insert” onde foi inserido um anel
para prender a membrana de dialise. Este estudo teve como objetivo, melhorar a
eficiéncia do método e avaliar o emprego de volumes menores, tanto de amostras,

como de reagentes. Varios volumes de solugdo, alimentos liquidos e solidos foram
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testados. Ao final, os resultados foram comparados com a metodologia tradicional de
Miller et al. (1981) e os autores verificaram que a porcentagem de ferro dialisado em
ambas as técnicas apresentaram resultados semelhantes.

Além disso, para a estimativa da biodisponibilidade ensaios in vitro estdo
sendo realizados com o emprego de células Caco-2. As células Caco-2 sao
linhagens de células do carcinoma de cdlon humano que sofre diferenciacao
espontdnea e formam uma monocamada de células epiteliais polarizadas com
caracteristicas do enterécito humano. O emprego das células Caco-2 tem se
mostrado aplicavel ha alguns anos em estudos de absorcédo e transporte intestinal
de ferro (Glahn et al., 1996). Nesta técnica, os alimentos sdo submetidos a
simulacdo da digestao péptica seguida da digestdo intestinal, na presenca das
células Caco-2. Além de estimar a solubilidade e absorcédo, este modelo também
fornece uma estimativa do transporte do composto de interesse (Perales et al.,
2006). O emprego das células Caco-2 associada ao processo de digestao apresenta
um grande avanco, quando comparado ao uso apenas da digestao in vitro, pois
permite verificar a absor¢cdo do nutriente apds a digestdo do alimento, em pH
semelhantes aquelas encontradas ao longo da superficie de absorcdo do trato
intestinal. Mahler et al. (2009) compararam a biodisponibilidade do ferro empregando
métodos de digestao in vitro associados a culturas de células Caco-2 e verificaram
boa correlacdo com valores obtidos em estudo com humanos. Hur et al. (2011)
também verificaram que resultados em ensaios in vivo (humanos) com in vitro
(células Caco-2) apresentaram resultados concordantes.

A simulagdo in vitro (solubilidade e/ou dialise) ndo representa a
complexidade do processo digestivo humano, mas estes métodos in vitro, com ou
sem modificagées quimicas, tém sido amplamente utilizados com o intuito de
fornecer informagdes preliminares sobre a estimativa da disponibilidade de
nutrientes presentes nos alimentos, devido a correlagdo positiva com modelos in
vivo (Haro-Vicente et al., 2006; Hur et al., 2011).

Na deficiéncia de ferro no organismo foi constatado que ocorre aumento
da absorcdo de metais com mesma valéncia, como cobalto (Co), niquel (Ni),
manganés (Mn), zinco (Zn) e cadmio (Cd), significando que o ferro e tais metais
podem compartilhar o mesmo sistema de absor¢cdo. Porém, com exce¢édo do Zn, ha
pouca evidéncia de que tal competicdo seja importante nutricionalmente em relagéo

aos micronutrientes no ser humano (Cozzolino, 2012). O mecanismo de interacao
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que pode ocorrer na absorcao de ferro e zinco nao esta totalmente esclarecido. No
entanto, existem evidéncias que apontam a ocorréncia de interacdo nos sitios de
absorcdo ou pos-absorcdo, por causa da competicdo pelos mecanismos
semelhantes de transporte, devido a similaridade quimica entre eles (Antunes,
2010). Estudos sobre o efeito dos diferentes compostos de ferro na bioacessibilidade
de outros minerais como, Zn e Ca em paes e outros alimentos nao foram
encontrados na literatura.

Gautam et al. (2011) estudaram a influéncia da combinacdo de
compostos promotores (“amchur”, cenoura e cebola) e inibidores (acido fitico e
tanino exdgenos) sobre a biodisponibilidade de ferro e zinco em sorgo e trigo.
Verificaram que a bioacessibilidade de ferro e zinco sob o efeito dos promotores nos
gréos foi geralmente superior quando comparado com os efeitos causados pela
presenca de inibidores.

Dentre os compostos considerados inibidores no processo de absorcao
de ferro e outros minerais, o acido fitico apresenta destaque. Os graos integrais
contém quantidades significativas desse composto. O acido fitico ou mioinositol-
hexafosfato (IP6) é a principal fonte de armazenamento de fosforo nas plantas e
fosfato inositol em sementes. O fitato tem uma forte capacidade de formar
complexos com ions metalicos polivalentes, especialmente o ferro, célcio e zinco.
Esta ligacdo pode resultar em sais insoluveis com reduzida biodisponibilidade destes
minerais (Sanz-Penella et al., 2012). Estudos realizados demonstraram que das
fracdbes de mioinositol fosfatos (IP6, IP5, IP4, IP3 e IP2) presentes nos alimentos,
somente o IP5 e o IP6 apresentam efeito negativo sobre a absor¢cdo dos minerais,
as demais fracées apresentam baixa capacidade de ligar aos minerais ou 0s
complexos formados sdo mais soluveis (Silva & Silva, 1999; Valdés et al., 2011)

Brune et al. (1992) elaboraram 5 tipos de paes com diferentes proporcoes
de fibras e empregaram diferentes formas de fermentacéo. Eles verificaram que o
efeito inibitério sobre a absorcao de ferro se aplica mais pelo conteudo de fitato e de
fosfato inositol presentes apds o processo de fermentagdo do que pelo conteudo de
fibra alimentar. Sanz-Penella et al. (2012) avaliaram o efeito do fitato em relacéao a
absorcao de ferro a partir da elaboragdo de pao de trigo suplementado com farinha
de amaranto, empregando a técnica de digestdo in vitro associado a culturas de
células Caco-2. Os autores verificaram que as formulagées com 20% de farinha de
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amaranto apresentaram respostas promissoras como estratégia para melhorar o
valor nutricional dos pées, devido ao maior teor de ferro biodisponivel.

Zhu et al. (2009) compararam a biodisponibilidade de ferro utilizando
pirofosfato férrico solivel com os compostos comuns (FeSO4, NaFeEDTA e
bisglicinato ferroso), empregando o método de digestéo in vitro associada a cultura
de células Caco-2. Os pesquisadores utilizaram a ferritina como marcador da
absorcao de ferro e observaram que o pirofosfato férrico soluvel apresentou maior
biodisponibilidade quando comparado aos demais compostos de ferro avaliados.

Além da preocupagdao com a biodisponibilidade/bioacessibilidade dos
diferentes compostos de ferro empregados na fortificacdo de alimentos, a adicédo
desse mineral é um desafio, tanto do ponto de vista nutricional como tecnoldgico. Os
compostos de ferro soluveis em agua embora sejam considerados 0s mais
biodisponiveis, podem promover o desenvolvimento indesejavel de cor, sabor e
aroma, além de contribuir para o desenvolvimento da oxidacdo de lipideos nos
alimentos. J& os compostos insoluveis sdo pouco reativos e ndo acarretam o
desenvolvimento de alteragbes indesejaveis, porém apresentam baixa
biodisponibilidade em seres humanos (Hurrell, 2002; Hurrell et al., 2004).

O sulfato ferroso, muito empregado na fortificacao de alimentos, incluindo
farinhas, pode promover a formacao de radicais hidroxilas que sdo os responsaveis
por iniciar o processo de peroxidacdo de lipideos em membranas bioldgicas,
inativagdo de enzimas e danos a estrutura do DNA (Mendes et al., 2008; Schumann
et al., 2007), além disso, pode provocar efeitos colaterais no sistema gastrointestinal
(Mimura et al., 2008). Alguns pesquisadores sugerem a substiuticdo do sulfato
ferroso pelo mesmo composto, porém microencapsulado, pois este apresenta a
vantagem de proteger o alimento de alteracées organolépticas indesejaveis e
prevenir o desenvolvimento de oxidacdo de lipideos, além de apresentar
biodisponibilidade similar ao composto sem o0 processo de microencapsulacao
(Cocato et al., 2007; Gotelli et al., 1996; Lysionek et al., 2002)

2. Farinha de trigo refinada e integral e producao de pao tipo francés.

O trigo é amplamente utilizado apds o processo de refino. Durante este
processo ocorre a separacao da farinha refinada da fragdo composta por gérmen e
farelo, que contém a maior parte dos nutrientes presentes no grao, como: vitaminas,

aminoacidos, antioxidantes, minerais (ferro, zinco, calcio, magnésio, fosforo,
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potéssio), além de elevado teor de fibras (Buri et al., 2004). Devido a presenca
destes nutrientes, atualmente é crescente a demanda por produtos integrais pelos
beneficios que proporcionam a saude. No Brasil, o pao tipo francés é o mais
consumido entre todos o0s paes, e a incorporagcédo de farelo com ou sem gérmen
neste produto, tem sido realizada com aceitacao pela populacéo (Brasil, 2005b).

A World Health Organization (WHO) considera saudavel o consumo de 60
kg de paes ao ano. No entanto, dados da Associagdo Brasileira da Industria de
Panificacao e Confeitaria (ABIP, 2012) afirmam que o consumo de pées no Brasil é
de apenas 34,09 kg ao ano, por pessoa. De acordo com o Instituto Tecnolégico da
Panificacdao e Confeitaria, 86% do consumo (30,5 kg) correspondem aos paes
artesanais, dos quais 58% (aproximadamente 17,7 kg) sdo do péao tipo francés, e
apenas 14% (aproximadamente 4,6 kg) sdo de pées industrializados.

A qualidade das farinhas pode ser avaliada por parametros farinograficos
que verifica o comportamento da massa durante a etapa de mistura e por
parametros extensograficos que mede o comportamento da massa durante as
etapas de descanso e fermentacdo nos tempos de 45, 90 e 135 min, entre outros, e
a qualidade tecnolégica dos paes, através da avaliacdo do volume especifico, salto
de forno, pestana, formato, etc.

As propriedades reoldgicas da farinha de trigo podem fornecer
informacdes do comportamento de manipulagdo da massa durante o
processamento. Os resultados podem servir como um indicativo tecnolégico de
qualidade do produto final e alteracbes nestes parametros ndo sao desejaveis
(Sollars & Rubenthaler, 1975). De acordo com Nabeshima et al. (2005) ao avaliarem
os parametros reologicos de farinha e tecnologicos de pao de forma fortificado com
diferentes compostos de ferro (ferro reduzido, pirofosfato de ferro e sulfato ferroso
microencapsulado) verificaram que os parametros farinograficos e extensograficos
foram afetados quando sulfato ferroso microencapsulado foi utilizado como
fortificante na farinha de trigo. Akhtar et al. (2009) fortificaram farinha de trigo integral
com ferro elementar, NaFeEDTA, sulfato de zinco e 6xido de zinco e avaliaram a
influéncia destes compostos na reologia da massa de farinha durante o periodo de
60 dias de estocagem. Os autores verificaram que ocorreu maior absor¢cao de agua
nas farinhas fortificadas e o composto NaFeEDTA apresentou menor efeito na
reologia da farinha do que o ferro elementar. Gupta et al. (2012) também verificaram

alteracdes reoldgicas na massa de trigo quando fumarato ferroso foi utilizado como
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fortificante. J& Sudha & Leelavathi (2008) nao verificaram alteragdes tanto na
reologia quanto na qualidade de panificacdo da farinha de trigo, mesmo apés o
armazenamento, quando sulfato ferroso, FeEDTA e fumarato ferroso foram
utilizados.

Nabeshima et al. (2005) compararam as caracteristicas tecnoldgicas e
sensoriais de paes tipo forma, fortificados com 3 diferentes fontes de ferro (ferro
reduzido, pirofosfato de ferro e sulfato ferroso microencapsulado) e verificaram que a
adicao de sulfato ferroso microencapsulado alterou as propriedades farinograficas e
extensograficas da farinha de trigo em relacdo a amostra padrdao. Em relacdo as
caracteristicas sensoriais, verificaram que as amostras de paes contendo compostos
de ferro nao diferiram da amostra controle.

Em 2010, Kiskini e colaboradores avaliaram as caracteristicas quimicas e
sensoriais de paes elaborados com farinha de trigo e farinha sem gluten, fortificados
com cinco diferentes compostos de ferro (pirofosfato férrico, pirofosfato férrico com
emulsificantes, NaFeEDTA, sulfato ferroso microencapsulado e ferro reduzido) e
verificaram que as caracteristicas de qualidade (volume especifico, textura da crosta
e miolo) dos paes foram mais dependentes do tipo do que da solubilidade do ferro
utilizado. Em relacdo as caracteristicas sensoriais, os paes elaborados com trigo
fortificado NaFeEDTA apresentaram os atributos avaliados mais afetados quando

comparados a amostra controle.

3. Ferro e efeitos na qualidade e/ou estabilidade de alimentos.

A adicao de ferro em produtos alimenticios, além de poder alterar as
propriedades sensoriais, pode contribuir para a ocorréncia de reagdes indesejaveis.
Esse processo pode promover alteragdes nos alimentos durante o processamento,
distribuicdo e armazenamento, influenciando sua qualidade e vida de prateleira
(Hurrell et al., 2004). A qualidade nutricional pode ser diminuida pela perda de
vitaminas, acidos graxos e aminodcidos essenciais, enquanto varios compostos de
degradacao, associados a oxidacao de lipideos, podem ser capazes de reagir com
biomoléculas como proteinas, diminuindo sua absorcao (Ferrari, 1998).

O processo de oxidagao lipidica € dividido em etapas e a primeira é o
periodo de indugdo, onde ocorre a formacdo dos radicais livres sob condi¢des
favoraveis como luz, calor e presencga de oxigénio; a etapa seguinte € a propagacao,

onde o indice de perdxido cresce até atingir um maximo, e a velocidade de
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decomposicado dos peréxidos se iguala a sua velocidade de formacgéo. O final do
processo se da com a terminacdo, onde a decomposicdo dos perdxidos ocorre
seguida da polimerizacdo das moléculas. Os produtos finais da oxidacéo lipidica
compreendem os derivados da decomposicdo de hidroperoxidos, como alcodis,
aldeidos, cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos (Araujo, 2004; Fernandez et al.,
1997; Ferrari, 1998). A oxidacdo lipidica é considerada um fator limitante na
qualidade do alimento, podendo ser acelerada pela presenca de metais de transicéo,
como o ferro (Araujo, 2004).

Varios sdo os métodos empregados para a avaliacdo da estabilidade
oxidativa em alimentos, porém nenhum método indica perfeitamente as
modificacbes quimicas e organolépticas produzidas no decurso das reacbes de
oxidacao. Cada método fornece informagdes sobre um estado particular do processo
oxidativo, variavel em funcao das condicées aplicadas e dos substratos lipidicos
empregados (Silva et al., 1999). Determinacdes realizadas empregando métodos
colorimétricos, iodométrico, oxigénio ativo, entre outros séo utilizados para analise
de produtos primarios de oxidagdo, com o estabelecimento do indice de perdxido
(IP), que deve ser determinado no primeiro estado do processo oxidativo (Silva et
al., 1999). No processo de decomposicao de perdxidos, compostos de natureza
diversa sao produzidos, como aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, polimeros,
hidroxi-acidos, os quais sdo considerados compostos secundarios e muitos destes
compostos de degradagdo possuem um odor desagradavel. Para a quantificacao
destes compostos métodos colorimétricos podem ser empregados além de métodos
cromatograficos.

Su-Chuen et al. (2007) avaliaram a estabilidade a oxidac&o lipidica em
quinoa sob condigdes de envelhecimento acelerado e os compostos usados como
indicadores da oxidacao lipidica foram: acidos graxos livres, dienohidroperéxidos
conjugados e hexanal. Eles verificaram que durante os 30 dias estudados os
lipideos presentes na quinoa nao apresentaram alteragdes significativas. Mendes et
al. (2008) verificaram que a estabilidade oxidativa de leites em pé fortificados com
ferro, expressa pelo indice do acido tiobarbittrico (TBA), foi influenciada pela adigao
do mineral. Os pesquisadores verificaram também que o ferro aminoacido quelato
ocasionou menor oxidacao de lipideos, quando comparado ao sulfato ferroso.

Jensen et al. (2011) avaliaram a estabilidade oxidativa de pao de trigo
integral durante cinco semanas, embalado em condi¢cdes de atmosfera modificada,
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através da técnica de espectroscopia de ressonancia de spin eletrbnico, pela
deteccao de radicais livres e avaliacao do valor de perdxido. Os autores verificaram
gue a oxidacao durante a estocagem afetou tanto a casca quanto o miolo dos pées.

No Brasil, a fortificagdo de farinhas com ferro tem sido realizada desde
2002. Existem varios compostos de ferro permitidos para a adicdo, cujas
caracteristicas fisico-quimicas e bioacessibilidade provavelmente sao diferentes.
Dados sobre os efeitos da fortificacao das farinhas com ferro e a oxidacao de lipidios
nao estao disponiveis em publica¢des cientificas. Portanto, com o intuito de avaliar a
qualidade de farinhas e paes produzidos com diferentes compostos de ferro, faz-se
necessario realizar o estudo da influéncia dos diferentes compostos de ferro na
estabilidade oxidativa e caracteristicas reoldgicas das farinhas; na qualidade
tecnoldgica de paes e na bioacessibilidade de minerais em paes. Além disso, com
base na importancia nutricional das farinhas de trigo integrais, pretende-se produzir
paes com farinhas integrais adicionadas de diferentes compostos de ferro e avalia-
los. Estas farinhas possuem maior teor de lipideos, sendo mais susceptiveis a
oxidacao, assim como maior teor de fibras, podendo influenciar a bioacessibilidade
do ferro. Ademais, os teores totais, solUveis e dialisaveis de zinco e calcio,
naturalmente presente nos paes tipo francés, foram determinados. Os dados obtidos
poderdo proporcionar uma estimativa da absor¢cdo dos diferentes compostos de
ferro, zinco e célcio no organismo humano, contribuindo assim para a obtencéo de
dados para a campanha de fortificacdo de farinha de trigo no Brasil, além de se
obter dados em relagédo a qualidade e ou estabilidade destas farinhas.
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CAPITULO 2:

MINERAL BIOACCESSIBILITY IN FRENCH BREADS FORTIFIED WITH

DIFFERENT IRON COMPOUNDS AND ITS EFFECTS ON RHEOLOGICAL AND
TECHNOLOGICAL PARAMETERS.
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ABSTRACT

The present study investigated the effect of different forms of Fe used in the
fortification of wheat flour on the rheological characteristics of flour and technological
quality of French breads and the bioaccessibility of added Fe, Zn and Ca naturally
occurring by in vitro assay. The results demonstrated that the wheat flour was
suitable for use in bakery products; however, the farinograph and extensograph
parameters were affected by different forms of Fe, which also changed the
technological quality of breads, with no negative impacts on bread making. The
NaFeEDTA and microencapsulated ferrous sulfate proved to be the most effective’s
forms of iron, due to its higher dialyzed Fe content. Zinc bioaccessibility is not high,
thus the NaFeEDTA contributed positively for the absorption of this mineral. In
contrast, a high bioaccessibility of calcium was observed, which was not affected by
the majority forms of iron. Additionally, Fe, Ca and Zn naturally occurring also
presented high bioacessibility. Thus, French bread made with flour fortified with iron
can contribute to demand and supply of minerals, and the form of Fe used can affect
not only Fe bioaccessibility, but also Zn, leading to changes in the rheological

properties of wheat flour and technological quality.

Key words: wheat flour, quality, in vitro methods, minerals.
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1. INTRODUCTION

In Brazil, as in many other countries, fortification of wheat flour and corn
flour with iron has been carried out since 2002, to reduce iron deficiency anemia,
considered a public health problem due to consumption of a habitual diet low in
bioavailable iron (Brasil, 2002; WHO, 2006). Furthermore, the intake of essential
minerals such as zinc and calcium is also important, as these minerals are related to
the functioning of the body and the deficiency of these can lead to several
physiological-pathological conditions of a serious nature (Akhter et al., 2012). Studies
on the absorption of minerals have shown that an element can interfere with the
absorption of other, competing for the same active sites (Perales et al., 2006). The
addition of iron to foods is authorized by the Brazilian legislation, including wheat
flour, and the compounds include dehydrated ferrous sulphate (dried), ferrous
fumarate, reduced iron, electrolytic iron, NaFeEDTA, ferrous glycinate chelate,
among others (Brasil, 2002). Other forms of iron such as ferric pyrophosphate
(Kiskini et al., 2007) and microencapsulated ferrous sulfate (Nabeshima et al., 2005)
have also been used as iron source for food fortification in other countries.

Some parameters should be considered in fortification with iron for not
compromising the quality of the final product as cost (depending on the technology
used), rheological properties, and the absorption in the human body (Akhtar et al.,
2011; WHO, 2006). The rheological properties of dough, among other parameters,
indicate the quality of flour used for bread making, and changes in these properties
should not occur after fortification (Akhtar et al., 2011). However, Nabeshima et al.
(2005) studied the technological of pan bread fortified with different forms of iron and
found that the farinograph and extensograph parameters were affected by
microencapsulated ferrous sulfate used in wheat flour fortification. Akhtar et al.
(2009) investigated the effects of whole wheat flour fortification with iron on the
rheological properties of dough during 60 days of storage. The authors observed
greater water absorption in the fortified flour, and the rheological parameters of flour
were less affected by NaFeEDTA when compared to elemental iron.

Although flour fortification with Fe is a common practice in Brazil and other
countries, there is no positive correlation with the reduction of anemia in the
population (Hurrell et al., 2010). Various authors have studied the bioaccessibility of
iron compounds and other minerals, aimed to find more effective compounds in the

fortification process. It is noteworthy that some forms of iron such as ferrous sulfate,
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iron fumarate, NaFeEDTA, and microencapsulated ferrous sulfate are indicated for
fortification of cereals, since they are better absorbed by human body (Akhtar et al.,
2011). Some researchers have suggested the replacement of ferrous sulfate for its
microencapsulated form, with the advantage of protecting food against undesirable
organoleptic changes and lipid oxidation (Cocato et al., 2007). In vitro assays have
been performed to estimate the bioaccessibility of these compounds (Argyri et al.,
2009; Camara et al., 2005a; Kiskini et al., 2007; Perales et al., 2006) in addition to
studies on Caco-2 cells (Perales et al., 2006).

A comprehensive study on the effect of the addition of different forms of
iron to wheat flour on the rheological properties of dough and quality parameters of
French bread, and the bioaccessibility of iron, zinc, and calcium have not been found
in literature. Therefore, the present study aimed to investigate the effect of different
forms of iron on both the rheological properties of fortified flour and technological
quality of breads. In addition, the bioaccessibility of different forms of iron used in
fortification, zinc and calcium naturally occurring contents in soluble and dialyzed

fractions were also investigated.
2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Material

Refined wheat flour, 100 kg, (Moinho Guagu Mirim, Mogi Guacu, Brazil),
was fractionated in portions of 10 kg, and fortified with 4.2 mg-100 g" (+ 20%),
according to Normative Resolution 344 ( BRASIL, 2002), with different forms of iron,
totaling 6 samples and the control (without iron addition). The iron sources were: iron
sulfate monohydrate (SF), ferrous fumarate (FF), reduced iron (Fe R), (M Cassab,
Brazil); sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid (NaFeEDTA - Ferrazone)
(Vogler Ingredientes, SP, Brazil); microencapsulated ferrous sulfate (SF micro) and
microencapsulated ferrous fumarate (FF micro), (Functional Mikron, Valinhos, Brazil).
For the fortification process, the sample was homogenized in V-blender (Tecnal
Piracicaba, Brazil) for 30 minutes in portions of 5 kg. The resulting flours were
characterized for composition, rheological properties and iron content.

Breads were made by the modified straight dough method. The dry
ingredients (100% wheat flour, 1.5% instant dry yeast, 1.8% salt, and 2.5%
enhancer) and water were mixed in HAE 10 dough mixer (Hyppolito, Ferraz de
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Vasconcelos, Brazil) at slow speed for 4 minutes, and at high speed until
development of the gluten network. Dough was divided in portions of 65 + 1 g,
rounded and allowed to rest for 15 min. After this period, the portions were molded in
modeling machine HM2 Hp 0.5 (Hyppolito, Vasconcellos Ferraz, Brazil) and
fermented in fermentation chamber 20B (Super Freezer, Pogos de Caldas, Brazil),
for 60-70 min at 27 - 30 °C and relative humidity of 85-90%. A cut was made on the
surface of dough to form eyelash, and then the samples were baked in heart oven
HF 4B (Haas, Curitiba, Brazil), with ceiling and ballast temperatures of 170 °C and
180 °C, respectively, for 16 £ 3 minutes. After 30 min of cooling, the quality of breads
was evaluated. Ten units of each bread was ground, packed, and stored in the

freezer (- 20 °C) for analysis.

2.2 Methods

2.3  Characterization of the wheat flour

The proximate composition of the control flour was determined as follows:
moisture, protein, lipids and ash were determined according to the AACC (2010)
methods 44-15.02, 46-13.01, 30-25.01, and 08-01.01, respectively. Total
carbohydrates were calculated by difference. Total dietary fiber was determined by
AOAC (2000) method 985.29. Gluten index (Gl) and gluten content (wet and dry)
were determined in Glutomatic equipment (Perten Instruments, Hagersten, Sweden)
by AACC (2010) method 38-12.02. Iron contents were determined as reported by
Rebellato et al. (2015). All analyses were performed in triplicate.

The wheat flour fortified with different forms of iron, and the control sample
were subjected to farinograph analysis, and water absorption (WA), arrival time (AT),
dough development time ( DDT), stability (EST) and mixing tolerance index (MTI),
according to the AACC (2010) method 54-21.01, using farinograph Brabender
(Duisburg, Germany), model 827505. The extensograph properties were evaluated
for resistance to extension (R), maximum resistance to extension (Rm), extensibility
(E) and a ratio number (D = R/E), in the Brabender equipment (Duisburg, Germany),
model 860703, according to the AACC (2010) method 54-10.01, in triplicate.

2.4  Technological quality of breads
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French bread samples (control and fortified) were evaluated for the
following parameters: specific volume (VE), 10-05.01 by the AACC (2010); shape,
assessed by width and height measurements of the loaves, according to Bodroza-
Solarov et al. (2008); oven spring, according to Shittu et al. (2008); cut opening and
cut height, according to Alimeida & Chang (2012), in four replicates.

2.5 Bioaccessibility and minerals contents in breads

Amount of Fe, Zn, and Ca were determined in French breads by Flame
Atomic Absorption Spectrometry (FAAS), according to Rebellato et al. (2015), in
triplicate. For Zn and Ca determinations, the method was validated based on the
parameters precision, recovery, sensitivity, linearity, limit of detection, and limit of
quantification. In the calcium determination an amount of lanthanum oxide sufficient
to obtain a final content of 0.5% was added to eliminate phosphate interferences.

Precision was accepted and expressed as average coefficient of variation
of + 10%. Recovery was performed by adding the analytes (Zn and Ca) to the bread
samples (without fortification), at 50 and 100%. Percent recovery close to 100% was
considered satisfactory. Sensitivity was expressed by the slope of the linear
regression equation. Linearity was assessed by the correlation coefficient of the
calibration curve and the residual plot was considered satisfactory for r=20.995. The
limits of detection and quantification were calculated based on the calibration curve,
and expressed as mg-100 g sample.

The control and the sample containing different forms of iron were also
subjected to solubility tests according to Camara et al. (2005a), with modifications as
described by Rebellato et al. (2015). The volume of enzyme solution used in the
digestive trial was adjusted to 6.0 mL (0.4 g of pancreatin from porcine pancreas P-
7545 and 2.5 g of bile from B-8631 bovine and ovine, Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA, in 100 mL NaHCO3 0.1 mol-L™).

The dialysis test was performed according to Perales et al. (2006), with
modifications as described by Rebellato et al. (2015). For the digestive trial, 30 mL of
PIPES buffer, 0.30 mol-L" (piperazine-N, NO-bis [2-ethanesulfonic acid] disodium
salt), adjusted to pH 6.3 with concentrated HCI was used in membrane dialysis
(dialysis bag: molecular weight cut-off from 12,000 to 16,000 and porosity of 25 A,
Inlab, Sao Paulo, Brazil) rather than NaHCOj3; solution, as reported by Argyri et al.
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(2009). The volume of the enzyme solution (bile and pancreatin solution) was also
changed to 6 mL, as described in the solubility test.

Soluble and dialyzed Fe, Ca, and Zn were determined in the fractions by
FAAS, as described by Rebellato et al. (2015), in four repetitions.

2.6  Statistical Analysis

The results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and Tukey's
test (p <0.05) for the comparison of means using the Statistica 7.0 software (StatSoft,
USA).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Characterization of wheat flour

The flour can be considered type 1, as established by Normative
Instruction 8 of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (BRASIL, 2005b), as
it exhibited less than 15% moisture, less than 0.8% ash, and more than 7.5% protein.
In relation to gluten, flour of this study is suitable for the manufacture of French
bread, with gluten index (Gl) greater than 90 (Pizzinatto, 1997), and adequate levels
of dry and wet gluten.

The iron content in wheat flour (control) was 1.01 + 0.03 mg-100 g™'. After
fortification of wheat flour with different forms of iron, iron contents ranged from 4.41
+0.07 t0 5.84 + 0.12 mg-100 g ™. These values are in accordance with the Normative
Resolution 344 (BRASIL, 2002). Frontela et al. (2011) also found iron content of 4.59
mg-100 g in fortified commercial flour used for bread making.

The farinograph and extensograph parameters of the control flour and
flour fortified with different forms of iron are shown in Tables 1 and 2, respectively.

With respect to the farinograph parameters, higher water absorption (WA)
values were observed in wheat flour fortified with ferrous sulfate, ferrous fumarate,
and reduced iron when compared to the control sample, indicating that the types of
iron influenced this parameter. Regarding the arrival time (AT), no significant
differences were observed between the control and the samples fortified with
different forms of iron (0.96 min). Nogueira (2015) found AT of 1.47 min in refined

wheat flour, while Schmiele et al. (2012) found TC values of 1.5 min.
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Table 1. Farinograph parameters of wheat flour fortified with different forms of iron

WF WA (%) AT (min) DDT (min) EST (min) MTI (FU)

Control 54.43+0.06d 0.90+0.09a 1522+020c 3272+1.81b 23.33+1.53a
SF 5523+021a 098+0.02a 1521+0.19¢c 35.64+3.07ab 24.00+1.00a
FF 54.97 +0.06 a,b,c 1.00+£0.04a 16.38+0.05b,c 38.89+0.42a 21.00+1.00a
Fe R 55.03+0.15ab 095+0.04a 1824+025a 37.38+0.60ab 16.67+1.53b

NaFeEDTA 54.73+0.25b,c,d 0.97+0.03a 16.77+0.53b 34.62+216ab 24.00+2.00a
SF micro 54.53+0.23¢c,d 099+0.02a 16.53+1.08b,c 3581 +3.26ab 11.00+1.00c
FF micro 54.40+0.17 d 0.95+0.04a 16.65+0.36b 37.46+0.08ab 12.00+1.00c

Mean * standard deviation. WF: wheat flour. AA: water absorption; AT: arrival time; DDT: dough
development time; EST: stability; MTI: mixing tolerance index; FU: farinographic units. SF: ferrous
sulfate; FF: ferrous fumarate; Fe R: reduced iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic
acid; SF micro: microencapsulated ferrous sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate.
Averages with different letters in the same column indicate significant difference among samples
(p<0,05).

Dough development time (DDT) was influenced by the reduced iron,
NaFeEDTA, and FF micro. Schmiele et al. (2012) studied wheat flour with 12.5%
protein, and found DDT of 10,1 min, while Nogueira (2015) found values of 11.4 min
in wheat flour with 15.46% protein. In general, flours with lower protein contents
require less time to form the gluten network, since hydration enhances gluten
development (Schmiele et al., 2012). Stability (EST) ranged from 32.72 to 38.89 min
for the control and flour fortified with ferrous fumarate, respectively. The samples
fortified with microencapsulated iron (sulphate and fumarate) showed the lowest
values of mixing tolerance index (MTI), with values of 11 and 12 FU, respectively.
Nabeshima et al. (2005) found higher IMT (30 FU) in wheat flour fortified with
microencapsulated ferrous sulfate monohydrate when compared to the non-fortified
flour. According to the authors, the increase in farinograph property can be due to the
polysaccharide used in microencapsulation. In general, strong flour used in bread
making improves the quality of breads, with WA >58%, DDT 4-8 min, EST 8-15 min,
and MTI 15-50 FU (Pizzinatto, 1997).

Regarding the extensograph parameters, significant differences (p<0,05)
were observed in resistance to extension of the control sample when compared with
the samples fortified with NaFeEDTA and SF micro (45 min). At 90 min, the control
sample was significant different from the samples containing SF, FF, NaFeEDTA,
and SF micro; at 135 min, a significant difference (p<0.05) was observed only
between the control and the sample fortified with FF. For maximum resistance to
extension (Rm), the samples fortified with different forms of iron were not significant
different (p>0.05) when compared to the control in the periods studied.
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Table 2. Extensographic parameters of wheat flour fortified with different forms of iron

Parameter WF Time
45 min 90 min 135 min
Control 572.00 + 28.2 ¢ 849.00 + 40.30 d 925.67 +44.90 b
SF 576.33+9.02c  1004.33+64.42ab,c  1024.00 + 82.29 a,b
Resistance FF 640.67 +3.06 ab,c  1108.67 +21.36 a 1189.00 + 103.16 a
to extension, Fe R 581.00 + 18.33b,c  918.00 + 78.08 c,d 1047.33 £ 40.07 a,b
R(EU)  NaFeEDTA 677.33+37.23a  1088.33+81.57 a,b 1123.00 £ 72.92 a,b
SFmicro  662.00+56.72ab 1002.67 +46.26ab,c 1107.00 +111.75 a,b
FF micro 562.67 + 9.71 c 943.67 + 8.14 b,c,d .1002.67 + 68.89 a,b
Control 832.80 +40.5ab 1111.57+14.70ab 114253 +110.30 a,b
. SF 751.93+21.28ab 1116.83+92.91ab 1039.83 + 87.97 b
re'\é'g)t(;f:g;“to FF 837.60 +43.77ab  1284.77 +35.80 a 1321.70 + 105.85 a
oxtension, € R 833.77+26.51 ab  1194.00+44.00 a 1199.37 + 100.68 a,b
Rm (UE) NaFeEDTA 832,50 +30.06ab 1141.07+117.70ab 116217 £95.76 a,b
SF micro 853.23+8243a  1151.53+30.65a,b 1051.20 +1.11 b
FF micro 725.00 + 6.56 b 1005.47 + 25.14 b 1029.20 + 71.43 b
Control 140.47+8.80 a 118.87+3.60 a 111.07 +3.50 a
SF 121.20 +3.29 ¢ 99.47 + 2.57 b,c 79.37 +1.76 ¢
. FF 123.83 £ 2.83 b,c 98.07 +3.76 b,c 82.93 +4.85¢C
Extensibility, ro g 13543+6.17ab  107.53+8.74ab 99.70 +9.40 ab
E (mm) 43+6.17 a, . , :
NaFeEDTA  111.80 +4.72¢c 84.33+3.21d 79.57 +3.55 ¢
SF micro 116.50 + 1.40 ¢ 100.20 + 3.05 b,c 81.50 + 3.58 ¢
FF micro 119.67 +1.15¢ 93.57 + 1.07 c,d 85.77 + 7.15 b,c
Control 4.09+0.4d 7.15+0.60d 8.33+0.30d
SF 476 +0.19 c,d 10.27 £ 0.41 b,c 12.89+0.77 a,b
Ratio  FF 5.17 +0.10 b,c 11.32 £ 0.56 a,b 13.18 £ 0.53 a,b
number,D FeR 4.30+0.28d 9.07+0.51¢c 10.55+0.77 ¢
(EU/mm)  NaFeEDTA 6.06 +0.09 a 12.00+1.10 a 14.10 +0.46 a
SF micro 5.67 +0.42 a,b 10.02 £ 0.70 b,c 12.70 £ 0.40 a,b
FF micro 470 +0.10 c,d 10.09 + 0.20 b,c 11.74 +1.09 b,c

Mean * standard deviation. R: resistance to extension; Rm: maximum resistance to extension; E:
extensibility; D: ratio number (R / E); EU: extensographic units. WF: wheat flour. SF: ferrous sulfate;
FF: ferrous fumarate; Fe R: reduced iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid;
SF micro: microencapsulated ferrous sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate.
Averages with different letters in the same column indicate significant difference among samples

(p<0,05).

The control sample showed the highest extensibility values (mm) at 45,

90, and 135 min, and did not differ (p>0.05) from the sample fortified with reduced

iron. In relation to the proportional number (D) at 45 min, similar results were

observed for the control sample (p<0.05) when compared to the samples fortified

with reduced iron, SF, and FF micro; at 90 and 135 min, the control sample showed

the lowest D values and was significant different from the wheat flours fortified with
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all forms of iron. According to Pizzinatto (1997), wheat flour can be classified in
relation to extensograph parameters and is considered strong when presenting R,
Rm and D values higher than 560 EU, 840 EU, and 3.6 EU/mm, respectively, and E

value lower than 155 mm.

3.2  Technological quality of breads

French breads were characterized for specific volume (SV); shape by
measuring the width and height of the loaves, oven spring, cut opening and cut
height, and the results are shown in Table 3.

Table 3. Quality parameters of the French breads

. . Oven Cut Cut
WF (crr1s3\-/g'1) H(i'r?]?t V(\Qg;[? Shape  spring opening height
(cm) (cm) (cm)
Control 485+ 581+ 725+ 0.8+ 1.99 + 1.88 + 0.71 £
0.11b 0.19b 0.15b 0.02b 0.15b,c 0.06 a,b 0.02 a
SF 48+ 579+ 6.67x 0.87% 1.70 + 1.45 + 0.3+
0.16b 0.15b 0.16b,c 0.04ab 0.16cd 0.11cd 0.07b
FE 470+ 6.00 656+ 091+ 209+ 213 % 0.65 +
0.07b 0.19b 0.19c¢c 0.03a 0.08b,c 0.22 a 0.14 a
Fe R 501+ 750+ 871+ 086+ 345+ 1.65 0.68 £
0.10b 0.15a 0.21a 0.01ab 0.16a 0.11 b,c 0.08 a
567+ 589+ 705+ 084z 1.66 + 1.83 0.64 £
NaFeEDTA  go42  0.13b 042bc 006ab 0.11cd 0.17abc 0.12a
SF micro 504+ 587+ 673+ 0.87% 1.48 + 1.84 + 0.63 £
0.22b 0.22b 0.15b,c 0.03ab 0.16d 0.134a,b 0.17 a
FE micro 593+ 6.15+ 697+ 088+ 220+ 113+ 0.26 £

0.42 a 0.27b 051b,c 0.042a 0.23b 0.09d 0.05Db
Mean + standard deviation (n = 4). SV: specific volume; WF: wheat flour. SF: ferrous sulfate; FF:
ferrous fumarate; Fe R: reduced iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid; SF
micro: microencapsulated ferrous sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate. Averages
with different letters in the same column indicate significant difference among samples (p<0,05).

Significant differences (p<0.05) were observed for the specific volume
(SV) of the control sample (4.85 cm®.g”) when compared to the samples fortified
bread with NaFeEDTA and FF micro, which had higher values of 5.67 and 5.93
(cm*-g"), respectively. Nabeshima et al. (2005) studied bread samples (without the
addition of iron and fortified with three different forms of iron), and found specific
volumes ranging from 3.03 to 3.54 cm®g™, with no significant difference from the
control. Almeida & Chang (2012) also assessed the SV of frozen pre-baked French
breads and found values from 4.11 to 2.98 cm®.g™".
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Regarding the bread shape, measured by the height/width ratio, it was
found that the bread fortified with reduced iron had the highest height value (7.5 cm)
with significant difference from the other breads, with width ranging from 6.56 to 8.71
cm. The control sample differed (p<0.05) only from the samples fortified with FF and
reduced iron, with values ranging from 0.8 to 0.91, while breads fortified with FF and
FF micro were significantly different from all samples. Nogueira (2015) studied the
use of sour dough for sodium reduction in French bread and found values of 0.72 for
the control sample (commercial flour). According to Bodroza-Solarov et al. (2008),
French bread may have regular shape when the height/width ratio is equal to 0.5;
and spherical shape when at ratio > 0.5, while smaller values indicate a flat shape.

About the parameter oven spring, the control sample exhibited 1.99 cm,
and was significantly different (p<0.05) only from breads fortified with SF micro and
reduced iron, with values of 1.48 and 3.40 cm, respectively. Nogueira (2015) found a
value of 1.43 cm for this parameter, while Alimeida & Chang (2012) found values of
1.24 £ 0.24 cm.

With respect to the parameters cut opening and cut height, breads fortified
with SF and FF micro had the lowest values, with significant differences (p<0.05)
when compared to other breads, including the control, with values of 1.88 cm and
0.71 cm, respectively. According to Almeida & Chang (2012) an ideal cut opening
and cut height value for French bread may vary from 2.7 to 3.6 cm and 0.90 to 1.3
cm, respectively, and lower values characterize lack of these parameters

Overall, both the rheological parameters of wheat flour as the quality
parameters of bread were changed by different forms of iron when compared to the
control sample. However, from a technological point of view, all forms of iron used in
the fortification were suitable for the manufacture of French breads. For wheat flour
to be considered appropriate for bread making, it should have the ability to produce
attractive and cost-competitive breads. In the absence of these characteristics, flour
may also be supplemented with additives.

3.3  Bioaccessibility of Fe, Ca, and Zn in breads
For Zn and Ca determinations, the method was validated according to the
validation guides, and the parameters linearity, sensitivity, precision, recovery, and

limits of detection and quantification were evaluated.
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Calibration curves were constructed for obtaining the linear range, and the
concentrations ranged from 0.008 to 0.75 mg-L™ and 0.5 to 5.0 mg-L" for Zn and Ca,
respectively. The correlation coefficients of the calibration curves were considered
adequate (r> 0.9995). Residual plots showed a normal distribution around zero. The
sensitivity was considered adequate for the determination of both minerals in bread
samples. The limits of detection and quantification were 0.005 and 0.02 mg-100 g;
and 0.4 and 1.5 mg-100 g, for Zn and Ca, respectively. The coefficient of variation
were 3.26% and 1.10% (<10%) for Zn and Ca, respectively. The intermediate
precision was evaluated by analysis of variance (ANOVA), with 95% level of
confidence, and the calculated F was lower than tabulated F (4.10) for Zn and Ca in
the control sample. The recovery values ranged from 111 t0 99.6% and 112 to 114%
for Zn and Ca, respectively.

Fe, Zn, and Ca contents and the estimated bioaccessibility (solubility and
dialysis) of both the control sample and samples fortified with different forms of iron
are shown in Tables 4, 5 and 6, respectively.

The Fe content in the control was 1.54 mg-100 g™, while the fortified
samples showed levels ranging from 4.33 to 5.44 mg-100 g™'. Significant differences
(p<0.05) in Fe contents were observed only for the bread fortified with NaFeEDTA
and SF micro when compared to the others. This difference may be due to the
homogenization of the batch of fortified flour with iron and the portion used for bread
making. Similar values were obtained by Nabeshima et al. (2005), who studied pan
breads fortified with iron pyrophosphate, reduced iron, and microencapsulated
ferrous sulfate, and found Fe contents of 4.37, 4.70, and 5.11 mg-100 g'1,
respectively. Yeung et al. (2005) studied the bioavailability (in vitro digestion / Caco-2
cells) of control bread (without fortification) and bread containing different forms of
iron (reduced, H-reduced CO-reduced carbonyl and electrolytic), and found Fe
contents of 0.9 mg-100 g and 5.8 to 6.16 mg-100 g™', respectively.

The soluble iron in bread (Table 4) varied from 0.77 to 2.58 mg-100 g™ for
the control and bread fortified with FF, respectively. No significant difference (p>0.05)
was observed between the control and the sample fortified with SF micro. The
breads fortified with FF and NaFeEDTA were not significantly different (p>0.05), and
presented the highest concentrations with values of 2.58 and 2.56 mg-100 g,

respectively.



Table 4. Total, soluble, and dialyzed iron.

Sample total Fe_1 soluble F_? Solubility Dialyzed I_:1e Dialysis
(mg-100g™") (mg-100g™") (%) (mg-100g™") (%)
Control 1.54+0.04d 0.77+0.05e 49.89 0.51+£0.05d 33.06
SF 433+0.01c 1.63x0.14c 37.76 1.41+0.04c 3255
FF 435+0.07c 258+0.05a 59.24 1.41+0.08c 32.41
Fe R 439+0.06c 2.05+0.02b 46.77 1.61+0.08c 36.67
NaFeEDTA 5.08+0.07b 2.56+0.03 a 50.38 266 +£0.06a 52.43
SF micro 544+0.14a 0.91+0.03¢e 19.75 218+ 0.14b  40.11
FF micro 446+0.27c 1.21+0.04d 30.30 1.61+0.14c  36.20
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Mean + standard deviation (n = 4). Fe: iron. SF: ferrous sulfate; FF: ferrous fumarate; Fe R: reduced
iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid; SF micro: microencapsulated ferrous
sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate. Averages with different letters in the same
column indicate significant difference among samples (p<0,05).

Rebellato et al. (2015) studied iron bioaccessibility in commercial cookie
samples, and found total Fe ranging from 2.5 to 8.6 mg-100 g, and solubility values
from 1.2 to 4.3 mg-100 g™, which is consistent with data obtained in our study. The
results are also in line with Vitali et al. (2011), who found iron content of 2.21 £ 0.11
mg-100 g™, and soluble iron of 1.11 + 0.13 mg-100 g in biscuits containing wheat
flour (control sample). However, biscuits fortified with different grains (soybeans,
amaranth, carob) presented total and soluble iron contents ranging from 2.35 to 3.69
and 0.65 to 1.75 mg-100 g™, respectively. Shockravi et al. (2012) produced Iranian
breads using non fortified wheat flour obtained by different extraction rates, and
studied Fe bioaccessibility. The authors found total Fe contents of 3.76 mg-100 g
and 1.75 mg-100 g, and soluble Fe of 0.54 and 0.45 mg-100 g for Sangak and
Barbari type breads, respectively.

Percentage solubility (%) was also calculated, with values ranging from
19.75 to 59.24% for breads with fortified micro SF and FF, respectively. The control
showed high soluble iron content, when compared to other forms of iron, evidencing
that the form of iron naturally present in wheat flour has good availability to be
absorbed by the human body. Frontela et al. (2011) also studied bakery products
(commercial flour) through solubility tests and dialysis (%) aimed to evaluate the
content of iron and other minerals. The authors found percentage solubility and
dialysis of 20.4% and 29.97% in white breads, respectively. In the same period,
Khouzam et al. (2011) investigated Fe bioaccessibility in Lebanese products, and
found that breads (commercial flour) had iron contents and solubility ranging from 4.1
to 4.7 mg-100 g’ and 11 to 12%, respectively.
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With respect to dialysis, the control sample had 0.51 mg dialyzed iron-100
g of bread, while the other samples showed variations from 1.41 to 2.66 mg-100 g
No significant differences were observed among the forms of iron SF, FF, Fe R, and
FF micro (p>0.05), and NaFeEDTA was the one with the highest dialyzed iron
content. Regarding the dialysis percentage, although the control sample was not
fortified, it presented dialysis percentage similar to most fortified samples, again
indicating that the form of naturally occurring iron in wheat flour presents good
availability for absorption, and the form NaFeEDTA had the highest values (52.43%).
It is noteworthy that the forms of microencapsulated iron (ferrous sulphate and
fumarate) had dialysis percentage of 40.11 and 36.20%, respectively, which may be
an important factor in the fortification process, because the microencapsulated
compounds exhibit the advantage of not altering the organoleptic characteristics of
the food, and have high bioavailability, without affecting the nutritional value of the
vehicle used for fortification (Cocato et al., 2007).

Kiskini et al. (2007) studied the iron dialysis (%) of gluten-free breads
fortified with different forms of iron (ferric pyrophosphate, ferric pyrophosphate with
emulsifiers, NaFeEDTA, electrolytic iron, ferrous gluconate, ferrous lactate, and
ferrous sulfate) and found that gluten-free breads fortified with ferric pyrophosphate
with emulsifiers, NaFeEDTA, ferrous bisglycinate, ferrous gluconate and ferrous
sulfate dialysis had higher levels than the gluten-free breads fortified with electrolytic
iron, ferrous lactate and ferric pyrophosphate. Yeung et al. (2005) studied the use of
various forms of elemental iron (reduced, H-reduced, CO-reduced carbonyl, and
electrolytic iron) in bread samples by trials in vitro / Caco-2 cells. The authors found
that the bioavailability of these forms of iron were comparable to breads fortified with
ferrous sulfate, which is similar to the results of this study. The same authors
reported that the form NaFeEDTA is more bioavailable than the elemental forms and
ferrous sulphate used in the fortification of cereal flours, results similar than this study
using dyalisis. According to Hurrell et al. (2010), the main iron fortificants for use in
wheat flour are NaFeEDTA, ferrous sulfate and ferrous fumarate, and NaFeEDTA is
the best form of iron, once it is less affected by other components present in the food
matrix, has lower sensory impacts, and does not promote lipid oxidation in wheat
flour during storage.

Based on the results of this study, the compound NaFeEDTA had the
highest dialysis percentage, being more bioaccessible for the absorption process in



46

the human body, the results are according Caco-2 cells study; however, the
microencapsulated compounds have also proven to be a good alternative to the
fortification process. Rizk & Clydesdale (1985) reported that selecting a suitable
choice for iron fortification is a critical point, with the need of pH adjustment and/or
use of appropriate agents to ensure iron solubilization and allow bioavailability. Also
according to the author, the most reactive sources of iron and with potential
bioavailability are converted into insoluble hydroxides when stored at pH of the cereal
grains (approximately 6.0), become insoluble when pH is reduced to 2.0.

Zn and Ca contents and bioaccessibility were also evaluated in French
breads fortified with different forms of iron, to estimate the absorption of these
compounds. The average Zn content of French bread was 0.78 mg-100 g™, with no
significant differences (p>0.05) between the control and the other samples. The
soluble Zn content and solubility ranged from 0.21 to 0.38 mg-100 g, and 27.56 to
49.13%, respectively. The control and the samples fortified with SF, FF, and FF micro
showed no significant difference among them (p>0.05), while the samples fortified
with reduced Fe and NaFeEDTA had the lowest Zn soluble contents, with 0.21 and
0.29 mg-100 g™, respectively.

With respect to dialysis, the values ranged from 0.08 to 0.25 mg-100 g
for the dialyzed Zn, corresponding to 10.66 to 32.17% dialysis. The control bread
was not significantly different (p>0.05) from the samples fortified with reduced Fe and
FF micro. The samples fortified with SF and SF micro had the lowest dialyzed Zn
contents, while the samples fortified with NaFeEDTA exhibited the highest contents.

Table 5. Total, soluble and dialyzed zinc

Sample (ngc-)t1a(;oZS") (2‘;'91%3 éﬂ) Solubility (%) ([3;]3'}’1258 921”) Dialysis(%)
Control  078+0.02ab 0.38+0.01a 4913 014%001c  17.91
SF 0.76+001b 036+001ab 4754  011+001d  14.12
FF 0.77+001b 037+001ab 4801  017£002b 2256
Fe R 0.78+001ab 021 +001d 2756  016+002bc 2027
NaFeEDTA 0.79+002ab  0.29%0.03 ¢ 3739  025+001a 3217
SFmicro  077+002b  0.34+0.02b 4471 008+001d 1066

FF micro 0.81+0.02a 0.35+0.01a.b 43.03 0.14+0.01c 17.11

Mean + standard deviation (n = 4). Zn: zinc. SF: ferrous sulfate; FF: ferrous fumarate; Fe R: reduced
iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid; SF micro: microencapsulated ferrous
sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate. Averages with different letters in the same
column indicate significant difference among samples (p<0,05).
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Zn contents of the samples of this study were lower than those observed
by Khouzam et al. (2011) in studies evaluating the bioaccessibility of different
minerals in food, including bread, who found values ranging from 2.4 to 3.4 mg-100
g'. However, our result is consistent with the Brazilian Food Composition Table
(NEPA, 2011), which establishes Zn content of 0.8 mg-100 g in French bread.
Regarding the percentage solubility, the values obtained by those authors were 5.9
to 9.5%, while higher values were observed in our study. Frontela et al. (2011)
studied the minerals bioaccessibility in bakery products, and found 26.6% solubility,
similar to that obtained in our study, and higher dialysis percentage (56.8%) in white
bread sample.

These data demonstrate that the bioaccessibility of Zn naturally present in
wheat flour can be influenced by different forms of Fe used in the fortification, and the
form NaFeEDTA had the highest Zn dialysis percentage. In this context, this
compound can be considered an alternative for flour fortification. It is noteworthy that
the compound NaFeEDTA used in fortification exhibited both high Zn and Fe dialysis

percentages.

Table 6. Total, soluble and dialyzed calcium

Total Ca Soluble Ca o Dialyzed Ca Dialysis
Sample (mg-100 g™ (mg-100 g™ Solubility (%) (mg¥1 00g") (°/Z)
Control 13.04 +0.70 a.b 9.30+£0.81 a 71.25 7.29+0.75a.b 55.85
SF 11.75+0.25c.d 8.51+0.58a.b 72.43 6.29 £0.24 a.b 53.48
FF 12.14+0.52b.cd 8.49+0.49ab 70.15 5.34+0.49b 44.01
Fe R 12.79+0.40ab.c 7.86+£0.51b 61.51 6.05+0.53 a.b 47.24
NaFeEDTA 12.42+0.14b.cd 7.75+0.42b 62.43 6.95+0.22 a.b 55.92
SF micro 11.70 £ 0.57 d 6.02+0.52¢c 51.56 6.16 £ 0.43 a.b 52.63
FF micro 13.57 +0.46 a 5.85+0.02¢c 43.13 8.80 £ 0.26 a 64.85

Mean * standard deviation (n = 4). Ca: calcium. SF: ferrous sulfate; FF: ferrous fumarate; Fe R:
reduced iron; NaFeEDTA: sodium iron ethylenediaminetetraacetic acid; SF micro: microencapsulated
ferrous sulfate; FF micro: microencapsulated ferrous fumarate. Averages with different letters in the
same column indicate significant difference among samples (p <0.05).

The Ca content in breads fortified with different forms of iron ranged from
11.70 to 13.57 mg-100 g"'. The control was significantly different from the samples
fortified with SF and SF micro, probably due to the homogenization of flour and the
portion used in bread making, as mentioned above. Ca contents were lower than that
reported by TACO (2006), 16 mg-100 g™ French bread.
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Regarding the soluble Ca, significant differences (p<0.05) were observed
for the control when compared with the samples fortified with Fe R, NaFeEDTA, SF
micro, and FF micro, with values ranging from 5.85 to 9.30 mg-100 g'. The control
sample showed the highest soluble Ca content, ie, Ca naturally present in the food
matrix has high availability to be absorbed by the human body.

Akhter et al. (2012) studied 12 Pakistan wheat varieties, and evaluated the
bioaccessibility of essential minerals. For the element Ca, the authors found contents
ranging from 25.1 to 53.5 mg-100 g ' and dialysis percentage from 17 to 19.5%. Ca
contents observed in this study were lower than those reported by those authors,
although the dialysis percentage was 3 times higher in our study than those found in
Pakistan wheat. The dialyzed Ca varied from 5.34 to 8.80 mg-100 g, which
corresponds to 44.01% and 64.85%, with no significant differences (p>0.05) between
the control and the fortified samples. A significant difference was observed only
between the sample fortified with ferrous fumarate and microencapsulated FF, which
presented the highest dialyzed Ca content. Studies on the use of microencapsulated
ferrous fumarate in wheat flour fortification have been not found in literature.

Although in vitro simulation (solubility and/or dialysis) does not represent
the complexity of the human digestive process, these in vitro methods, with or
without chemical modifications have been widely used to estimate the nutrient
availability in food, as they have been correlated with in vivo models (Perales et al.,
2006).

3.4  Contribution of minerals (Fe, Zn, and Ca) in the Recommended Daily Intake
(RDI) for breads

French bread, also known as salt bread is the most consumed in Brazil.
Approximately 63% of the population consume this product because it is a source of
carbohydrates necessary in the diet, besides having good consumers' acceptance
and accessibility (IBGE, POF 2008-2009). The consumption of French bread
represents 46% of total consumption of bread, with per capita consumption of 53
g/day, as disclosed by the IBGE for the Household Budget Survey (IBGE, POF 2008-
2009). Based on consumers' information, the contribution to the Recommended Daily
Intake (RDI) for the minerals (Fe, Zn and Ca) (IBGE, POF 2008-2009) (Brasil,
2005a).
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The RDI for iron, based on the different forms of iron in a French bread
portion (53g/day) ranged from 5.83% to 17.70% for control and fortified samples,
respectively.

Wheat flour fortification with iron contributed to the RDI for iron, once an
increase in mineral ingestion from 3 times was observed after fortification when
compared with the control. For the other minerals, the daily consumption of French
bread (53 @) can contribute to RDI for Zn and Ca with 5.91% and 0.66%,

respectively.

4. CONCLUSIONS

The results showed that the different forms of iron used in fortification of
refined wheat flour for the manufacture of French bread affected both dough
rheological properties and quality of bread, when compared to the control sample,
with no impacts on bread making.

The iron content and the soluble and dialyzed fractions were determined in
French breads, and the compound NaFeEDTA and SF microencapsulated proved to
be the most effective’s forms of iron, due to its higher dialyzed Fe content, thus
contributing more effectively to meet body requirements. In addition, it had a positive
impact on estimating Zn absorption in the dialysis procedure, ie, Zn naturally
presents in bread is more bioaccessible. In contrast, with respect to Ca, the different
forms of iron less affected the bioaccessibility of this mineral; however, breads made
with flour fortified with microencapsulated FF had the highest Ca dialysis percentage
when compared to the other forms of iron used in wheat flour fortification.
Furthermore, Fe, Ca and Zn naturally occurring also presented high bioacessibility.

The results have shown that wheat flour fortification with different forms of
iron contributed in the RDI for French breads. An increase from 3 times in mineral
ingestion was observed, when compared to the control sample. Moreover, it was
possible to evaluate the contribution of Zn and Ca for the RDI when a portion of
French bread fortified with different iron sources is consumed.
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CAPITULO 3:

INFLUENCIA DA ADICAO DE DIFERENTES COMPOSTOS DE FERRO NOS
PARAMETROS REOLOGICOS, TECNOLOGICOS E BIOACESSIBILIDADE DE
MINERIAIS EM PAES INTEGRAIS.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi verificar a influéncia de diferentes compostos de ferro
utilizados na fortificagdo de farinha de trigo integral, tanto nas caracteristicas
reoldgicas da massa, quanto na qualidade tecnoldgica dos pées; estimar a
bioacessibilidade dos diferentes compostos de ferro nos paes pelo método in vitro, e
avaliar o teor total e as fracoes, soluvel e dialisada de zinco e calcio, naturalmente
presentes, nos paes integrais tipo francés. Os diferentes compostos de ferro
alteraram as propriedades reologicas da massa e a qualidade tecnoldgica dos paes,
porém foi possivel a elaboracdo de pao integral tipo francés fortificado com
diferentes compostos de ferro. O NaFeEDTA (sédio ferro etilenodiaminotetracético)
demonstrou ser a forma de ferro mais efetiva no processo de fortificacao de farinha
integral, devido aos maiores teores de solubilidade (44,80%) e didlise (46,14%). Por
outro lado, o sulfato ferroso microencapsulado foi a forma do mineral que apresentou
as menores porcentagens de solubilidade (5,40%) e dialise (33,12%). A didlise do
zinco foi influenciada positivamente pelos compostos NaFeEDTA, sulfato ferroso
microencapsulado e fumarato ferroso microencapsulado, enquanto que a didlise do
célcio foi influenciada positivamente pelo sulfato ferroso microencapsulado e

negativamente pelo fumarato ferroso microencapsulado.

Key words: Farinha de trigo integral, pao francés, minerais, ensaio in vitro.
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1. INTRODUCAO

O trigo € amplamente utilizado apés o processo de refino. Durante este
processo ocorre a separacao da farinha refinada da fragdo composta por gérmen e
farelo, que contém a maior parte dos nutrientes presentes no grao, como: vitaminas,
aminoacidos, antioxidantes, minerais (ferro, zinco, caélcio, magnésio, fdosforo,
potéssio), além de elevado teor de fibras (Buri et al., 2004). Devido a presenca
destes nutrientes, atualmente € crescente a demanda por produtos integrais pelos
beneficios que proporcionam a saude. No Brasil, o pao tipo francés é o mais
consumido entre todos os paes, e a incorporacado de farelo com ou sem gérmen
neste produto, tem sido realizada com aceitacao pela populacéo (Brasil, 2005b).

A farinha de trigo contém minerais naturalmente presentes em sua
composicao, e tem sido empregada em programas de fortificagdo, com o intuito de
melhorar a ingestdo de nutrientes, principalmente o Fe, pois a deficiéncia deste
mineral no organismo pode causar consequéncias graves (Brasil, 2002). Em
criancas esta relacionada a dificuldade no desenvolvimento psicomotor e cognitivo,
diminuicdo na capacidade de aprendizagem e baixa imunidade. Em adultos pode
estar envolvida com a diminuicdo da capacidade de trabalho, devido aos sintomas
de fragueza, sonoléncia, entre outros (Cozzolino, 2012). Atualmente, a anemia
ferropriva é considerada um problema de saude publica, pois aproximadamente 25%
da populagdo apresenta deficiéncia deste mineral (WHO, 2006). O Zn e o Ca
também sdo considerados importantes para o bom funcionamento do organismo
humano, pois sdo responsaveis pelo desenvolvimento do sistema imunoldgico,
desenvolvimento sexual e cognitivo, crescimento, constru¢cdo e manutencédo de
0sso0s e dentes, processo de absorcédo de minerais, entre outros (Cozzolino, 2012) e
a deficiéncia destes esta relacionada ao retardo no crescimento, hipogonadismo,
diminuicado do apetite e fungdes cognitivas, além de acarretar a perda de massa
Ossea (osteoporose) (Casé et al., 2005; Pereira & Hessel, 2009).

A fortificacdo de farinha de trigo e milho com ferro ocorre em muitos
paises e no Brasil € realizada desde 2002 (Brasil, 2002). A Legislacdo Brasileira
permite a adicao de diferentes compostos de ferro, como: sulfato ferroso desidratado
(seco), fumarato ferroso, ferro reduzido, ferro eletrolitico, sbédio ferro
etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), ferro bisglicina quelato e outros compostos
de biodisponibilidade nao inferior a dos permitidos (Brasil, 2002). Outros compostos
de ferro também estao sendo utilizadas como fonte de fortificagdo como o pirofosfato
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férrico (Kiskini et al., 2010) e o sulfato ferroso microencapsulado (Nabeshima et al.,
2005).

Existem estudos na literatura que relacionam o emprego de diferentes
compostos de ferro com possiveis alteragbes que podem ocorrer no alimento, como
por exemplo, propriedades sensoriais, propriedades tecnoldgicas (reologia da massa
e produto final), diferenca de biodisponibilidade, além do custo de cada composto de
ferro, sdo fatores que devem ser levados em consideragdo no processo de
fortificacao (Akhtar et al., 2011; WHO, 2006).

As propriedades reoldgicas da farinha de trigo podem fornecer
informagbes do comportamento de manipulagdo da massa durante o
processamento, e também servir como um indicativo de qualidade do produto final, e
alteracbées nestes parametros ndo sao desejaveis (Sollars & Rubenthaler, 1975).
Nabeshima et al. (2005), ao avaliarem os parametros tecnolégicos e sensoriais de
pao de forma fortificado com diferentes compostos de ferro (ferro reduzido,
pirofosfato de ferro e sulfato ferroso microencapsulado), verificaram que o0s
parametros farinograficos e extensograficos foram afetados quando sulfato ferroso
microencapsulado foi utilizado como fortificante na farinha de trigo.

Akhtar et al. (2009) fortificaram farinha de trigo integral com ferro
elementar, NaFeEDTA, sulfato de zinco e 6xido de zinco e avaliaram a influéncia
destes compostos na reologia da massa de farinha durante o periodo de 60 dias de
estocagem. Os autores verificaram que ocorreu maior absorcdo de agua nas
farinhas fortificadas e o composto NaFeEDTA apresentou menor efeito na reologia
da farinha do que o ferro elementar. Gupta et al. (2012) também verificaram
alteracdes reoldgicas na massa de trigo quando fumarato ferroso foi utilizado como
fortificante. Sudha & Leelavathi (2008) n&o verificaram alteragdes, tanto na reologia,
quanto na qualidade de panificacdo da farinha de trigo, mesmo apdés o
armazenamento, quando sulfato ferroso, FeEDTA e fumarato ferroso foram
utilizados.

Os diferentes compostos de ferro também podem apresentar diferenca de
biodisponibilidade e bioacessibilidade. Varios autores tém estudado a disponibilidade
de ferro e outros minerais como forma de conhecer quais compostos sdo mais
efetivos no processo de fortificacado, e ensaios in vitro (solubilidade e dialise) estao
sendo empregados (Benito & Miller, 1998; Camara et al., 2005a; Camara et al.,
2005b; Fernandez-Garcia et al., 2009; Kiskini et al., 2007; Miller et al., 1981; Perales
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et al., 2006; Sahuquillo et al., 2003), entre outros. Além disso, na literatura existem
estudos que relacionam uma menor absor¢do de minerais quando em presenca de
fatores antinutricionais, como o fitato (Schons et al., 2011). O &cido fitico, por estar
presente em sementes e grao de cereais, principalmente no farelo do trigo, tem a
capacidade de complexar com os minerais cations (De Carli et al., 2006) como Mg?*,
Mn?*, Fe?*, Cu?*, Zn?** e Ca?*, formando a molécula fitato (Ries, 2010), e a ligagcédo
pode resultar em sais insollveis com baixa bioacessibilidade de minerais (Carbonaro
et al., 2001). Estudos demonstram que somente os ésteres de mioinositol IP5 e o
IP6 possuem efeito negativo na absorcdo de minerais, sendo que o0s demais
compostos apresentam baixa capacidade de complexar-se com 0s minerais, 0 que
os tornam complexos mais soluveis (Silva & Silva, 1999; Valdés, 2010)

Estudos que relacionam o efeito dos diferentes compostos de ferro na
fortificacdo de farinha de trigo integral, tanto nas caracteristicas reolégicas da
massa, bem como nas propriedades de qualidade do pao integral tipo francés e
bioacessibilidade de Fe, Zn e Ca, ndo foram encontrados. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi verificar a influéncia dos diferentes compostos de ferro utilizados
na fortificacdo de farinha de trigo integral, tanto nas caracteristicas reolégicas da
massa, quanto na qualidade tecnoldgica dos paes; estimar a bioacessibilidade dos
diferentes compostos de ferro, Zn e Ca naturalmente presentes, pelo método in vitro
(solubilidade e dialise) e ainda avaliar as fracoes dos ésteres de mioinositol (IP6,

IP5, IP4, IP3 e IP2) nas amostras de paes.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Farinha de trigo integral

Para a obtencéo da farinha de trigo integral (100 kg), 6% de farelo de trigo
foi incorporado a farinha de trigo refinada (94%) (Moinho Guagu Mirim, Mogi Guagu,
Brasil), e posteriormente porcdes de 10 kg foram fortificadas com 4,2 mg/100 g (
20%), conforme Resolugdo Normativa, 344 (Brasil, 2002), dos diferentes compostos
de ferro, totalizando 6 amostras e uma amostra controle (sem adi¢do de ferro). Os
compostos de ferro utilizados foram: sulfato ferroso monohidratado (SF), fumarato
ferroso (FF), ferro reduzido (Nutrafine, RS, Brasil) (Fe R), (M Cassab, SP, Brasil);
sédio ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), (Vogler Ingredients, SP, Brasil);

sulfato ferroso microencapsulado (SF micro) e fumarato ferroso microencapsulado
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(FF micro) (Funcional Mikron, Valinhos, Brasil). No processo de fortificacdo, cada
amostra foi homogeneizada em misturador em V (Tecnal, Piracicaba, Brasil), por 30
min, em por¢cdes de 5,0 kg. As amostras de farinha de trigo integral foram
caracterizadas em relagdo a sua composicao, reologia e teor de ferro, em triplicata.
Péaes integrais tipo francés foram elaborados pelo método de massa direto
modificado. Os ingredientes secos (100% de farinha de trigo integral, 1,5% de
fermento biol6gico seco instantaneo, 1,8% de sal e 2,5% de melhorador) e agua
foram misturados em masseira HAE 10 (Hyppolito, Ferraz de Vasconcellos, Brasil),
em velocidade lenta por 4 min, e em velocidade alta até total desenvolvimento da
rede de gluten. A massa foi dividida em por¢des de 65 + 1 g, que foram boleadas e
deixadas em descanso por 15 min. Apds este periodo, foram moldadas em
modeladora HM2 Hp 0,5 (Hyppolito, Ferraz de Vasconcellos, Brasil) e fermentadas
em camara de fermentacao 20B (Super Freezer, Pocos de Caldas, Brasil), por 60-70
min, a 27-30 °C e umidade relativa de 85-90%. Nas massas fermentadas foi feito um
corte na superficie para a formacéo da pestana, e em seguida, foram forneadas em
forno de lastro HF 4B (Haas, Curitiba, Brasil), com temperaturas de teto (170 °C) e
de lastro (180 °C), por 16 = 3 min. Apés o resfriamento (x 30 min) a caracterizacao
da qualidade tecnolégica dos paes foi realizada. Além disso, os paes foram
analisados quanto ao teor de minerais (Fe, Zn e Ca), fracbes de mioinositol fosfato
(fitatos) e, posteriormente, ensaios de solubilidade e dialise foram empregados para
a estimativa da bioacessibilidade. Dez unidades de pado de cada formulagédo foram
moidas, acondicionadas em embalagens plasticas com auséncia de luz, e

armazenadas em freezer (- 20 °C), para as analises.

2.2  Caracterizagao da farinha de trigo

As amostras (controle) de farinha de trigo refinada e integral foram
caracterizadas quanto a composicao centesimal, através das analises de umidade,
proteina bruta, lipideos e cinzas, pelos métodos 44-15.02, 46-13.01, 30-25.01 e 08-
01.01 da AACC (2010), respectivamente. O teor de carboidratos totais foi obtido por
diferenga. O conteudo de fibra alimentar total foi determinado pelo método 985.29,
AOAC (2000). A quantificagao do teor de ferro nas farinhas integrais foi realizada,
antes e apds o processo de fortificacdo, conforme Rebellato et al. (2015). As

andlises foram realizadas em triplicata.
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Além disso, as mesmas amostras foram submetidas a analises
farinogréficas, onde se avaliou a absorcao de agua (AA), tempo de chegada (TC),
tempo de desenvolvimento da massa (TDM), estabilidade (EST) e indice de
tolerancia a mistura (ITM), através do método 54-21.01 da AACC (2010), utilizando
farinégrafo Brabender (Duisburg, Alemanha), modelo 827505. As propriedades
extensograficas foram avaliadas quanto a resisténcia a extensao (R), resisténcia
maxima (Rm), extensibilidade (E) e numero proporcional (D = R/E), em equipamento
Brabender (Duisburg, Alemanha), modelo 860703, pelo método 54-10.01 da AACC
(2010).

2.3  Caracterizacdo da qualidade dos pées integrais

Os pées integrais tipo francés (fortificados e controle) foram avaliados
através dos parametros: volume especifico (VE), pelo método 10-05.01 da AACC
(2010); formato, avaliado através da medida de largura e altura dos paes, segundo
Bodroza-Solarov et al. (2008); salto de forno, segundo Shittu et al. (2008); abertura e
altura da pestana, segundo Almeida & Chang (2012).

2.4  Determinacao das fragcdes de mioinositol fosfato

Para a determinacédo das fragdes de mioinositol fosfato as amostras de
paes integrais controle e fortificados com os diferentes compostos de ferro foram
extraidos conforme descrito por Sandberg et al. (1989) e a quantificacdo foi
conforme o método n° 986.11 da AOAC (2006).

Essa etapa do trabalho foi realizada na Federal Research Institute of

Nutrition and Food, Max Rubner-Institut, Germany.

2.5 Bioacessibilidade de minerais em pao integral tipo francés

As amostras de paes integrais foram avaliadas quanto aos teores de Fe,
Zn e Ca. Os minerais foram avaliados por espectrometria de absor¢cao atdémica com
Chama (FAAS), de acordo com Rebellato et al. (2015). Para a determinacgéo de Ca,
uma solucao de 6xido de lantanio foi adicionada para obter uma concentragao final
de 0,5%, a fim de eliminar possiveis interferentes. O método utilizado para a
quantificacdo de Zn e Ca foi validado com base nos parametros de precisao,
recuperacao, sensibilidade, linearidade e limites de deteccéo e quantificacéo.
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O parametro de precisdo foi estabelecido como o valor médio de
coeficiente de variacao de = 10%. A recuperacao foi realizada por meio da adi¢do de
padréo (Zn e Ca) na amostra controle, em niveis de 50 e 100%. Porcentagens de
recuperacdo proximas a 100% foram consideradas satisfatérias. A sensibilidade foi
expressa pelo slope da equacao da regressao linear. A linearidade foi avaliada pelo
coeficiente de correlagdo da curva de calibracao e pelo grafico de residuos e foram
considerados satisfatorios para r=0,995. Os limites de deteccdo e quantificacao
foram calculados com base na curva de calibracdo e ambos foram expressos em
mg/100 g de pao.

Posteriormente, foi realizado o ensaio de solubilidade segundo Camara et
al. (2005a), com modificagcbes conforme descrito por Rebellato et al. (2015). O
volume de solugcédo de enzima utilizado na etapa entérica foi ajustado para 6,0 mL
(0,4 g de pancreatina suina, P-7545 e 2,5 g de bile bovina e ovina, B-8631, Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA, em 100 mL de NaHCO3 0,1 mol/L).

O ensaio de dialise foi realizado segundo Perales et al. (2006), com
modificacdes conforme Rebellato et al. (2015). Na etapa entérica, 30 mL de solugéo
de tampéao PIPES, 0,30 M (piperazina-N, NO-bis [2-etanossulfénico] dissddico sal),
ajustado para pH 6,3 com HCI concentrado, foi utilizado na membrana de dialise ao
invés de solucdo de NaHCO3, conforme reportado por Kapsokefalou et al. (2005). O
volume da solucédo de enzima (bile e pancreatina) também foi alterado para 6 mL,
conforme descrito no ensaio de solubilidade.

Os teores de Fe, Zn e Ca nas fracOes, soluvel e dialisada, foram
determinados por FAAS, conforme descrito por Rebellato et al. (2015).

2.6  Analise dos dados

Os resultados obtidos para os diferentes parametros avaliados nos paes
integrais fortificados com os diferentes compostos de ferro e controle foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05), para a
comparacao das médias, utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da farinha de trigo integral
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A farinha de trigo integral foi obtida através da reincorporacao de 6% de
farelo de trigo a farinha de trigo refinada. Para a caracterizacao do produto foi feita a
analise de composicao centesimal da farinha de trigo refinada e da farinha de trigo
integral (FTI) e os dados estdo apresentados na Tabela 1.

A farinha de trigo refinada atende as exigéncias legais, Instrucao
Normativa 8 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2005a),
portanto pode ser classificada como farinha de trigo refinada, tipo I, e segundo
Schiller (1984), o teor de proteina adequado para uma farinha de trigo ser utilizada
para a producao de pao deve variar de 11,5 a 14,5%.

Os teores de cinzas, proteinas e umidade da farinha de trigo integral
também estdo de acordo com a Legislagdo Brasileira (Brasil, 2005b), onde se
estabelece que uma farinha integral deve conter teor maximo de cinzas de 2,5%,
teor minimo de proteinas de 8,0% e teor de umidade maximo de 15%. O teor de
fibras totais aumentou de 2,92% na farinha refinada para 6,91% na farinha integral,
porém, na legislacéo atual, ndo é estabelecida a quantidade de farelo, contendo ou
néo gérmen, que deve ser adicionada a farinha de trigo refinada para a obtengéo da
farinha integral. Segundo Pomeranz et al. (1977), a adicao de aproximadamente 7%
de farelo de trigo a farinha refinada ndo causa alteragdes significativas nas

propriedades farinograficas e na qualidade do pao.

Tabela 1. Composi¢édo centesimal da farinha de trigo refinada e integral

Parametros FT Refinada  FT Integral
Composicao Centesimal

Umidade (%) 13,69 +0,06 13,22 £0,11
Proteinas (%)* 12,45+0,11 12,95+0,42
Lipideos (%)* 1,22+0,05 1,29 £0,01
Cinzas (%)* 0,60+0,05 0,80 +£0,02
Carboidratos totais* ** 85,73 84,95
Fibras totais (%)*° 2,92 + 0,01 6,91 £ 0,31

Média + desvio padrao; FT Refinada: farinha de trigo refinada; FT Integral: farinha de trigo integral; *
Valores em base seca; **por diferenga; ° Fracao inclusa nos carboidratos totais.

A concentragéo de ferro encontrado na FT refinada foi de 1,01 + 0,03
mg/100 g, apos a adicao de 6% de farelo de trigo, o teor aumentou para 1,38 + 0,06
mg/100 g de farinha integral. Nas farinhas fortificadas os valores obtidos foram 5,39
+ 0,08; 5,64 £ 0,11; 4,80 + 0,12; 5,74 + 0,25; 6,29 + 0,22 e 5,23 + 0,09 mg/100 ¢
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para os compostos SF, FF, Fe R, NaFeEDTA, SF micro e FF micro,
respectivamente.

O aumento no teor de ferro na farinha integral era esperado, uma vez que
0s graos integrais apresentam, em sua composicao, teores de nutrientes superiores
aos refinados. No processamento do trigo junto ao farelo é removida uma camada
externa do endosperma (aleurona), que é rica em minerais (ferro, calcio, zinco,
fésforo, magnésio e potassio) e vitaminas, quando comparada a outras partes do
trigo (Buri et al., 2004; Hemery et al., 2010). Eagling et al. (2014) avaliaram duas
variedades comerciais de trigo para a elaboracdo de pao. Os autores verificaram
que as farinhas refinadas apresentaram teores de ferro que variaram de 0,67 a 1,19
mg/100 g, enquanto que as farinhas de trigo integral (100% extragdo) destas
mesmas variedades apresentaram teores de ferro que variaram de 3,03 a 4,67
mg/100 g. Akhter et al. (2012) também avaliaram 12 variedades de trigo Paquistanés
e verificaram que os teores de ferro variaram de 3,31 a 5,55 mg/100 g.

3.2  Caracterizagao reoldgica

As propriedades reolégicas da farinha de trigo podem fornecer
informacdes do comportamento de manipulagdo da massa durante o processamento
e também servir como um indicativo da qualidade do produto final, sendo que
alteracdes nestas propriedades ndo sdo desejaveis (Sollars & Rubenthaler, 1975).

Os parametros farinograficos e extensogréficas para as farinhas integrais,
controle e fortificada com os diferentes compostos de ferro, estdo apresentados nas
Tabelas 2 e 3, respectivamente.

A analise farinografica, € usada para avaliar o comportamento da massa
durante a etapa de mistura. Para o parametro absorcédo de dgua que é a quantidade
de agua necessaria para que a farinha atinja a consisténcia 6tima, a amostra
controle apresentou diferenca significativa (p<0,05) somente para a amostra
fortificada com NaFeEDTA. Os diferentes compostos de ferro adicionados a farinha
de trigo integral ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05), ou seja,
independente da forma de ferro utilizada na fortificagdo da farinha, a AA néo foi
influenciada. Akhtar et al. (2009) avaliaram o efeito da fortificacao nas propriedades
reoldgicas de farinha de trigo integral, e verificaram que a adi¢cao de Fe e Zn afetou a
AA das farinhas fortificadas, porém a farinha fortificada com NaFeEDTA e ZnSOy,

nao demonstrou efeito sobre o parametro AA. Os autores encontraram efeito inverso
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ao verificado no presente estudo, onde somente a farinha fortificada com NaFeEDTA

apresentou menor AA em comparacao a amostra controle.

Tabela 2. Parametros farinograficos da farinha de trigo integral e fortificado com
diferentes compostos de ferro.

FTI AA (%) TC (min) TDM (min) EST (min) ITM (UF)
Controle 56,93+058a 1,11+0,10ab 13,43+0,67b 21,18+194c 37,33+2,89a
SF 56,23+0,32ab 1,07+001b 1559+045a 27,89+0,37a 20,67 +1,15d,e
FF 56,30+ 0,26 a,b 1,24+0,03a 1501+054a 22,62+1,65bc 30,00 2,00b,c
FeR 56,57 +0,06a,b 1,03+004b 14,73+049ab 26,79+242ab 23,39+121d

NaFeEDTA 5597+0,45b 1,12+0,05ab 14,17+090ab 20,61+151c 34,33+231ab
SF micro 56,23+0,25ab 1,17+0,10a,b 1531+0,22a 25,73+1,75ab 26,00+2,00c,d
FF micro 56,1+0,17ab 1,11+0,03ab 1545+0,15a 2790+082a 1733*1,15¢e

Média + desvio padrdo. FTI: farinha de trigo integral. AA: absorcao de agua; TC: tempo de chegada;
TDM: tempo de desenvolvimento da massa; EST: estabilidade; ITM: indice de tolerancia a mistura;
UF: unidades farinograficas. SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido;
NaFeEDTA: sodio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF:
fumarato ferroso microencapsulado. Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05).

Os valores obtidos para o parametro tempo de chegada (TC), que é o
tempo em minutos que a curva leva para atingir a linha de 500 UF, variaram de 1,03
a 1,24 min, e a amostra controle ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) em
relacdo as amostras fortificadas. Stojceska & Butler (2008) encontraram valores para
o TC de 1,3 min em farinha de trigo refinada, enquanto que Schmiele et al. (2012)
encontraram valores de TC de 1,5 min em amostra de farinha de trigo integral. Em
relagdo ao tempo de desenvolvimento da massa (TDM), que indica o ponto maximo
de forca da mistura, os valores variaram de 13,43 a 15,59 min e a amostra controle
nao diferiu (p>0,05) das amostras fortificadas com Fe R e NaFeEDTA. As demais
amostras apresentaram um pequeno aumento do TDM em relacdo ao controle. E
possivel verificar também, que ndo ocorreu diferenga significativa entre os
compostos de ferro utilizados na fortificacao da farinha.

O parametro de estabilidade (EST), que é o tempo em minutos que a
curva se mantém acima da linha de 500 UF, variou de 20,61 a 27,90 min para as
amostras fortificadas com NaFeEDTA e FF micro, respectivamente. E possivel
verificar na Tabela 2 que este parametro foi aumentado pelos compostos de ferro
empregados na fortificacdo e pode indicar um fortalecimento da farinha. Excecao
ocorreu para a forma FF e NaFeEDTA, que apresentaram semelhanca ao controle.
O mesmo efeito foi observado por Akhtar et al. (2009), que verificaram um aumento
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da EST quando ferro elementar foi utilizado, e valores semelhantes ao controle
qguando o NaFeEDTA foi utilizado na fortificacdo de farinha de trigo integral.

Em relacéo ao indice de tolerancia a mistura (ITM), que mede a queda de
consisténcia da massa em UF, os valores variaram de 17,33 a 37,33 UF, para as
amostras fortificadas com FF micro e o controle, respectivamente. Este parametro
teve seus valores reduzidos pelos diferentes compostos de ferro empregados e a
amostra controle n&o apresentou diferenga significativa da fortificada com
NaFeEDTA. A reducado do ITM pode indicar que os compostos de ferro utilizados
podem causar um fortalecimento da farinha. De modo geral, é possivel verificar que
o ferro, na forma NaFeEDTA, foi o que menos alterou os parametros farinograficos
da farinha de trigo integral quando comparado a amostra controle (37,33). Por este
critério, todas as farinhas fortificadas com os diferentes compostos de ferro foram
consideradas adequadas para a elaboragao de paes.

Na analise extensogréafica (Tabela 3), avalia-se o comportamento da
massa durante as etapas de descanso e fermentagdo. Para o parametro de
resisténcia a extensao (R) no tempo de 45 min, € possivel verificar que a amostra
controle apresentou diferenca significativa (p<0,05) somente da amostra fortificada
com NaFeEDTA. Em relacdo aos demais tempos, 90 e 135 min, a amostra controle
nao diferiu significativamente (p>0,05) das amostras fortificadas com os diferentes
compostos de ferro. O mesmo efeito foi verificado no parémetro de resisténcia
maxima a extensdo (Rm) e no numero proporcional (D), onde a amostra controle
somente diferiu da fortificada com NaFeEDTA no tempo de 45 min; nos demais
tempos a amostra controle ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) das
amostras que foram fortificadas.

Para o paradmetro de extensibilidade (E), a amostra controle nao
apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo as amostras de paes
fortificados, nos diferentes tempos avaliados, indicando que qualquer forma de ferro
pode ser utilizada sem causar alteragbes neste parametro.

De modo geral, o composto NaFeEDTA, foi o que mais afetou os
parametros extensograficos avaliados (Tabela 3), porém o0s parametros
farinogréaficos foram menos afetados quando este composto foi empregado, ou seja,
o composto NaFeEDTA apresentou uma acao tardia quando utilizado e comparado
a amostra controle, porém, seu emprego nao impossibilita a obtencao de péao
integral tipo francés, pois segundo Pizzinatto (1997), uma farinha de trigo pode ser
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classificada em relacdo aos parametros extensograficos, e é considerada forte e
adequada para a panificagdo, quando apresenta valores de R, Rm e D maiores que

560 UE, 840 UE e 3,6 UE/mm, respectivamente, e valor de E menor que 155 mm.

Tabela 3. Parametros extensograficos da farinha de trigo integral e fortificada
com diferentes compostos de ferro

Parametro FTI Tempo (min)
45 90 135
Controle 694,33 £ 26,63bc 108867 £34,99ab 1011,00+8577a
SF 664,33 +30,50 bc  1128,67+3866a 955,67 + 22,50 a

Resisténciaa FF 637,00 £ 6,24 c 1067,00 £ 55,56 a,b 989,67 + 62,50 a

extensdo, R FeR 723,67 +26,50ab 965,67 +43,68b 1155,00 + 123,04 a
(UE) NaFeEDTA 779,33+4438a  1060,00 +24,43ab 1018,0021,66 a
SF micro 675,67 +19,35b,c  114533+4860a 100533+ 18,01 a
FF micro 735,00 +2358ab  1156,33+64,66a 1088,00+2524 a
Controle 796,00 + 7,50 a 1107,57 +32,19a 1084,80 + 27,50 a,b
S SF 746,93 + 23,30 a 1110,00 £6,33a 985,53 + 21,03 b
Rrﬁzljtn‘igCéa FF 720,43 +11,59 a 1074,13+57,93a 1042,87 +29,20 a,b
extensdo, Rm Fe R 800,20 + 25,13 a 1078,70 + 74,06 a 1159,17 + 105,67 a
(UE) NaFeEDTA 883,50 + 54,71 b 1066,50 + 21,04 a 1069,80 + 71,50 a,b
SF micro 741,83 +34,57 a 1150,17 £50,09 a 1066,43 + 44,70 a,b
FF micro 791,47 + 2548 a 1159,30 +68,51a 1117,40 9,90 a,b
Controle 107,03 £2,97 a 80,13 +6,61 a 71,87 +210 a
SF 105,87 + 4,32 a 74,87 +269 a 71,33+784a
Extensibilidade FF 105,63 + 1,12 a 77,70 + 497 a 66,30 + 2,46 a
E (mm) ’ FeR 102,53 + 1,46 a 69,20 +1,11 a 70,37 +3,25a
NaFeEDTA 99,03 +7,28 a 73,93 +4,41a 70,83 +391 a
SF micro 102,53 + 0,40 a 75,77 +0,40 a 70,13+549 a
FF micro 99,50 + 6,51 a 73,20 + 4,47 a 68,70 + 4,27 a
Controle 6,5+ 0,37 b,c 13,65+ 1,12a 15,01 £ 0,48 a,b
SF 6,29 + 0,54 ¢ 15,09+ 0,63 a 13,50 + 1,34 b
Namero FF 6,03 +0,09 ¢ 13,07+ 0,87 a 14,92 + 0,40 a,b
proporcional, D Fe R 7,06 £ 0,32 a,b,c 14,02 £ 0,57 a 15,78 £ 0,89 a
(UE/mm) NaFeEDTA 7,88+0,14 a 14,36 +0,74 a 15,51 £ 0,44 a,b
SF micro 6,59 + 0,20 b,c 15,11 +0,71 a 14,39+ 0,98 a,b
FF micro 742 +074 ab 14,89+ 0,32 a 15,86 + 0,62 a

Média + desvio padrdo. R: resisténcia a extensdo; Rm: resisténcia maxima a extensdo; E:
extensibilidade; D: numero proporcional (R/E); UE: unidades extensograficas. FTI: farinha de trigo
integral; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido: NaFeEDTA: sodio ferro
etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF: fumarato ferroso
microencapsulado. Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).
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E possivel verificar também que a maioria dos compostos de ferro que
foram utilizados na fortificacdo da farinha integral apresentou um efeito mais

pronunciado na andlise farinografica do que na analise extensografica.

3.3 Caracterizacao da qualidade tecnolégica dos paes integrais tipo francés

Os paes integrais tipo francés foram avaliados tecnologicamente através
dos parametros: volume especifico (VE); formato, através da medida de largura e
altura dos péaes; salto de forno; abertura e altura da pestana, e os valores obtidos
estdo apresentados na Tabela 4.

Os valores de volume especifico (VE) variaram de 4,94 a 6,30 cm®/g e
nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre o controle e os péaes fortificados.
Valores similares foram reportados por Esteller & Lannes (2005), que avaliaram o
VE de péao tipo francés, comercializado em Sao Paulo, e obtiveram valor médio de
4,63 cm®g. Gupta et al. (2012) estudaram a influéncia de acidos organicos na
panificacdo quando empregados diferentes fortificantes. Os autores verificaram que
o VE dos pées tipo francés variou de 3,57 a 3,97 cm®/g, para a amostra controle e
fortificado com uma mistura de fumarato ferroso, acido félico e acido malico,
respectivamente.

Em relacdo ao formato, avaliado pela relacdo altura/largura, os valores
variaram de 0,74 a 0,84, porém nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o
controle e os paes que foram fortificados com os diferentes compostos de Fe. Em
relacdo a altura, foi verificado que o controle apresentou o menor valor em relacao
ao pao fortificado com NaFeEDTA, porém entre os compostos de ferro que foram
utiizados na fortificagdo da farinha integral n&do houve diferengca significativa
(p>0,05). Ja o parametro largura foi influenciado pelos compostos de ferro e o pao
integral com SF foi o que apresentou o maior valor de largura, e a amostra controle
nao diferiu significativamente dos paes fortificados com NaFeEDTA e FF micro.
Nogueira & Steel (2016) estudaram a utilizacdo de massa &cida para a reducao de
sédio em pao tipo francés e obtiveram valor médio de formato, na amostra controle
(farinha comercial), de 0,72. Segundo Bodroza-Solarov et al. (2008), o pao francés
pode apresentar formato regular quando a relacado altura/largura for igual a 0,5;
esférico quando for maior que 0,5 e valor menor indica um formato plano.

O salto de forno foi influenciado negativamente pelos diferentes
compostos de ferro, quando comparado a amostra controle (2,03). Este parametro
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variou de 1,15 + 0,20 a 2,03 £ 0,10 cm, para o pao fortificado com SF e o controle,
respectivamente. Nogueira & Steel (2016) apresentaram valor médio de salto de

forno em péo tipo francés de 1,43 cm.

Tabela 4. Pardmetros de qualidade dos paes integrais tipo francés

FTI VE (cm®/g) Altura (cm) Largura (cm)
Controle 5,54 £ 0,56 a,b 536 £ 0,37 b 6,72+ 0,26 Cc
SF 6,18 £0,39 a 5,68 0,14 a,b 7,66+0,19a
FF 6,3+£0,36 a 5,63 £ 0,09 a,b 7,16+£0,10b
Fe R 6,09 £ 0,22 a 5,83 +0,16 a,b 7,19+0,07b
EDTA 4940,19b 5,89 £0,03 a 7,01 £0,09 b,c
SF micro 510+0,29b 5,73+0,38 a,b 7,25+0,03b
FF micro 517 +0,12b 552 +0,11 a,b 7,05+0,24 b,c

FTI Formato Salto (cm) Abertura da pestana (cm)
Controle 0,80 £ 0,08 a,b 2,03+0,18 a 0,65+0,10c
SF 0,74 +£0,02b 1,15+0,20 b 0,76 £ 0,14 b,c
FF 0,79 +0,01 a,b 1,18+ 0,05 b 1,06 £0,12a
Fe R 0,81 £ 0,02 a,b 1,52+0,11 b 1,04 +£0,02 a
EDTA 0,84 £0,01 a 1,50+0,12b 0,88 + 0,03 a,b,c
SF micro 0,79 +0,05a,b 1,28+0,14b 1,02 £0,08 a
FF micro 0,78 £0,02 a,b 1,28+ 0,08 b 0,97 £ 0,02 a,b

Média * desvio (n = 4). VE: volume especifico; FTI: farinha de trigo integral; SF: sulfato ferroso; FF:
fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro:
sulfato ferroso microencapsulado; FF: fumarato ferroso microencapsulado. Médias com letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).

Em relacdo a abertura da pestana, € possivel verificar que os paes
fortificados com FF, Fe R, SF micro e FF microencapsulado apresentaram os
melhores resultados quando comparados ao pao controle, conforme apresentado na
Tabela 4. A altura da pestana também foi avaliada, porém todos os paes integrais
apresentaram auséncia (valor zero) neste parametro. Possivelmente a incorporacao
de fibras, proveniente do farelo de trigo, pode ter influenciado este parametro devido
uma menor quantidade de gluten presente na farinha. Segundo Almeida & Chang
(2012) uma pestana ideal em pao francés deve apresentar valores de abertura de
2,7 a 3,6 cm e valores de altura de 0,90 a 1,3 cm. Valores inferiores sao
caracterizados pela falta de abertura e altura de pestana.

3.4 Determinacgéo das fragdes de mioinositol fosfato

As fragbes de mioinositol fosfato nas amostras de paes controle e
fortificadas com os diferentes compostos de ferro estavam abaixo dos limites de
deteccao (8x10° mol L) do método analitico e néo foram detectados.
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Embora existam estudos na literatura que relatem a presenca das fragdes
de mioinositol fosfato em produtos de panificagdo, oriundos de farinha de trigo
refinada, farinha de trigo integral, farinha de outros tipos de cereais (Brune et al.,
1992; Frontela et al., 2011; Park et al.,, 2011; Sanz-Penella et al., 2012), neste
estudo ndo foram encontradas. Segundo Frontela et al. (2011), as etapas de
fermentacao e cozimento reduzem significativamente o teor de fitato em processos
de panificagdo. Os mesmos autores observaram reduc¢do de 90% no conteldo de
fitato ap6s 0 assamento de produtos de panificagcdo como pao, péo integral e muffin
(Frontela et al., 2011).

3.5 Bioacessibilidade de minerais em péo tipo francés

Para as andlises dos teores de Zn e Ca em paes integrais, inicialmente foi
feita a validacao do método de analise, ja validado para o Fe (Rebellato et al., 2015).
Para a determinacdo do elemento Ca, uma solugcdo de Oxido de lantanio foi
adicionada tanto na amostra quanto na curva de calibragdo, para eliminacdo de
possiveis interferentes, de forma que a concentragao final fosse 0,5% (m/v).

Para o estabelecimento da linearidade, curvas de calibragdo foram
construidas e as concentracdes variaram para o Zn de 0,008 a 0,750 mg/L e para o
Ca de 0,5 a 5,0 mg/L. Os coeficientes de correlagdo das curvas de calibragao foram
considerados adequados (r>0,9995). Os graficos de residuos foram plotados e
demonstraram uma distribuicdo normal em torno do zero, livre de tendéncias. A
sensibilidade foi considerada adequada para a determinacdo de Zn e Ca nos paes
integrais. Os limites de deteccdo e quantificacdo para o Zn foram 0,005 e 0,02
mg/100 g, e para o Ca foram de 0,4 e 1,5 mg/100 g, respectivamente.

Para a avaliacao da precisao, os valores de coeficiente de variacdo foram
2,41% para o Zn e 2,55% para o Ca. A precisao intermediaria foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA), com nivel de 95% de confianca, e os valores de F
calculado foram menores que o F tabulado (4,26) para os teores de Zn e Ca no pao
controle. Os valores de recuperagao, nos niveis de 50 e 100%, para o Zn foram 115
e 114%; e para o Ca foram 113 e 114%, respectivamente. Portanto, através dos
parametros avaliados, é possivel afirmar que o método para a determinagao de Zn e
Ca em péao integral francés é adequado.

A estimativa da bioacessibilidade dos minerais Fe, Zn e Ca foi avaliada
nos paes integrais, controle e fortificados com diferentes compostos de ferro,
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utiizando ensaios in vitro de solubilidade e dialise, e os valores obtidos estdo
apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.

O péo integral controle apresentou teores medios de Fe, Zn e Ca de 2,86,
1,13 e 12,95 mg/100 g, respectivamente. A porcao de farelo de trigo adicionada a
farinha de trigo refinada elevou os teores de ferro, zinco e célcio nos paes em 1,32,
0,35 e 0,09 mg/100 g, respectivamente. Este valor foi obtido em estudo realizado por
Rebellato (2016), onde se avaliou o teor destes minerais em pao tipo francés
elaborado com a mesma farinha de trigo utilizada neste trabalho para a obtencéo de
farinha de trigo integral com a incorporagéo de farelo. O aumento nestes teores era
esperado, uma vez que o farelo de trigo é rico em minerais, como o ferro, zinco,

célcio, fésforo, magnésio e potassio (Buri et al., 2004).

Tabela 5. Teores de ferro em péo integral tipo francés

Pao Integral Fe total Fe soluvel Solubilidade  Fe dialisado Dialise
Francés (mg/100 g) (mg/100 g) (%) (mg/100 g) (%)

Controle 2,86 £0,03 e 0,34 £0,02d 11,75 1,06 £ 0,08 d 37,17
SF 5,61 £0,25 b,c 1,05+0,05b 18,80 1,88 +0,20 b,c 33,50
FF 483+0,06d 1,07 +£0,07 b 21,99 1,80+£0,18 b,c 37,33
Fe R 5,28 +0,12b,c,d 0,96 +£0,04 b,c 18,30 1,68 £0,15¢ 31,79
NaFeEDTA 571+0,12b 2,56 £ 0,13 a 44,80 2,64+0,14 a 46,14
SF micro 6,34 £ 0,10 a 0,34 £0,03d 5,40 2,10+0,24b 33,12
FF micro 5,21 +0,42c,d 0,82+0,11¢c 14,80 1,80+ 0,07b,c 34,65

Média + desvio (n = 4). Fe: ferro. SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido;
NaFeEDTA: sbdio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF:
fumarato ferroso microencapsulado. Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa entre as amostras (p<0,05).

Ap6s a fortificacdo com os diferentes compostos de ferro, os paes
apresentaram concentracdes de ferro que variaram de 4,83 a 6,34 mg/100 g, em
média 5,50 mg/100 g. Esta diferenca pode estar relacionada a homogeneizagédo do
lote de farinha integral fortificada com ferro, pois a quantidade do mineral adicionado
a farinha foi equivalente para todas os compostos de ferro (4,2 mg/100 g farinha).
Khouzam et al. (2011) avaliaram a bioacessibilidade de Fe em alimentos, inclusive
pao Libanés, e encontraram teores de ferro que variaram de 4,1 a 4,7 mg/100 g. Ja
a Tabela Brasileira de Composigédo de Alimentos - TACO (NEPA, 2011), relata teor
de ferro em pao de forma integral de 3,0 mg/100 g.

Yeung et al. (2005) estudaram a biodisponibilidade de varias tipos de ferro
elementar (reduzido, H-reduzido, CO-reduzido, carbonil e eletrolitico) em péaes
integrais. Os autores verificaram que os teores de ferro nos péaes fortificados
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variaram de 10,37 a 10,76 mg/100 g e na amostra controle o teor foi de 3,08 mg/100
g. Os teores de Fe reportados pelos autores sao superiores aos obtidos no presente
estudo. Dependendo do grau de extragdo do trigo para a obtengéo da farinha e da
variedade utilizada, os teores de nutrientes, incluindo ferro, podem variar.

Quanto ao estudo de solubilidade, a concentracdo de ferro soluvel néo
apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre a amostra controle e a fortificada
com SF micro (0,34 mg/100 g). Os demais compostos de ferro empregados na
fortificacdo da farinha integral apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao controle, e a forma NaFeEDTA foi a que apresentou a maior fracao
solavel (2,56 mg/100 @) e também a maior porcentagem de solubilidade. As
amostras de paes com os diferentes compostos de ferro apresentaram porcentagem
de solubilidade que variou de 5,40 (SF micro) a 44,80% (NaFeEDTA). Para os
demais compostos de Fe ocorreu menor variacdo dos resultados e os valores de
porcentagem de solubilidade ficaram entre 14,80 e 21,99%.

Khouzam et al. (2011) realizaram estudos de bioacessibilidade em
“produtos Libaneses” e verificaram que, em paes, a solubilidade variou de 11 a 12%.
Neste mesmo periodo, Frontela et al. (2011) verificaram que pao integral elaborado
com 80% farinha de trigo refinada e 20% de farinha de trigo integral, apresentou
porcentagem de solubilidade para o ferro de 18,63%.

Em relagdo a avaliagdo da dialise para o ferro, a amostra controle
apresentou teor do mineral dialisavel de 1,06 mg/100 g, enquanto que os paes
fortificados apresentaram teores de ferro dialisavel de 1,68 a 2,64 mg/100 g. Todas
os compostos de ferro empregados na fortificacdo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) quando comparadas ao controle. As porcentagens de dialise
variaram de 31,79 (Fe R) a 46,14% (NaFeEDTA), para os paes fortificados e a
amostra controle apresentou porcentagem de dialise superior (37,17%) ao Fe
reduzido utilizado na fortificagdo. O percentual de Fe dialisavel obtido neste estudo
foi superior ao reportado por Frontela et al. (2011), que obtiveram 26% de didlise
para o ferro. J& Gautam et al. (2011) encontraram teor de dialise para o ferro de
5,07%, ao avaliar a bioacessibilidade de ferro em trigo pelo método de dialise.

Kiskini et al. (2007) estudaram a dialise de ferro (%) em paes sem glaten
fortificados com diferentes compostos de ferro (pirofosfato férrico, pirofosfato férrico,
NaFeEDTA, ferro eletrolitico, gluconato ferroso, lactato ferroso e sulfato ferroso) e
verificaram que os paes sem gluten fortificados com pirofosfato férrico, NaFeEDTA,
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bis-glicinato ferroso, gluconato ferroso e sulfato ferroso apresentaram teores de
didlise maiores que os paes sem gluten fortificados com ferro eletrolitico, lactato
ferroso e pirofosfato férrico.

Yeung et al. (2005) estudaram a biodisponibilidade (digestao in vitro/
células Caco-2) de vérios tipos de ferro elementar (reduzido, H-reduzido, CO-
reduzido, carbonil e eletrolitico) em pao integral e verificaram que o pao fortificado
com sulfato ferroso foi 0 que apresentou o Fe mais biodisponivel em comparacéo
com o fortificado com ferro reduzido; 0 mesmo foi observado no presente estudo,
comparando esses dois compostos. Os mesmos autores, em 2003, relataram que a
forma de ferro NaFeEDTA apresenta melhor biodisponibilidade do que os compostos
na forma elementar e SF quando empregadas na fortificacao de farinha.

Vale ressaltar que os compostos de ferro como: sulfato ferroso, fumarato
ferroso, NaFeEDTA e sulfato ferroso microencapsulado, sdo compostos indicados
para a fortificacdo de cereais, pois espera-se que serao melhor absorvidos pelo
organismo (Akhtar et al., 2009; Hurrell et al.,, 2010). Além disso, o composto
microencapsulado apresenta a vantagem de proteger o alimento de alteracdes
organolépticas indesejaveis, além de prevenir da oxidagdo (Cocato et al., 2007).
Existem trabalhos que sugerem a substituicdo do sulfato ferroso pelo mesmo
composto, porém, microencapsulado, como alternativa de fortificagcdo, devido as
vantagens que o composto apresenta (Cocato et al., 2007; Gotelli et al., 1996;
Lysionek et al., 2001). Os resultados obtidos no presente estudo, para o ensaio de
didlise, demonstraram que o0s compostos microencapsulados (SF, FF) nao
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) quando comparados aos compostos
nao microencapsulados.

Com o objetivo de verificar a bioacessibilidade do Zn quando diferentes
compostos de ferro sédo utilizadas na fortificacdo da farinha integral foram avaliados
o teor, a solubilidade e a dialise nas amostras fortificadas de pao integral tipo
francés. Quanto a concentracéo, verificou-se que o teor de Zn variou de 1,13 a 1,47
mg/100 g. Novamente, esta diferenca pode estar relacionada a homogeneizag¢ao do
lote quando a farinha integral foi preparada e a porcao utilizada para a elaboracéao
dos paes. As concentragdes de Zn obtidas no presente estudo sao proximas aos
valores reportados pela TACO (NEPA, 2011), que apresenta concentracao de Zn em
amostras de pao de forma integral de 1,6 mg/100 g (n&o foram encontrados dados
para pao tipo francés integral).
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A fracdo de Zn soluvel e a porcentagem de solubilidade variaram de 0,08
a 0,19 mg/100 g e 7,88 a 15,30%, respectivamente. A amostra controle nao diferiu
significativamente (p>0,05) das amostras fortificadas com FF e Fe R. As amostras
fortificadas com SF, NaFeEDTA e FF micro apresentaram os maiores teores de Zn
soluvel e porcentagem de solubilidade, respectivamente, e nao apresentaram
diferenga significativa (p>0,05) entre si.

Apoés o ensaio de didlise, o teor de Zn variou de 0,21 a 0,49 mg/100 g. O
pao integral controle somente apresentou diferenga significativa (p<0,05) dos
compostos de ferro microencapsulado (sulfato e fumarato ferroso). Em relacdo a
porcentagem de dialise dos paes fortificados com NaFeEDTA, SF micro e FF micro
(35,96; 33,06 e 36,42%, respectivamente), foi verificado que estes compostos
(2007)
bioacessibilidade de zinco em graos de cereais e encontraram porcentagem de

apresentaram os maiores valores. Hemalatha et al. estudaram a
dialise para o trigo de 8,93 + 0,44%. Esses dados indicam que os compostos de Fe
utilizadas na fortificagdo de farinhas interferem também na possibilidade de

absorgéo do Zn naturalmente presente em péaes integrais.

Tabela 6. Teores de zinco em pao integral tipo francés

Péao Integral Zn total Zn soluvel Solubilidade  Zn dialisado  Diélise
Francés (mg/100 g) (mg/100 g) (%) (mg/100 g) (%)

Controle 1,13+0,02¢c 0,09+0,01¢c 7,88 0,26 +0,02b 23,39
SF 1,21+0,02b,c 0,170,012 14,41 0,26 £0,03b 21,05
FF 1,20 £ 0,02 b,c 0,08 £0,01¢c 6,75 0,28+0,03b 23,27
Fe R 1,15+0,01 b,c 0,11 £0,01 b,c 9,67 0,21 +£0,01b 18,40
FeNaEDTA 1,21+0,02b,c 0,180,022 15,30 0,44 £0,02a 35,96
SF micro 1,47 +£0,14 a 0,14+£0,02b 9,62 0,49+0,06a 33,06
FF micro 1,28+ 0,01 b 0,19+£0,02 a 14,99 0,47+0,04a 3642

Média + desvio (n = 4). Fe: ferro. SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido;
NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF:
fumarato ferroso microencapsulado. Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05).

Khouzam et al. (2011) avaliaram a bioacessibilidade de minerais em
diferentes alimentos Libaneses, inclusive em pao integral (os autores nao relatam se
houve ou nao a fortificacdo dos alimentos com minerais), e verificaram que o teor
total de zinco variou de 2,4 a 3,4 mg/100 g. Em relagdo a solubilidade, os valores
obtidos pelos mesmos autores foram de 5,9 a 9,5%, enquanto que no nosso estudo
valores superiores foram verificados (6,75 a 15,30%). Frontela et al. (2011), ao
estudarem a bioacessibilidade de minerais naturalmente presentes em p&o integral,
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obtiveram valor de Zn similar (15,73%) aos encontrados neste estudo para o ensaio
de solubilidade, enquanto que para o ensaio de dialise, o valor encontrado pelos
autores foi inferior (4,13%) aos obtidos.

Através dos dados obtidos é possivel verificar que o zinco naturalmente
presente na farinha de trigo pode ser influenciado positivamente na absorcéao pelos
compostos de ferro empregados na fortificacdo, e os compostos NaFeEDTA, SF
micro e FF micro promoveram as maiores porcentagens de solubilidade e dialise.
Existem estudos que relatam o efeito positivo do uso de Na;EDTA e/ou NaFeEDTA
sobre a absorcéo de ferro e zinco (Hettiarachchi et al., 2004; Moretti et al., 2014; Zhu
et al., 2009).

O teor, a solubilidade e a didlise de Ca também foram avaliados nas
amostras de pao integral tipo francés fortificado com diferentes compostos de ferro,
com o intuito de verificar a bioacessibilidade do mineral frente aos diferentes
compostos de ferro utilizados na fortificagao de farinha de trigo.

Tabela 7. Teores de célcio em pao integral tipo francés

Pao Integral Ca total Ca solavel Solubilidade Ca dialisado Dialise
Francés (mg/100 g) (mg/100 g) (%) (mg/100 g) (%)
Controle 12,95+0,57b 7,71£0,71¢c 63,33 6,88 + 0,75 b,c 53,01
SF 1431 £0,27a 11,84+0,99 a 82,87 8,12+ 0,36 a,b 56,75
FF 1414+055a 10,17+£0,57b 72,09 7,42+0,89 ab,c 52,35
Fe R 12,54 +0,03b 7,500,68c 59,86 6,60 + 0,23 c,d 52,61
NaFeEDTA 12,92+0,10b 7,85+0,46¢C 60,57 6,36 + 0,26 c,d 49,23
SF micro 13,2+0,27b 3,18+0,01d 24,07 8,42+ 0,41 a 63,77
FF micro 1447 +0,30a 4,26+0,49d 29,50 555+0,66d 38,29

Média + desvio (n = 4). Fe: ferro. SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido;
NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF:
fumarato ferroso microencapsulado. Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa entre as amostras (p<0,05).

O teor total de Ca nas amostras de paes integrais fortificadas com os
diferentes compostos de ferro variou de 12,54 a 14,47 mg/100 g. O pao controle
apresentou diferenca significativa das amostras fortificadas com SF, FF e FF micro.
Esta variacdo pode estar relacionada a homogeneizacao da farinha, conforme ja
mencionado. Teores de Ca de 132; 31,83 e 16 mg/100 g, em amostras de pao de
forma integral com 6,9% de fibras, pao de forma tradicional e pao tipo francés,
respectivamente, ja foram reportados (NEPA, 2011; Oliveira et al., 2011). Estas

diferencas podem ser decorrentes de variacoes climaticas e regionais, além do grau
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de extracao da farinha de trigo utilizada e do tipo de pao formulado (Afridi et al.,
2011).

O teor de Ca soluvel variou de 3,18 a 11,84 mg/100 g entre as amostras.
O controle nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) das amostras fortificadas
com Fe R e NaFeEDTA. E possivel verificar que a solubilidade do Ca foi influenciada
positivamente pelas amostras fortificadas com SF e FF, as quais apresentaram os
maiores teores de Ca soluvel, enquanto que as amostras fortificadas com os
compostos de ferro microencapsuladas foram influenciadas negativamente. A
porcentagem de solubilidade variou de 24,07 a 82,87% para as amostras fortificadas
com SF micro e SF, respectivamente.

J& a concentracédo de Ca dialisado variou de 5,55 a 8,42 mg/100 g, o que
corresponde a 38,29 e 63,77% de didlise, respectivamente. A amostra controle
somente apresentou diferenca significativa (p<0,05), no ensaio de dialise, com as
amostras fortificadas com os compostos microencapsuladas.

Akhter et al. (2012) avaliaram 12 variedades de trigo Paquistanés e
estudaram a bioacessibilidade de calcio, verificando que o teor total variou de 25,1 a
53,5 mg/100 g e a porcentagem de dialise de 17 a 19,5%. Os teores de Ca total
obtidos no presente estudo foram menores que os reportados pelo autor, porém a
porcentagem de dialise no nosso estudo foi 2,5 vezes maior do que as encontradas
nos trigos Paquistaneses. Frontela et al. (2011) obtiveram porcentagem de
solubilidade e didlise para Ca em amostra de pao integral de 10,57 e 4,27%,
respectivamente. Os valores reportados pelos autores sdao menores do que 0s
obtidos no presente estudo e também pelos descritos por Akhter et al. (2012).

A simulacdo in vitro (solubilidade e/ou dialise) nao representa a
complexidade do processo digestivo humano, pois é realizada de forma pontual e
nao sofre a influéncia de fatores fisiolégicos que podem afetar a biodisponibilidade
de minerais. Contudo, os métodos in vitro, com ou sem modificagdes quimicas, tém
sido amplamente utilizados com o intuito de predizer uma tendéncia sobre a
disponibilidade de nutrientes presentes nos alimentos, pois tém sido bem
correlacionados com modelos in vivo (Hur et al., 2011).

Dados sobre a bioacessibilidade de minerais Fe (diferentes compostos),
Zn e Ca naturalmente presentes em paes integrais sdo importantes para a
verificacdo da estimativa do potencial de absorcdo desses minerais essenciais
quando paes s&o consumidos.
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4.  CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que os diferentes compostos de ferro
utilizados na fortificagdo de farinha de trigo integral para a elaboragdo de péao
integral tipo francés influenciaram as caracteristicas reoldgicas da massa e também
a qualidade dos paes, quando comparadas a amostra controle, porém estes
parametros nao afetaram a elaboracdo dos paes. Nao foram detectadas as fracdes
de mioinositol fosfato nas amostras de pao integral controle e fortificadas com os
diferentes compostos de ferro.

Os compostos NaFeEDTA, sulfato ferroso microencapsulado e fumarato
ferroso demonstraram ser os mais eficientes para a fortificacdo de farinha de trigo
refinada com 6% de farelo de trigo, por apresentarem as maiores porcentagens de
Fe soluvel e dialisado, podendo contribuir efetivamente para a redugdo da anemia
ferropriva. Estes compostos também permitiram maior disponibilidade do Zn
naturalmente presente na farinha de trigo. O calcio apresentou maior
compatibilidade para os compostos de ferro, como sulfato ferroso, fumarato ferroso e
sulfato ferroso microencapsulado.
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CAPITULO 4:
EFEITOS DA FORTIFICACAO COM DIFERENTES COMPOSTOS DE FERRO NA
ESTABILIDADE DA FARINHA DE TRIGO REFINADA.
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RESUMO

Devido a possivel efeito pré-oxidante do ferro, a caracterizacdo das alteracées que
podem ocorrer durante o armazenamento de farinha de trigo fortificada com
diferentes compostos de ferro € uma ferramenta valiosa para a compreensdo das
variagdes que podem acontecer na qualidade do produto final. Portanto, objetivou-se
avaliar o efeito da fortificacdo de farinha de trigo refinada com diferentes compostos
de ferro (sulfato ferroso, fumarato ferroso, ferro reduzido, sbédio ferro
etilenodiaminotetracético, sulfato ferroso microencapsulado e fumarato ferroso
microencapsulado), nos parametros de qualidade e/ou estabilidade. Para tal, foram
avaliados a acidez titulavel, cor, indice de peroxido e hexanal durante o periodo de
estocagem de 120 dias. Os teores de ferro de 1,0 mg/100 g na farinha nao fortificada
(controle) e de 4,41 a 5,84 mg/100 g nas amostras fortificadas com os diferentes
compostos de ferro estavam de acordo com o esperado. A fortificagao de farinha de
trigo com diferentes compostos de ferro causou alteragdo durante a estocagem. O
sulfato ferroso demonstrou ser o composto que mais modificou os parametros de
qualidade da farinha. Os compostos microencapsulados (sulfato e fumarato ferroso)
alteraram negativamente a qualidade da farinha em consideracdo ao parametro
hexanal, relacionado com a oxidacao de lipideos. Ja os compostos de ferro reduzido
e NaFeEDTA, foram os que menos alteraram os parametros de qualidade das

farinhas avaliadas.

Keywords: Ferro, degradacgao, qualidade,hexanal, gas chromatography,
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1. INTRODUCAO

O trigo é um cereal amplamente cultivado e apresenta grande importancia
na alimentagcdo humana. A farinha de trigo contém carboidratos (70 — 75%), agua
(12 — 14%), proteinas (8 — 16%), lipideos (1 - 2%), cinzas (1%), além de vitaminas e
minerais (Morita et al., 2002). A fracao lipidica é composta por aproximadamente
51% de lipideos nao polares ou neutros (triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos, acidos graxos livres, entre outros) e 49% por lipideos polares,
compostos por glicolipideos e fosfolipideos (Pomeranz, 1988). A estabilidade
oxidativa da farinha de trigo pode ser afetada, entre outros fatores, pela fragcdo de
acidos graxos que é composta pelos acidos: palmitico (C16:0), estearico (C18:0),
oléico (C18:1c), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3) e eicosenoico (C20:1) (Cramer
et al., 2005). Variagbes na quantidade e composi¢cdo dos constituintes da farinha de
trigo podem ocorrer em funcdo da genética das cultivares e podem influenciar a
qualidade do produto final (Morita et al., 2002; Rutz, 2012).

Atualmente toda farinha de trigo comercializada no Brasil, assim como em
outros paises, deve ser fortificada com ferro com o intuito de reduzir a prevaléncia
de anemia ferropriva, causada pela reduzida ingestao de ferro biodisponivel (Brasil,
2002; WHO, 2006). Esta deficiéncia é considerada um problema de saude publica,
pois aproximadamente 25% da populacdo apresenta falta deste mineral (WHO,
2006).

No Brasil, a Legislacdo permite adicionar diferentes compostos de ferro
em farinha de trigo, sendo autorizados os compostos: sulfato ferroso desidratado
(seco), fumarato ferroso, ferro reduzido, ferro eletrolitico, sbédio ferro
etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), ferro bisglicina quelato e outros compostos
de biodisponibilidade nao inferior a dos compostos permitidos (BRASIL, 2002).
Outros compostos de ferro, como o pirofosfato férrico (Kiskini et al., 2010) e sulfato
ferroso microencapsulado (Nabeshima et al., 2005), também estdo sendo utilizados
no Brasil e em outros paises.

Durante o processo de fortificacao, alguns parametros devem ser levados
em consideragao para que nao ocorra 0 comprometimento da qualidade da matéria-
prima nem do produto final, tais como, alteracdo de cor, custo, propriedades
tecnoldgicas e de qualidade, capacidade de absorcdo no organismo, além do efeito
do ferro (pro oxidante) sobre a oxidagao lipidica (Akhtar et al., 2011; WHO, 2006).
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A caracterizacdo das mudangas que ocorrem devido a oxidagao dos
acidos graxos insaturados durante o armazenamento, é uma ferramenta valiosa para
a compreensao de alteragbes podem ocorrer na qualidade da farinha de trigo, sendo
assim, pode contribuir com informagdes para a previsao da vida de prateleira desse
produto, quando fortificado com ferro. As industrias que utilizam a farinha de trigo
como base de seus produtos, visam a estabilidade da matéria prima por um periodo
longo, a fim de fornecer um produto final com qualidade (Jensen et al., 2011).

Os lipidios presentes na farinha de trigo, mesmo que em pequenas
quantidades, sao os responsaveis pelo processo de rancificacdo (hidrolitica e
oxidativa). A hidrolitica ocorre por mecanismo enzimatico (através das lipases) ou
quimico (agédo de &cidos ou bases) que atuam sob a ligacao éster dos triacilglicerois,
formando como produto glicerol e acidos graxos livres.

Ja a oxidacao lipidica € uma das principais causas de deterioracao em
alimentos, pois reduz sua estabilidade e ocasiona a formacédo de sabores que
afetam de forma negativa a qualidade, a conservagcdo e sua aceitacdo pelo
consumidor (Muresan et al., 2010). O processo oxidativo ocorre em trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminagéo. As reagdes iniciais da oxidagao lipidica podem
ser promovidas por absorcdo de energia e por reacdo redox. As reacdes redox sao
catalisadas por metais de transicdo, como cobre, manganés e ferro (reacbes de
Fenton/Harber-Weiss), e sdo capazes de romper a barreira eletroquimica entre o
oxigénio e ligacoes insaturadas das moléculas de acidos graxos presente no
alimento. Assim promovem a iniciacdo do processo oxidativo (Ferrari, 1998). Estas
reacdes podem causar modificagbes na qualidade da farinha de trigo
comprometendo a cor, sabor, além de degradar vitaminas, aminoacidos e &cidos
graxos essenciais (Ortolan et al., 2008; Rutz, 2012). Portanto, a avaliagdo da cor em
farinha de trigo € uma ferramenta importante para a avaliagdo da qualidade, pois a
coloragdao amarela transmitida pelos carotenoides (principalmente luteina e ésteres
de &cidos graxos) podem sofrer alteracées devido a condicdes de estocagem, entre
outros fatores (Hidalgo et al., 2014).

Varios sdo os métodos empregados para a avaliagdo da estabilidade
oxidativa em alimentos, porém nenhum método indica perfeitamente as
modificacdes quimicas e organolépticas produzidas no decurso das reagdes de
oxidagdo. Dessa forma, existe a necessidade do uso combinado das informacdes
fisico-quimicas para avaliar um estado particular do processo oxidativo.
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Determinag6es que utilizam métodos colorimétricos, iodomeétrico, entre outros, sdo
utilizados para andlise de produtos primarios de oxidacdo, como o indice de
perdxidos (IP), que deve ser determinado no primeiro estado do processo oxidativo
(Silva et al., 1999). No processo de decomposicdo de perdxidos sdo produzidos
diferentes compostos como aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, entre outros. Estes
compostos sao considerados produtos secundarios e a quantificacdo pode ser
realizada por métodos colorimétricos e cromatograficos.

Uma vez que as farinhas de trigo s&o fortificadas com diferentes
compostos de ferro que apresentam diferentes reatividades, o acompanhamento da
qualidade e/ou estabilidade durante o armazenamento € necessaria, a fim de
verificar possiveis alteragcées. Estudos que abordam os parametros de qualidade
e/ou estabilidade de farinha de trigo fortificada com diferentes compostos de ferro
durante a estocagem sao escassos. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito
da fortificagdo de farinha de trigo refinada com diferentes compostos de ferro em
relacdo aos parametros de qualidade e/ou estabilidade como, acidez, cor, indice de
perdxido e hexanal durante o periodo de estocagem de 120 dias, além de avaliar o
teor de ferro. Com o intuito de verificar quais variaveis apresentaram maior influéncia
sobre a qualidade e/ou estabilidade da farinha de trigo fortificada com diferentes
compostos de ferro, uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Farinha de trigo refinada

Uma amostra de 100 kg de farinha de trigo refinada (Moinho Guagu Mirim,
Mogi Guacu, Brasil), composta por 13,69 + 0,06% de umidade, 12,45 + 0,11% de
proteinas, 1,22 + 0,05% de lipidios, 0,60 + 0,05% de cinzas, 2,92 + 0,01% de fibras e
85,73% de carboidratos, foi fracionada em porgdes de 10 Kg e fortificada com 4,2
mg/100 g (x 20%), conforme Resolugdo Normativa, n°® 344 de 2002. Foram utilizados
diferentes compostos de ferro, totalizando 6 amostras e um controle (sem adi¢édo de
ferro). Os compostos de ferro utilizados foram: sulfato ferroso monohidratado (SF),
fumarato ferroso (FF), ferro reduzido (Fe R), (M Cassab, SP, Brasil); sodio ferro
etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA - Ferrazone), (Vogler Ingredients, SP, Brasil);
sulfato ferroso microencapsulado (SF micro) e fumarato ferroso microencapsulado
(FF micro), (Funcional Mikron, Valinhos, Brasil). No processo de fortificagdo as
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farinhas de trigo foram homogeneizadas em misturador em V (Tecnal, Piracicaba,
Brasil), por 30 min, em porcoes de 5 kg. Por¢cdes de 1 kg foram embaladas em
embalagem plastica e estocadas a temperatura ambiente média de 24,4 °C (20,9 a
27,5 °C) para simulacao da vida de prateleira. Apds o processo de fortificacdo as
amostras de farinha de trigo refinada controle e as fortificadas com os diferentes
compostos de ferro foram avaliadas quanto aos parametros de acidez titulavel, cor,
indice de peréxido, area de hexanal e teor de ferro, no tempo inicial (T1). Apds este
periodo, as amostras foram mantidas em embalagens fechadas, a temperatura
ambiente e mensalmente uma porcao foi retirada para andlise de acidez titulavel,
cor, indice de peroxido e area de hexanal, para o acompanhamento da vida de
prateleira, durante 120 dias (T2, T3, T4 e T5, como 30, 60, 90 e 120 dias,

respectivamente).

2.2 Meétodos

O teor de ferro total foi realizado de acordo com Rebellato et al. (2015). A
acidez titulavel foi realizada segundo método descrito por Pizzinatto (1997) e o
indice de perdxido segundo Jensen et al. (2011). A determinacao da cor foi realizada
através dos parametros de luminosidade L* (variam entre zero = preto e 100 =
branco) e coordenadas de cromaticidade a* (-a* = verde e + a* = vermelho) e b* (-b*
= azul e +b* = amarelo) utilizando espectrofotdmetro MiniScan (Hunterlab, Reston,
Estados Unidos), seguindo o sistema CIELab (MINOLTA, 1993). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

2.3 Extracdo dos compostos volateis da farinha

O método para a extragdo dos compostos volateis nas farinhas
fortificadas com os diferentes compostos de ferro foi realizado segundo Kaseleht et
al. (2011).

As amostras foram retiradas do ultrafrezeer e homogeneizadas na prépria
embalagem, 5 g das amostras de farinha foram retiradas, e condicionadas em
frascos de vidro ambar de 20 mL fechados com tampas de silicone revestido com
PTFE. Os compostos volateis foram extraidos do headspace das amostras utilizando
a técnica de microextracdo em fase sélida (HS-SPME). A fibra de SPME de
revestimento Carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) (75 um x 10 mm, Supelco,
Bellefonte, PA, USA) foi utilizada na extracdo. A fibra foi previamente condicionada
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seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Os frascos contendo as amostras
foram submetidos a extracdo por 40 min, em banho-maria a 40 °C. Antes da
extracdo, cada frasco contendo as amostras foi submetido a um tempo de pré-
equilibrio na mesma temperatura de extragdo, sem exposi¢cao da fibra por 10 min.
Ap6s o término da extracdo, a fibra foi removida e inserida no injetor do
cromatdgrafo para dessorcao térmica dos analitos.

2.4  Analise cromatografica

A etapa cromatografica foi realizada conforme Cramer et al. (2005). Apés
a extracdo, os compostos volateis foram analisados em cromatografo de fase
gasosa equipado com detector de ionizagdo de chama (GC-FID; Varian Star
3400CX; CA, EUA)). A fibra foi dessorvida termicamente na porta de injecao a
temperatura de 250 °C durante 10 min, em modo de splitless durante 2 min. Os
compostos foram separados em coluna capilar polar de silica fundida ZB-WAX Plus
(60 m x 0,25 mm x 0,25 ym; Phenomenex, USA). O hidrogénio foi utilizado como
gas de arraste a pressao constante (30 psi). A temperatura inicial da coluna foi de 35
°C e mantida em isoterma por 5 min, posteriormente um aumento a 2 °C/min foi
acionado até 50 °C, seguido de aumento de 4 °C/minaté 150 °C, e entdo
aumentando 10 °C/min até 210 °C e mantido em condicdes isotérmicas durante 5
min. A temperatura do detector foi mantida a 230 °C. Uma série de n-alcanos
homélogos foram analisados sob as mesmas condi¢des cromatograficas para
calcular o indice de retencao linear (LRI).

A andlise qualitativa de volateis foi efetuada por cromatégrafo a gas da
marca Shimadzu QP2010 Plus acoplado a espectrdmetro de massas (GC/MS,
Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo). Para estas analises foram usadas as
mesmas condi¢cdes cromatograficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gas
de arraste. O detector foi operado no modo de ionizagao por impacto de elétrons
com uma energia de ionizagdo de 70 eV e um intervalo de digitalizagdo de massas
35-350 m/z. Os analitos foram identificados com base na comparagdo com os
espectros de massas disponivel na biblioteca National Institute of Standards and
Technology (NIST) e por comparacao do LRI calculado com aqueles disponiveis na

literatura cientifica.
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2.5 Analise dos dados

Os resultados obtidos, nos diferentes parametros avaliados, para as
diferentes amostras de farinha de trigo refinada controle e fortificada com os
diferentes compostos de ferro, foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey (p<0,05) para a comparacado das médias entre as amostras e entre
os tempos avaliados, utilizando o programa Statistica 7.0 (StatSoft, EUA). Os dados
obtidos foram submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA), através do
Pirouette 3.11 software (Infometrix, Inc., Bothell, WA), para isso, os dados foram
autoescalados, pois os resultados obtidos apresentaram diferenca nos valores em
ordem de grandeza.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A farinha de trigo refinada controle (sem adicdo de ferro) continha
originalmente 1,01 = 0,03 mg/100 g de ferro, e as amostras fortificadas com SF, FF,
Fe R, NaFeEDTA, SF micro e FF micro apresentaram teores de 5,84 + 0,12, 5,07 £
0,16, 4,41 £ 0,07, 5,24 + 0,30, 5,17 £ 0,41 e 5,22 + 0,15 mg/100g, respectivamente.
O teor de ferro obtido na amostra controle esta de acordo com dados publicados na
literatura (NEPA, 2011) e para as amostras fortificadas os valores estdo de acordo
com a Resolucdo Normativa RDC 344 (Brasil, 2002), e condizem com o0s valores
reportados por Frontela et al. (2011) que avaliaram amostras de farinha de trigo
comercial fortificada com ferro.

Alteracdes nutricionais em farinhas de cereais (trigo, milho e arroz) podem
ocorrer naturalmente durante a estocagem (Rehman, 2006), e o parametro de
acidez utilizado como indicador de qualidade durante o armazenamento, tanto dos
gréos, quanto da farinha de trigo (Rutz, 2012). Este parametro esta relacionado com
o estado de conservacao, e envolve tanto aspectos quimicos como microbioldgicos
(Ortolan et al., 2008). Os resultados obtidos para a acidez titulavel em farinha de
trigo refinada e fortificada com diferentes compostos de ferro, durante o
armazenamento, estao apresentados da Figura 1 (para visualizacao dos resultados,
incluindo o tratamento estatistico, a Tabela 1 encontra-se no Apéndice A).

Para o parametro de acidez titulavel, foi verificado que no tempo inicial
(T1) os valores de acidez variaram de 1,08 a 1,22 mL de NaOH/100 g. A amostra
controle apenas apresentou diferenca significativa (p<0,05) das farinhas de trigo
fortificadas com SF, FF e NaFeEDTA, ou seja, estes compostos de ferro
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promoveram um maior aumento na acidez ja no tempo inicial, o que influenciou
negativamente a qualidade da farinha. Apds 30 dias de estocagem (T2) € possivel
verificar que os valores de acidez aumentaram para todas as amostras de farinha de
trigo (1,48 a 1,97 mL de NaOH/100 g de farinha), sendo verificado que os mesmos
compostos de ferro que influenciaram o tempo T1 influenciaram também o tempo
T2, em relagdo a amostra controle. Também foi verificado que neste periodo (T2)

ocorreu o maior aumento de acidez.
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Valor médio (n=38). Control: farinha de trigo sem fortificagdo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso;
Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: so6dio ferro etilenodiaminotetracético; SFm: sulfato ferroso
microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 1. Valores de acidez titulavel em farinha de trigo refinada e fortificada com
diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

No periodo T3 (60 dias de estocagem) as amostras fortificadas com SF,
FF, NaFeEDTA e SF micro tiveram reducao na acidez. No tempo T4 (90 dias), os
valores de acidez (1,37 a 1,49 mL de NaOH/100 g de farinha) diferiram
significativamente (p<0,05) da farinha de trigo fortificada com SF micro. Para a
farinha fortificada com SF micro observou-se aumento da acidez e para as demais
amostras diminuicdo. Ja no tempo T5 (120 dias), os valores de acidez (1,17 a 1,39
mL de NaOH/100 g de farinha) da amostra controle apresentou diferenca
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significativa das farinhas fortificadas com Fe R, NaFeEDTA e FF micro. Em relagao
aos valores de acidez encontrados entre as amostras nos diferentes periodos de
tempo é possivel verificar que a acidez da farinha de trigo estudada aumentou de
forma diferenciada quando diferentes compostos de ferro foram utilizados na
fortificacdo das farinhas, ou seja, a qualidade da farinha de trigo foi influenciada
negativamente.

O resultado da influéncia da acidez titulavel ao longo do tempo mostra
que as amostras de farinha de trigo controle, Fe R e FF micro apresentaram o
mesmo comportamento, ou seja, os maiores valores de acidez titulavel foram no
tempo T3, com valores de 1,55, 1,70 e 1,65 mL de NaOH/100 g de farinha,
respectivamente. Ja as demais amostras de farinha de trigo fortificada (SF, FF,
NaFeEDTA e SF micro) apresentaram os maiores valores de acidez no tempo T2, e
os valores variaram de 1,56 a 1,97 mL de NaOH/100 g de amostra. Estes resultados
estdo condizentes com os reportados por Rehman (2006) que avaliaram os valores
de acidez em trigo durante 6 meses e obtiveram valores que variaram de 2,85 a 4,00
mg NaOH/100 g. Nogueira & Steel (2016) também avaliaram a acidez titulavel em
farinha de trigo comercial fortificada com ferro e obtiveram valores superiores ao
obtido nesse trabalho (3,40 £ 0,06 mL de NaOH/100 g). Miranda & El-Dash (2002)
avaliaram a estabilidade de farinha de trigo integral germinado durante 6 meses de
armazenamento. Os autores verificaram aumento da acidez ao longo do tempo
avaliado tanto para a amostra controle quanto para as amostras germinadas.

O aumento da acidez, ocasionada pela quebra hidrolitica das gorduras
com formacéao de acidos graxos livres durante a estocagem, sinaliza o estagio inicial
da perda de qualidade da farinha. A rancidez hidrolitica na farinha de trigo pode
ocorrer durante 0 armazenamento inadequado, em operagcdes de processamento e
no produto final (Rutz, 2012). A reacao que ocorre se inicia pela presenca da lipase,
a qual esta presente na camada mais externa do grao, e, com a moagem do grao de
trigo até farinha, a lipase é liberada atuando sob a ligacdo éster entre lipidios e
glicerol, com isso ocorre a liberacao de acidos graxos, e consequentemente se torna
responsavel pela deterioracdo da farinha de trigo durante o armazenamento (Mousia
et al., 2004). A acidez das amostras se origina a partir da hidrélise enzimatica de
lipidios para liberar os acidos graxos livres e, em menor extensdo da oxidagao dos
acidos graxos insaturados para formar produtos de degradacao 4cidos.
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Quanto aos parametros de cor da farinha de trigo, os valores de L*, a* e
b*, foram avaliados nas amostras de farinha de trigo refinada e fortificada com
diferentes compostos de ferro e estao apresentados na Figura 2 ou Apéndice B.

Ao avaliar os valores de L* do controle em relacdo as amostras
fortificadas com os diferentes compostos de ferro é possivel verificar que no tempo
T1, logo apds a fortificacdo das farinhas, a amostra controle ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) em relagdo as amostras fortificadas, somente houve
diferenca significada entre as amostras fortificadas com SF (94,38) e SF micro
(94,57). Em relagao aos valores de a* e b*, no tempo inicial (T1), todas as amostras
apresentaram valores positivos e nao foi verificada diferenca significativa (p>0,05)
entre as amostras. No tempo T2 (30 dias de armazenamento), somente a amostra
fortificada com SF apresentou diferenca significativa em relagéo ao controle, para o
parametro L*. Os valores de a* e b*, neste periodo, também foram positivos e nao
apresentaram diferencga significativa (p>0,05).

Para o tempo T3 (60 dias de estocagem), a amostra controle apresentou
diferenca significativa (p<0,05) em relagdo as amostras fortificadas com SF,
NaFeEDTA, SF micro e FF micro, ou seja, a amostra controle apresentou a
coloragdo mais proxima do branco (L=100) do que as farinhas fortificadas. Os
valores de a* nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si, € nos
valores de b* foi possivel verificar diferenca significativa entre a amostra controle e a
fortificada com SF, ou seja, a amostra controle estava ligeiramente mais amarela do
que a fortificada com SF. No tempo T4 (90 dias de armazenamento), para o valor de
L*, a amostra controle apresentou diferenca significativa das amostras fortificadas
com SF e FF microencapsulado, e os valores de a* e b* ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05).

Ap6s 120 dias de estocagem (T5), foi possivel verificar que a amostra
controle apresentou diferenga significativa (p<0,05) somente da amostra fortificada
com SF para o valor de L*. Para os valores de a* e b*, nao foi verificado diferenca
significativa entre o controle e as amostras de farinha fortificada com os diferentes
compostos de ferro.
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dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 2. Valores dos parametros de cor: luminosidade L* e das coordenadas a* e b*
em farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes compostos de ferro, durante
120 dias de armazenamento.



87

Entdo, em relacdo a avaliacdo da cor ao longo do tempo para cada
amostra de farinha de trigo, € possivel verificar que a amostra controle apresentou
0s menores valores de L* nos primeiros dois meses (94,45), no tempo T3 ocorreu
um aumento no valor de L* (95,89) e nos tempos seguintes ocorreu uma leve
reducdo no valor de L* (95,23). O mesmo perfil de comportamento da amostra
controle foi verificado com as demais amostras de farinha de trigo fortificada com os
diferentes compostos de ferro para o parametro L*. Em relagdo a coordenada a*,
nao foi verificado diferencga significativa (p>0,05) ao longo do tempo para nenhuma
das amostras avaliadas. Para a coordenada b*, a amostra controle ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) ao longo do tempo, ou seja, a coloracdo amarela
permaneceu estavel durante o periodo avaliado.

As amostras fortificadas com os diferentes compostos de ferro
apresentaram reducado no valor de b* ao longo do tempo, ou seja, ocorreu
diminuicdo da coloracdo amarela nestas amostras, principalmente nos dois ultimos
meses. Este parametro foi influenciado pela adigcdo de ferro e pode estar associado
a reducao dos carotenoides livres, principalmente luteinas, naturalmente presente na
farinha de trigo, durante o periodo de armazenamento, quando os diferentes
compostos de ferro foram utilizados no processo de fortificacdo. Gutkoski et al.
(2008) avaliaram o efeito da fortificacdo da farinha de trigo com ferro reduzido por
um periodo de 180 dias e obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo,
onde ocorreu aumento do parametro L* e diminuicdo de b* ao longo do periodo
avaliado. Resultados semelhantes também foram reportados por Ortolan et al.
(2008), com excegao ao parametro a* que sofreu alteragdo no valor, durante o
periodo avaliado.

De modo geral, uma modificacdo da coloracédo da farinha de trigo da cor
creme para o branco é a principal alteragéo de cor que ocorre durante a estocagem
(Ortolan et al., 2008) e se devem ao processo de maturagdo da farinha com o
aumento do tempo de armazenamento e ocorrem pelas reacdes de oxidacdo das
proteinas do gluten e dos carotenoides (Gutkoski et al., 2008). Porém o processo de
fortificacao influenciou este parametro de forma negativa uma vez que a amostra
fortificada com SF foi a qual apresentou maiores alteragdes nos parametros L* e b*
quando comparado a amostra controle.

Para a verificacdo da oxidacdo de lipidios em farinhas de trigo, a
avaliagdo de indice de peréxido e o hexanal, foram avaliados. O indice de peréxido
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(IP) é utilizado para avaliar a qualidade e/ou estabilidade da farinha de trigo, pois é
oriundo de produtos primarios da oxidacéao lipidica que podem diminuir a vida de
prateleira, além do valor nutritivo do alimento (Silva & Silva, 1999). Os valores de IP
da farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes compostos de ferro durante a

estocagem estdo apresentados na Figura 3 ou Apéndice C.
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ferro reduzido; NaFeEDTA: sbédio ferro etilenodiaminotetracético; SFm: sulfato ferroso
microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 3. Indice de peréxido em farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes

compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

No tempo inicial (T1) as amostras controle e fortificadas com SF e Fe R
apresentaram os menores valores de IP e nao diferiram entre si, ja as amostras de
farinha de trigo fortificada com FF, NaFeEDTA, SF micro e FF micro apresentaram
diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao controle e apresentaram os valores de
IP mais elevados. No tempo T2 (30 dias), o controle apresentou diferenca
significativa das amostras SF e FF, sendo que a amostra fortificada com SF
apresentou o maior valor de IP (0,0147 milieq. H2O2/kg amostra). No tempo T3 (60
dias) a amostra controle apenas diferiu significativamente das amostras fortificadas
com SF e NaFeEDTA. As amostras fortificadas com SF, SF micro e FF micro
apresentaram diferenca significativa em relacdo a amostra controle no tempo T4 (90
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dias), e no tempo T5 (120 dias). Todas as amostras fortificadas com os diferentes
compostos de ferro apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle, ou
seja, os compostos de ferro que foram adicionados a farinha de trigo quando
comparadas ao controle influenciaram negativamente o parametro de IP avaliado.

Em relacdo ao IP avaliado durante o periodo de estocagem, é possivel
verificar que a amostra controle apresentou o maior valor de IP no tempo T4,
enquanto que as amostras fortificadas com os diferentes compostos de ferro
apresentaram os maiores valores para o IP em tempo inferior ao T4. Provavelmente,
este parametro foi influenciado negativamente pelos compostos de ferro que foram
adicionados as amostras de farinha de trigo. Existem estudos na literatura que
associam que o processo de oxidacdo pode ser catalisado por uma variedade de
pré-oxidantes como enzimas, exposi¢ao a luz e ions metalicos como o ferro (Ostdal
et al.,, 2000). Os metais reativos decompde perdxido de hidrogénio e peréxidos
lipidicos por via de ciclo redox. O Fe(ll) decompde hidrogénio muito mais rapido do
que o Fe(lll), além do que, o Fe(ll) € mais soluvel do que o Fe(lll), tornando-o mais
disponivel para promover a decomposicdo de hidroperoxidos em alimentos
(Fennema, 2009).

Jensen et al. (2011) avaliaram a estabilidade oxidativa de p&o integral
durante a estocagem (5 semanas), empregando varios marcadores de oxidagcao
lipidica, inclusive IP. Os autores verificaram que o teor de hidroperoxidos oriundos
da oxidagdo primaria de lipidios foi maior no miolo do pado do que na crosta, e 0
armazenamento também teve efeito significativo sobre o IP, principalmente entre a
segunda e terceira semana de estocagem.

Os compostos volateis, hidrocarbonetos, cetonas, alcodis, acidos e
aldeidos como hexanal, sdo produtos resultantes da decomposicdo dos produtos
primarios do processo oxidativo (peréxidos) e muitos destes compostos de
degradacao apresentam odor desagradavel (Silva & Silva, 1999). Atualmente, a
técnica de microextragdo em fase solida (SPME) tem sido empregada para a
extragdo e posterior anadlise de compostos volateis, como hexanal, em farinhas de
cereais (Cramer et al., 2005; Giannetti et al.,, 2014; Kaseleht et al., 2011). Os
resultados tem sido expresso em area sob a curva dos compostos volateis em
andlise (Bauer et al., 2013; Cramer et al., 2005).

Neste contexto, a avaliagdo de hexanal torna-se também um parametro

importante para verificar a qualidade e/ou estabilidade da farinha de trigo. Os
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resultados obtidos em area de hexanal nas farinhas de trigo refinada controle e
fortificada com diferentes compostos de ferro durante o armazenamento estédo
apresentados na Figura 4 ou Apéndice D.

Inicialmente (T1), as amostras controle, FF, NaFeEDTA e Fe R foram as
quais apresentaram os menores valores de area de hexanal e nao apresentaram
diferenga significativa (p>0,05) entre si. As demais amostras fortificadas (SF, SF
micro e FF micro), além de apresentarem resultados de areas superiores, também
diferiram significativamente (p<0,05) em relagdo a amostra controle. Apds 30 dias de
estocagem (T2), as farinhas de trigo fortificadas com SF, SF micro e FF micro foram
as amostras que apresentaram os maiores valores de area de hexanal e diferiram
significativamente das demais. Este mesmo comportamento foi verificado nos
tempos T3, T4 e T5, para as amostras fortificadas com SF, SF micro e FF micro em
relagao ao controle.
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Figura 4. Area de hexanal em farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes

compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Ao avaliar o processo de oxidacdo das farinhas ao longo do tempo, as
amostras de farinha de trigo refinada controle e fortificadas com FF, Fe R e
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NaFeEDTA apresentaram comportamento semelhantes em relacdo a éarea de
hexanal até os 60 dias de armazenamento. No tempo inicial os valores de area
foram menores que 10 x 10*, no tempo T2 ocorreu um aumento no valor de hexanal
e entre os tempo T2 e T3 ocorreu 0 maior aumento de area, nos tempos T3 e T4
permanecem estaveis e no T5 os valores aumentam e apresentam 0s maiores
valores de hexanal.

Ja a amostra fortificada com SF apresentou comportamento diferente do
relatado anteriormente. Esta amostra apresentou o maior valor de area do hexanal
no tempo inicial em relagdo aos demais tratamentos, seguido de um aumento
significativo de area ja nos primeiros 30 dias de estocagem, apds este periodo os
valores obtidos apresentaram decréscimo ao longo do tempo, onde no tempo T5, o
valor de area de hexanal foi de 4,64 x 10°. As amostras fortificadas com SF micro
apresentaram ligeiro aumento nos valores de hexanal até o tempo T3 porém sem
diferenga significativa, ja as amostras fortificadas com FF micro um aumento
significativo ocorreu até o T4 e no tempo T5 ocorreu um decréscimo no valor de
hexanal em ambos os tratamentos.

Miranda & El-Dash (2002) monitoraram a estabilidade de farinha de trigo
integral (controle) e farinha de trigo integral germinado, sem fortificacdo, durante 6
meses € um dos parametros avaliados foi hexanal. Os autores verificaram que a
amostra controle apresentou teores de hexanal ja no inicio do estudo, apds 3 meses
de estocagem e no sexto més os teores de hexanal aumentaram significativamente.
Su-Chuen et al. (2007) avaliaram a estabilidade a oxidagao lipidica em quinoa sob
condigcbes de envelhecimento acelerado e utilizaram alguns compostos como
marcadores da oxidacao, inclusive o hexanal, e verificaram que durante o periodo
estudado os lipideos presentes na quinoa ndo apresentaram alteracdes
significativas.

Mentes et al. (2008) verificaram que a estabilidade oxidativa de leites em
po fortificados com ferro, expresso pelo indice de TBA, foi influenciada pela adi¢ao
do mineral. Os pesquisadores verificaram também que o ferro aminoacido quelato
ocasionou menor oxidagdo de lipideos, quando comparado ao sulfato ferroso.
Nielsen & Hansen (2008) estudaram a estabilidade da vitamina E em farinha de trigo
refinada e integral, obtidas por dois processos de moagem (rolos e pedra) e também
investigaram a oxidagdo dos acidos graxos insaturados pelo monitoramento de

hexanal durante o armazenamento. Os autores verificaram que a farinha de trigo
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obtida pela moagem em moinho de rolos apresentou formacao de hexanal logo apés
a moagem, enquanto que a farinha obtida no moinho de pedra apresentou auséncia
de hexanal em um periodo de 22 dias, o que confirmou a fung&o da vitamina E como
um antioxidante eficaz presente no gérmen de trigo.

Com o intuito de verificar as correlagdes existentes entre as variaveis
estudadas e as relacbes com os tratamentos de fortificacdo com os diferentes
compostos de ferro aplicadas nas amostras de farinha de trigo, foi realizada uma
analise de componentes principais (PCA). Para isso, uma matriz de dados (6
variaveis x 35 amostras) foi construida usando as variaveis teor de ferro, acidez
titulavel, coordenadas de cor L* e b*, indice de perdxido e hexanal (o parametro de
cor a* ndo foi empregado pois ndo apresentou diferenga significativa entre as
amostras), como coluna e as amostras como linhas. Trés componentes principais
foram utilizados para descrever 71,20% do total da variancia. Os resultados obtidos
na PCA para os parametros de qualidade e/ou estabilidade de farinha de trigo
refinada fortificada com diferentes compostos de ferro estdo apresentados na Figura

5, onde (a) descreve o grafico de scores e (b) o grafico de loading.
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Control: farinha de trigo sem fortificagdo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro
reduzido; NaFeEDTA: so6dio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso
microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3
(60 dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 5. Analise de Componentes Principais para parametros de qualidade e/ou
estabilidade de farinha de trigo refinada com diferentes compostos de ferro, (a)

Grafico de scores (amostras), (b) Grafico de loading (variaveis).

As variaveis dominantes para a primeira componente principal (PC1)
foram hexanal , IP (positivamente correlacionado) e a coordenada b* (negativamente
correlacionada), e estas variaveis descreveram 34,18% da variancia total dos
resultados. A segunda componente principal (PC2) foi responsavel por descrever
21,90% do total da varidncia e as variaveis teor de ferro e coordenada b*,
positivamente correlacionados, e a coordenada L*, negativamente correlacionada,
foram as variaveis que mais contribuiram. Ja a PC3 descreveu 15,12% do total da
variancia e a acidez titulavel foi a variavel que mais contribuiu para a variabilidade
das amostras, positivamente correlacionada.

No grafico de scores (a) é possivel visualizar que ocorreu agrupamento
entre as amostras e que houve diferenga entre elas. As amostras controle estdo do
lado esquerdo do grafico de scores o que significa que estas amostras contem os
menores valores de ferro, acidez, indice de per6xido. cor e hexanal. A amostra
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fortificada com sulfato ferroso (SF2) foi a que apresentou os maiores valores de
acidez, teor de ferro e hexanal, ou seja, o tempo de armazenamento para esta
amostra é diretamente influenciada por estas variaveis e as amostras SF3, SF4, SF5
apresentaram os maiores valores de IP. E possivel verificar também as amostras
SF1, FF1, FF2, Fe R1, Fe R2, NaFeEDTA1, NaFeEDTA2, SF micro1, SF micro2, FF
micro1, FF micro2, foram as quais apresentaram os maiores valores de b*, que esta

relacionada a maior coloragdo amarela.

4. CONCLUSAO

A fortificacdo da farinha de trigo com diferentes compostos de ferro
promoveu alteracées nos parametros de qualidade e/ou estabilidade estudados. A
acidez aumentou ao longo do periodo avaliado para todas as amostras e o0s
compostos de ferro SF, FF e NaFeEDTA apresentaram os maiores valores iniciais e
apos 30 dias de estocagem.

Na avaliacdo da cor, os parametros L* e b* foram influenciados pelos
compostos de ferro utilizados na fortificacdo, principalmente pela forma sulfato
ferroso, provavelmente relacionado a degradagcdao dos carotenoides presentes na
farinha e afetando a qualidade da mesma.

Os parametros IP e hexanal foram afetados quando os diferentes
compostos de ferro foram utilizados. O composto SF apresentou o maior valor de IP,
no segundo més de analise, e os compostos SF, SF micro e FF micro apresentaram
0s maiores valores de hexanal.

Os compostos de Fe que promoveram as menores alteracbes nas
propriedades de qualidade e/ou estabilidade das farinhas avaliadas durante a
estocagem foram o Fe R e o NaFeEDTA. Estes compostos portanto, apresentaram
os melhores parametros para serem utilizados no processo de fortificacao de farinha
de trigo durante a estocagem.
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CAPITULO 5

FORTIFICACAO DE FARINHA DE TRIGO INTEGRAL COM DIFERENTES
COMPOSTOS DE FERRO: EFEITOS NA ESTABILIDADE DURANTE A
ESTOCAGEM.



96

CAPITULO 5: FORTIFICACAO DE FARINHA DE TRIGO INTEGRAL COM
DIFERENTES COMPOSTOS DE FERRO: EFEITOS NA ESTABILIDADE DURANTE
A ESTOCAGEM.

Ana Paula Rebellato’, Juliana Azevedo Lima Pallone’.

'Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil.



97

RESUMO

A farinha de trigo integral apresenta conteddo maior de nutrientes em relacdo a
refinada, incluindo a fragédo lipidica, fazendo-se necessaria a caracterizagdo das
alteracées que podem ocorrer durante sua a estocagem quando fortificada com
diferentes compostos de ferro. Devido ao efeito pré-oxidante do ferro pode ocorrer
oxidacao lipidica e afetar a qualidade do produto. Dessa forma, objetivou-se avaliar
o efeito da fortificacao de farinha de trigo integral com diferentes compostos de ferro
sulfato ferroso (SF), fumarato ferroso (FF), ferro reduzido (FeR), soédio ferro
etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), sulfato ferroso microencapsulado (SF micro)
e fumarato ferroso microencapsulado (FF micro), em parametros de qualidade e/ou
estabilidade, tais como acidez titulavel, cor, indice de perdoxido e hexanal durante
120 dias de armazenamento. Foi detectado um teor de ferro de 1,38 mg/100 g na
farinha integral nao fortificada (controle) e apds o processo de fortificacao os teores
variaram de 4,80 a 6,29 mg/100 g. A fortificacdo de farinha de trigo integral com
diferentes compostos de ferro mostrou alteragéo nas propriedades avaliadas durante
a estocagem com excecao ao parametro de cor. Os compostos SF e FF micro
apresentaram os maiores valores de |IP em 30 dias de estocagem, 15,7 e 16,5
ueqH-O./kg respectivamente, quando comparado ao controle. Ja as farinhas
fortificadas com SF (320,49x10%) apds 30 dias e SF micro (211,66x10%) apés 90 dias
foram as que apresentaram os maiores valores de hexanal, ambos relacionados
com a oxidacgao lipidica. Ja as farinhas fortificadas com Fe R e NaFeEDTA foram as
que menos sofreram alteracdo em relacdo aos parametros de qualidade avaliados.
Portanto, os diferentes compostos de ferro quando empregados na fortificagdo de
farinha de trigo integral podem influenciar de forma diferenciada a estabilidade do
produto durante a estocagem.

Key words: Degradacao, qualidade, cromatografia gasosa, hexanal.
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1. INTRODUCAO

Durante o processo de moagem do trigo ocorre a separacao da farinha
refinada da fracdo composta por gérmen e farelo, que contém a maior parte dos
nutrientes, como: vitaminas, aminoacidos, antioxidantes, minerais (ferro, zinco,
célcio, magnésio, fosforo, potassio), além de elevado teor de fibras (Buri et al., 2004;
Zhu et al., 2009). Atualmente, é crescente a demanda por produtos integrais, devido
a presenca destes nutrientes e aos beneficios que proporcionam a saude.

A farinha de trigo apresenta em sua composicdo, 70 a 75% de
carboidratos, 12 a 14% de agua, 8 a 16% de proteinas, 1 a 2% de lipidios, 1% de
cinzas, além de vitaminas e minerais. A fracdo lipidica é composta por
aproximadamente 51% de lipideos nao polares ou neutros (triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres, entre outros) e 49% por lipideos
polares (glicolipideos e fosfolipideos), sua estabilidade pode ser afetada pela
composicao de acidos graxos (palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1c),
linoléico (C18:2), linolénico (C18:3) e eicosenoico (C20:1) (Cramer et al., 2005).
Varia¢des na quantidade e composigcdo dos constituintes da farinha de trigo integral
podem ocorrer em funcdo das diferentes proporcdes de farelo e/ou gérmen que
podem ser reincorporados a farinha de trigo refinada (Gutkoski et al., 2008; Morita et
al., 2002; Rutz, 2012).

Na Legislagdo Brasileira ndo € estabelecido a propor¢gdo minima
necessaria de farelo e/ou gérmen que pode ser reincorporado a farinha de trigo
refinada para ser rotulada como farinha integral (Brasil, 2005b). Segundo Pomeranz
et al. (1977) a adicdo de aproximadamente 7% de farelo de trigo a farinha refinada,
nao causa alteragdes significativas nas propriedades farinograficas e na qualidade
tecnoldgica dos paes, como variagdo do volume e cor.

Atualmente toda farinha de trigo deve ser fortificada com ferro com o
intuito de reduzir a prevaléncia de anemia ferropriva, causada pela baixa ingestao de
ferro biodisponivel proveniente da dieta alimentar (Brasil, 2002; WHO, 2006). No
Brasil, a Legislagdo permite a adicado de diferentes compostos de ferro como: sulfato
ferroso desidratado (seco), fumarato ferroso, ferro reduzido, ferro eletrolitico, sddio
ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), ferro bisglicina quelato e outros
compostos de biodisponibilidade n&o inferior a dos ja permitidos (BRASIL, 2002).
Pirofosfato férrico e sulfato ferroso microencapsulado também estdo sendo



99

empregados como fortificantes em farinha de trigo (Kiskini et al., 2010; Nabeshima
et al., 2005).

Durante o processo de fortificagao, alguns parametros devem ser levados
em consideragao para que nao afete a qualidade da matéria-prima nem do produto
final como, cor, reologia, capacidade de absorcdo no organismo, além do efeito proé-
oxidante de metais, como o ferro, sobre a oxidagéo lipidica (Akhtar et al., 2011;
WHO, 2006).

A cor pode ser alterada pela quantidade de farelo reincorporada a farinha
integral, pela presenca de material estranho, adicdo de ferro e da quantidade de
pigmentos oriundos do trigo. Além disso, é considerado um fator importante para a
aceitacao ou rejeicédo do produto para o consumo (Akhtar et al., 2011; Rutz, 2012).

Alteragcbes nutricionais em farinhas de trigo podem ocorrer naturalmente
durante a estocagem (Rehman, 2006). O parametro de acidez pode ser utilizado
como indicador de qualidade durante o armazenamento, tanto dos graos, quanto da
farinha de trigo (Rutz, 2012). Os lipidios presentes na farinha de trigo, mesmo que
em pequenas quantidades, sdo o0s responsaveis pelos processos de hidrélise e
oxidacao. A hidrélise ocorre por mecanismo enzimatico, através das lipases. Esta
reacao pode causar modificacdes na qualidade da farinha de trigo comprometendo a
cor, sabor, além de degradar vitaminas, aminoacidos e acidos graxos essenciais
(Ortolan et al., 2008; Rutz, 2012).

O indice de peréxido (IP) também €& um parametro utilizado para avaliar a
qualidade e/ou estabilidade da farinha de trigo, pois € oriundo de produtos primarios
da oxidacao lipidica, pode diminuir a vida de prateleira e o valor nutritivo do alimento
(Silva & Silva, 1999). Os compostos volateis, hidrocarbonetos, cetonas, alcodis,
acidos e aldeidos como hexanal, sdo produtos resultantes da decomposicdo dos
produtos primarios do processo oxidativo (perdxidos) e muitos destes compostos de
degradacao apresentam odor desagradavel (Silva & Silva, 1999).

O processo de oxidagcdo ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacdo. As reacgdes iniciais da oxidagdo lipidica podem ser promovidas por
absorcdo de energia e por reacao redox. As reacdes redox sao catalisadas por
metais de transicdo, como cobre, manganés e ferro (reacdes de Fenton/Harber-
Weiss) e sdo capazes de romper a barreira eletroquimica entre o oxigénio e as
moléculas de &cidos graxos insaturados presente no alimento promovendo a

iniciacdo do processo oxidativo (Ferrari, 1998). Uma vez que as farinhas integrais
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apresentam maiores quantidades de lipidios e sao fortificados com diferentes
compostos de ferro, 0 acompanhamento da qualidade e/ou estabilidade durante o
armazenamento torna-se necessario, a fim de verificar possiveis alteragbes que
possam ocorrer.

A avaliacdo de hexanal, resultante da oxidacdo lipidica, também é
utilizada para avaliar a qualidade e/ou estabilidade da farinha de trigo. Atualmente, a
técnica de microextracao em fase solida (SPME) tem sido bem empregada para a
extracao e posterior analise dos compostos volateis, como hexanal, em farinhas de
cereais (Cramer et al., 2005; Giannetti et al., 2014; Kaseleht et al., 2011) e os
resultados tém sido expresso em area sob a curva dos compostos volateis em
analise (Bauer et al., 2013; Cramer et al., 2005).

Estudos que abordam os parametros de qualidade e/ou estabilidade de
farinha de trigo integral fortificada com diferentes compostos de ferro durante a
estocagem nao foram encontrados. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito
da fortificacdo de farinha de trigo integral com diferentes compostos de ferro em
relacdo aos parametros de qualidade e/ou estabilidade como, cor, acidez, indice de
peréxido e hexanal durante o periodo de estocagem de 120 dias. Para verificar quais
variaveis apresentaram maior influéncia sobre a qualidade e/ou estabilidade da
farinha de trigo integral fortificada com diferentes compostos de ferro, uma analise

de componentes principais (PCA) foi realizada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das amostras e delineamento experimental

Para a obtencéo da farinha de trigo integral (100 kg), 6% de farelo de trigo
foi incorporado a farinha de trigo refinada (94%), (Moinho Guagu Mirim, Mogi Guacu,
Brasil), e sua composicéao foide: 13,22 £0,11; 12,95 £ 0,42; 1,29 £ 0,01; 0,80 £ 0,02;
6,91 £ 0,31 e 84,95% de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, fibras e carboidratos
totais, respectivamente. Posteriormente porcées de 10 kg foram fortificadas com 4,2
mg/100 g (= 20%), conforme Resolucdo Normativa, 344 (Brasil, 2002), com
diferentes compostos de ferro, totalizando 6 amostras e um controle (sem adigdo de
ferro). Os compostos de ferro utilizados foram: sulfato ferroso monohidratado (SF),
fumarato ferroso (FF), ferro reduzido (Nutrafine, RS, Brasil) (Fe R), (M Cassab, SP,
Brasil); sodio ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA), (Vogler Ingredients, SP,
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Brasil); sulfato ferroso microencapsulado (SF micro) e fumarato ferroso
microencapsulado (FF micro), (Funcional Mikron, Valinhos, Brasil). No processo de
fortificacdo, cada amostra foi homogeneizada em misturador em V (Tecnal,
Piracicaba, Brasil), por 30 min, em por¢des de 5,0 kg. Por¢cdes de 1,0 kg foram
acondicionadas em embalagem plastica e estocadas a temperatura ambiente, para
simulacao da vida de prateleira.

Apo6s a adicao dos diferentes compostos de ferro na farinha de trigo
integral as amostras controle e as fortificadas foram avaliadas quanto aos
parametros de acidez titulavel, cor, indice de perdxido e hexanal, no tempo inicial
(T1) logo apéds a obtencéo das farinhas fortificadas. O teor de ferro foi avaliado antes
e apds o processo de fortificacdo nas amostras de farinha de trigo integral. Apds
este periodo, as amostras foram mantidas em embalagens fechadas, a temperatura
ambiente e mensalmente uma embalagem de cada amostra foi aberta e analisada
quanto aos parametros de acidez titulavel, cor, indice de perdxido e hexanal para o
acompanhamento da vida de prateleira, durante 120 dias e os tempos foram
designados por T2 (30 dias), T3 (60 dias), T4 (90 dias) e T5 (120 dias).

2.2  Analises fisico-quimicas

Todas as analises foram realizadas em trés repeticbes em cada ponto de
armazenamento.

Determinacéo do teor de ferro: O teor de ferro total foi determinado de
acordo com Rebellato et al. (2015).

Andlise de cor: A determinagdo da cor foi realizada através dos
parametros de luminosidade L* (variam entre zero = preto e 100 = branco) e
coordenadas de cromaticidade a* (-a* = verde e + a* = vermelho) e b* (-b* = azul e
+b* = amarelo) através de espectrofotdmetro MiniScan (Hunterlab, Reston, Estados
Unidos), seguindo o sistema CIELab (MINOLTA, 1993).

Parametros de oxidacao lipidica: A acidez titulavel foi realizada segundo
método descrito por Pizzinatto (1997) e o indice de perdoxido segundo Jensen et al.
(2011).

Andlise de hexanal:
As amostras foram retiradas do ultrafrezeer e homogeneizadas na prépria
embalagem, 5 g das amostras de farinha foram retiradas, e condicionadas em
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frascos de vidro ambar de 20 mL fechados com tampas de silicone revestido com
PTFE. Os compostos volateis foram extraidos do headspace das amostras utilizando
a técnica de microextracdo em fase sélida (HS-SPME). A fibora de SPME de
revestimento Carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) (75 um x 10 mm, Supelco,
Bellefonte, PA, USA) foi utilizada na extracdo. A fibra foi previamente condicionada
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Os frascos contendo as amostras
foram submetidos a extragdo por 40 min, em banho-maria a 40 °C. Antes da
extracdo, cada frasco contendo as amostras foi submetido a um tempo de pré-
equilibrio na mesma temperatura de extracao, sem exposicao da fibra por 10 min.
Ap6s o término da extracdo, a fibra foi removida e inserida no injetor do

cromatdgrafo para dessorcao térmica dos analitos.

Analise cromatografica:

Ap6s a extracdo, os compostos volateis foram quantificados por
cromatdgrafo de fase gasosa Varian Star 3400CX (CA, EUA) equipado com um
detector de ionizacdo de chama (GC-FID). A fibra foi dessorvida termicamente na
porta de injecao a temperatura de 250 °C durante 10 min, em modo de splitless
durante 2 min. Os compostos foram separados numa coluna capilar polar de silica
fundida ZB-WAX Plus (60 m x 0,25 mm x 0,25 um). O hidrogénio foi utilizado como
gas de arraste a pressao constante (30 psi). A temperatura inicial da coluna foi
ajustada para 35 °C e mantida durante 10 min. Em seguida, um gradiente de
temperatura foi iniciado subindo a 3 °C/min até 50 °C, seguido por aumento a 4
°C/min até 150 °C, aumentando 10 °C/min até 210 °C e mantida em condi¢cdes
isotérmicas durante 5 min. A temperatura do detector foi mantida a 230 °C. Uma
série de n-alcanos homdlogos foram analisados sob as mesmas condi¢des
cromatograficas para calcular o indice de retengao linear (LRI).

A analise qualitativa de volateis foi efetuada por cromatografo a gas Shimadzu
QP2010 Plus acoplado a espectrometro de massas (GC/MS, Shimadzu Corporation,
Quioto, Japao). Para estas analises, foram usadas as mesmas condicdes
cromatograficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gas de arraste. O
detector foi operado no modo de ioniza¢do por impacto de elétrons com uma energia
de ionizacdo de 70 eV e um intervalo de digitalizacdo de massas 35-350 m/z. Os
analitos foram identificados com base na comparagdo com os espectros de massas
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disponivel na biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST) e por
comparacao do LRI calculado com aqueles disponiveis na literatura cientifica.

2.3  Analises dos dados

Os resultados obtidos, nos diferentes parametros avaliados, para as
diferentes amostras de farinha de trigo integral controle e fortificada com os
diferentes compostos de ferro, foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey (p<0,05) para a comparacédo das médias entre as amostras e entre
os tempos avaliados, utilizando o programa Statistica 7.0 (StatSoft, EUA). Os dados
obtidos foram submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA), através do
programa Pirouette 3.11 (Infometrix, Inc., Bothell, WA), para isso, os dados foram
autoescalados, pois os resultados obtidos apresentaram diferenca nos valores em
ordem de grandeza.

3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de ferro presente originalmente na amostra controle foi de 1,38
mg/100 g. Apds o processo de fortificacdo os valores foram 5,39 + 0,08; 5,64 £ 0,11;
480 + 0,12; 5,74 + 0,25; 6,29 + 0,22 e 5,23 = 0,09 mg/100 g, para as amostras
fortificadas com SF, FF, Fe R, NaFeEDTA, SF micro e FF micro, respectivamente.
Os valores obtidos de ferro estdo de acordo com a Resolugdo Normativa 344 (Brasil,
2002) e coincide com os valores reportados por Rehman et al. (2006).

Os resultados obtidos para a acidez titulavel em farinha de trigo integral e
fortificada com diferentes compostos de ferro, durante o armazenamento, estédo
apresentados da Figura 1 (para visualizagcao dos resultados, incluindo o tratamento
estatistico, a Tabela 1 encontra-se no Apéndice E).

No tempo inicial (T1), os valores de acidez variaram de 1,15 a 1,25 mL de
NaOH/100 g e a amostra controle somente apresentou diferenca significativa
(p<0,05) da amostra fortificada com NaFeEDTA. Apo6s 30 dias de estocagem (T2) os
valores de acidez variaram de 1,61 a 2,21 mL/100 g e a amostra controle néo
apresentou diferenca significativa das amostras fortificadas com FF e Fe R. No
tempo T3, os valores variaram de 1,35 a 1,84 mL/100 g e a amostra controle
apresentou diferenca significativa das amostras fortificadas com NaFeEDTA e FF
micro. Aos 90 dias de estocagem (T4), os valores de acidez variaram de 1,21 a 1,57
mL/100 g e a amostra controle apresentou diferenga significativa das amostras
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fortificadas com SF, Fe R e NaFeEDTA. No tempo T5, os valores variaram de 1,34 a
1,63 mL/100 g e o controle somente apresentou diferenca significativa da farinha
integral fortificada com SF. Verifica-se portanto, que o parametro de acidez foi
ligeiramente afetado quando os diferentes compostos de ferro, principalmente o
NaFeEDTA, foram empregados no processo de fortificacdo, o que alterou

negativamente a qualidade da farinha, quando comparados ao controle.
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Média (n=3). Control: farinha de trigo integral sem fortificagdo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato
ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sddio ferro etilenodiaminotetracético; SFm: sulfato ferroso
microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 1. Valores de acidez titulavel em farinha de trigo integral e fortificada com

diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Em relacdo a influéncia da acidez titulavel ao longo do tempo para cada
amostra, é possivel verificar que as amostras apresentaram 0 mesmo
comportamento, no T1 as amostras apresentaram um menor valor de acidez, no T2
foi o periodo que as amostras apresentaram o maior valor de acidez, nos tempos T3
e T4 ocorreu uma diminui¢cdo nos valores avaliados e no T5, um ligeiro aumento no
valor de acidez foi verificado para a maioria das amostras.

Rehman (2006) avaliou os efeitos do armazenamento na qualidade
nutricional de cereais. Os autores verificaram que os valores de acidez em trigo
variaram de 2,85 a 4,00 mg NaOH/100 g, durante a estocagem de 6 meses. Miranda
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& El-Dash (2002) realizaram um estudo de acompanhamento da estabilidade de
farinha de trigo integral germinado durante 6 meses de armazenamento e
verificaram que os valores de acidez aumentaram durante o periodo avaliado, tanto
na amostra controle quanto nas amostras germinadas, e atribuiram essa ocorréncia
a fenbmenos de hidrélise gradual de lipidios.

O aumento da acidez, ocasionada pela quebra hidrolitica das gorduras e
a formacdo de acidos graxos livres durante a estocagem, esta relacionado ao
estagio inicial da perda de qualidade das farinhas. A rancidez hidrolitica na farinha
ocorre durante o armazenamento, especialmente em condi¢des inapropriadas, em
operacdes de processamento e no produto final (Aradjo, 2004; Pomeranz, 1974). A
reagcao que ocorre se inicia pela presenga da lipase, a qual esta presente na camada
mais externa do grdo, com a moagem do grédo de trigo em farinha, a lipase é
liberada e atua sob a ligacao éster entre lipidios e glicerol, liberando acidos graxos e
em menor quantidade da oxidacdo dos &acidos graxos insaturados para formar
produtos de degradacdo acidos, acarretando a deterioracdo da farinha de trigo
durante o armazenamento (Mousia et al., 2004).

Em relacdo aos parametros de cor, L*, a* e b* foram avaliados nas
amostras de farinha de trigo integral e fortificados com os diferentes compostos de
ferro e estdo apresentados na Figura 2 (Apéndice F).

Os valores de L*, a* e b*, entre as amostras nos periodo T1, T2, T3, T4 e
T5 foram avaliados e né&o foi verificada diferenga significativa (p > 0,05) entre a
amostra controle e as amostras fortificadas com os diferentes compostos de ferro, ou
seja, independentemente da forma de ferro empregada na fortificacdo da farinha de
trigo integral ndo foram verificadas alteragées nos parametros de cor. O farelo de
trigo utilizado no preparo da farinha integral apresenta coloracdo escura e a
presenga do ferro, também de coloragdo escura, tornou-se imperceptivel (Alam et
al., 2009).
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microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 2. Valores dos parametros de cor: luminosidade L* e das coordenadas a* e b*
em farinha de trigo integral e fortificada com diferentes compostos de ferro, durante
120 dias de armazenamento.
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Quanto a avaliacao da cor ao longo do tempo para cada amostra, €
possivel verificar que as farinhas apresentaram um mesmo comportamento para o
parametro L*. Nos tempos T1 e T2 os valores nao sofreram alteragao, com excegao
da amostra fortificada com FF micro que apresentou uma diminuigdo no parametro
L* no tempo T2. No tempo T3, todas as amostras apresentaram o maior valor de L*,
e uma ligeira diminuicao foi verificada no tempo T4 e o T5 ndo sofreu alteracdo. Em
relacdo a coordenada a*, nao foi verificado diferenga significativa (p>0,05) ao longo
do tempo para nenhuma das amostras avaliadas. Para a coordenada b*, as
amostras controle, SF e Fe R apresentaram o mesmo comportamento ao longo do
tempo, ou seja, a coloragcdo amarela permaneceu estavel até o tempo T3 e ocorreu
uma diminui¢cao da coloracdo amarela no tempo T4, o qual ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) do tempo T5. A farinha fortificada com FF somente apresentou
alteracao de cor no tempo T5. Ja as farinhas fortificadas com SF micro e FF micro
apresentaram diminuicdo da coloracdo amarela nos tempos T3 e T2,
respectivamente, alteracbes nos demais tempos nao foram verificadas.

Os parametros L* e b* foram influenciados pelo tempo durante o periodo
avaliado que pode estar associado a reducao dos carotendides livres, principalmente
as luteinas, naturalmente presente na farinha de trigo. Gutkoski et al. (2008)
avaliaram o efeito da fortificacdo de farinha de trigo com ferro reduzido por um
periodo de 180 dias e obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo, onde
ocorreu aumento do parametro L* e diminuicdo de b* ao longo do periodo avaliado.
Alam et al. (2009) também verificaram alteracbes de cor em farinha de trigo integral
fortificada com Fe?*.

De forma geral, pode ocorrer uma alteragdo da coloragdo da farinha de
trigo pode ocorrer durante a estocagem (Ortolan et al., 2008), devido ao processo de
maturacdo com o aumento do tempo de armazenamento e pelas reacbes de
oxidacao das proteinas do gluten e dos pigmentos carotendides (Gutkoski et al.,
2008).

Os valores de IP avaliados durante os 120 dias de estocagem nas
farinhas de trigo integral controle e fortificados com diferentes compostos de ferro
estao apresentados na Figura 3 (Apéndice G).

No tempo T1 a amostra ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
das amostras fortificadas com FF, NaFeEDTA e FF micro e a farinha fortificada com
ferro reduzido apresentou o maior valor de IP. Ap6s 30 dias de estocagem, a
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amostra controle somente diferiu das amostras fortificadas com NaFeEDTA e SF
micro. No tempo T3, somente a farinha fortificada com SF apresentou diferenca
significativa (p<0,05) em relagao ao controle. No tempo T4, o IP da farinha controle
apresentou diferencga significativa das amostras fortificadas com FF e NaFeEDTA e
no tempo T5, somente as amostras fortificadas com NaFeEDTA e SF micro néo

apresentaram diferenca significativa em relacédo a amostra controle.
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ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sddio ferro etilenodiaminotetracético; SFm: sulfato ferroso
microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 3. indice de peréxido em farinha de trigo integral e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Em relacédo a avaliacao ao longo do tempo para cada amostra, o IP para
as amostras controle e fortificadas com SF e FF apresentaram o mesmo
comportamento, ou seja, os maiores valores de IP foram verificados no T2,
permaneceram estaveis no T3, diminuiu no T4 e continuaram estaveis em T5. As
amostras fortificadas com Fe R, NaFeEDTA e SF micro apresentaram os maiores
valores de IP no tempo de T3, enquanto que a farinha integral fortificada com FF
micro apresentou o maior valor de IP no periodo T2.

Poucos estudos foram encontrados na literatura sobre a estabilidade
oxidativa de farinha de trigo integral fortificada com diferentes compostos de ferro
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durante a estocagem, o que torna dificil a comparacdo dos resultados, porém,
Hurrell et al. (2010) publicaram recomendacdes para a fortificacdo de farinha de trigo
com ferro e discutem que o composto NaFeEDTA deve ser empregado pois ndo
promove a oxidagao em farinhas durante a estocagem. Ja o ferro eletrolitico € pouco
soluvel, porém ndo promove alteracao sensorial no alimento. O composto fumarato
ferroso deve apresentar menor impacto na avaliagcdo sensorial quando comparado
ao sulfato ferroso, e os compostos encapsulados devem prevenir a oxidacao lipidica
das farinhas durante a estocagem. Neste trabalho constatou-se que o NaFeEDTA
promoveu menores alteracées na estabilidade, porém alteragcdes nos parametros de
acidez, IP e hexanal foram observadas quando comparado ao controle. Além disso,
0s compostos microencapsulados estudados também promoveram alteragées nos
parametros estudados.

Rehman et al. (2006) avaliaram a estabilidade de Fe?* em farinha de trigo
integral fortificada (FeSO4, EDTA e acido félico) durante 42 dias de estocagem. Os
autores verificaram que as amostras ndo apresentaram diferenga significativa em
relacdo ao teor de ferro total, porém, uma conversdo de Fe®* a Fe®* foi observada
decorrente a oxidagao ocorrida durante o periodo de estocagem. Alam et al. (2009)
estudaram a estabilidade de farinha de trigo integral adicionada de FeSO4, EDTA e
acido folico durante 60 dias de estocagem e verificaram diminuicdo do Fe?' e
aumento do Fe® durante o periodo avaliado devido a oxidagao do ferro.

Chung (2009) estudou a influéncia da adicdo de farinha de batata doce
roxa sobre a estabilidade oxidativa de cookies, durante 80 dias a 60 °C e observou
que tanto os valores de acidez quanto de perdoxido aumentaram durante o periodo
de armazenamento. Jensen et al. (2011) acompanharam a estabilidade de pé&o
integral durante cinco semanas de estocagem e utilizaram varios marcadores de
oxidagao lipidica, inclusive IP. Os autores verificaram que o teor de hidroperéxidos
oriundos da oxidacao primaria de lipidios foi maior no miolo do pao do que na crosta,
e 0 armazenamento também apresentou efeito significativo sobre o IP,
principalmente entre a segunda e terceira semana de estocagem. Altunkaya et al.
(2013) investigaram a estabilidade oxidativa de p&ao enriquecido com diferentes
porcentagens de farinha de casca de roma, e verificaram que a concentragdao de
peréxidos lipidicos (IP) aumentou significativamente em todas as amostras de péaes

durante o armazenamento.
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Os resultados obtidos em area de hexanal nas farinhas de trigo integral
controle e fortificada com diferentes compostos de ferro durante o armazenamento
estao apresentados na Figura 4 (Apéndice H).

No tempo inicial (T1), a amostra controle somente apresentou diferenca
significativa (p<0,05) das amostras fortificadas com SF e SF micro, e estas amostras
foram as que apresentaram os maiores valores de area de hexanal. Apds 30 dias de
armazenamento, a amostra controle somente apresentou diferenga significativa das
amostras fortificadas com SF, SF micro e FF micro, e também foram as amostras
que apresentaram os maiores valores de hexanal. No tempo T3, as amostras
fortificadas com SF, FF, NaFeEDTA, SF micro e FF micro foram as farinhas que
apresentaram os maiores valores de hexanal e diferiram significativamente do
controle. Em 90 dias de estocagem (T4), o controle ndo diferiu das amostras
fortificadas com Fe R e NaFeEDTA, e as amostras fortificadas com SF e SF micro
foram as que apresentaram os maiores valores de hexanal. Aos 120 dias de
estocagem (T5), o controle apresentou diferenca significativa das amostras
fortificadas com SF, SF micro e FF micro, e estas amostras foram as que

apresentaram os maiores valores de hexanal.

—3— Control
—O—SF
300 —\—FF
—/—FeR
—C— NaFeEDTA
—s— SFm
—+—FFm
= 200
c
(1]
X
(B}
e
©
o
<100}
0 B 7 | 1 1 1

Tempo (dias)
Média (n=3). *Area de hexanal x 10*. Control: farinha de trigo integral sem fortificacdo; SF: sulfato
ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sddio ferro etilenodiaminotetracético;
SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1
(inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60 dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 4. Area de hexanal em farinha de trigo integral e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante o periodo de armazenamento.
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Ao avaliar os valores de area de hexanal das amostras ao longo do
tempo, € possivel verificar que a amostra controle apresentou os maiores valores
nos tempos T3 (60 dias) e T4 (90 dias). O mesmo comportamento foi verificado com
a farinha integral fortificada com FF. Ja a amostra fortificada com SF apresentou o
maior valor de hexanal logo apds 30 dias de estocagem, enquanto que a fortificada
com FF micro o maior valor foi verificado no tempo T5 (120 dias). As demais
amostras (Fe R, NaFeEDTA e SF micro) apresentaram os maiores valores de
hexanal em 90 dias de estocagem (T4). Portanto, verifica-se que os diferentes
compostos de ferro utilizados na fortificagcdo influenciaram negativamente a
estabilidade das amostras de farinha de trigo integral.

Cramer et al. (2005) analisaram compostos volateis em cevada e trigo
utilizando a técnica de extracdo SPME e s6 encontraram hexanal nas amostras de
cevada. Giannetti et al. (2014) utilizaram a técnica de HS-SPME seguida de CG/MS
para avaliar a fragcao volatil de massa elaborada com farinha de trigo duro produzida
sob diferentes condi¢cbes de processo e verificaram a presenca de alguns produtos
de oxidacao lipidica, inclusive hexanal.

Com a finalidade de verificar as correlagdes existentes entre as variaveis
estudadas e as relagbes com os diferentes compostos de ferro empregados na
fortificacdo das amostras de farinha de trigo integral, uma analise de componentes
principais (PCA) foi realizada. Para tanto, uma matriz de dados (6 varidveis x 35
amostras) foi construida utilizando as variaveis: teor de ferro, acidez titulavel,
coordenadas de cor (L* e b*, a coordenada a* ndo foi utilizada pois ndo houve
diferenca significativa entre as amostras e entre os tempos de estocagem), indice de
peréxido e hexanal, como coluna, e as amostras avaliadas mensalmente, como
linhas. Trés componentes foram utilizados para descrever 76,28% do total da
variancia. Os resultados da PCA para os parametros avaliados na farinha de trigo
integral controle e fortificada com diferentes compostos de ferro estdo apresentados
na Figura 5, onde (a) descreve o gréafico de scores e (b) o grafico de loading.

As variaveis dominantes para a primeira componente principal (PC1)
foram os parametros de cor L* (positivamente correlacionado), b* (negativamente
correlacionado) e IP (positivamente), descreveram 32,65% da variancia total dos
resultados. A segunda componente principal (PC2) foi responsavel por descrever
24,30% do total da variancia e com excecao das variaveis de cor (L* e b*) todas as
demais contribuiram para a variabilidade dos resultados. Ja a PC3 descreveu
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19,32% da variancia e as variaveis acidez (positivamente correlacionada) e a
coordenada L* (negativamente correlacionada) foram as que mais contribuiram para
a variabilidade das amostras.

Através do gréafico de scores (a) é possivel verificar que ocorreu
agrupamento entre as amostras e que houve diferenca entre elas. As amostras
controle estdo na parte inferior do grafico de scores o que significa que estas
amostras contem os menores valores de ferro e hexanal. As amostras que foram
fortificadas com SF3, SF4, SF5, SFm3, SFm4, SFm5, FFm3, FFm5, nos respectivos
tempos, foram as amostras que apresentaram o0s maiores valores de ferro e
hexanal, ou seja, o tempo de armazenamento para a farinha de trigo integral
fortificada com estes compostos de ferro € diretamente influenciado pela oxidacéo
lipidica, devido aos maiores valores de hexanal. J& as farinhas integrais fortificadas
com os diferentes compostos de ferro, nos tempos T1 e T2 foram as amostras que

apresentaram as menores influéncias em relacdo aos parametros avaliados.
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reduzido; EDTA: sodio ferro etilenodiaminotetracético (NaFeEDTA); SFm: sulfato ferroso
microencapsulado; FFm: fumarato ferroso microencapsulado. 1: T1 (inicio); 2: T2 (30dias); 3: T3 (60
dias); 4: T4 (90 dias); 5:T5 (120 dias).

Figura 5. Analise de Componentes Principais para parametros de qualidade de
farinha de trigo integral com diferentes compostos de ferro, (a) Grafico de scores

(amostras), (b) Grafico de loading (variaveis).

4.  CONCLUSAO

A fortificacdo da farinha de trigo integral com os diferentes compostos de
ferro promoveu alteragdes nos parametros estudados.

As farinhas fortificadas com SF, SF micro e FF micro apresentaram
maiores alteracbes nos parametros avaliados. Para as adicionadas com o0s
compostos NaFeEDTA e Fe R constatou-se menores alteragdes, portanto, estes
compostos foram considerados mais estaveis e apresentaram comportamento
similar ao controle quando utilizados no processo de fortificacdo durante a

estocagem.
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DISCUSSAO GERAL

No Brasil, assim como em muitos outros paises, a fortificacdo de farinha
de trigo com ferro é uma pratica realizada desde 2002, com o intuito de reduzir a
prevaléncia de anemia ferropriva, causada pela baixa ingestao de ferro biodisponivel
proveniente da dieta alimentar. Para que os programas de fortificagcao tenham um
efeito positivo, o veiculo utilizado deve ser de facil acesso e de baixo custo para
abranger a maior parte da populagdo. Porém, alguns parametros devem ser levados
em consideracao para que sua incorporagcado nao afete a qualidade da matéria-prima
nem do produto final como, propriedades reoldgicas e tecnoldgicas, capacidade de
absorcao no organismo, além do efeito pr6-oxidante (ferro) sobre a oxidacgao lipidica.
Sendo assim, a farinha de trigo se enquadra neste perfil, pois € um ingrediente
amplamente utilizado para a elaboracdo de massas, bolos e paes e o pao tipo
francés é o mais consumido pela populacdo brasileira. Além disso, atualmente é
crescente a demanda por produtos integrais devido aos beneficios que
proporcionam a saude e a incorporagado de farelo e/ou gérmen na farinha para a
elaboracao de paes, tem sido realizado com aceitagao pela populagéo.

Nesse contexto, vale ressaltar que minerais podem competir no processo
de absorcdo e ndo se tem dados da influéncia da fortificagdo de farinhas com
diferentes compostos de ferro na bioacessibilidade de outros minerais importantes
como zinco e calcio.

Nesse trabalho foi realizado o estudo da fortificagdo de farinhas de trigo
refinada e integral com diferentes compostos de ferro como: sulfato ferroso (SF),
fumarato ferroso (FF), ferro reduzido (Fe R), sodio ferro etilenodiaminotetracético
(NaFeEDTA), sulfato ferroso microencapsulado (SF micro) e fumarato ferroso
microencapsulado (FF micro) e a avaliacdo das propriedades reoldgicas da massa,
na qualidade tecnoldgica dos paes e a bioacessibilidade dos minerais Fe, Zn e Ca,
tanto em farinha de trigo refinada quanto em integral (adicionada de 6% de farelo de
trigo), e estao apresentados nos capitulos 2 e 3, respectivamente. Ja os capitulos 4
e 5 abordaram como os diferentes compostos de ferro utilizados na fortificagcdo das
farinhas podem influenciar as propriedades de qualidade e/ou estabilidade da farinha
de trigo refinada e integral, respectivamente, durante o periodo de estocagem de
120 dias.

Inicialmente foi realizada a caracterizacao da farinha de trigo refinada e os
teores, em base seca, obtidos na composicao centesimal foram: 13,69 + 0,06; 12,45
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+0,11; 1,22 £ 0,05; 0,60 £ 0,05; 85,73; 2,92 + 0,01% de umidade, proteinas, lipidios,
cinzas, carboidratos e fibras, respectivamente. Os valores de indice de gluten, gluten
umido e gluten seco foram: 96,28 + 4,32; 28,54 + 1,33 e 10,04 + 0,62 g/100 g,
respectivamente. O teor de ferro encontrado na farinha de trigo foi de 1,01 + 0,03
mg/100 g. Para a obtencgéo da farinha de trigo integral foi reincorporado 6% de farelo
de trigo na farinha refinada e a composicao centesimal foi realizada, obtendo-se os
seqguintes valores (em base seca): 13,22 £ 0,11; 12,95 + 0,42; 1,29 + 0,01; 84,95 e
6,91 £ 0,31% de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, carboidratos e fibras totais,
respectivamente, e o teor de ferro foi de 1,38 + 0,06 mg/100 g.

Os valores da composicao centesimal tanto na farinha refinada quanto na
integral estdo de acordo com a Legislacao Brasileira (Brasil, 2005). O teor de ferro
nas farinhas refinada e integral também esta concordante com o reportado em
outros trabalhos cientificos e uma maior concentracdo no teor de ferro na farinha
integral era esperada, uma vez que 0S Qraos integrais apresentam em sua
composicao, teores de nutrientes, superiores aos refinados.

Uma vez caracterizadas as farinhas, refinada e integral, foi realizado o
processo de fortificacdo com ferro e os resultados para o teor do mineral variaram de
4,41 £ 0,07 a 5,84 + 0,12 mg/100 g para a farinha refinada e de 4,80 a 6,29 mg/100
g para a integral. As quantidades dos compostos de ferro utilizados para a
fortificagdo das farinhas e os teores obtidos obedecem a Resolugdo Normativa 344
(Brasil, 2002).

As farinhas fortificadas com os diferentes compostos de ferro e a farinha
controle (sem adicdo de ferro), refinada e integral, foram submetidas a
caracterizagdo das propriedades reoldgicas da massa. Para isso, os parametros
farinograficos e extensograficos foram avaliados. Na analise farinografica para a
farinha refinada, o parametro absorcao de agua (AA) foi influenciado pelas farinhas
fortificadas com sulfato ferroso, fumarato ferroso e ferro reduzido, pois apresentaram
valores superiores de absorcdo quando comparado a amostra controle. Em relacéo
ao tempo de chegada (TC), nao foi verificado diferenca significativa entre a amostra
controle e as amostras fortificadas. O tempo de desenvolvimento da massa (TDM)
foi influenciado pelos compostos de Fe R, NaFeEDTA e FF micro e a estabilidade
(EST) pela amostra fortificada com FF. Ja o indice de tolerancia a mistura (ITM) foi
influenciado pelas amostras fortificadas com Fe R, SF micro e FF micro, pois estas

amostras apresentaram resultados inferiores a amostra controle.
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Em relacdo a farinha integral, o parametro de AA foi influenciado pela
amostra fortificada com NaFeEDTA. O TC nao apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre a amostra controle e as fortificadas. Em relacdo ao TDM a amostra
controle ndo diferiu (p>0,05) das amostras fortificadas com Fe R e NaFeEDTA. O
parametro EST foi alterado pelos compostos de ferro empregados na fortificacao,
excecao ocorreu para o FF e NaFeEDTA que apresentaram semelhangca ao
controle. O ITM foi influenciado pela maioria dos compostos de ferro empregados,
excegcao ocorreu para a amostra fortificada com NaFeEDTA que ndo apresentou
diferenca do controle.

De modo geral, todos os parametros farinograficos foram afetados pelos
diferentes compostos de ferro. No entanto, a farinha refinada fortificada com Fe R foi
a que mais alterou esses parametros, enquanto que, a farinha integral fortificada
com NaFeEDTA foi a que menos afetou as analises farinograficas das farinhas
estudadas

Em relagdo as propriedades extensograficas para a farinha de trigo
refinada, o parametro resisténcia a extensao (R) foi afetado pelas amostras
fortificadas com NaFeEDTA e SF micro em 45 min; no tempo de 90 min, a amostra
controle apresentou diferencga significativa das amostras com SF, FF, NaFeEDTA e
SF micro e em 135 min o controle somente diferiu da farinha com FF. Ja para o
parametro de resisténcia maxima a extensdo (Rm) nao foi verificado diferenca
significativa (p>0,05) entre o controle e as amostra fortificadas nos diferentes tempos
avaliados. Para o parametro de extensibilidade (E), com excecdo da amostra
fortificada com Fe R, todas as amostras apresentaram diferenca significativa do
controle, nos diferentes tempos avaliados. Ja& para o numero proporcional (D), a
amostra controle apresentou semelhangca em relacdo as amostras fortificadas com
SF, Fe R e FF micro no tempo de 45 min, em 90 € 135 min.

Para as amostras de farinha de trigo integral é possivel observar que
somente a farinha fortificada com NaFeEDTA influenciou o parametro R em 45 min,
nos tempos de 90 e 135 min, as amostras fortificadas ndo apresentaram diferenga
significativamente em relagdo ao controle. O mesmo efeito foi verificado para o
parametro de resisténcia maxima a extensdao (Rm). Para o parametro de
extensibilidade (E), ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o controle e as
amostras de paes fortificados. Ja para o numero proporcional (D), somente no tempo
de 45 min a amostra fortificada com NaFeEDTA diferiu do controle.
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Com excecao do parametro Rm, todos os parametros extensograficos
foram afetados quando os diferentes compostos de ferro foram utilizados na
fortificacdo de farinha refinada. No entanto, o composto de Fe R foi o que menos
influenciou as analises extensograficas. Por outro lado, os parametros
extensograficos nas farinhas integrais somente foram afetados quando o composto
NaFeEDTA foi empregado no tempo 45 min.

De modo geral, mesmo que alguns parametros farinograficos e
extensograficos tenham sido afetados pelos compostos de ferro estudados, isso néo
impossibilitou a obtencdo de paes (branco e integral) tipo francés, pois segundo
Pizzinatto (1997) paes de boa qualidade sao obtidos quando se utiliza farinha forte,
que apresentam propriedades farinograficas de AA superior a 58%, TDM de 4 a 8
minutos, EST de 8-15 min e ITM de 15-50 UF, e ainda, a farinha pode ser
classificada em relacdo aos parametros extensogréficos, e € considerada forte, ou
seja, adequada para a panificacdo, quando apresentam valores de R, Rm e D
maiores que 560 UE, 840 UE e 3,6 UE/mm, respectivamente, e valor de E menor
que 155 mm.

A caracterizacado dos paes tipo francés (refinado e integral) foi realizada
pelos parametros: volume especifico (VE), formato através da relacao altura/largura,
salto de forno, abertura (Ab) e altura (Al) da pestana.

Para o pao elaborado com farinha refinada foi verificado que o volume
especifico (VE) do pao controle somente apresentou diferenga significativa (p<0,05)
dos pées fortificados com NaFeEDTA e FF micro, os quais apresentaram maiores
valores de VE, 5,67 e 5,93 (cm®g), respectivamente. Em relagdo ao formato,
avaliado pela relacdo altura/largura, foi verificado que o péao fortificado com Fe R
apresentou o maior valor de altura (7,5 cm) e apresentou diferenga significativa entre
0s demais paes avaliados; a largura variou de 6,56 a 8,71 cm, porém a amostra
controle diferiu (p<0,05) somente das amostras fortificadas com FF e Fe R; o
formato variou de 0,8 a 0,91 e somente os paes fortificados com FF e FF micro
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos demais.

Para o parametro salto de forno, o pao controle (1,99 cm) apresentou
diferenca significativa (p<0,05) somente dos paes fortificados com SF micro e Fe R
com valores de 1,48 e 3,40 cm, respectivamente. Em relacdo a abertura e altura da
pestana, os paes fortificados com SF e FF micro apresentaram os menores valores
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de pestana e diferiram significativamente (p<0,05) dos demais paes, inclusive do
controle.

Para os paes elaborados com farinha integral os valores de VE variaram
de 4,94 a 6,30 cm®g e nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o controle e
os pées fortificados. Em relagdo ao formato, os valores variaram de 0,74 a 0,84 e
nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre a amostra controle e as fortificadas.
Para a altura, foi verificado que o pao controle apresentou o menor valor em relagéo
ao pao fortificado com NaFeEDTA. Ja a largura foi influenciada pelos compostos de
ferro e o pao integral com SF foi o que apresentou o maior valor de largura, e a
amostra controle nao diferiu significativamente dos paes fortificados com NaFeEDTA
e FF micro.

O salto de forno foi influenciado negativamente pelos diferentes
compostos de ferro, quando comparado a amostra controle. Este parametro variou
de 1,15 + 0,20 a 2,08 + 0,10 cm, para o pao fortificado com SF e o controle,
respectivamente.

Em relacdo a abertura da pestana, € possivel verificar que os paes
fortificados com FF, Fe R, SF micro e FF microencapsulado apresentaram os
melhores resultados quando comparados ao pao controle. A altura da pestana
também foi avaliada, porém todos os paes integrais apresentaram auséncia (valor
zero) neste parametro. Possivelmente a incorporacdo de fibras, proveniente do
farelo de trigo, pode ter influenciado este parametro devido a menor quantidade de
gluten presente na farinha.

De forma geral, os parametros de qualidade dos paes (refinado e integral)
foram alterados pelos diferentes compostos de ferro, quando comparados a amostra
controle, porém, nenhum composto de ferro empregado na fortificagdo foi
inadequado do ponto de vista tecnoldgico para a elaboracédo dos paes tipo francés.
Para uma farinha de trigo ser considerada adequada ou com potencial para
panificacdo é necessario que apresente a capacidade de produzir, uniformemente,
um pao atrativo e com custo competitivo. Se a mesma nao apresentar estas
caracteristicas, podera ainda, ser suplementada com aditivos visando sua correcao
(Queiji, 2006).

ApGs a caracterizacao dos paes foram determinados os teores de Ca e
Zn. Para tanto, foi realizada a validacao do método de acordo com os guias de
validacdo de métodos analiticos e os parametros de linearidade, sensibilidade,
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precisdo, recuperacao e limites de deteccdo e quantificacdo, foram avaliados e
demonstraram-se adequados. Em seguida os ensaios in vitro (solubilidade e didlise)
foram realizados tanto nos péaes elaborados com farinha refinada quanto nos
integrais, a fim de avaliar o comportamento dos diferentes compostos de ferro
adicionados as farinhas, além da presenca natural dos minerais Zn e Ca, nos paes.

O teor de Fe no pao controle refinado foi de 1,54 mg/100 g e os demais
paes fortificados apresentaram teores que variaram de 4,33 a 5,44 mg/100 g. A
fracdo de ferro solluvel nos péaes variou de 0,77 a 2,58 mg/100 g. Foi possivel
verificar que o pao controle ndo diferiu significativamente (p>0,05) em relagdo ao
fortificado com SF micro. Os paes fortificados com FF e NaFeEDTA, também néao
apresentaram diferenca entre si (p>0,05) e foram os que apresentaram as maiores
concentragbes de solubilidade, 2,58 e 2,56 mg/100 g, respectivamente. A
porcentagem de solubilidade (%) variou de 19,75 a 59,24%, para os péaes fortificados
com SF micro e FF, respectivamente.

Em relacdo a dialise, o pdo controle apresentou teor de 0,51 mg/100 g,
enquanto que as demais amostras apresentaram variagbées de 1,41 a 2,66 mg/100 g.
Os compostos de ferro, SF, FF, Fe R e FF micro ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p>0,05) e a forma NaFeEDTA foi a que apresentou o maior teor
de ferro dialisado. Em relacdo a porcentagem de didlise, é possivel notar que a
amostra controle, mesmo nado sendo fortificada, apresentou porcentagem de Fe
dialisado semelhante a maioria das amostras fortificadas, o que indica que a forma
de ferro naturalmente presente na farinha de trigo, apresenta boa disponibilidade de
absorcao, e a forma NaFeEDTA foi a que apresentou a maior porcentagem de
didlise (52,43%). Vale ressaltar que os compostos de ferro microencapsulados
(sulfato e fumarato ferroso) apresentaram porcentagem de dialise de 40,11 e
36,20%, respectivamente, o que pode ser um fator importante a ser considerado no
processo de fortificacdo, pois 0s compostos microencapsulados apresentam a
vantagem de nao alterar as caracteristicas organolépticas do alimento, além de
apresentar biodisponibilidade elevada e nao interferir no valor nutricional do veiculo
que foi utilizado para a fortificagdo (Cocato et al., 2007).

O teor médio de Zn, nas amostras de pao tipo francés foi 0,78 mg/100 g,
e nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o controle e as demais amostras.
O teor de Zn soluvel e a porcentagem de solubilidade variaram de 0,21 a 0,38
mg/100 g e 27,56 a 49,13%, respectivamente. O pao controle e as amostras
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fortificadas com SF, FF e FF micro nao diferiram significativamente entre si (p>0,05),
ja as amostras fortificadas com Fe R e NaFeEDTA apresentaram os menores teores
de Zn soluvel, 0,21 e 0,29 mg/100 g, respectivamente. Em relagdo a dialise, os
valores variaram de 0,08 a 0,25 mg/100 g, o que corresponde a 10,66 a 32,17% de
didlise. O pao controle nao diferiu significativamente (p>0,05) das amostras
fortificadas com Fe R e FF micro. As amostras fortificadas com SF e SF micro,
apresentaram os menores teores de Zn dialisado e a fortificada com NaFeEDTA o
maior teor. Através dos dados obtidos é possivel verificar que a bioacessibilidade do
Zn naturalmente presente na farinha de trigo pode ser influenciada pelos diferentes
compostos de Fe empregados na fortificacdo, e que a fortificacdo com NaFeEDTA
apresentou a maior porcentagem de dialise para o Zn. Neste contexto, este
composto pode ser considerado uma opcao de fortificante utilizado em farinha de
trigo. Vale ressaltar que o composto NaFeEDTA utilizado na fortificagéo, além de
apresentar elevada porcentagem de dialise para o Fe também apresentou elevada
porcentagem para o Zn.

O teor de Ca nas amostras de péaes fortificados com os diferentes
compostos de ferro variaram de 11,70 a 13,57 mg/100 g. O pao controle apresentou
diferenga significativa das amostras fortificadas com SF e SF micro. Em relagéo ao
teor de Ca soluvel, o pao controle apresentou diferenca significativa (p<0,05) das
amostras fortificadas com Fe R, NaFeEDTA, SF micro e FF micro, e os valores
variaram de 5,85 a 9,30 mg/100 g. A amostra controle foi a que apresentou o maior
teor de Ca soluvel, ou seja, o Ca naturalmente presente na matriz alimentar
apresenta alta disponibilidade para ser absorvido pelo organismo humano, nas
condi¢cdes do método. Para o Ca dialisado, o teor variou de 5,34 a 8,80 mg/100 g, o
que corresponde a 44,01 e 64,85% de didlise e nao foi verificado diferenca
significativa (p>0,05) da amostra controle em relacado as amostras fortificadas.

Para os paes elaborados com farinha de trigo integral (controle) foram
obtidos os teores médios de Fe, Zn e Ca de 2,86, 1,13 e 12,95 mg/100 g,
respectivamente. Apds a fortificacdo com os diferentes compostos de ferro, os paes
integrais apresentaram teores de ferro que variaram de 4,83 a 6,34 mg/100 g, em
meédia 5,50 mg/100 g. Quanto ao estudo de solubilidade, a concentragdo de ferro
soluvel variou de 0,34 a 2,56 mg/100 g. Os paes fortificados com SF, FF, NaFeEDTA
e FF micro, diferiram em relacdo ao controle, e a forma NaFeEDTA foi a que
apresentou a maior fracao soluvel (2,56 mg/100 g). A porcentagem de solubilidade
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variou de 5,40 (SF micro) a 44,80% (NaFeEDTA). Em relacdo a avaliacdo da dialise,
a amostra controle apresentou teor do mineral de 1,06 mg/100 g, enquanto que 0s
paes fortificados apresentaram teores de ferro dialisavel de 1,68 a 2,64 mg/100 g e
todos os pées fortificados apresentaram diferenga significativa (p<0,05) do controle.
As porcentagens de dialise variaram de 31,79 (Fe R) a 46,14% (NaFeEDTA) e o pao
controle apresentou porcentagem de didlise superior (37,17%) ao pao fortificado
com Fe R.

Quanto ao teor total de Zn nos paes integrais, verificou-se variagcao de
1,13 a 1,47 mg/100 g. A fracdo de Zn soluvel e a porcentagem de solubilidade
variaram de 0,08 a 0,19 mg/100 g e 7,88 a 15,30%, respectivamente. A amostra
controle nao diferiu significativamente (p>0,05) das amostras fortificadas com FF e
Fe R, e as amostras fortificadas com SF, NaFeEDTA e FF micro foram as que
apresentaram os maiores teores de Zn soluvel e porcentagem de solubilidade,
respectivamente. Para o ensaio de dialise, o teor de Zn variou de 0,21 a 0,49
mg/100 g. O péo integral controle somente apresentou diferenga significativa
(p<0,05) dos compostos de ferro microencapsulado (sulfato e fumarato ferroso). Em
relacdo a porcentagem de didlise, os paes fortificados com NaFeEDTA, SF micro e
FF micro foram os que apresentaram os maiores valores, 35,96; 33,06 e 36,42%,
respectivamente. Esses dados indicam que os compostos de Fe utilizados na
fortificacdo de farinhas interferem também na possibilidade de absorcdo do Zn
naturalmente presente dos paes integrais, nas condi¢des estudadas.

O teor total de Ca nas amostras de paes integrais variou de 12,54 a 14,47
mg/100 g. O péo controle apresentou diferenca significativa das amostras
fortificadas com SF, FF e FF micro. O teor de Ca soluvel e a porcentagem de
solubilidade variaram de 3,18 a 11,84 mg/100 g e 24,07 a 82,87%, respectivamente,
e a amostra controle ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) das amostras
fortificadas com Fe R e NaFeEDTA. Ja a concentracdo de Ca dialisado variou de
555 a 8,42 mg/100 g, o que corresponde a 38,29 e 63,77% de didlise,
respectivamente, e pao controle somente diferiu significativamente (p<0,05) dos
paes fortificados com os compostos microencapsulados (SF e FF).

Nos pées integrais fortificados com os diferentes compostos de ferro, por
apresentar uma porcao de farelo na sua composicdo, ainda foi realizada a
determinacao das fracdes de mioinositol fosfato nas amostras controle e fortificadas,



122

e os teores das fragcdes nao foram detectados, pois estavam abaixo dos limites de
deteccao (8x10° mol L") e quantificagdo (12 x 10”° mol L") do método analitico.

Para o estudo dos efeitos da fortificagdo com diferentes compostos de
ferro na qualidade e/ou estabilidade das farinhas refinada e integral (durante 120
dias de estocagem) foram avaliados os parametros de acidez titulavel, cor, indice de
peréxido, hexanal e o teor de ferro total.

Em relacdo ao parametro de acidez para farinhas refinadas foi verificado
um aumentou da acidez de forma diferenciada quando diferentes compostos de ferro
foram utilizados na fortificacdo das farinhas, ou seja, a qualidade da farinha de trigo
foi influenciada negativamente. Ao avaliar a influéncia da acidez ao longo do tempo
para cada amostra, verificou-se que as farinhas controle, Fe R e FF micro
apresentaram o mesmo comportamento, ou seja, 0s maiores valores de acidez
foram verificados no tempo T3 (60 dias). Ja as demais amostras fortificadas com SF,
FF, NaFeEDTA e SF micro, apresentaram os maiores valores de acidez no tempo
T2 (30 dias).

Para as farinhas integrais foi verificado que a acidez foi afetada quando
os diferentes compostos de ferro foram utilizados, principalmente o NaFeEDTA, o
que alterou negativamente a qualidade da farinha. Em relacdo a influéncia da acidez
titulavel ao longo do tempo para cada amostra, verificou-se que as amostras
apresentaram o mesmo comportamento, no tempo inicial (T1) menor valor de acidez
foi observado, apds 30 dias (T2) foi o periodo que as amostras apresentaram o
maior valor de acidez, nos tempos T3 e T4 ocorreu diminuicdo nos valores avaliados
e no T5, ligeiro aumento no valor de acidez foi verificado.

Para o parametro cor foi verificado alteragédo nos parametros L* e b*, para
a farinha de trigo refinada. De modo geral, uma modificacdo da coloragéo da farinha
de trigo é esperada durante a estocagem (Ortolan et al., 2008) e se devem ao
processo de maturacdo da farinha com o aumento do tempo de armazenamento e
ocorrem pelas reagdes de oxidacdo das proteinas do gluten e dos carotenoides
(Gutkoski et al., 2008). No entanto, o processo de fortificacdo das farinhas refinadas
com diferentes compostos de ferro influenciou este parametro de forma negativa, e a
amostra fortificada com SF foi a que apresentou maiores alteragdes nos parametros
L* e b* quando comparado a amostra controle.

Ja para as farinhas integrais ndo foi verificada diferenca significativa
(p>0,05), ou seja, independentemente da forma de ferro empregada na fortificagao
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nao foram verificadas alteracdes para este parametro. O farelo de trigo utilizado no
preparo da farinha integral apresenta coloracao escura e a presenca do ferro,
também de coloragéo escura, tornou-se imperceptivel (Alam et al., 2009). Quando a
avaliacdo da cor da farinha integral foi realizada ao longo do tempo para cada
amostra, verificou-se que as farinhas apresentaram mesmo comportamento para o
parametro L*. Em relagdo a coordenada a*, nao foi verificado diferenga significativa
(p>0,05). Para a coordenada b*, as amostras controle, SF e Fe R apresentaram o
mesmo comportamento ao longo do tempo. A amostra fortificada com FF somente
apresentou alteragdo de cor no tempo T5, ja as farinhas com SF micro e FF micro
apresentaram diminuicdo da coloracdo amarela nos tempos T3 e T2,
respectivamente, alteracées nos demais tempos néo foram verificadas.

Para o indice de peréxido, verificou-se que os diferentes compostos de
ferro utilizados na fortificacdo da farinha refinada influenciaram de forma negativa
este parametro, quando comparadas ao controle. O mesmo foi verificado para as
farinhas integrais. Quando a avaliagdo do IP foi realizada nas amostras de farinha de
trigo refinada, ao longo do tempo, o controle apresentou o maior valor de IP no
tempo T4 (90 dias), enquanto que as amostras fortificadas com os diferentes
compostos de ferro apresentaram os maiores valores para o IP em tempo inferior ao
T4, ou seja, este parametro foi influenciado negativamente pelos compostos de
ferro. Para a farinha integral, os valores de IP para as amostras controle e
fortificadas com SF, FF e FF micro apresentaram comportamento semelhantes e os
maiores valores foram verificados no T2. As amostras fortificadas com Fe R,
NaFeEDTA e SF micro apresentaram os maiores valores de IP no tempo T3 (60 dias
de estocagem). Existem estudos na literatura que associam que o processo de
oxidag&do pode ser catalisado por uma variedade de pré-oxidantes como enzimas,
exposi¢ao a luz e ions metalicos como o ferro (Ostdal et al., 2000).

Em relacdo ao hexanal, observou-se que as farinhas refinadas controle,
FF e NaFeEDTA foram as que apresentaram os menores valores de area de
hexanal e ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si. As demais
amostras refinadas fortificadas (SF, Fe R, SF micro e FF micro), além de
apresentarem resultados de areas superiores, também diferiram significativamente
(p<0,05) em relacdo a amostra controle. Ap6s 30 dias de estocagem (T2), as
farinhas de trigo fortificadas com SF, SF micro e FF micro foram as amostras que

apresentaram os maiores valores de area de hexanal e diferiram significativamente
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das demais, inclusive da farinha controle. Este mesmo comportamento foi verificado
nos tempos T3, T4 e T5, para as amostras fortificadas com SF, SF micro e FF micro
em relagcédo ao controle. Ao avaliar o processo de oxidag&o das farinhas ao longo do
tempo, as amostras de farinha de trigo refinada controle e fortificadas com FF, Fe R
e NaFeEDTA apresentaram comportamento semelhantes em relacdo a area de
hexanal. J& a amostra fortificada com SF apresentou aumento de area ja nos
primeiros 30 dias de estocagem, apds este periodo os valores obtidos nao
apresentaram diferenca significativa e novo aumento ocorreu no tempo T5. As
amostras fortificadas com SF micro e FF micro também obtiveram comportamentos
semelhantes, onde apresentaram ligeiro aumento nos valores de hexanal até o
tempo T4, porém sem diferenca significativa e no tempo T5 ocorreu aumento no
valor de hexanal.

Para as farinhas integrais, foi observado que os compostos de ferro
influenciaram de forma negativa o parametro de hexanal. Ao avaliar este parametro
ao longo do tempo, verificou-se que a amostra controle apresentou os maiores
valores de hexanal nos tempos T3 e T4, o mesmo comportamento foi verificado para
a farinha fortificada com FF. J& a amostra com SF apresentou o maior valor de
hexanal apds 30 dias de estocagem (T2) e a fortificada com FF micro o maior valor
foi verificado com 120 de estocagem (T5). As demais amostras (Fe R, NaFeEDTA e
SF micro) apresentaram os maiores valores de hexanal em 90 dias de estocagem
(T4). Portanto, verifica-se que os diferentes compostos de ferro utilizados na
fortificac&o influenciaram negativamente a estabilidade das amostras de farinha de

trigo integral.
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CONCLUSAO GERAL

Os diferentes compostos de ferro utilizados na fortificagdo tanto da farinha
de trigo refinada quanto da integral para a elaboragao de péaes tipo francés alteraram
as caracteristicas reoldgicas da massa e a qualidade dos péaes, quando comparadas
a amostra controle, porém estes parametros nao inviabilizaram a elaboracdo dos
paes.

O teor de ferro e as fragbes, soluvel e dialisavel, nas amostras de paes
tipo francés foram determinados e embora o pao fortificado com FF tenha
apresentado maior teor de solubilidade o composto NaFeEDTA mostrou ser a forma
de ferro mais eficiente. Foi verificado influencia positiva na absor¢cédo do Zn estimado
no ensaio de didlise e o Ca nao foi afetado. Para os paes integrais, novamente o
NaFeEDTA mostrou ser o compostos mais eficiente para a fortificagcdo de farinha de
trigo integral, por resultar em maiores porcentagens de Fe soluvel e dialisado, e
permitiu que o Zn naturalmente presente na farinha integral esteja mais disponivel
para a absorcdo. Os compostos, SF, FF e SF microencapsulado, influenciaram
positivamente a bioacessibilidade do Ca nesse produto. Nao foram detectadas as
frac6es de mioinositol fosfato (fitatos) nos pées integrais controle e fortificados com
os diferentes compostos de ferro.

A fortificacdo da farinha de trigo, refinada e integral, com os diferentes
compostos de ferro promoveu alteragcbes nos parametros de qualidade e/ou
estabilidade da matriz durante a estocagem. Para o parametro de acidez foi
observado um aumento ao longo do periodo avaliado para todas as amostras de
farinha refinada e os compostos SF, FF e NaFeEDTA apresentaram os maiores
valores de acidez logo no inicio do experimento. Ja para a farinha integral foi
verificado que todas as amostras apresentaram aumento no valor de acidez apés 30
dias de estocagem (T2), porém as amostras fortificadas com FF e NaFeEDTA foram
as que apresentaram os maiores valores de acidez durante o periodo avaliado.

Em relacdo a avaliacdo da cor, observou-se que os parametros L* e b*
foram influenciados pelos compostos de ferro, principalmente pela forma SF. Para
as farinhas integrais, observou-se que os parametros L*, a* e b* ndo apresentaram
diferenga significativa entre as amostras, nos respectivos tempos. Quanto a
avaliacao da cor ao longo do tempo, os parametros L* e b* foram influenciados pelo
tempo de armazenamento de 120 dias.
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Os parametros IP e hexanal foram afetados pelos compostos de ferro
utilizados na fortificacdo das farinhas refinadas sendo que o composto SF
apresentou o maior valor de IP, logo no segundo més de andlise, ja os compostos
SF, SF micro e FF micro apresentaram os maiores valores de hexanal. Na farinha
integral, os parametros IP e hexanal foram afetados pelos compostos de ferro e o SF
e FFm apresentaram os maiores valores de IP. Ja as farinhas integrais fortificadas
com os compostos SF e SFmicro foram as amostras que apresentaram os maiores
valores de hexanal.

Os compostos de Fe que promoveram as menores alteracbes nas
propriedades de qualidade e/ou estabilidade das farinhas avaliadas durante a
estocagem foram o Fe R e o NaFeEDTA. Estes compostos, portanto, causam
poucas alteracées no produto e de forma similar a amostra controle, em ambas
farinhas, refinada e integral, durante 120 dias de estocagem.

Portanto, os diferentes compostos de ferro utilizados na fortificacao de
farinha de trigo tanto refinada quanto integral influenciaram de maneira diferenciada
a estabilidade do produto durante a estocagem de 120 dias. Concluiu-se entdo que
de acordo com o composto de ferro utilizado no processo de fortificacao de farinhas
(refinada e integrai) a bioacessibilidade do mineral sera diferente, e isso indica que
0s impactos da obrigatoriedade da fortificacao de farinhas tém relagao direta com o
composto de ferro empregado. Além disso, pode afetar a absorcdo de zinco
naturalmente presente nas farinhas e paes. Durante a estocagem das farinhas
(fortificadas e controle) observou-se que o ferro mostrou um efeito pré-oxidante na

estabilidade do produto.
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APENDICE A

Tabela 1. Valores de acidez titulavel em farinha de trigo refinada e fortificada com
diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Acidez titulavel (mL de solu¢do de NaOH 0,1 mol/L/100 g de FT)

FT refinada T1 T2 T3 T4 T5
Controle 1,08+0,02c,C 1,48+0,07cAB 155+002bA 1,39+0,03bcB  1,17+0,03Db,C
SF 122+004aD 197+014aA 165+0,02aB 1,41+0,01bcC 1,30+0,05a,b,C,D
FF 1,16 +0,00abE 1,95+0,05aA 1,65+0,02aB 1,45+0,01abC 1,31+0,06ab,D
Fe R 1,11+0,02b,cD 1,48+0,02¢B 1,70+0,03aA 1,41+0,01b,cB,C 1,32+0,064aC
NaFeEDTA 1,15+002b,C 1,77+0,04bA 1,34+002¢cB 1,42+0,02abcB 1,34 +0,06a,B

SF micro 1,13+0,01 b,c,D 156+0,02c,A 1,33+0,03¢,C 1,49+ 0,03 a,B 1,28 + 0,038 a,b,C
FF micro 1,14+ 0,01 b,c,C 1,60+0,01 b,c, A 1,65+0,023A 1,37+ 0,05¢,B 1,39+ 0,04 a,B

Média + desvio padrdo. FT: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro
reduzido; NaFeEDTA: so6dio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso
microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias;
T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minlsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).
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Tabela 2. Valores dos parametros de cor: luminosidade L* e das coordenadas a* e b* em farinha de trigo refinada e fortificada com
diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

. T1 T2 T3 T4 T5

FT refinada PARAMETRO L*

Controle 94,45+ 0,10 a,0,C 94,46 +0,01 a,C 95,89 + 0,02 a,A 95,23 +0,01 a,B 95,28 + 0,03 a,b,c,B
SF 94,38 + 0,02 b,D 94,27 + 0,05 b,D 95,62 + 0,04 c,A 94,98 + 0,05 ¢,C 95,10 + 0,06 d,B
FF 94,45+ 0,10a,0,D 94,39 +0,03 a,D 95,81 + 0,05 a,b,A 95,18 + 0,04 a,b,C 95,36 + 0,03 a,B
FeR 94,52 +0,05a,0,C 94,41 +0,06 a,C 95,81 + 0,02 a,b,A 95,19 + 0,03 a,b,B 95,29 + 0,06 a,b,B
NaFeEDTA 94,51 £0,02a,b,D 94,44 + 0,05 a,D 95,75+ 0,06 b,A 95,20 + 0,04 a,b,C 95,32 + 0,05 a,b,B
SF micro 94,57 +0,02 a,D 94,48 + 0,01 a,E 95,76 + 0,02 b,A 95,16 + 0,03 a,b,C 95,23 + 0,02 b,c,B
FF micro 9453+0,094a,b,C 9444+0,044a,C 95,75+ 0,03 b,A 95,13 + 0,02 b,B 95,17 +0,05¢,B
FT refinada COORDENADA a*
Controle 0,74 £0,08 a,A 0,83+0,04 a,A 0,81 £+ 0,04 a,A 0,74 £+ 0,02 a,A 0,79 £+ 0,06 a,A
SF 0,77 £ 0,06 a,A 0,82 + 0,06 a,A 0,86 + 0,05 a,A 0,79 +0,04 a,A 0,76 + 0,03 a,A
FF 0,74 + 0,08 a,A 0,79 +0,05 a,A 0,82 + 0,02 a,A 0,75+0,04 a,A 0,78 +0,04 a,A
FeR 0,78 +0,08 a,A 0,74 + 0,04 a,A 0,79 +0,03 a,A 0,75+ 0,03 a,A 0,78 +0,03 a,A
NaFeEDTA 0,78 +0,03 a,A 0,77 £ 0,06 a,A 0,84 + 0,05 a,A 0,76 + 0,02 a,A 0,77 +£0,04 a,A
SF micro 0,77 +0,06 a,A 0,79 £ 0,05 a,A 0,82 + 0,07 a,A 0,77 +£0,05 a,A 0,83 +0,04 a,A
FF micro 0,78 + 0,07 a,A 0,77 + 0,03 a,A 0,8 +0,01 a,A 0,80 + 0,03 a,A 0,80 + 0,01 a,A
FT refinada COORDENADA b*
Controle 10,89 + 0,09 a,A 10,11 + 0,64 a,A 10,66 + 0,08 a,A 10,29 + 0,21 a,A 10,08 £ 0,14 a,A
SF 10,76 £ 0,06 a,A 10,41 +0,07a,A,.B 10,27 £0,08 b,B,C 9,95+0,14 a,C,D 9,73+0,27 a,D
FF 10,89 + 0,09 a,A 10,54 £ 0,06 a,B 10,50 £ 0,07 a,b,B 10,22 £+ 0,10 a,C 9,92 +0,154a,D
FeR 10,77 +0,10a,A 10,62+0,14a,A,B 10,53+0,03a,A,B,C 10,26 +0,25 a,B,C 10,17 £ 0,14 a,C
NaFeEDTA 10,74 + 0,14 a,A 10,65+0,15a,A 10,50+0,08a,b,A,B 10,36 + 0,23 a,A,B 9,99 +0,42 a,B
SF micro 10,74 +0,02a,A 10,46+0,13a,A,B 10,48 +0,06 a,b,A,B 10,20 +0,11 a,B,C 10,01 £0,17 a,C
FF micro 10,70 £ 0,05 a,A 10,59 £ 0,03 a,A 10,53 +0,14 a,A 10,2+0,16 a,B 10,23 £ 0,09 a,B

Média + desvio padrdo. FT: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso;

FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético;

SF micro: sulfato ferroso microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias; T4: 90 dias; T5: 120 dias.
Médias com letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os tempos (p<0,05).
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APENDICE C.

Tabela 3. indice de peréxido em farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

FT refinada indice de peréxido (microequivalente de peréxido de hidrogénio/ kg de amostra)
T T2 T3 T4 T5
Controle 6,20 + 0,60 d,C 10,80 £ 1,60 b,B 10,20 £ 0,70 b,B 12,50 £ 0,60 a,A 9,30 + 0,60 b,B
SF 6,90 £+ 0,40d,C 14,70 £1,00 a,A 11,50 £ 0,30 a,B 11,60 £ 0,20 b,B 12,40 £ 0,40 a,B
FF 14,10 £1,50 a,A 5,60 £ 0,40 c,D 10,10 £ 0,50 b,C 12,00 £0,30a,b,B 12,40+ 0,40 a,B
Fe R 5,50 +0,40d,C 11,70£1,30b,A,.B 11,20 £ 0,50 a,b,B 12,60 £ 0,30 a,A 12,40 £ 0,40 a,A
NaFeEDTA 8,20+ 0,50 ¢c,C 11,10 £ 0,50 b,B 12,00 £ 0,90 a,A,B 12,70 £ 0,50 a,A 12,80 £ 0,40 a,A
SF micro 14,70 + 1,50 b,A 12,20 £1,40b,B 11,60 £ 0,50 a,B 11,50 £ 0,50 b,B 12,60 £ 0,40 a,B

FF micro

11,40+0,80a,AB 11,80+1,60b,A,B 10,30 £ 0,70 b,B 11,50+0,70b,A.B 12,20 +1,30 3,A

Média + desvio padrdo. FT: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro
reduzido; NaFeEDTA: so6dio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso
microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias;
T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minlsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).
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APENDICE D

Tabela 4. Area de hexanal em farinha de trigo refinada e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

FT Area hexanal*

Refinada T1 T2 T3 T4 T5
Controle 4,41 +0,16d,C 10,29 £ 0,36 e,C 4231 +2,11d,B 46,13+2,25¢,d,B 55,89 + 3,99 c,d,A
SF 339,95+5,73a,E 782,67 +12,38a,A 675,38+18,89a,B 572,47 +12,50a,C 464,81 +24,60 a,D
FF 7,42 £ 0,29 c,d,D 28,73 +1,28d,C 59,12 +2,27 d,B 74,02+246c,A 66,03+7,37¢c,AB
Fe R 822+053c,d,D 23,18+1,01d,e,C 5838+225d,B 66,31 +4,33¢c,A 69,38 +4,22 c,A

NaFeEDTA 6,28 +0,13d,D 10,71 £ 0,36 ¢,C 36,42+1,13d,A  30,93+0,81d,B 36,92 +£1,04 d,A
SF micro 215,04 £3,56 b,B 219,18 £9,11 b,A,.B 252,38 + 11,03 b,A 214,58 +25,22b,B 176,85 £2,46 b,C
FF micro 13,563+0,87¢c,D 87,32+436c,C 17445+10,58c,B 208,29 +532bA 18529+7,16b,B

Média + desvio padrdo. Area de hexanal* x 1074, FT: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF:
fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro:
sulfato ferroso microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2:
30dias; T3: 60 dias; T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minusculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras maidsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).
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Tabela 1. Valores de acidez tituldvel em farinha de trigo integral e fortificada com

diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Acidez alcool soluvel (mL/100 g amostra)

FT integral T T2 T3 T2 T5
Controle  1,15+0,03bD 2,13%0,01bA 1,46%0,02bcB  1,23£0,03c,C  1,42%0,01 bc,B
SF 118+0,03bE 179+002cA 148+002bcC  135+004bD 1.63+006aB
FF 115+0,01 b,E 217+0.02abA 1,50+ 0,04 b,B 1.26+0,02b.c,D 1,40+ 0,03b.c,C
Fe R 11740,02bD 213+0,02bA 143+004bcdBC 153+007aB 1.38+004b.cC
NaFeEDTA 125+0.01aD 221+004aA 184+002aB 157+0,02aC 147 +0,07b.C
SFmicro 117 +000bE 161+001dA 141+004cdB  124+002cD 1234+001cC
FFmicro  1,19+0.02ab,C 1.63+003dA 1.35+002d,B 121%0,03c.C  1.410,04b.c,B

Média * desvio padrdo. FT Integral: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R:
ferro reduzido; NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso
microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias;
T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minlsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas diferentes na

mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).
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Tabela 2. Valores dos parametros de cor: luminosidade L* e das coordenadas a* e b* em farinha de trigo integral e fortificada com

diferentes compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

FT integral T1 T2 ] T3 T4 T5
PARAMETRO L*

Controle 93,06 +0,14 C 93,10+ 0,03C 94,45 £ 0,05 A 93,86 £ 0,07 B 93,99 +0,27 B
SF 93,14+ 0,04 C 92,90 +0,15C 94,36 £ 0,22 A 93,68 £0,22 B 94,03+ 0,10 A,B
FF 93,05 +0,21 C,D 92,99+0,15D 94,39 +0,19 A 93,61 £0,32 B,C 94,04 £ 0,21 A,B
FeR 93,33+0,32C,D 93,04 £0,22D 94,72 £ 0,09 A 93,82 +0,12B,C 93,99 +0,20B
NaFeEDTA 93,11 +0,18 C 93,16 +0,20 C 94,54 + 0,14 A 93,76 £ 0,04 B 94,02+0,14B
SF micro 93,15+0,40D 93,31 £0,15C,D 94,48 £ 0,09 A 93,69 £ 0,09 B,C 93,92+ 0,07 B
FF micro 93,56 £ 0,03 B 93,17+0,13C 94,39 +0,25A 93,81 £0,07 B 93,90 +0,14 B

FT intregral COORDENADA a*
Controle 0,92 £0,07 A 0,84 £ 0,06 A 0,87 £ 0,03 A 0,82 +0,03A 0,89 £0,04 A
SF 0,94 £0,07 A 0,92 +0,06 A 0,92+0,04 A 0,82+0,05A 0,82 +0,04 A
FF 0,96 £ 0,06 A 0,93+0,06 A 0,93+0,08A 0,89 £0,06 A 0,84 £ 0,06 A
FeR 0,83+0,10 A 0,89 £0,06 A 0,84 £ 0,05 A 0,85+0,07 A 0,88 £ 0,02 A
NaFeEDTA 0,93+0,10 A 0,91 £ 0,03 A 0,89 +0,05A 0,88+0,04 A 0,84 £ 0,03 A
SF micro 0,93+0,05A 0,84 £ 0,03 A 0,92 £ 0,07 A 0,90 £ 0,07 A 0,86 £ 0,03 A
FF micro 0,88 £ 0,03 A 0,85+0,04 A 0,88 +0,04 A 0,87+0,05A 0,84 £ 0,02 A

FT intregral COORDENADA b*
Controle 10,25+ 0,24 A 10,06 £ 0,10 A,B 9,95+ 0,07 AB 9,74+0,20B 9,70+0,22B
SF 10,28 £ 0,24 A 9,97 + 0,22 AB 9,75+ 0,07 AB,C 9,43+0,24B,C 9,18+0,35C
FF 10,27 £ 0,21 A 10,03 +0,11 AB 9,87 +£0,36 A,B 9,73+0,14 AB 9,59+0,29B
FeR 10,29 £ 0,12 A 10,19+ 0,12AB 9,94 £ 0,24 A,B,C 9,83+ 0,06 B,C 9,67 0,11 C
NaFeEDTA 10,19 £0,05 A 9,75+ 0,40 A 9,99 £0,20 A 9,84 +0,12 A 9,54 +0,40 A
SF micro 10,33+ 0,14 A 10,16 £ 0,18 A,B 9,88 +0,12B,C 9,54+0,10C,D 9,52 £ 0,06 D
FF micro 10,29 £ 0,11 A 9,89+0,08B 9,82 £ 0,06 B,C 9,63 +£0,23B,C 9,48 0,09 C

Média + desvio padrado. FT integral: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sodio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro:
sulfato ferroso microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias; T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras
minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa entre os tempos (p<0,05).
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APENDICE G

Tabela 3. indice de peréxido em farinha de trigo integral e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

indice de peréxido (microequivalente de peréxido de hidrogénio/ kg de amostra)

FT Integral T1 T2 T3 T4 T5

Controle 9.90 £ 0,50 b,C 1480+0,70 ab,cA 1400+0,80 bA 11,10 +040bcB 11,40 0,60 cB
SF 720+0,80¢,C  157+050abA 1540+0,70a,A 11,90+050abB 12,80 +0,70 a,b,B
FF 88+1,00bcC  137+060bcA 1410+100bA 1240+0,60aB 13,40+ 0,20 a,AB
FeR 12,004+1,50a,B,C 13,00 +1,10c,AB 13,70+0,60b,A 11,00+0,60b,c,C 12,50 0,60 a,b,A,B,C

NaFeEDTA 9,60+0,70 b,C 9,10+1,30d,C 14,30+0,80a,b,A 12,40+0,90a,B 12,50 + 0,80 b,c,B
SF micro 4,30+0,40d,D 6,40+050e,C 1420+0,40a,b,A 11,00£0,70b,c,B 11,80 £0,50 b,c,B
FF micro 9,6 +1,30b,C 16,50 +2,20 a,A 14,00+ 0,50 b,B 10,00 +0,70 ¢,C 12,50 + 0,70 a,b,B

Média * desvio padrdo. FT Integral: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF: fumarato ferroso; Fe R:
ferro reduzido; NaFeEDTA: sdédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro: sulfato ferroso
microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2: 30dias; T3: 60 dias;
T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).



147

APENDICE H

Tabela 4. Area de hexanal em farinha de trigo integral e fortificada com diferentes
compostos de ferro, durante 120 dias de armazenamento.

Area Hexanal*

FT Integral T T2 T3 T4 T5
Controle 486+0,14cD 1562:160deC 4723:189dA  4679:1036A  39,48%0,47c,B
SF 122,71 +508b,D 320,49 +427aA 23923+840aB 179,16+6,55b,C 112,59 5,61 b,D
FF 6,08+065cD  2338+146d,C  59,85+1,02cA  61,15+1,15d,A  43,66+2,31c,B
Fe R 560+038cD 2232+045deC 4217+1,39deB 5046+182eA  44.28+220cB
NaFeEDTA  650+151cE  1458+091eD 3125+1,10eC 5255+297deA 47.79+154cB
SF micro 130,56 +4,40aD 150,40 +559b,C 176,37 +501bB 211,66+1,16 a,A 181,00 5,46 a,B
FF micro 740+0,78cE  31,31+058cD  67,01+3,16c,C  97,08+454cB  116.56 + 1.74 b A

Média + desvio padrdo. *Area de hexanal x 10*. FT Integral: farinha de trigo; SF: sulfato ferroso; FF:
fumarato ferroso; Fe R: ferro reduzido; NaFeEDTA: sédio ferro etilenodiaminotetracético; SF micro:
sulfato ferroso microencapsulado; FF micro: fumarato ferroso microencapsulado. T1: inicio; T2:
30dias; T3: 60 dias; T4: 90 dias; T5: 120 dias. Médias com letras minlsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre as amostras (p<0,05). Médias com letras mailsculas
diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tempos (p<0,05).



