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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar quanto as propriedades quimicas,
fisicas e fisico-quimicas os pdes sem gluten elaborados a partir da mistura de farinha de gréos
quebrados de arroz (FA), farinha de gréo-de-bico (FGB), fécula de batata (FB) e fécula de
mandioca (FM), adicionados de diferentes proporcdes de extrato enzimatico de alfa amilase,
amiloglucosidase e celulase. As farinhas e féculas utilizadas na pesquisa foram caracterizadas
quanto &s suas propriedades fisicas (cor, granulometria), quimicas (composi¢do centesimal),
fisico-quimicas (atividade de &gua, acidez total titulavel e pH) e tecnoldgicas (ISS, 1AA,
propriedades de pasta e propriedades térmicas). A definicdo da concentracdo ideal de FGB foi
realizada a partir de um DIC (ensaio 1) e a proporc¢éo ideal entre FA, FM e FB foi definida a
partir de um delineamento de misturas (ensaio 2). Os paes foram analisados quanto ao volume
especifico, parametros de textura e parametros instrumentais de cor. Foram produzidos, ainda,
extratos enzimaticos de alfa amilase e amiloglucosidase e celulase, sendo definida a atividade
enzimatica para cada enzima. Foram elaborados pdes com diferentes concentracBes dos
extratos enzimaticos, sendo entdo avaliados de acordo com o volume especifico, parametros
de textura, parametros instrumentais de cor, teor de umidade e atividade de agua, sendo qua a
formulagdo ideal, que apresentou maior volume especifico e melhores pardmetros de dureza e
mastigabilidade, passou pela caracterizacdo fisico-quimica. A farinha de gréo-de-bico
apresentou maior teor de fibras, proteinas, lipidios e cinzas. Para o teor de amilose, foram
encontrados os valores de 19,77 g 100" para farinha de gréo-de-bico, 26,83 g 100™ para
farinha de arroz, 28,36 g 100™ para fécula de mandioca e 29,60 g 100" para fécula de batata.
Em relacdo as propriedades tecnoldgicas, a farinha de arroz apresentou maior valor de
retrogradacdo (337 RVU), e as féculas de mandioca e batata os maiores valores de quebra de
viscosidade (367 RVU e 1285 RVU, respectivamente) e viscosidade maxima (514,58 RVU e
1447,71 RVU, respectivamente). De acordo com o DIC, o pdo formulado com 35 g 100g™ de
FGB apresentou maior volume especifico (2,96 cm® g™) e valor de dureza de 12,55 N, e, por
isso foi selecionado como sendo ideal. De acordo com o delineamento de misturas, a
formulacéo com 50 g 100g™* de FM, 25 g 100g™ de FA e 25 g 100g™* de FB apresentou maior
volume especifico (3 cm® g), sendo entdo selecionada como ideal. Os extratos enzimaticos
produzidos apresentaram atividade enziméatica de 2,68 U mL™, 4,53 U mL™" e 0,89 U mL™
para alfa amilase, amiloglucosidase e celulase, respectivamente. A formulagdo com a adicéo
de 2 mL do extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase, apresentou volume
especifico significativamente maior (3,26 cm® g™) e valor de dureza significativamente menor
(4,72 N) em relacdo as demais formulacgdes e, por isso, foi selecionada como sendo a ideal.
De acordo com a anélise fisico-quimica, a adi¢do do extrato enzimatico reduziu o valor de
carboidratos disponiveis e carboidratos totais do pdo, mas ndao provocou alteragdes no teor de
fibras, cinzas, pH e acidez total titulavel. A partir dos resultados obtidos para as farinhas de
grdo-de-bico e de arroz e para as féculas de mandioca e de batata foi possivel concluir que
essas sdo apropriadas para a aplicacdo em produtos de panificagdo. A aplicacdo de 2 mL de
extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase foi capaz de melhorar de forma
significativa os vaores de volume especifico e dureza dos pées, além de reduzir o valor de
carboidratos disponiveis, demonstrando que a utilizacdo de enzimas amiloliticas podem ser
uma alternativa viavel para melhorar as carcateristicas de volume especificos e parametros de
textura de paes sem glaten.

Palavras chave: Cicer arietinum L., Manihot esculenta Crantz, Solanum tuberosum L.,
Oryza sativa L., panificacdo sem gluten, enzimas



DEVELOPMENT OF GLUTEN-FREE BREAD FORMULATIONS
BASED ON BROKEN RICE AND CHICKPEA FLOURS
ABSTRACT

The objective of this work was to develop and characterize the chemical, physical and
physicochemical properties of gluten-free breads prepared from the mixture of flour from
broken rice grains (FA), chickpea flour (FGB), potato starch (FB) and cassava starch (FM),
added with different proportions of enzymatic extract of alpha amylase, amyloglucosidase and
cellulase. The flours and starches used in the research were characterized as to their physical,
chemical and technological properties. To define the ideal concentration of each of the flour
and starch in the mixture, two experimental designs were carried out, the first one being a
completely randomized design (DIC), in which the best proportion of FGB in the formulation
was defined, and the second the mixtures , in which the ideal proportions for FA, FM and FB
were defined in the treatments. The loaves were analyzed for specific volume, texture
parameters and instrumental parameters of color. Also, enzymatic extracts of alpha amylase
and amyloglucosidase and cellulase were produced, and the enzymatic activity for each
enzyme was defined. Breads with different concentrations of enzymatic extracts were
prepared and evaluated according to the specific volume, texture parameters, color
instrumental parameters, moisture content and water activity, where the ideal formulation was
physicochemical characterization. Chickpea flour had higher fiber, protein, lipid and ash
content. For the amylose content, the values of 19.77 g 100 were found for chickpea flour,
26.83 g 100 for rice flour, 28.36 g 100 for cassava starch and 29.60 g 100" for potato
starch. In relation to the technological properties, rice flour had a higher retrogradation value
(337 RVU), and cassava and potato starch had the highest viscosity drop values (367 RVU
and 1285 RVU, respectively) and maximum viscosity (514.58 RVU and 1447.71 RVU,
respectively). According to the DIC, bread formulated with 35 g 100g™ of FGB had a higher
specific volume (2.96 cm® g™) and a hardness value of 12.55 N, and therefore was selected as
being ideal. According to the design of the mixtures, the formulation with 50 g 100g™ of FM,
25 g 100g™* of FA and 25g 100g™ of FB presented a higher specific volume (3 cm® g), being
then selected as ideal. The enzymatic extracts produced enzymatic activity of 2.68 U mL™,
453 U mL* and 089 U mL™? for alpha amylase, amyloglucosidase and cellulase,
respectively. The formulation with the addition of 2 mL of the alpha amylase and
amyloglucosidase enzyme extract presented significantly higher specific volume (3.26 cm® g
1) and a significantly lower hardness value (4.72 N) than the other formulations and, therefore,
was selected as the ideal. According to the physico-chemical analysis, the addition of the
enzyme extract reduced the value of available carbohydrates and total carbohydrates of the
bread, but did not cause changes in fiber content, ashes, pH and titratable total acidity. From
the results obtained for chickpea and rice flour and for manioc and potato starches it was
possible to conclude that these are suitable for application in bakery products. The application
of 2 mL of alpha amylase and amyloglucosidase enzymatic extract was able to significantly
improve the specific volume and hardness values of the loaves, as well as to reduce the
amount of available carbohydrates, demonstrating that the use of amylolytic enzymes may be
an alternative feasible to improve the specific volume characteristics and texture parameters
of gluten-free breads.

Key words: Cicer arietinum L., Manihot esculenta Crantz, Solanum tuberosum L., Oryza
sativa L., gluten-free baking, enzymes.
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1. CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Nas ultimas décadas, vem ocorrendo um aumento progressivo no numero de pacientes
diagnosticados com doenca celiaca ao redor do mundo. A doenca celiaca € uma doenca
crénica, de origem genética, que se caracteriza principalmente por uma inflamacdo no
intestino delgado desencadeada pela intolerancia & ingestdo de glaten, o que resulta na ma
absorcdo de nutrientes e provoca sintomas como perda de peso acentuada, diarreia
sanguinolenta, anemia, fadiga, flatuléncia, cdlica e distensdo abdominal. Assim, a principal
terapia aplicada ao controle da doenca celiaca é a adesdo a uma dieta isenta de gluten
(MOHAMMADI et al., 2015).

O gluten é O principal composto protéico presente em cereais como trigo, centeio e
cevada, e exerce importante papel tecnolégico no desenvolvimento de massas alimenticias e
produtos de panificacdo e confeitaria, interferindo no aumento do volume e retengéo de ar na
massa, textura, maciez e flexibilidade do miolo (DLUZEWSKA; MARCINIAK-LUKASIAK;
KUREK, 2015).

Dessa forma, considerando o fato de que a farinha de trigo € um dos principais
ingredientes utilizados para a formulacdo de produtos como pées e bolos, o desenvolvimento
de produtos sem gluten de qualidade, que mantenham as caracteristicas fisicas e sensoriais
semelhantes ao alimento convencional equivalente, ainda representa um grande desafio para
as industrias alimenticias (PALABIYIK et al., 2016).

A farinha de arroz é normalmente a mais utilizada para substituir a farinha de trigo em
alimentos sem gluten devido & sua coloragdo, caracteristicas nutricionais, sabor suave e baixas
propriedades alergénicas. Porém, devido ao baixo teor de proteinas e fibras alimentares da
farinha de arroz, € importante que sejam acrescentados outros componentes para garantir
melhor valor nutricional ao produto (BURESOVA et al., 2017). A adicdo de farinha de
leguminosas, como soja, grdo-de-bico e ervilha pode ser considerada uma alternativa
interessante para utilizacdo em produtos sem gluten, especialmente por apresentarem elevado
teor de proteinas, o que auxilia tanto na melhora do valor nutricional quanto nas propriedades
tecnologicas da massa (NAQASH et al., 2017).
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Além da adicdo de farinhas proteicas, outras estratégias podem ser utilizadas para que
0s produtos sem gluten atinjam melhores propriedades sensoriais e nutricionais, melhor
textura da massa e maior volume, como adicdo de amidos nativos e pré-gelatinizados,
enzimas, proteinas, fibras e hidrocoloides (NAQASH et al., 2017).

1.2 Reviséo bibliogréfica

1.2.1 Glaten

As proteinas que compde o endosperma de cereais sdo consideradas misturas
heterogéneas complexas, podendo ser classificadas em diferentes fracdes e tipos de acordo
com a solubilidade, sequéncia de aminoacidos e peso molecular. Com base nas suas
propriedades de solubilidade, as proteinas podem ser divididas em: albuminas (solUveis em
agua), globulinas (soltveis em solucdes salinas), prolaminas (soliveis em etanol 60-70%) e
gluteninas (soliveis em solugdes acidas ou alcalinas ou ainda em alcoois na presenca de um
agente redutor) (HAJAS et al., 2018).

O gluten é um composto protéico formado por fracdes de prolamina e glutenina e
representa cerca de 70-80% das proteinas totais de grdos como trigo, centeio e cevada
(LEXHALLER; TOMPOS; SCHERF, 2017). Quando colocado em presenca de agua e sob
acdo mecanica, o gliten & capaz de formar uma massa de aparéncia e textura pegajosa e
elastica (SULZBACH; BRAIBANTE; STORGATTO, 2015).

A fracdo prolamina é composta predominantemente por por¢cdes monomeéricas
constituidas em grande parte pelos amino&cidos prolina e glutamina. De acordo com a sua
composicdo de aminoacidos e o peso molecular, em cada tipo de cereal o grupo prolaminico
adquire uma denominacdo diferente, sendo gliadina no trigo, hordeina na cevada e secalina no
centeio. Ja a porcdo glutenina é formada por cadeias poliméricas conectadas por ligaces
dissulfureto, podendo ser divididas em subunidades de alto peso molecular (Mr = 67.000-
87.000) e subunidades de baixo peso molecular (Mr = 32.000-39.000) (HAJAS et al., 2018;
BROMILOW et al., 2017).

O gluten pode ser classicamente definido como um agregado proteico elastico e coeso,
que permanece quando a massa de trigo é lavada para remog¢do do amido e outros
componentes soltuveis (HAJAS et al.,, 2018). Assim, o gluten exerce importante papel

tecnologico no desenvolvimento de massas alimenticias e produtos de panificacdo e
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confeitaria, interferindo no aumento do volume e retencdo de ar na massa, textura, maciez e
flexibilidade do miolo e da massa. Apesar de sua funcdo na tecnologia de alimentos, a
ingestdo de gluten pode desencadear reacGes de hipersensibilidade em individuos com
predisposicdo  genética, principalmente no desenvolvimento de doenca celiaca
(DLUZEWSKA; MARCINIAK-LUKASIAK; KUREK, 2015).

1.2.2 Doenca Celiaca

A doenca celiaca é considerada um problema de ordem mundial, estimando-se que
atinja uma prevaléncia de 1:100-1:300 pessoas no mundo. No Brasil, estima-se que a doenca
celiaca atinja em torno de 0,3% da populacao, ou seja, 1 a cada 294 pessoas, sendo que muitos
casos ainda permanecem desconhecidos devido as dificuldades de diagnodstico da doenca
(CAMPOS et al., 2018). E uma doenga cronica de origem autoimune, que se desenvolve em
individuos geneticamente suscetiveis como resultado da ingestdo de proteinas formadoras de
gliten naturalmente presentes em cereais como trigo, centeio e cevada. E considerada uma
doenca inflamatoria do intestino delgado, associada & uma intolerancia alimentar.
(ESCUDERO-HERNANDES et al., 2017; MALALGODA; SIMSEK, 2017).

A predisposicdo genética da doenca celiaca esta associada principalmente ao gene
HLA (antigeno de histocompatibilidade humana), especialmente & manifestagdo dos alelos
HLA-DQAL e HLA-DQB1, que estdo presentes na superficie das células apresentadoras de
antigenos e possuem alta afinidade de ligacdo as prolaminas do gluten. Esses alelos de HLA
induzem os linfécitos TCD4 ao reconhecimento dos peptideos derivados da digestdo das
proteinas do glaten, desencadeando uma reacdo autoimune que, por sua vez, se manifesta
através do aumento da expressdo de uma citocina pro-inflamatéria denominada interleucina
15 (IL15). A IL15 promove a ativacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de linfocitos NK (natural
killer) intra-epiteliais, levando & lesdo do tecido intestinal devido & destruicdo das células
epiteliais e atrofia das vilosidades (ESCUDERO-HERNANDES et al., 2017; SHANNAHAN;
LEFFLER, 2017).

Em adultos, a doenca normalmente se manifesta através de sintomas gastrointestinais
como diarreia, dor e inchago abdominal, flatuléncia, nduseas, vomitos e falta de apetite, mas
também pode apresentar manifestacbes atipicas como desgaste do esmalte dentario,
osteoporose, artrite, infertilidade, dores de cabeca, neuropatia periférica, ataxia, depresséo,
ansiedade e epilepsia. Associados aos sintomas e em decorréncia da ma absorcdo intestinal

crénica de nutrientes, os pacientes diagnosticados com doenca celiaca podem apresentar perda
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de peso excessiva, fadiga e anemia ferropriva, além de deficiéncia de vitaminas do complexo
B (B1-tiamina, B2-riboflavina, B3-niacina, B6-piridoxina, B12-cobalamina) e vitamina E. Em
bebés e criancas com até 11 anos de idade, as manifestacdes da doenca sdo normalmente mais
sutis, como diarreia, fadiga e distensdo abdominal. Na adolescéncia, porém, pode ocorrer
atraso na puberdade, baixa estatura, sintomas neurolégicos e anemia (DeGEORGE et al.,
2017).

O principal objetivo do tratamento da doenca celiaca € garantir a remissao dos
sintomas e a recuperacdo da histologia intestinal, ja que a atrofia e inflamacdo permanente das
vilosidades estdo relacionadas & maior morbidade e maior risco de malignidade da doenca.
Assim, o tratamento mais importante é a adesdo rigorosa a uma dieta totalmente isenta de
gluten, que pode garantir a melhora dos sintomas e normalizacdo dos marcadores sorolégicos
em apenas alguns dias ou semanas, além da recuperacdo do tecido intestinal em cerca de 1 ou
2 anos (WATKINS; ZAWAHIR, 2017).

Entretanto, apesar de sua eficacia no controle da doenca, a adesdo a uma dieta livre de
gluten pode representar inumeros desafios, especialmente relacionados as restricdes
alimentares. E importante que o paciente celiaco adquira conhecimentos para promover
adequadamente as suas novas escolhas alimentares, eliminando os alimentos que naturalmente
contém glaten, como trigo, centeio e cevada e seus derivados, ou que contém tracos de gliten
por contaminacdo, como a aveia, além de aderir ao habito de leitura dos rétulos de produtos
industrializados. A alimentacdo fora de casa também representa um desafio devido aos riscos
de contaminacdo cruzada entre os alimentos que contém e 0s que ndo contém gluten, que
pode ocorrer pela simples manipulacdo desses alimentos utilizando a mesma bancada,
equipamentos e utensilios (WATKINS; ZAWAHIR, 2017; LEBWHOL; SANDER; GREEN,
2017).

Apbs o diagnostico, é necessario o acompanhamento regular por profissionais
especializados, como médicos e nutricionistas, a fim de se avaliar as possiveis deficiéncias
nutricionais, a manutencao da salde 6ssea e intestinal e a prépria manifestacdo da doenca. O
acompanhamento psicol6gico também pode ser importante, ja que o tratamento e controle da
doenga exigem adaptacOes na rotina alimentar e vida social do paciente (LEBWHOL,
SANDER; GREEN, 2017).

1.2.3 Grao-de-bico
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O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) é uma leguminosa capaz de se desenvolver em
diferentes ambientes, com condic¢des variadas de solo e clima, sendo cultivado em diversas
regibes do planeta, como o subcontinente indiano, norte da Africa, Oriente Médio, Sul da
Europa, Asia, Américas e Australia. As cultivares do grio-de-bico podem ser amplamente
classificadas em dois grupos: desi e kabuli. As sementes kabuli s&o as mais utilizadas
comercialmente para 0 consumo humano, pois sdo maiores e mais robustas, possuem formato
arredondado e uniforme e coloracdo clara e amarelada. Ja as sementes desi sdo pequenas e
enrugadas, apresentam formato irregular e coloragdo escura (marrom, preta ou verde)
(MOHAMMED; AHMED; SENGE, 2012).

Os graos apresentam importante valor nutricional, sendo ricos em proteinas, fibra
alimentar, carboidratos, vitaminas (complexo B e vitaminas A, C e K) e minerais como célcio,
fosforo, ferro e zinco, embora a composi¢cdo quimica possa variar de acordo com as condicGes
edafoclimaticas da regido de cultivo, com a sazonalidade e com a presenca de pragas e
doencas que afetam as plantas (AGUILAR et al., 2015; ACHARJEE; SARMAH, 2013).

Entre os carboidratos que compde o grdo-de-bico estdo os oligossacarideos, como a
rafinose e estaquiose, que podem exercer efeito prebiotico, pois atuam na modulacdo da
microbiota intestinal, ja que estimulam o crescimento de bifidobactérias no célon. Em relagéo
aos lipidios, os principais componentes sdo 0s &cidos graxos insaturados como &cido linoleico
(6mega 6) e &cido oleico (mega 9) (DADON; ABBO; REIFEN, 2017).

O grdo-de-bico apresenta elevado conteddo proteico (aproximadamente 18-28%),
sendo considerado uma boa fonte de aminoacidos essenciais, especialmente de lisina. A
proteina dos grdos possui maior valor bioldgico quando comparados a outras leguminosas
como a soja e os feijGes, além de demonstrar importantes propriedades funcionais como a
capacidade de emulsificacdo, formacéo de espuma e alta absor¢do em Gleo, caracteristicas que
tornam a leguminosa um ingrediente propicio para aplicacdo em produtos de panificacdo sem
glaten, a fim de melhorar a qualidade tecnoldgica da massa, garantindo maior volume e
melhor textura e maciez do miolo (AGUILAR et al., 2015; DADON; ABBO; REIFEN,
2017).

1.2.4 Arroz
O arroz (Oryza sativa L.) € uma monocotileddnia pertencente a familia Poaceae, sendo

considerado um produto de expressiva importancia econdmica, pois constitui a alimentacdo

basica da maioria da populacdo mundial, sendo cultivado e consumido em todos 0s
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continentes. E uma cultura que apresenta a capacidade de se adaptar a diversos ambientes,
com diferentes condic¢des de solo e de clima. Quando comparado a outras culturas, 0 arroz
fica atras apenas do trigo em extensdo de area cultivada (EMBRAPA, 2004).

As camadas mais externas do grdo apresentam maiores quantidades de proteinas,
lipidios, fibras, minerais e vitaminas, enquanto o centro possui 0 amido como o principal
constituinte. Dessa forma, o processo de polimento do arroz acaba eliminando grande parte
dos nutrientes e mantendo o amido em maior quantidade. A composi¢do quimica do arroz
pode sofrer alteragdes de acordo com o genotipo dos gréos, as condi¢fes ambientais e do solo
da regido de cultivo, o0 manejo durante a colheita, armazenamento e beneficiamento,
especialmente durante o processo de moagem para obtencdo do gréo polido ou da farinha
(AMAGLIANI et al., 2017; MONKS et al., 2013).

Durante o processo de beneficiamento, os grdos de arroz passam por diferentes
operacOes que tém a funcdo de remover o farelo, composto por pelicula, tegumento e germe,
preservando o formato do grdo inteiro. Além disso, o processamento do arroz pode gerar
quantidade significativa de grdos quebrados, sendo que grande parte serdo descartados,
destinados a industria cervejeira ou & producdo de racdo animal. Estima-se que, no Brasil, a
cada 100 Kg de arroz com casca beneficiados, sejam gerados aproximadamente 14 Kg de
gréos quebrados (AMAGLIANI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014).

Porém, a composi¢do nutricional dos grdos quebrados é semelhante & do grdo inteiro, o
que poderia atribuir a este residuo agroindustrial um importante potencial industrial para
utilizacdo como matéria prima na producdo de farinha e amido modificado, além de
apresentar custos reduzidos. A farinha de arroz vem sendo bastante utilizada para produgéo
de alimentos infantis e também como substituta da farinha de trigo na elaboracdo de alimentos
sem gluten devido a sua coloracdo, elevado teor de amido e as suas propriedades
hipoalergénicas (PONGJARUVAT et al., 2014; WANG et al., 2017).

1.2.5 Féculas

O amido ¢ considerado o principal carboidrato de reserva de energia das plantas, sendo
que as suas propriedades estruturais e tecnologicas podem ser influenciadas pela origem
botanica da fonte de extracdo. Assim, caracteristicas como a morfologia do granulo, o teor de
amilose e a presenca de outros componentes como proteinas e lipidios podem influenciar no
comportamento e na formagdo de gel do amido. Os amidos possuem inimeras aplicaces

industriais, seja na industria de alimentos ou em outras areas como farmacéutica, quimica e
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téxtil, sendo mais comumente extraidos de tubérculos como batata e mandioca, ou de cereais
como arroz, milho e trigo. (ZHU, 2018; AHMED et al., 2018).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma raiz tuberosa pertencente a familia
Euphorbiaceae, tem origem sul-americana, mas € extensivamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América Latina. E uma planta altamente tolerante &s
mais diversas condi¢des edafoclimaticas, apresentando alta produtividade mesmo em regides
de clima bastante seco e solos pobres em nutrientes (ZHU, 2015).

A fécula ou amido de mandioca, também conhecido como polvilho doce, é um dos
principais produtos obtidos a partir das raizes de mandioca, sendo definido como um pd fino,
inodoro e insipido. O amido nativo € caracterizado por formar um gel opaco, com menor
viscosidade, menor temperatura de gelatinizacdo, alta tendéncia & retrogradacdo e baixa
estabilidade ao congelamento e descongelamento (SILVA et al., 2016; SHENG et al., 2018;
FIGUEROA-FLOREZ et al., 2019).

A batata (Solanum tuberosum L.) é um tubérculo que se desenvolve a partir dos caules
subterraneos da planta pertencente & familia Solonaceae. E originaria da Cordilheira dos
Andes, na América do Sul, mas atualmente é cultivada em diversas regides do planeta, sendo
considerada uma das mais importantes culturas alimentares do mundo, atingindo uma
estimativa de producdo anual de aproximadamente 330 milhdes de toneladas (SILVA;
LOPES, 2015).

O amido de batata é caracterizado por apresentar granulos maiores e de alta pureza,
com a capacidade de formacdo de géis claros, espessos e Vviscoelasticos depois de
gelatinizados. Quando comparado com outros amidos comerciais, 0 amido de batata possui
menor temperatura de gelatinizacdo, maior transparéncia e maior viscosidade (ZHANG et al.,
2018; AHMED et al., 2018).

De maneira geral, os granulos de amido nativo sdo polimeros constituidos por dois
tipos de alfa glucanos: a amilopectina, um polimero altamente ramificado, de elevado peso
molecular, com ligagdes da estrutura linear em o (1->4) e ligagdes da estrutura ramificada em
a (1->6); e a amilose, um polimero de cadeia longa e linear, com ligagdes da estrutura na
posicdo a (1->4) (DANKAR et al., 2018).

Em estado nativo, o amido € insoluvel em agua fria devido &s fortes ligacbes de
hidrogénio existentes entre as cadeias de amilose e amilopectina no interior do granulo. Na
presenca de &gua e aplicacdo de calor, ocorre o rompimento dos granulos de amido e
consequente incorporagdo de dgua, promovendo, assim, o desordenamento da organizacao das

cadeias e o inchamento do granulo. Esse processo é denominado de gelatinizagdo, pois
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promove a formacédo de gel pelo aumento da viscosidade do meio (ZHU, 2015; RIBEIRO;
SERAVALLLI, 2007).

Quando o sistema gelatinizado € submetido ao resfriamento, ocorre 0 processo
conhecido como retrogradacdo, em que as cadeias desordenadas passam por uma
reorganizacdo, voltando a associar-se através das interacbes moleculares e pontes de
hidrogénio. Assim, a 4gua € eliminada do interior do granulo de amido, provocando a redugéo
do volume e o0 aumento da firmeza do gel (ZHU, 2015; RIBEIRO; SERAVALLI, 2007).

1.2.6 Produtos de panificacdo sem gluten

O trigo é um dos cereais mais consumidos no mundo, sendo a farinha de trigo o
principal ingrediente para formulacdo de produtos de panificacdo. O endosperma do gréo
possui em sua composicao algumas proteinas de armazenamento, como a gliadina e glutenina.
Estas proteinas sdo responsaveis pela formacéo da rede de gluten nos produtos de panificacéo,
0 que garante a viscoelasticidade da massa e a retencdo de ar durante o processo de
fermentacdo (HATTA; MATSUMOTO; HONDA, 2015).

A farinha de arroz é considerada um dos principais ingredientes utilizados para
substituicdo da farinha de trigo em produtos sem glaten devido a sua coloragdo, ao elevado
teor de amido e a suas propriedades hipoalergénicas. Porém, os produtos de panificacdo
formulados com farinha de arroz apresentam qualidade bastante inferior quando comparados
aos produtos tradicionais elaborados com farinha de trigo, especialmente em relacdo as
caracteristicas fisicas e sensoriais, como coloracdo da massa, sabor, volume reduzido e textura
endurecida do miolo (PONGJARUVAT et al., 2014).

Assim, algumas estratégias para melhorar a qualidade de produtos de panificacdo sem
gluten podem ser utilizadas, como a incorporacdo de alguns componentes como féculas,
amidos pré-gelatinizados, hidrocoldides, proteinas, emulsificantes e enzimas. A aplicacdo
desses componentes nas formulagbes pode garantir melhor estrutura da massa, melhor
aceitabilidade do produto e aumento da vida de prateleira (AYALA-SOTO; SERNA-
SALDIVAR; WELTI-CHANES, 2017).

O amido é o principal componente das féculas e da farinha de arroz, assumindo papel
importante para garantir a estrutura da massa, pois atua como agente espessante, estabilizador
de emulsdo e agente de geleificacdo, além de melhorar a absorcéo e retencdo de agua. A
gelatinizacdo do amido pode, ainda, aumentar o volume e melhorar a consisténcia dos
produtos (PALABIYIK et al., 2016).
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As enzimas também podem ser utilizadas para melhorar a qualidade de produtos sem
gluten, se apresentando como uma alternativa interessante para substituicdo dos aditivos
quimicos, ja que ndo permanecem ativas ap0s o cozimento devido a desnaturacdo de sua
estrutura proteica pela temperatura elevada do processo. A aplicacdo das enzimas pode
influenciar na otimizacdo da fermentagdo, no aumento de volume da massa, cor da casca e do
miolo, melhora do sabor, aceitabilidade do produto e aumento da vida de prateleira. Podem
ainda ser utilizadas para a modificacdo enzimatica das farinhas, influenciando nas
propriedades de pasta e formacéo do gel (PALABIYIK et al., 2016).

1.2.7 Streptomyces e producdo de enzimas

O Streptomyces faz parte da familia Streptomycetaceae, sendo o maior género da
classe das actinobactérias com mais de 500 espécies ja descritas, podendo ser encontrados em
ambientes terrestre ou marinhos. S8o consideradas bactérias aerébicas, gram positivas e
formadoras de micélio, que também se caracterizam por apresentarem elevada quantidade das
bases nitrogenadas guanina e citosina em seu genoma (KASHIWAGI; OGINO; KONDO,
2017).

O Streptomyces é conhecido por ser uma espécie produtora de antibioticos, de fito-
horménios e de metabdlitos secundarios, como peptideos e policetideos, que apresentam
importantes atividades biologicas consideradas Uteis para aplicacdo na medicina, veterinaria e
agricultura. Além disso, o Streptomyces também é capaz de secretar enzimas extracelulares,
como celulase, xilanase, quitinase, pectinase, amilase, protease e lipase, que promovem a
degradacdo e metabolizacdo de diversos biopolimeros e de uma ampla gama de fontes de
carbono (SINGH; CHHATPAR, 2010; KASHIWAGI; OGINO; KONDO, 2017).

A celulose é o principal constituinte estrutural da parede celular dos vegetais, onde é
encontrada como microfibrilas com graus variaveis de cristalinidade. Em geral, as
microfibrilas de celulose sdo constituidas por camadas de cadeias lineares de glucanos com
ligagdes B (1-4), sendo interligadas por pontes de hidrogénio (KANNAM et al., 2017). A
celulose ¢ considerada o recurso renovavel mais abundante da Terra, 0 que garante importante
potencial biotecnoldgico em varias areas industriais, como a industria téxtil, fabricacdo de
papel, fermentacéo de alimentos e tratamento de aguas residuais (WAN et al., 2017).

As ligagdes glucosidicas B (1-4) da celulose podem ser hidrolisadas pela agdo de
enzimas denominadas celulases, gerando como produtos primarios glicose, celobiose e celo-

oligosacrideos. As celulases sdo compostas por um complexo de enzimas, sendo que cada
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uma delas exerce determinada funcdo durante o processo de hidrolise: as endoglucanases,
responsaveis por promover incisdes nos polimeros de celulose, expondo as extremidades
redutoras e ndo redutoras; as celobiohidrolases, que atuam sobre as extremidades redutoras e
ndo redutoras, liberando celo-oligossacarideos e unidades de celobiose; e as B-glucosidases,
que clivam a celobiose para liberagdo da glicose, o que completa o processo de hidrdlise
(SINGHANIA et al., 2010).

As celulases apresentam amplas aplicacBes em processos industriais, principalmente
no processamento de algod&o, reciclagem de papel, extracdo de sucos de frutas, producdo de
etanol e aditivos para alimentacdo animal, porém a producdo de celulases ainda apresentam
custos elevados. Existe uma grande variedade de micro-organismos envolvidos na producéo
de celulase, incluindo fungos e bactérias aerobias e anaerobias (SINGHANIA et al., 2010).

O amido é um carboidrato polimérico, que funciona como armazenamento de energia
de determinados vegetais, podendo ser hidrolisado em novos polimeros ou moléculas de
glicose através da agdo de enzimas amiloliticas como a amilase, que atua no rompimento de
ligagdes a 14, e a amiloglusidase, que promove o rompimento de ligacdes o 126
(OLIVEIRA et al., 2018).

As amilases podem ser genericamente dividas em duas categorias: as endoamilases,
que hidrolisam as ligacGes de maneira aleatdria no interior do granulo de amido, originando
oligossacarideos lineares e ramificados de diferentes comprimentos de cadeia; e as
exoamilases, que hidrolisam principalmente as extremidades ndo redutoras, resultando em
produtos finais menores (GUPTA et al., 2003).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar quanto as propriedades quimicas, fisicas e fisico-quimicas 0s
pdes sem gluten elaborados a partir da mistura de farinha de gréos quebrados de arroz, farinha
de gréo-de-bico, fécula de batata e fécula de mandioca, adicionados de diferentes proporcoes

de extrato enzimatico de alfa amilase, amiloglucosidase e celulase.

1.3.2 Objetivos especificos
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- Produzir a farinha de gréo-de-bico e de arroz a partir dos gréos quebrados da industria
de arroz.

- Elaborar as misturas com farinhas de grao-de-bico e de arroz e féculas de batata e
mandioca.

- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez total titulavel e atividade de
agua), fisicas (cor e granulometria) e quimicas (composi¢do centesimal, valor energético total
e teor de amilose) das farinhas de arroz e de grdo-de-bico e das féculas de batata e mandioca.

- Analisar as caracteristicas tecnologicas (IAA, ISA, propriedades de pasta e
propriedades térmicas) das farinhas de arroz e de grdo-de-bico e das féculas de batata e de
mandioca.

- Elaborar pdes sem gluten com maior valor nutricional e mais sustentaveis, utilizando
diferentes proporc¢Oes da mistura com farinhas de arroz e de grdo-de-bico e de féculas de
batata e de mandioca.

- Avaliar as caracteristicas fisicas (cor, volume e parametros de textura), quimicas e
fisico-quimicas dos pées sem gluten elaborados com as diferentes propor¢des da mistura com
as farinhas de arroz e grdo-de-bico e com as féculas de batata e mandioca e selecionar a
melhor mistura.

- Produzir o extrato enzimatico de celulase, alfa amilase e amiloglucosidase.

- Elaborar os pédes sem gluten aplicando diferentes concentracdes dos extratos
enzimaticos de celulase, alfa amilase e amiloglucosidase e selecionar a melhor formulag&o.

- Analisar as caracteristicas fisicas (volume especifico, textura, cor), quimicas e fisico-
quimicas dos pées elaborados com as diferentes concentracBes dos extratos enzimaticos de
celulase, alfa amilase e amiloglucosidase.

- Analisar a composi¢do quimica (umidade, proteinas, cinzas, lipidios, carboidratos
totais, fibras totais e valor energético total) e fisico-quimica (pH e acidez total titulavel) do
pdo sem glaten selecionado adicionado de extrato enzimatico e da formulagéo controle (pédo

sem glaten sem a adicdo de extrato enzimatico).
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2. CAPITULO 2

ARTIGO 1 - POTENCIAL DE FARINHAS DE ARROZ E DE GRAO-DE-
BICO E FECULAS DE BATATA E MANDIOCA PARA PRODUCAO DE
PANIFICADOS

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de utilizag&o de farinhas de gréo-de-bico e
arroz e de féculas de batata e de mandioca para a formulacdo de panificados a partir da
caracterizacdo quimica, fisica, fisico-quimica e tecnoldgica. As caracteristicas fisicas das
farinhas e féculas foram analisadas a partir do perfil granulométrico e dos parametros
instrumentais de cor. Para a composicdo quimica e fisico-quimica foram determinados:
proteinas, lipidios, cinzas, umidade, carboidratos disponiveis, fibra alimentar, solGvel e
insoltvel, valor energético total, teor de amilose, atividade de agua, pH e acidez total titulavel.
Para a caracterizacdo tecnoldgica foram avaliados o indice de solubilidade e absor¢do em
agua, as propriedades térmicas e propriedades de pasta. Quando comparada & farinha de arroz
e as féculas de batata e mandioca, a farinha de grao-de-bico apresentou maior conteido de
protefnas (17,08 g 100, lipidios (5,70 g 100, cinzas (2,99 g 100™) e fibra alimentar total
(14,48 g 100™). As féculas de batata e mandioca apresentaram contelido reduzido de
proteinas, lipidios, cinzas e fibra alimentar, porém apresentaram elevado teor de carboidratos
disponiveis, demonstrando a qualidade e pureza do material utilizado. Para o teor de amilose,
foram encontrados os valores de 19,77 g 100" para farinha de grdo-de-bico, 26,83 g 100 para
farinha de arroz, 28,36 g 100" para fécula de mandioca e 29,60 g 100 para fécula de batata.
Em relagdo as propriedades tecnoldgicas, a farinha de arroz apresentou maior valor de
retrogradacédo (337 RVU), e as feculas de mandioca e batata os maiores valores de quebra de
viscosidade (367 RVU e 1285 RVU, respectivamente) e viscosidade maxima (514,58 RVU e
1447,71 RVU, respectivamente). Assim, foi possivel concluir que as farinhas e féculas
analisadas apresentam propriedades fisicas, fisico-quimicas e tecnoldgicas com potencial de

aplicacdo na producéo de produtos de panificagéo.
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Palavras-chave: Cicer arietinum L., Manihot esculenta Crantz, Solanum tuberosum L.,

Oryza sativa L., propriedades térmicas, propriedades de pasta.

2.1 Introducéo

Farinhas sdo definidas como “produtos obtidos das partes comestiveis de uma ou mais
espécies de cereais, leguminosas, frutos, sementes, tubérculos e rizomas por moagem ou
outros processos tecnoldgicos considerados seguros para producdo de alimentos”, e amidos ou
féculas sdo “produtos extraidos de partes comestiveis de cereais, tubérculos, raizes ou
rizomas” (BRASIL, 2005).

O amido é um polimero de glicose presente na parece celular dos vegetais, que atua
como a principal fonte de reserva de energia das plantas. O granulo de amido é composto por
porcdes de amilose, formada por cadeias lineares unidas por ligagdes glicosidicas a(1-4), e
porcOes de amilopectina, que apresenta ramificagdes unidas por ligagdes a(1-6). A amilose é
mais propensa a retrogradacdo e capaz de formar geis mais rigidos e filmes mais fortes,
enguanto a amilopectina apresenta um processo mais lento de retrogradacéo e resulta em géis
menos consistentes e filmes mais fracos. Assim, a origem botanica do amido, bem como o
teor de amilose e amilopectina presente no granulo, pode influenciar as suas propriedades de
pasta e estrutura do gel (WITCZAK et al., 2016).

O amido de mandioca, também conhecido como fécula ou polvilho doce, é um dos
principais produtos obtidos a partir das raizes de mandioca, sendo caracterizado por formar
um gel mais opaco e com menor temperatura de gelatinizacdo (SILVA et al., 2016; SHENG et
al., 2018; FIGUEROA-FLOREZ et al., 2019). Ja 0 amido de batata pode ser caracterizado por
formar um gel mais transparente, com menor temperatura de gelatinizacdo e maior
viscosidade (ZHANG et al., 2018; AHMED et al., 2018).

A composicgdo nutricional do grdo-de-bico pode sofrer alteracdes de acordo com as
condicBes de solo e clima da regido de cultivo. Porém, de uma maneira geral, os graos
apresentam elevado teor de carboidratos (50-70%) e maior contetudo de lipidios e fibras
qguando comparados & outras leguminosas. O grdo-de-bico é considerado uma boa fonte de
proteina e aminoacidos essenciais, além de apresentar importante contetdo de vitaminas do
complexo B, vitamina A, C e K, e minerais como célcio, ferro, fosforo e zinco. Normalmente,

0 grdo-de-bico é consumido como grdo inteiro, mas também pode ser utilizado como
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ingrediente na forma de farinha para o enriquecimento proteico de diversas preparacdes
(MOHAMMED; AHMED; SENGE, 2012; ACHARJEE; SARMAH, 2013).

O arroz é considerado uma das principais culturas alimentares do mundo, sendo
cultivado e consumido em mais de 100 paises. O grdo maduro é colhido com casca e precisa
ser processado para ser consumido, pois apenas a cariopse é comestivel. A variabilidade de
espécies, condi¢cBes do ambiente de cultivo e formas de processamento podem influenciar a
composicdo e as propriedades dos grdos de arroz e de suas fracbes de moagem, mas
normalmente os grdos polidos apresentam cerca de 80% de carboidratos e 6% de proteinas
(AMAGLIANIA et al., 2017). Durante o beneficiamento do arroz sdo gerados em média 14%
de grdos quebrados, considerados um subproduto de baixo valor comercial da inddstria
arrozeira. Porém, os grdos quebrados apresentam a mesma composi¢do quimica dos graos
inteiros, podendo ser utilizados na elaboracéo de farinhas que, por sua vez, sdo aplicadas na
indUstria de alimentos e na producédo de panificados (SILVA; ASCHERI, 2009).

Assim, este estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo quimica, fisica, fisico-
guimica e tecnoldgica de farinhas de grdo-de-bico e de arroz e de féculas de mandioca e de

batata, visando verificar o potencial de aplicacdo na producéo de produtos panificados.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Material

Os gréos quebrados utilizados na elaboragcdo da farinha de arroz foram doados pela
empresa Cristal Alimentos, situada na BR 153, em Aparecida de Goiania, Goias, Brasil. A
fécula de mandioca foi doada pela empresa FEBELA Agroindustrial Ltda., localizada na
cidade de Bela Vista de Goias, Goias, Brasil. O grdo-de-bico utilizado para elaboracdo da
farinha e a fécula de batata (Moinho de Pedra, Goianira, Goias) foram adquiridos no mercado
local da cidade de Goiénia, Goiés, Brasil.

2.2.2 Métodos
2.2.2.1 Elaboracéo das farinhas de arroz e de gréo-de-bico

As farinhas de arroz e de gréo-de-bico foram elaboradas no setor de Tecnologia de

Alimentos da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goiaés.
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Para obtencéo da farinha de gréo-de-bico, os gréos crus foram inicialmente mantidos
em imersdo em agua, a temperatura ambiente, por aproximadamente 24 horas. Em seguida, a
agua foi descartada, os grdos umidos foram triturados em multiprocessador (Philips Walita
Ri7630, Itapevi, Brasil) e, entdo, secos em estufa com circulacdo de ar forcada (Tecnal TE-
394/3, Piracicaba, Brasil) a 45C° até que atingissem aproximadamente 10% de umidade.

Os gréos quebrados de arroz e os graos-de-bico triturados foram moidos em moinho
de facas e as farinhas foram peneiradas em peneira com malha de 60 mesh para padronizacao
da granulometria. As farinhas de arroz e de grdo-de-bico elaboradas foram acondicionadas em

sacos de polietileno e congeladas até 0 momento de sua utilizacéo e realizagdo das analises.

2.2.2.2 Caracterizacdo quimica, fisica, fisico-quimica e tecnoldgica das farinhas e féculas

2.2.2.2.1 Perfil granulométrico

O perfil granulométrico das farinhas e das féculas foi realizado utilizando-se
equipamento vibratdrio (Bertel, 4819, Caieiras, Brasil), em velocidade constante, por tempo
determinado de 10 minutos. Foram utilizados um fundo e uma série de peneiras com as
sequintes aberturas de malha: 0,595mm, 0,250mm, 0,177mm, 0,149mm, 0,125mm e
0,074mm. Para determinacéo do perfil granulométrico foi realizada a pesagem das peneiras
contendo o material retido (ZANOTTO; BELLAVER, 1996). A anélise foi realizada em

triplicata.

2.2.2.2.2 Parametros instrumentais de cor

As analises dos parametros instrumentais de cor das farinhas e das féculas foram
realizadas utilizando-se um colorimetro (Bankinh Meter Minolta, BC-10, Ramsey, USA), de
acordo com o sistema CIE L*a*b*. Os resultados foram expressos em: valores de L*
(luminosidade), que variam do preto (0) ao branco (100); valores de a*, que variam do verde
(-60) ao vermelho (+60); e valores de b*, que variam do azul (-60) ao amarelo (+60).
(HARDER; CANNIATTI-BRAZACA; ARTHUR, 2007). Foram realizadas 10 replicatas para
a analise dos parametros instrumentais de cor. Também foram calculados o indice Croma

(C*) e angulo Hue, de acordo com as equacdes 1 e 2:

C* = \/(a )Z + (b %)2 (Equagéo 1)
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H* = tan-l (b*/a*) (Equagao 2)

Onde:

C* = cromaticidade

H* = angulo Hue

Tan™ = arco tangente

a* = coordenada de cromaticidade entre verde e vermelho

b* = coordenada de cromaticidade entre azul e amarelo

2.2.2.2.3 Composicao quimica

As andlises de composicdo quimica das farinhas e das féculas foram realizadas em
quadruplicata, segundo as normas descritas por AOAC (2012), de acordo com 0s seguintes
procedimentos: o teor de proteina foi determinado pelo método de Micro-Kjeldahl (AACC
46-13), seguindo as etapas de digestdo, destilacdo e titulacdo, e utilizando-se 6,25 como fator
de conversdo em proteina bruta para farinha de grdo-de-bico, fécula de batata e fécula de
mandioca, e 5,95 como fator de conversdo para farinha de arroz; o teor de lipidios foi
determinado utilizando-se extrator Soxhlet e éter de petréleo (AOAC 920.39 C); a umidade
foi determinada por dessecacdo da amostra em estufa a 105°C até atingir peso constante
(AOAC 920.39); o teor de cinzas foi determinado por carbonizacdo da amostra, seguida por
incineracdo completa em mufla a 550°C (AOAC 900.02); o teor de fibras totais foi
determinado a partir do método enzimo-gravimétrico. O teor de carboidratos totais e valor
energético total foram calculados de acordo com FAO (2003). O teor de carboidratos
disponiveis foi determinado por diferenca, subtraindo-se o valor de fibras totais do valor de
carboidratos totais (subtraindo-se de cem os valores obtidos para umidade, cinzas, proteinas e
lipidios). O valor enérgico foi estimado atraveés dos valores de conversdo de Atwater,
multiplicando-se o contetdo de carboidratos disponiveis e o de proteinas por 4, de lipidios por
9 e o de fibra alimentar total por 2, sendo que a soma desses produtos constituiu o valor

energético total.

2.2.2.2.4 Atividade de agua, acidez total titulavel e potencial hidrogeniénico (pH)
As andlises de atividade de agua, acidez total titulavel e pH foram realizadas de acordo

com as normas descritas por AOAC (2012). As analises foram realizadas em quadruplicata.
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A atividade de agua foi determinada utilizando-se higrometro Acqua Lab (Decagon
Devices, Series 3TE, Pullman, USA), & temperatura constante (24+/-1°C). O pH foi
determinado utilizando-se potencidémetro (Tecnal, TEC-51, Piracicaba, Brasil). A acidez total
titulavel foi determinada através de titulacdo com solucdo de NaOH 0,1N para as farinhas de

arroz e de grao-de-bico e 0,01N para as féculas de batata e de mandioca.

2.2.2.2.5 Teor de amilose

O teor de amilose das amostras foi analisado de acordo com metodologia proposta por
Juliano (1979). Foi utilizada como indicador uma solucéo de iodeto de potéssio, sendo que 0
complexo formado foi medido por espectrofotometria. Em 150mg de amostra foi adicionado
1mL de alcool etilico 95% e 9mL de solucdo NaOH 1,0N. A solucéo foi aquecida em banho-
maria a 70° C durante 9 minutos. Em seguida, a solucdo foi transferida para um baldo
volumeétrico e o volume completado com &gua destilada. Foram retiradas amostras do amido
gelatinizado em quantidades de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5mL e acidificadas com &cido acético nas
guantidades de 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1mL, respectivamente. Foi entdo acrescentado o
indicador de iodo nas quantidades de 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,20 mL, respectivamente, e, em
seguida, agua destilada em 9,8; 9,7; 9,5; 9,4; 9,2 mL, respectivamente. Os tubos foram
mantidos em repouso em temperatura ambiente por 30 minutos, sendo entdo realizada a
leitura em espectrofotdmetro com absorbancia de 590nm. A curva de calibragdo foi obtida

através de dilui¢cbes de amilose de batata. A analise foi realizada em triplicata.

2.2.2.2.6 Indice de absorcdo em agua (IAA) e indice de solubilidade em agua (ISA)

O IAA e 0 ISA em agua foram determinados de acordo com metodologia proposta por
Anderson et al. (1969). Em um tubo de centrifuga previamente tarado foram colocados 1,25 g
de amostra e 15 mL de agua destilada a aproximadamente 28° C. Os tubos foram, entdo,
levados para agitacdo em banho-maria Dubnoff (TECNAL, TE-0532, Piracicaba, Brasil) a
temperatura de 25° C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos
em centrifuga (Best Etetronics, TGWS, Xangai, China). O liquido sobrenadante foi colocado
em placa de Petri previamente tarada, que foi levada para estufa até atingir peso constante. Os
tubos contendo o precipitado foram pesados em balanga analitica para determinagdo do 1AA.
A analise foi realizada em triplicata.

O 1AA foi calculado a partir da equagéo 3:
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_ RC ~
I1AA = - (Equagéo 3)

Onde:
RC= massa do residuo da centrifugacéo (g)

A= massa da amostra (g)

O ISA foi calculado pela relacdo entre o peso do residuo da evaporagdo e 0 peso da
amostra em base seca, de acordo com a equagéao 4:

ISA = (}TTE) X100 (Equacao 4)

Onde:
RE= peso do residuo de evaporacao (g)

A= peso da amostra (g)

2.2.2.2.7 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas das amostras das farinhas e das féculas foram obtido através
de calorimetria diferencial de varredura (DSC) (TA Instruments, Q20, New Castle, UK), em
capsula hermética com adicdo de agua, considerando variacdo de temperatura de 40° C a 160°
C e taxa de aquecimento de 10°C por minuto. Foi utilizada uma capsula hermética vazia como
referéncia. Foram determinadas a variacdo de entalpia (AH) e as temperaturas inicial (To), de

pico (Tp) e final (Tc). A anélise foi realizada em triplicata.

2.2.2.2.8 Propriedades de pasta (RVA)

As caracteristicas visco-amilograficas das amostras de farinha foram determinadas
através de equipamento Rapid Vico Analyser (RVA) (Perten, RVA 4500, Huddinge, Suécia),
utilizando-se como padrdo a umidade em 14%. Foram obtidos os valores de viscosidade
minima, quebra de viscosidade, viscosidade final, tendéncia & retrogradagdo, temperatura de

pico e temperatura de gelatinizacao.

2.2.2.3 Andlise estatistica



Os dados foram expressos através de média e desvio padréo.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Perfil granulométrico
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A tabela 1 representa os resultados obtidos para analise de granulometria das farinhas e

féculas utilizadas nesse estudo. A fécula de batata apresentou maior indice de uniformidade

das particulas, enquanto a fécula de mandioca obteve menor indice de uniformidade. As

farinhas de arroz e gréo-de-bico apresentaram cerca de 60% das particulas retidas nas peneiras

de 80 e 60 mesh, respectivamente.

Tabela 1. Perfil granulométrico para farinha de grdo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca
(FM) e fécula de batata (FB)

Porcentagem de farinha retida em cada peneira

Peneira

ABNT

(mesh)
30
60
80
100
120
200

Fundo

Moédulo de
finura

Abertura
da malha

(mm)
0,595

0,250
0,177
0,149
0,125

0,074

FGB
(%0)

5,54 + 0,456
62,89 + 3,50
25,48 + 3,80
0,24 + 0,148
0,28 £ 0,042
0,02 +£0,014
0,01 + 0,005

4,71

FA
(%)

0,60 + 0,007
5,93+0,579
61,16 + 0,98
12,16 + 3,97
17,69 £ 0,77
4,08 + 0,028
1,07 + 0,205

3,51

FM
(%0)

0,84 + 0,007
2,27 + 0,325
9,23+0,912
8,18 + 0,212
27,33 £0,50
42,84 + 0,85
5,31 +1,838

1,73

FB
(%0)

0,27 £ 0,035
0,39 £ 0,028
1,06 £ 0,102
0,88 + 0,032
2,19 + 0,308
2,49 + 0,162
93,71+ 1,02

0,16

Valores expressos em média e desvio padréo

A legislacdo brasileira estabelece parametros especificos de granulometria apenas para

farinha de trigo, sendo entdo aplicada para comparacédo das farinhas e féculas utilizadas na

pesquisa. Considerando que a granulometria estabelecida pela Instrucdo Normativa n°8/2005
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é de 0,250 mm, a farinhas de arroz e as féculas de batata e mandioca possuem esta
caracteristica semelhante a farinha de trigo comercializada, ja que a maior porcentagem das
particulas encontraram-se nas peneiras com abertura de malha menor ou igual a 0,250 mm
(BRASIL, 2005).

Wu et al. (2019) analisaram péaes sem glaten elaborados com farinha de arroz de
diferentes granulometrias. Os pdes formulados com farinha ultrafina, com particulas de
tamanho variando entre 0,020-0,086 mm, apresentaram menor volume especifico, maior
dureza e quase nenhuma porosidade do miolo quando comparados aos paes formulados com
farinha de maior granulometria, com particulas de tamanho variando entre 0,043-1,91 mm e
entre 0,024-1,08 mm. Segundo os autores, o alto nivel de moagem das farinhas pode danificar
a estrutura do granulo de amido, interferindo nas propriedades de viscosidade e elasticidade
da massa e dificultando a sua aplicagdo em produtos de panificagéo.

Hera, Rosell e Gomez (2014) elaboraram pdes sem gliten com farinhas de arroz de
diferentes granulometrias, com particulas de tamanho menor que 0,132 mm e com tamanhos
de 0,132-0,200 mm, observando diferencas significativas no aumento do volume e na reducao
da dureza dos paes quando foram utilizadas as farinhas de maior granulometria. Particulas
mais finas tendem a absorver mais agua e formar uma massa mais fraca, o que dificulta a
retencdo do géas liberado durante a fermentacdo, gerando paes com volume reduzido e dureza
elevada.

De acordo com os resultados apresentados nos estudos de Wu et al. (2019) e Hera,
Rosell e Gomez (2014), foi possivel compreender que farinhas que apresentam granulometria
aproximadamente entre 0,100 e 0,200 mm sdo capazes de produzir pdes com maior retencao
de ar na massa, maior volume especifico e menos dureza. Assim, considerando que as
farinhas de arroz e grao-de-bico avaliadas nessa pesquisa apresentaram a maior porcentagem
de particulas retidas nas peneiras de 60 e 80 mesh, podem ser consideradas apropriadas para a

utilizagdo em produtos de panificacao.

2.3.2 Pardmetros instrumentais de cor
A tabela 2 apresenta os valores obtidos a partir da andlise dos pardmetros

instrumentais de cor para FGB, FA, FM e FB.
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Tabela 2. Parametros de cor para farinha de gréo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca
(FM) e fécula de batata (FB)

FGB FA FM FB
L* 92,33+ 0,05 92,83+ 0,15 98,36 + 0,20 97,86 + 0,05
a* 1+0,1 04+01 0,23 +0,05 0,13+0,05
b* 15,03 + 0,05 7,3%+0,1 2,56 + 0,05 2,43 +0,05
Croma 15,06 + 0,06 7,31+0,1 2,57 +0,05 2,43 +0,05
Hue 86,19 + 0,36 86,87 +0,73 84,78 + 1,41 86,85+ 1,41

Diaz et al. (2018) analisaram diferentes amostras de amido de mandioca, indicando
valores de L* que variaram entre 97 e 98, resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo para as féculas de mandioca e de batata. Segundo os autores, valores elevados para o
parametro de luminosidade (L*) estdo associados a qualidade dos amidos, indicando maior
pureza dos produtos.

Os parametros de a* e b* para as féculas de batata e mandioca desse estudo
apresentaram valores proximos a neutralidade, podendo também ser um indicativo da pureza
do produto e das condi¢des adequadas do seu processamento, ja que para Diaz et al. (2018) a
presenca de minerais e outros contaminantes esta relacionada a alteracéo de cor das féculas.

O valor elevado do parametro b* para a farinha de gréo-de-bico estd relacionado,
possivelmente, a coloracdo amarelada das sementes que, segundo Oliveira, Schmiele e Steel
(2017), € devido a sua composicdo de vitaminas e minerais, especialmente ao contetido de
carotenoides. As sementes de grdo-de-bico apresentam importante contetdo de beta caroteno,
que atua como precursor da vitamina A, além de luteina e zeaxantina, considerados potentes
antioxidantes (OLIVEIRA; SCHMIELE; STEEL, 2017; DADON; ABBO; REIFEN, 2017).

Essa caracteristica da FGB pode ser considerada uma vantagem para a sua utilizacdo
em alguns produtos. Para Aguilar et al. (2015), devido & sua coloracdo amarelada, a FGB
pode ser utilizada na formulacdo de panificados, principalmente de paes sem gluten, para
intensificar a coloracdo da massa, tornando-os produtos mais atrativos ao consumidor. Além
disso, os pées produzidos com FGB apresentam a casca mais escura devido a reacdo de
Maillard, provocada pela interacdo entre proteinas e carboidratos presentes na farinha, o que
também contribui para maior aceitagcdo do produto.

Os resultados obtidos para o parametro b*da farinha de arroz indicam que a coloragéo
amarelada pode estar diretamente relacionada a quantidade de farelo presente nos graos

quebrados de arroz. Segundo Roy et al. (2008), a quantidade de farelo nos gréos pode variar
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de acordo com a variedade do arroz, com as condi¢fes ambientais e praticas de cultivo, sendo
que a coloracdo dos gréos polidos e da farinha pode sofrer alteracOes e apresentar tonalidade
mais escurecida e amarelada de acordo com o grau de remocdo do farelo durante o processo
de moagem e beneficiamento, essas cacarcteristicas podem se acentuar para 0S Qraos
quebrados de arroz j& que esses carregam mais imprurezas que os graos polidos.

O Croma (C*) é utilizado para identificar o nivel de saturacdo da cor, estando
diretamente relacionado & concentracdo do pigmento na amostra e, portanto, quanto mais altos
os valores de Croma, maior € a intensidade da cor percebida pelos seres humanos. O angulo
Hue esta relacionado & tonalidade original da cor e, assim, proximo de zero a cor tende ao
vermelho, em torno de 90° tende ao amarelo, em 180° ao verde e em 270° ao azul.
(PATHARE; OPARA,; AL-SAID, 2013). Os valores obtidos para o angulo Hue demostraram
que a tonalidade das amostras analisadas se aproxima de uma coloracdo amarelada, porém as
féculas apresentaram maior tendéncia & neutralidade devido aos valores bastante reduzidos de
Croma. O valor de Croma obtido para FGB, associado ao parametro b*, indica que a
tonalidade amarelada é aparente e pode interferir de forma positiva ou negativa na coloragédo

do produto final, dependendo do produto desejado.

2.3.3 Composi¢do quimica, teor de amilose, acidez total titulavel e potencial hidrogenidnico
(PH)

A tabela 3 representa os resultados obtidos a partir das analises quimicas e fisico-
quimicas para FGB, FA, FM e FB.
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Tabela 3. Composi¢do centesimal, fibra alimentar total, fibra insolGvel, fibra sollvel, pH, acidez total titulavel,
atividade de agua e teor de amilose para farinha de grdo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de

mandioca (FM) e fécula de batata (FB)

Anélise FGB FA FM FB
Umidade® 7,70+0,113 10,53+0,147 10,61+0,043 10,37 +0,336
Cinzas' 2,99 + 0,027 0,62 + 0,016 0,130,012 0,38 = 0,002
Proteina’ 17,08 + 0,048 6,72 £ 0,103 0,36 = 0,047 0,24 + 0,023
Lipidios® 5,70 £ 0,069 1,05+ 0,051 0,12 + 0,008 0,24 + 0,018
Fibra alimentar total* 14,48 + 0,74 3,13+ 0,76 0,4 +0,46 0,3+0,64
Fibra insoltvel" 11,96 £0,48  1,72+0,46 0 0
Fibra soldvel® 2,52 1,41 0 0
Carboidratos 52,02 77,93 88,35 88,44
disponiveis®
Valor energético total? 356,73 354,40 356,87 357,58
pH?® 6,52 £ 0,07 6,19 + 0,07 6,32 £ 0,08 6,54 + 0,02
Acidez Total Titulavel* 0,85 + 0,037 0,17 = 0,009 0,05 + 0,001 0,04 = 0,0008
Atividade de agua 0,42 + 0,016 0,51 + 0,001 0,50 + 0,001 0,44 + 0,003
Teor de amilose’ 19,77 26,83 28,36 29,60

Valores expressos em média e desvio padrdo. ‘expresso em g 100 g- %; *kcal 100 g- %; °g de NaOH 100 g-1

A RDC n°263 de 22 de setembro de 2005, que aprova o “Regulamento técnico para
produtos de cereais, amidos, farinhas ¢ farelos”, estabelece valores maximos para o teor de
umidade como sendo 15 g 100g™ para farinhas, 21 g 100g™ para fécula de batata e 18 g 100g™
para fécula de mandioca. Assim, o teor de umidade das farinhas de arroz e de gréo-de-bico e
das féculas de batata e mandioca utilizadas no estudo estd de acordo com o preconizado pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2005).

Segundo Cardoso et al. (2019), a umidade de farinhas abaixo de 14 g 100g™ é

importante para garantir maior tempo de vida util ao produto, pois é um fator determinante
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para a inibi¢cdo do crescimento e desenvolvimento de fungos e micro-organismos. Sendo
assim, pode-se afirmar que as farinhas e féculas desse estudo estdo em uma faixa segura de
umidade para inibicdo do crescimento e desenvolvimento de fungos e micro-organismos.

Devido a auséncia de legislacao brasileira especifica para fécula de batata e farinha de
arroz e de gréo-de-bico, foram considerados os valores de referéncia para pH (4,0-7,0) e
acidez total titulavel (1 g KOH 100 g™*) sugeridos para farinha de trigo e fécula de mandioca,
de acordo com a Instrucdo Normativa n°8/2005 e a Instrucdo Normativa n°23/2005,
respectivamente.

O pH das amostras de farinhas e féculas analisadas nessa pesquisa variou de 6,19 a
6,54 (Tabela 3). O valor de pH é um parametro importante para determinagédo da qualidade de
farinhas e féculas, pois alteracdes excessivas no pH podem indicar a aplicacao de tratamentos
quimicos ao produto, como o branqueamento por cloro (CARDOSO et al., 2019). Além disso,
a reducgdo do pH e o aumento da acidez total titulavel podem ser indicativos de contaminacéo
microbioldgica, ja& que a atividade biologica de fungos e bactérias levam & rancidez
hidrolitica, promovendo o aumento dos teores de acidos graxos livres. O aumento da acidez
total titulavel também pode indicar a ocorréncia da rancidez oxidativa dos lipidios devido a
condigbes inadequadas de embalagem e armazenamento, resultando em alteragGes
indesejaveis nas caracteristicas sensoriais das farinhas e féculas (ORTOLAN;
HECKTHEUER; MIRANDA, 2010).

Segundo Elgeti, Jekle e Becker (2015), para que a aeracdo da massa dos paes advinda
da fermentacdo possa resultar em um miolo fino e com baixa densidade, o meio deve oferecer
condicBes favordveis ao micro-organismo, como temperatura, umidade, disponibilidade de
substrato, forca ionica e valor de pH. De acordo com Couri e Giada (2016), as farinhas
utilizadas na panificacdo devem apresentar pH e acidez dentro dos limites adequados
estabelecidos pela legislacdo (pH entre 4,0 e 7,0 e acidez maxima de 1 g g™), ja que
modificagfes nesses parametros podem interferir de forma negativa nos efeitos da
fermentacdo, além de provocar alteracdes indesejaveis na coloracdo e sabor do produto final.
As farinhas e féculas analisadas nessa pesquisa obtiveram valores de pH e acidez dentro dos
limites estabelecidos pela legislacdo e, portanto, apresentaram caracteristicas adequadas para
aplicacdo em produtos de panificagdo, além de indicar as condi¢bes adequadas de
conservacao, armazenamento e processamento dos produtos.

Para a farinha de grdo-de-bico, o valor de cinzas determinado é semelhante ao
encontrado por Kaur, Singh e Sodhi (2005) de 3,1g 100g™ e Gémez et al. (2008) de 3,31g
100g™. Segundo Dadon, Abbo e Reifen (2017), o consumo regular de grio-de-bico pode
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contribuir de forma significativa para o aporte de minerais como potassio, fosforo, calcio,
ferro, manganés e zinco da dieta humana.

Para a farinha de arroz (FA), o valor de cinzas foi semelhante aos resultados descritos
por Amagliani et al. (2017) de 0,8 g 100g™ e Cho, Lee e Eun (2019) de 0,99 g 100g™.

Em trabalho de reviséo realizado por Zhu (2015), foram relatados valores de cinzas
para fécula de mandioca que variaram de 0,03 a 0,33 g 100g™, demonstrando que o valor
encontrado neste estudo para fécula de mandioca € semelhante ao encontrado por outros
autores. Martinéz et al. (2019) analisaram o amido de diferentes variedades de batata,
encontrando teores de cinzas que variaram de 0,22 a 0,29 g 100g™, valores ligeiramente
menores ao determinado nessa pesquisa, possivelmente pelas diferencas nas condigdes de
producdo. Considerando que a legislacdo brasileira sugere 0,75 g 100g™ (BRASIL, 2005)
como o teor maximo de cinzas para produtos amilaceos derivado de mandioca, as amostras
avaliadas encontram-se dentro do padréo estabelecido.

As cinzas podem ser definidas como o residuo mineral fixo resultante da incineracéo
da matéria, estando relacionado &s caracteristicas intrinsecas e composicdo do alimento.
Porém, valores acima do esperado podem ser indicativos de contaminagdo do produto por
material estranho devido & inadequacdes ou falhas nas etapas de processamento, transporte ou
armazenamento (SOUZA et al., 2008). Todas as farinhas e féculas utilizadas na pesquisa
apresentaram teor de cinzas semelhante ao encontrado por outros autores, demonstrando a
provavel auséncia de contaminacéo e a qualidade dos produtos.

A FGB apresentou valores de lipidios e proteinas proximos aos descritos por Kaur,
Singh e Sodhi (2005) de 5,5 g 100g™ para lipidios e de 19,9 g 100g™ para proteinas e por
Gomez et al. (2008) de 6,2 g 100g™ para lipidios e de 23,46 g 100g™ para proteinas. Além de
ser considerado um alimento fonte de proteinas de origem vegetal (BRASIL, 1998; BRASIL,
2005), as caracteristicas de qualidade da farinha de grdo-de-bico vem tornando-a uma
alternativa para melhorar as propriedades tecnoldgicas e sensoriais de produtos de panificacdo
sem gluten e como substituto do ovo em receitas veganas, devido as funcbes de emulsificacdo
e formacdo de espuma das proteinas e lipidios presentes nos grdos (AGUILAR et al., 2015;
BASHIR; AGGARWAL, 2016).

Os valores encontrados nesse estudo para os teores de proteinas e lipidios da farinha
de arroz apresentaram pequenas diferencas daqueles encontrados por Amagliani et al. (2017)
e Cho, Lee e Eun (2019), respectivamente, de 0,5 g 100g™* para lipidios e de 6,3 (g 100g™Y), e
0,59 de g 100g™* para lipidios e de 8,61 g 100g™ para proteinas. Segundo Monks et al. (2013),

a composicao quimica do arroz pode ser influenciada por diversos fatores, sofrendo alteracdes
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de acordo com o gendtipo dos grdos, as condi¢cdes ambientais e do solo da regido de cultivo, o
manejo durante a colheita, armazenamento e beneficiamento, especialmente durante o
processo de moagem para obtencdo do grédo polido ou da farinha.

Para fécula de mandioca, os valores estabelecidos para proteinas e lipidios (Tabela 3)
sdo semelhantes aos dados descritos em revisdo realizada por Zhu (2015), que descreveu
valores que variaram de 0,05 a 0,75 g 100g™ para proteinas e de 0,05 a 0,51 g 100g™ para
lipidios. Em relacdo & fécula de batata, o valor obtido para proteinas foi semelhante ao
encontrado por Przetacsek-Roznowska et al. (2019) de 0,28 g 100g™, e menor ao teor de
lipidios de 0,02 g 100g™* encontardo pelo mesmo autor.

As féculas de batata e mandioca apresentaram teores baixos de fibras totais. Esses
resultados eram esperados, pois as féculas sdo compostas principalmente por amido, o que
também justifica o elevado teor de carboidratos encontrado. Vale ressaltar que o amido é
produzido pelas plantas como forma de armazenamento de energia e € considerado a principal
fonte de carboidratos disponiveis da dieta humana.

Apesar de existir grande variabilidade nos resultados encontrados na literatura para o
teor de amilose, os valores obtidos nessa pesquisa para FGB, FA, FM e FB encontram-se
dentro da faixa descrita por alguns autores pesquisados (SANJEEWA et al., 2010; WANG et
al., 2017; MARIOTI et al., 2018; PRZTACSEK-ROZNOWSKA et al., 2019; HAN et al.,
2019; ZHU, 2015). Sanjeewa et al. (2010) avaliou diferentes variedades de gréo-de-bico e
encontrou teores de amilose que variaram de 17,7 a 23,1 g 100g™, similares aos encontrados
nessa pesquisa (Tabela 3). Para farinha de arroz, pode-se observar uma grande variacdo no
teor de amilose, ja que Wang et al. (2017) encontrou valores entre 8,1 e 14,3 g 100g™ e
Marioti et al. (2018) encontrou valores entre 13,9 e 22,7 g 100g™. Para fécula de batata,
Przetacsek-Roznowska et al. (2019) apresentou o valor de 28,9 g 100g™* e Han et al. (2019) o
valor de 30,1 g 100g™. Para fécula de mandioca, Han et al. (2019) apresentou o valor de 18,86
g 100g™, enquanto Zhu (2015) descreve valores que variaram de 14,1 a 30,3 g 10097,
similares aos determinados nesse trabalho. As diferencas encontradas para os teores de
amilose de um mesmo tipo de amostra provavelmente estdo relacionadas a fatores como
cultivar, forma de cultivo, condi¢Ges ambientais, entre outros.

O teor de amilose é capaz de influenciar as propriedades funcionais do amido, como a
solubilidade e absor¢cdo em agua, a viscosidade e a tendéncia & retrogradacdo (CRUZ-
BENITEZ et al., 2019). A farinha de arroz e as féculas de mandioca e de batata apresentaram
maiores teores de amilose e, segundo Weber, Collares-Queiroz e Chang (2009), amidos com

essa caracteristica tendem a formar géis mais consistentes e mais estaveis com o aquecimento,
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mas também sofrem maior tendéncia & retrogradacdo com o resfriamento. J& farinha de gréo-
de-bico apresentou menor teor de amilose e portanto maior teor de amilopectina, o que, ainda
de acordo com Weber, Collares-Queiroz e Chang (2009), faz com que tenha a tendéncia de
formam geéis mais claros e menos resistentes, porém mais estaveis e menos susceptiveis a
retrogradacdo em temperaturas mais baixas.

Segundo Zhong et al. (2018), o volume especifico final do produto panificado depende
da capacidade de retencdo de ar na massa durante o cozimento e resfriamento em temperatura
ambiente. Farinhas com maior teor de amilose promovem aumento da viscosidade da massa, 0
que auxilia na maior retencdo de ar e, consequentemente, maior crescimento, maior volume e
melhora da textura do miolo. Assim, devido ao teor de amilose, a farinha de arroz e as féculas
avaliadas nessa pesquisa podem ser utilizadas na formulacdo de panificados sem gluten, no
sentido de se obter melhores propriedades de desenvolvimento da massa. Apesar do teor de
amilose da FGB ser inferior ao das demais farinhas avaliadas, outras caracteristicas, como o
teor de fibras, pode auxiliar na mistura dessas e produzir caracteristicas de alto padrdo de
qualidade ao produto final sem gluten.

A FGB apresentou teor de fibras alimentares e de fibras insollveis que permitem
classificad-la como um alimento fonte e com alto teor de fibras de acordo com a legislagéo
brasileira (BRASIL, 2012). Sanjeewa et al. (2010) analisou diferentes variedades de sementes
de gréo-de-bico e encontraram valores ligeiramente superiores para fibras alimentares de 21,5
a 23,5 g 100g™* e para fibras insolGveis de 14,4 a 16,1 g 100g™. J4 Coda, Rizzello e Gobbetti
(2010) analisaram a farinha de grdo-de-bico e determinaram 11 g 100g™ para fibras
alimentares, valor mais proximo ao determinado nessa pesquisa. Essas variacdes normalmente
estdo relacionadas as condi¢des de producao.

Segundo Nagash et al. (2017), as fibras insolUveis estdo relacionadas a maior retencao
de 4gua na massa e, associadas ao efeito tenso-ativo e emulsificante exercido pelas proteinas e
lipidios, sdo capazes de aumentar a retencdo de ar, a hidratacdo e o rendimento da massa,
refletindo no crescimento, aeracdo e maciez de produtos de panificacdo, especialmente
aqueles sem gluten. Assim, considerando os teores de fibras encontrados, pode-se afirmar que
a FGB tem potencial para ser utilizada na formulagéo de panificados como forma de melhorar
o valor nutricional dos produtos, aléem de melhorar as propriedades de textura e retencéo de ar

da massa.

2.3.4 Indice de solubilidade em &gua (ISA) e indice de absorcio em agua (1AA)
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Os indices de solubilidade (ISA) e absor¢do (IAA) em &gua para farinha de gréo-de-
bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB) estdo

descritos na tabela 4.

Tabela 4. indice de solubilidade em agua (ISA) e indice de absor¢do em agua (IAA) a 25°C para farinha de
grdo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB)

ISA! IAA?
FGB 16,59 + 0,641 2,62+0,015
FA 1,860,083 2,210,131
FM 0,11+0,0003 1,61+0,001
FB 0,320,049 1,800,009

'Valores expressos em média e desvio padréo (¢ 1009'1); %\alores expressos em média e desvio padréo (g gel

g-! de matéria seca).

As diferengas encontradas entre as farinhas avaliadas podem ser diretamente
relacionada a origem vegetal da amostra. Segundo Denardin e Silva (2009) e Ascheri et al.
(2010), as propriedades funcionais, como indice de absorcdo e solubilidade em &gua,
gelatinizacdo e retrogradacdo, podem sofrer variacbes de acordo com a origem do material
amilaceo, estando relacionadas &s caracteristicas estruturais dos granulos de amido como a
estrutura molecular da pectina (comprimento das cadeias, extensdo das ramificacdes e peso
molecular) e composicédo e estrutura do granulo (proporc¢édo entre amilose e amilopectina, ou
seja, entre regides amorfas e cristalinas).

De acordo com Denardin e Silva (2009) e Silva et al. (2008), quando o amido nativo
entra em contato com a agua em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), os granulos
tornam-se ligeiramente inchados devido & difusdo da agua pelas regibes amorfas, embora
considere-se que os granulos de amido nativo sejam capazes de absorver agua de forma
efetiva apenas durante o processo de aquecimento.

Assim, considera-se que as farinhas cruas e amidos nativos normalmente apresentam
baixa capacidade de absorcdo e solubilidade em &gua em temperatura ambiente, conforme
pdde ser observado nas andlises para FA, FM e FB. Em estudo realizado por Ghribi et al.
(2015), foram encontrados os valores de 5,14 g g™ para IAA e 22,62 g 100g™ para ISA de
farinha de grdo-de-bico, sendo ligeiramente maiores aos encontrados nessa pesquisa. Ahmed,
Al-Jassar e Thomas (2015) avaliaram farinhas de arroz de diferentes variedades, encontrando

para IAA valores que variaram de 1,35 a 2,57 g g™ e de 1,08 a 3,40 g 100g™* para ISA. Para
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fécula de mandioca, Fiorda et al. (2013) encontrou os valores de 1,66 g g™ para IAA e 0,3 g
100g™ para ISA. As diferencas existentes entre os valores podem ter varias explicacdes como
ambiente de producdo, tipo de processamento entre outras.

A farinha de gréo-de-bico apresentou o maior ISA entre as farinhas analisadas, o que
pode ser atribuido & composicéo quimica do material. Segundo Dadon, Abbo e Reifen (2017)
e Ghribi et al. (2015), o elevado indice de solubilidade da farinha de grdo-de-bico esta
relacionado & maior presenca de componentes hidrossoliveis, como alguns mono e
dissacarideos (ribose e sacarose), oligossacarideos, proteinas e vitaminas do complexo B e
vitamina C.

O indice de absorcdo (IAA) em agua refere-se & capacidade de retencdo de agua de
determinado material quando submetido & forca de gravidade centrifuga externa ou
compressdo, estando relacionado & disponibilidade dos grupos hidrofilicos (-OH) para se
ligarem s moléculas de &gua e, consequentemente, & capacidade de formacdo de gel do
amido (FIORDA et al., 2013; GHRIBI et al., 2015).

O IAA para FGB e FA foi maior do que o encontrado para FM e FB, o que pode estar
relacionado ao maior teor de proteina apresentado pelas farinhas em relacdo as féculas
(Tabela 3). Segundo Sreerana et al. (2012), o IAA pode estar relacionado & interacdo das
moléculas de agua com os residuos polares dos aminoécidos, o que também influencia na
capacidade de emulsificacdo e viscosidade das proteinas. O maior IAA para FGB também
pode ser explicado devido ao seu maior teor de fibras.

A capacidade de absorcdo e solubilidade em agua das farinhas é um aspecto
importante para a aplicacdo na panificacdo e em diversos produtos alimenticios, pois esta
relacionada ao processo de gelatinizacdo do amido, o que exerce influéncia nas caracteristicas
sensoriais e tecnoldgicas dos produtos (SREERAMA et al., 2012).

2.3.5 Propriedades térmicas e propriedades de pasta
As propriedades térmicas para farinha de grdo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA),

fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB) estdo descritas na Tabela 5 e na Figura 1.
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Tabela 5. Propriedades térmicas da farinha de grdo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca
(FM) e fécula de batata (FB)

Te inicial (°C) T° de Te final (°C) AH (J/g)
gelatinizagéo
(O
FGB 63,13+0,302 64,71+£0,023 67,14+0,026 5,003 + 0,153
FA 57,39+1,490 67,58+0,023 77,46 £ 0,366 7,85+ 0,240
FM 57,70+ 0,718 67,60+0,369 80,02+0,430 10,26 £ 0,135
FB 57,13+0,384  65,27+£0,017 73,35+0,425 16,15+ 0,296

Valores expressos em média e desvio padréo

——Farinha de Arroz

Fécula de Mandioca
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Figura 1. Propriedades térmicas determinadas através de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para
farinha de gréo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB).

Foi possivel observar que a entalpia de gelatinizacdo (AH) das farinhas avaliadas
confirma os resultados obtidos para o teor de amilose (Tabela 3). Assim, o valor de AH foi

maior conforme a amostra apresentava maior teor de amilose. Para Qiu et al. (2019), os
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materiais com maior teor de amilose apresentam maior proporcdo de cadeias mais longas, o
gque aumenta a associagdo entre as cadeias de amido e produz uma estrutura mais forte,
exigindo energia mais intensa para o rompimento das duplas hélices e para a gelatinizacdo dos
granulos. Em contrapartida, os materiais com menor teor de amilose apresentam cadeias mais
curtas, o que dificulta a formacdo de duplas hélices estaveis e necessita menos energia para
gelatinizagdo. Assim, a entalpia de gelatinizagdo (AH) pode refletir a organizacao estrutural
dos aglomerados de amilopectina e a heterogeneidade da cristalinidade, estando relacionada
ao requerimento de energia necessaria para que ocorra a gelatinizacao do amido (QIU et al.,
2019). O pico endotérmico gerado, portanto, indica as mudancas ocorridas na pasta
decorrentes do inchago dos granulos e da dissolucdo parcial dos polimeros (YE et al., 2016).

A farinha de grdo-de-bico apresentou maior temperatura inicial de gelatinizacao,
provavelmente devido & composicdo elevada de proteinas e lipidios presentes no material.
Porém, apresentou baixa entalpia quando comparada as demais farinhas, demonstrando maior
facilidade para iniciar o processo de gelatinizacdo. Segundo Kalita, Bhattacharya e Srivastava
(2018), a temperatura inicial reflete o inicio do fenbmeno de gelatinizacdo, podendo ser
aumentada pela formacdo de complexos amilose-lipidio/amilose-proteina, o que é facilitado
pela lixiviacdo da amilose na presenca de agua.

A maior temperatura inicial de gelatinizacdo da FGB também pode ser explicada pela
maior quantidade de fibras presentes na amostra, pois, segundo Kiumarsi et al. (2019), as
fibras sdo capazes de competir com 0 amido para a absorcéo de agua, o que retarda o inchaco
e reduz a gelatinizacdo dos granulos de amido, o que também pode justificar a menor
temperatura final de gelatinizagdo apresentada pela farinha.

As féculas de batata e mandioca e a farinha de arroz apresentam menor temperatura
inicial de gelatinizacdo provavelmente devido & menor presenca de componentes como fibras,
lipidios e proteinas, que sdo capazes de retardar o processo de gelatinizacdo dos granulos de
amido. Porém, apresentaram maior temperatura final e maiores valores de AH, indicando
maior nivel de gelatinizagdo do amido e maior viscosidade da pasta. Segundo Buresova et al.
(2017), a viscosidade aumentada pode limitar a expansdo da massa durante os processo de
fermentacdo e cozimento, o que pode influenciar de forma negativa no crescimento dos pées
e, consequentemente no volume especifico e na textura do produto final.

A fécula de batata apresentou maior pico endotérmico e maior valor de entalpia, sendo
necessaria maior quantidade de energia para iniciar o processo de gelatiniza¢do, porém, de
acordo com Weber, Collares-Queiroz e Chang (2009), é capaz de formar um gel mais

consistente devido ao maior teor de amilose.
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E importante ressaltar que o estudo das caracteristicas térmicas das FGB, FA, FM e
FB sdo importantes para determinar o potencial para aplicacdo dessas, pois, para Alvarez et al.
(2014), a formacéo de gel € um dos principais fatores que afetam a qualidade dos alimentos a
base de amido, sendo que as propriedades reoldgicas podem ser determinantes para as
caracteristicas de textura, percep¢do sensorial e aceitabilidade do produto. O processo de
gelatinizacdo causa a ruptura da estrutura e o inchamento dos granulos de amido e, portanto, a
cinética de reacao relativa & gelatinizacéo é capaz de fornecer parametros para caracterizacao
das condicdes de formacdo do gel de amido, como tempo, temperatura, concentragéo,
viscosidade, taxa de cisalhamento e retrogradacao.

As propriedades de pasta para farinha de gréo-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA),

fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB) estdo descritas na tabela 6.
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Tabela 6. Propriedades de pasta para farinha de grao-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB)

Pico 1 (RVU) Viscosidade minima Quebra de Viscosidade final Retrogradagdo Temperatura de pasta
(RVU) viscosidade (RVU) (RVU) ((®)]
(RVU)
FGB 182,33+2,38 165,80+0,04 15,7+2,71 230,59+2,53 67,79+2,53 72,016+0,50
FA 342,75+0,11 263,58+0,70 82,25+3,53 574,20+7,60 337,717,72 69,61+0,51
FM 514,58+1,12 146,7945,71 367,33+6,83 258,2945,71 114,54+1,59 63,76+0,49
FB 1447,71+0,65 210,95+4,06 1285,75+3,42 370,58+1,64 160,08+0,35 61,73+0,53

Valores expressos em média e desvio padréo
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A farinha de grdo-de-bico apresentou menor valor de retrogradacdo, provavelmente
devido ao menor teor de amilose e maior teor de amilopectina da amostra. Segundo Matignon
e Tecante (2017) e Xia et al. (2018), menores valores de retrogradacdo estdo associados a
menor probabilidade de deformacéo da pasta durante o resfriamento, proporcionando, assim,
maior tempo de vida Gtil ao produto. Assim, é possivel afirmar que a FGB tem potencial para
para a producdo de produtos de panificacdo, a fim de se conservar por mais tempo a textura
macia do miolo.

A retrogradacdo pode ser descrita como a reorganizacdo dos componentes
macromoleculares desordenados do amido, resultando na dispersdo do excesso de &gua dos
complexos de amilose e amilopectina formados apds o processo de hidratacdo e gelatinizacdo
dos granulos. A amilopectina € o maior componente do amido, sendo responsavel pela
estrutura semi-cristalina dos granulos e exercendo importante funcdo no poder de inchamento
e nas propriedades de pasta (MATIGNON; TECANTE, 2017; XIA et al., 2018). As regides
cristalinas com maior quantidade de ramificagcdes sdo consideradas mais estaveis e, portanto,
s80 menos propensas a retrogradacdo (DEMIATI et al., 2016).

A farinha de arroz obteve o maior valor de retrogradacdo (Tabela 6) entre os produtos
avaliados e, para Matignon e Tecante (2017) e Xia et al. (2018), essa caracteristica indica que
0s produtos panificados formulados com maior quantidade dessa farinha podem apresentar
endurecimento mais rapido do miolo, diminuindo a vida Util e prejudicando as caracteristicas
sensoriais. No entanto, a FA ¢ a principal farinha utilizada na formulacéo de pées e bolos sem
gluten, porém, para Witzczak et al. (2016), uma alternativa para melhorar essa caracteristica é
a combinacdo dessa com farinhas de leguminosas, como o grao-de-bico, e de amidos, como
féculas de batata e de mandioca para melhorar as caracteristicas sensoriais e a textura da
massa, além de aumentar a durabilidade dos produtos.

O pico 1 (Tabela 6) corresponde a viscosidade maxima que ocorre ap6s o inicio do
aquecimento e antes de se iniciar o resfriamento da suspensdo, sendo o ciclo em que se
observa o intumescimento e a gelatinizacdo dos granulos de amido. Segundo Teba, Ascheri e
Carvalho (2009), o maior contedo de proteinas do material esta relacionado a valores
menores de viscosidade maxima, ja que a proteina pode atuar como barreira fisica para o
intumescimento do amido pois os granulos se encontram associados & matriz proteica. Alem
disso, a formacédo de complexos resultantes das interagdes entre 0 amido e 0s acidos graxos ou
as fibras podem modificar as caracteristicas de textura e estruturagdo da pasta das matérias
primas (COZZOLINO, 2016). Assim, conforme a tabela 3, a farinha de gréo-de-bico

apresentou maior conteudo de proteinas, fibras e lipidios, o que pode justificar o menor valor
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de viscosidade maxima da amostra quando comparada as demais matérias-primas analisadas.
As féculas de batata e de mandioca apresentaram 0s maiores valores de viscosidade méaxima,
indicando maior capacidade de intumescimento dos granulos de amido e, portanto, maior
capacidade de gelatinizacao.

As farinhas de arroz e de gréo-de-bico apresentaram os menores valores de quebra de
viscosidade, indicando que, segundo Witczak et al. (2016), podem contribuir para a
manutencdo da estabilidade da massa durante o processo de cozimento, além de manter a
estrutura e a retencao de ar na massa dos pées apds o resfriamento. A quebra de viscosidade
(Tabela 6) esta relacionada ao grau de desintegracao dos granulos inchados, sendo importante
para avaliar a estabilidade da pasta em temperaturas elevadas e sob agitacdo, sendo que
menores valores indicam que a amostra mais resistente apresenta menor taxa de cisalhamento
durante o processo de coccdo (BASHIR; AGGARWAL, 2016; TEBA; ASCHERI,;
CARVALHO, 2009).
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2.4 Conclusao

A farinha de gréo-de-bico e a farinha de arroz apresentaram importante teor de
nutrientes, como proteinas, lipidios e fibras, que contribuem tanto para a melhora do valor
nutricional dos produtos, quanto para garantir melhores propriedades de textura e coloracéo
de massas. As féculas de mandioca e batata apresentaram maiores valores de viscosidade
méaxima e menores valores de retrogradacéo, e, portanto, capacidade de formacdo de gel para
garantir melhores parametros de textura de produtos panificados. Assim, as farinhas de gréo-
de-bico e de arroz e as féculas de mandioca e de batata possuem potencial para a aplicagdo em

produtos de panificacao.
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3. CAPITULO 3

ARTIGO 2 — DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES DE PAES
SEM GLUTEN COM FARINHA DE ARROZ, FARINHA DE GRAO-DE-
BICO, FECULA DE BATATA E FECULA DE MANDIOCA

RESUMO

Produtos de panificacdo sem glaten normalmente apresentam ineficiente expanséo e retengdo
de ar na massa, resultando em pées com menor volume e menor flexibilidade e maciez do
miolo. Assim, ingredientes como farinhas de leguminosas e amidos vém sendo utilizados para
melhorar as propriedades tecnoldgicas, sensoriais e nutricionais dos paes. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver formulagdes de pdes sem glaten utilizando uma mistura com
diferentes concentracdes de farinhas de arroz e de gréo-de-bico e féculas de mandioca e de
batata. A primeira etapa do planejamento experimental foi realizada a partir de um
delineamento inteiramente casualizado, variando-se a concentracao de farinha de grao-de-bico
nas proporgdes de 0%, 15%, 25%, 35% e 45%. Na segunda etapa do planejamento
experimental foi realizado o delineamento de misturas, fixando-se a concentragéo de farinha
de grdo-de-bico mais desejavel estabelecida na primeira etapa, e variando-se as proporcoes de
farinha de arroz e féculas de batata e de mandioca. Em ambas as etapas os paes foram
analisados de acordo com o volume especifico, parametros instrumentais de textura e
pardmetros instrumentais de cor, além de umidade e atividade de 4gua na segunda etapa. Na
primeira etapa, a formulacdo com 35% de farinha de grdo-de-bico obteve valores de 2,96
cm.g™® para volume especifico, 12,55N para dureza, 0,79 para elasticidade, 0,37 para
coesividade e 4,48 para mastigabilidade, sendo selecionada como a propor¢do mais desejavel.
De acordo com o delineamento de misturas, a formulagdo com as proporcdes de 25% de
farinha de arroz, 25% de fécula de batata e 50% de fécula de mandioca atingiu maior volume
especifico e os parametros de textura mais desejaveis. Assim, foi possivel desenvolver
formulacbes de pdes sem gluten a partir da mistura de farinha de arroz e gréo-de-bico e
féculas de batata e mandioca, estabelecendo a proporcéo ideal de cada uma delas.
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Palavras-chave: panificacdo, delineamento de misturas, Cicer arietinum L., Manihot
esculenta Crantz, Solanum tuberosum L., Oryza sativa L., fécula de batata, fécula de

mandioca.

3.1 Introducéo

Paes sem gluten disponiveis comercialmente possuem caracteristicas de qualidade e
aceitabilidade inferiores aos seus equivalentes que contém glaten, apresentando defeitos
relacionados principalmente & ineficiente expansdo e retengdo de ar na massa durante a
fermentacdo, resultando em menor volume, flexibilidade e maciez do miolo. Devido a
auséncia de gluten e o alto teor de amido proveniente das farinhas utilizadas na formulacéo,
0s paes sem gluten apresentam valor nutricional reduzido e enrijecimento mais rapido do
miolo, além de apresentar coloracdo da casca mais esbranquicada (NAQASH et al., 2017).

O desenvolvimento de pdes sem gluten tem envolvido a utilizacdo de diversos
ingredientes, como diferentes farinhas sem gluten (milho, arroz, sorgo), pseudocereais
(quinoa e amaranto), farinha de leguminosas (soja, ervilha e grdo-de-bico) e amidos (batata,
mandioca e milho), além de hidrocol6ides e emulsificantes, com o objetivo de obter
propriedades viscoelasticas semelhantes ao glaten e, consequentemente, melhorar as
propriedades tecnoldgicas, sensoriais e nutricionais dos paes (MIR et al., 2016).

A origem e o tipo de amido utilizado podem influenciar a micro estrutura, a reologia e a
retencdo de dgua na massa, além da estrutura e qualidade do produto final. As propriedades
intrinsecas do amido, como tamanho do granulo, capacidade de intumescimento e
solubilidade em &gua, propriedades reoldgicas de formacdo da pasta e a formacdo de
complexos entre a amilose e componentes como proteinas e gorduras, também podem
desempenhar importante papel nas caracteristicas do produto final (WITCZA et al., 2016).

A farinha de gréo-de-bico vem sendo utilizadas na formulacdo de produtos sem glaten
por apresentar maiores teores de lipidios, fibras e minerais quando comparada a farinha de
cereais como milho e arroz, o que auxilia no enriquecimento do valor nutricional dos
produtos. Além disso, as leguminosas possuem elevado teor de proteinas de alta qualidade,
que apresentam propriedades funcionais importantes, como a capacidade de emulsificacdo e
formagéo de espuma, auxiliando na melhora da qualidade da massa e garantindo maior
volume e melhor textura dos pdes (AGUILAR, et al., 2015; GOBBETTI et al., 2018).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver formulacGes de pdes sem gluten
utilizando uma mistura com diferentes concentragdes de farinha de arroz, farinha de gréo-de-
bico, fécula de mandioca e fécula de batata, visando a obtencdo um novo produto para

consumidores com restrigdo ao consumo do gluten.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material

Os grdos quebrados utilizados na elaboracdo da farinha de arroz foram doados pela
empresa Cristal Alimentos, situada na BR 153, em Aparecida de Goiania, Goias, Brasil. A
fécula de mandioca foi doada pela empresa FEBELA Agroindustrial Ltda., localizada na
cidade de Bela Vista de Goias, Goias, Brasil. O grdo-de-bico utilizado para elaboracdo da
farinha, a fécula de batata (Moinho de Pedra, Goianira, Goias) e os demais ingredientes
necessarios para a formulacdo dos pédes foram adquiridos no comércio local da cidade de

Goiania, Goias, Brasil.
3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Formulagéo dos péaes

Os pédes foram elaborados no laboratério de panificacdo da Escola Senai Vila Canad,
localizada na cidade de Goiania, Goias.

A formulacdo dos pdes foi estabelecida a partir de testes preliminares, baseando-se em
100g totais da mistura de farinhas. Os demais ingredientes utilizados foram: 50 g 100g™ de
ovo in natura (Qualita, Classe A), 20 g 100g™ de 6leo vegetal (Liza), 15 g 100g™ de acticar
(Unido), 2 g 100g™ de goma xantana (Leve Crock), 2 g 100g™ de fermento bioldgico seco
(Fleshmman), 4 g 100g™* de sal (Cisne refinado), 60 g 100g™ de 4&gua mineral.

Na formulagdo dos pées foram seguidos 0s seguintes passos: em batedeira planetaria
(Arno Deluxe 220V, Sao Paulo, Brasil) foi colocado o ovo, o agucar e o Oleo e
homogeneizados por 1 minuto e 30 segundos. Em seguida, foram acrescentadas as farinhas e
as féculas, a agua e o fermento, e a massa foi homogeneizada por mais 1 minuto. Por fim,
foram acrescentados o sal e a goma xantana e a massa foi novamente homogeneizada por 1

minuto.
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A massa obtida foi colocada em formas de aluminio e submetida a fermentacdo por 40
minutos, em camara de fermentacdo (Venancio AC20T, Venancio Aires, Brasil), a uma
temperatura de 35°C e 85% de umidade. Apds a fermentacéo, os pées foram assados em forno
(Millenium 1CL ELET 380V/60Hz Perfecta, Curitiba, Brasil) a 180°C por 20 minutos.

3.2.2.2 Planejamento experimental

O estudo experimental foi realizado em duas etapas, conforme a figura 2:

Testes preliminares para determinagdo
da formulagéo
ETAPA 1: DIC -Volume especifico;
Variagdo da porcentagem de FGB; —_— -Textura;
Quantidades fixas de FA, FM e FB -Cor

U

Escolha da melhor formmulagéo,
considerando-se a concentragdo ideal
para FGB

O

ETAPA 2: DELINEAMENTO DE

MISTURAS -Volume especifico;
-Textura;
Porcentagem fixa para FGB —_ ] -Cor;
(formulagio selecionada); - Umidade;

- Atividade de agua

Variagdo na concentracio de FA, FMe
FB

1

Escolha da melhor formulagéo,
considerando-se a proporgao ideal para
FA.FM eFB

Figura 2. Fluxograma para elaboracdo dos pdes com farinha de grdo-de-bico (FGB); farinha de arroz (FA);
fécula de mandioca (FM); fécula de batata (FB).

A primeira etapa teve como objetivo avaliar a proporcdo ideal da farinha de grdo-de-
bico na formulacdo. Para isso, foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC),
estabelecendo-se 4 diferentes porcentagens para adigdo da farinha de grdo-de-bico (FGB),
mantendo-se a concentracdo da farinha de arroz (FA), fécula de batata (FB) e fecula de
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mandioca (FM) em proporcdes iguais. Também foi estabelecida a formulagdo controle sem a

adicdo da FGB. Foram elaboradas quatro repeticdes para cada formulacdo. As proporcoes

utilizadas para o delineamento estdo descritas na Tabela 7:

Tabela 7. Proporgdes estabelecidas para farinha de grao-de-bico (FGB), farinha de arroz (FA), fécula de batata

(FB) e fécula de mandioca (FM), para realizacdo da primeira etapa de elaboracdo dos pées sem gluten.

FGB (9) FA (9) FB (9) FM (9)
Formulacgéo 1 - 33,3 33,3 33,3
(0% FGB)
Formulacéo 2 15 28,3 28,3 28,3
(15% FGB)
Formulacéo 3 25 24,98 24,98 24,98
(25% FGB)
Formulacéo 4 35 21,64 21,64 21,64
(35% FGB)
Formulacéo 5 45 18,32 18,32 18,32

(45% FGB)

A segunda etapa teve como objetivo estabelecer as propor¢oes ideais para a mistura de

farinhas e féculas, sendo fixada a quantidade de farinha de grdo-de-bico estabelecida na

primeira etapa, e variando-se as proporcdes de farinha de arroz (FA), fécula de batata (FB) e

fécula de mandioca (FM). A partir de testes preliminares, considerando-se o volume

especifico e a textura dos paes, foram estabelecidas as concentragdes maximas e minimas para

cada matéria prima, de acordo com a Tabela 8:
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Tabela 8. Concentra¢cdes maximas e minimas determinadas para farinha de arroz (FA), fécula de batata (FB) e

fécula de mandioca (FM) utilizadas para a formulacdo dos pédes sem gluten.

Componente Minimo (%o) Maximo (%0)
FA 25 60
FB 15 40
FM 20 50

A partir dos valores maximos e minimos, foram estabelecidas as concentracGes das
matérias primas expressas em pseudocomponentes, de acordo com a equacdo 5 (BARROS et
al., 2003):

_ ci —ai (Equacéo 5)
1-X7 ai

Em que:

Xi = valor em pseudocomponente
O0<ai>ci

q .
Yi—jai<l

1=1,23,..9

As concentracdes estabelecidas para cada matéria prima a partir do delineamento
experimental, em concentracfes reais e pseudocomponentes, estdo descritas na tabela 9.
Foram determinadas 7 formulagdes com duas repeticdes na formulacdo 7 (F8 e F9),

considerada o ponto central, para calculo do erro experimental (STATSOFT, 2007).
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Tabela 9. Planejamento experimental para avaliagcdo da influéncia da farinha de arroz (FA), fécula de mandioca

(FM) e fécula de batata (FB) nas propriedades fisicas de paes sem gllten. Valores expressos em concentracdes

reais (%) e pseudocomponentes.

Proporcdes dos ingredientes na mistura

Concentrac0es reais (%0) Pseudocomponentes
Experimento FB FA FM FB FA FM

(C1) (C2) (C3) (X1) (X2) (X3)
F1 0,40 0,25 0,35 0,625 0 0,375
F2 0,15 0,60 0,25 0 0,875 0,125
F3 0,40 0,40 0,20 0,625 0,375 0
F4 0,20 0,60 0,20 0,125 0,875 0
F5 0,25 0,25 0,50 0,250 0 0,75
F6 0,15 0,35 0,50 0 0,25 0,75
F7 0,258 0,408 0,333 0,645 0,02 0,333
F8 0,258 0,408 0,333 0,645 0,02 0,333
F9 0,258 0,408 0,333 0,645 0,02 0,333

Fonte: STATSOFT 7.0; C1 + C2 + C3 = 1; X1+X2+X3 = .100g™

3.2.2.3 Caracterizacao dos paes

Para a andlise de volume especifico, os paes prontos foram resfriados a temperatura

ambiente (25°C+2°C) e entdo pesados em balanca semi-analitica. Em seguida, o volume de

cada pdo foi determinado através do deslocamento de sementes de pain¢o, de acordo com

método descrito por Mohammadi et al. (2015). O céalculo do volume especifico foi realizado

através da razdo entre o volume e a massa dos pdes, através da equacao 6:

|4
VE =—
m

Onde:

VE = volume especifico (cm?® g™)

V = volume (cm?3)

m = massa (g)

(Equacao 6)
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A andlise de textura dos paes sem glaten foi realizada de acordo com 0s parametros
sugeridos por Esteller e Lannes (2005). A analise foi realizada em texturémetro Stable Micro
Sistem (TA HD Plus, Godalming, UK), considerando-se os atributos de dureza, elasticidade,
coesividade e mastigabilidade. Foram utilizados os seguintes parametros: probe cilindrica de
20 mm de diametro, forca de gatilho (tigger force) de 10 g, velocidade pré-teste de 20 mm s,
velocidade teste de 10 mm s, velocidade pds-teste de 10 mm.s™. Foram utilizadas fatias de
20 mm de espessura. As analises foram realizadas em 10 replicatas.

As andlises dos parametros instrumentais de cor da casca e do miolo dos paes foram
realizadas em 10 replicatas utilizando-se um colorimetro (Bankinh Meter Minolta BC-10,
Ramsey, USA), de acordo com o sistema CIE L*a*b*. Os resultados foram expressos em:
valores de L* (luminosidade), que variam do preto (0) ao branco (100); valores de a*, que
variam do verde (-60) ao vermelho (+60); e valores de b*, que variam do azul (-60) ao
amarelo (+60) (HARDER; CANNIATTI-BRAZACA; ARTHUR, 2007). Também foi
calculado o indice de croma de acordo com a equacdo 7 e 0 angulo Hue de acordo com a

equacéo 8:

C=/(ax)?2+ (b*)?2 (Equacéo 7)
H* = tan™ (b*/a*) (Equacéo 8)
Em que:

* = cromaticidade
H* = angulo Hue (graus)
Tan™ = arco tangente
a* = coordenada de cromaticidade entre verde e vermelho

b* = coordenada de cromaticidade entre azul e amarelo

A atividade de agua foi realizada utilizando-se higrbmetro Acqua Lab (Decagon
Devices, Series 3TE, Pullman, USA), a temperatura constante (24+/-1°C). A umidade foi
determinada por dessecacdo da amostra em estufa a 105°C ate atingir peso constante (AOAC,
2012).
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3.2.2.4 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o software
computacional STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2007). A analise de variancia (ANOVA) foi
aplicada aos dados obtidos, considerando-se indice de significancia de 5% (p<0,05). Foram
estabelecidos, ainda, os coeficientes de variacdo (R), coeficiente de variacdo ajustado (Raj?),
falta de ajuste (FA) e os modelos matematicos obtidos para cada variavel.

Para avaliacdo dos dados do primeiro ensaio (DIC), as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey para determinacao das diferencas significativas.

Para avaliagdo dos dados do delineamento de misturas, foram obtidas curvas
bidimensionais, considerando-se 0s pontos maximo e minimo para cada varidvel analisada.

Para escolha da melhor formulacdo, foram considerados, principalmente, o maior

volume especifico e os melhores parametros de textura.

3.3 Resultados e discussao

Ensaio 1: selecdo da concentracdo de FGB

A tabela 10 apresenta os valores obtidos para os parametros de volume especifico,
dureza, coesividade, elasticidade e mastigabilidade dos pdes sem glaten elaborados com
diferentes niveis de substituicdo da mistura por farinha de gra-de-bico (FGB). A tabela 11
apresenta os valores obtidos a partir da analise dos parametros instrumentais de cor dos pées
sem gluten. A tabela 12 representa os modelos referentes aos pardmetros avaliados que

apresentaram indice de significancia (p<0,0,5).
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Tabela 10. Analise de volume especifico e pardmetros de textura dos paes com diferentes niveis de substituicdo da mistura por farinha de gréo-de-bico (FGB)

Nivel de substituicdo da mistura por FGB

Fator 0 15 25 35 45
Volume especifico (cm? g™ 2,290,119  2,41°+0,117  2,83%0,159 2,96°+0,122 2,93%+0,067
Dureza (N) 12,03°+0,230  12,31°+0,897  12,11°+1,16  12,55°+0,286  14,84°+0,486
Elasticidade 0,89°#0,030  0,87°+0,041  0,84*+0,042  0,79°+0,035  0,79°+0,017
Coesividade 0,47°+0,072 0,47°+0,053  0,38*+0,009  0,37°+0,033 0,36°+0025
Mastigabilidade 5,50°+0,526 5,52+0,462 4,54%+0,352 4,48%+0,492 4,83%+0,480

9.100g " . Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os valores, considerando indice de

significancia p<0,05.



Tabela 11. Parametros de cor dos pées com diferentes niveis de substituigdo da mistura por farinha de grédo-de-bico (FGB)

Nivel de substituicdo da mistura por FGB

Fator 0 15 25 35 45

L* miolo 60,98°+4,69 65,80°+4,79 67,41°+1,68 64,13°+4,19 65,10°+0,32
a* miolo -0,97%£0,133 -0,83%£0,24 -0,80%+0,24 -0,51°+0,189 0,45°+0,33
b* miolo 14,39%+1,89 17,54°1,28 19,55"°+1,36 20,62°+0,93 25,54%+1,07
C* miolo 14,41%+1,82 17,56°+1,27 19,57°°+1,35 20,63°+0,92 25,55°+0,54
H* miolo 85,97°+0,70 87,20%+0,94 87,57%+0,88 88,46+0,55 88,8%+0,54
L* casca 33,48°+1,48 34,25%+2,81 23,24%°+0,90 26,47%°+3,62 21,28"+2,25
a* casca 24,73°+1,21 26,43°°+0,84 27,86%+0,29 29,43°+0,56 28,74°+0,69
b* casca 49,95°°+4,29 54,27°+3,08 39,27%+1,37 45,23"+1,82 36,26°+2,78
C* casca 55,87°+3,71 60,46%+2,42 48,67°+1,27 54,12°°+1,90 45,81°+2,50
H* casca 63,35°+2,72 65,80°+2,09 57,10°+0,72 56,5%+3,78 51,54 %+3,87

g 100g . Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os valores, considerando indice de

significancia p<0,05.
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Tabela 12. Modelos para volume especifico, parametros de textura e parametros de cor com coeficiente de nivel
de significancia (P) e coeficiente de determinacdo ajustado (Raj2) em funcdo do nivel de substituicdo da mistura

de farinhas pela farinha de gréo-de-bico.

Resposta Modelo P R%aj

VVolume especifico y =2,2868 + 0,0167x 0,000001 0,7487
Dureza y = 12,22 — 0,068x + 0,003x* 0000017 0,7251
Elasticidade y =0,9124 — 0,0029x 0,000009 0,6548
Coesividade y = 0,4856 — 0,0029x 0,000377 0,4866
a* miolo y =-1,2083 + 0,0280x 0,000045 0,5916
b* miolo y = 14,0383 + 0,2290x 0,000000 0,8713
C* miolo y = 14,0588 + 0,2287x 0,000000 0,8720
L* casca y = 34,63 — 0,2872x 0,003773 0,3460
a* casca y = 25,0084 + 0,1014x 0,000001 0,7476

Né&o foram obtidos modelos para o parametro de textura de mastigabilidade e para o parametro de cor L* miolo

A figura 3 representa os pées formulados de acordo com a variagdo da concentracao de
FGB. Foi possivel perceber que a coloracdo do miolo se tornou mais amarelada com a adicéao
da farinha de grdo-de-bico a formulacdo, assim como a coloracdo da casca se apresentou mais
escura quando comparadas & formulacdo controle com 0 g 100g™ de FGB. A partir das
imagens também foi possivel perceber que os pdes com adicao de FGB apresentaram melhor

estruturacdo da massa apés o resfriamento em relacdo a formulagédo controle.
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A partir da tabela 10, foi possivel observar que o volume dos paes sem gluten

aumentou conforme foi aumentado o nivel de substituicdo da FGB entre as concentracdes de
0% e 45%. Os maiores resultados foram encontrados nos tratamentos com concentracdo
acima de 25% de FGB, nao apresentando diferenca significativa entre elas. Para o parametro
de dureza, apenas a formulacdo com 45% de FGB apresentou aumento significativo em
relacdo as demais formulacGes, porém a adicdo de farinha de grdo-de-bico proporcionou
reducdo nos pardmetros de coesividade e elasticidade dos paes.

De acordo com os resultados encontrados, foi possivel observar que a formulagdo com
maior nivel de substituicdo da mistura por FGB agrupa os melhores resultados de volume
especifico e aumento significativo na dureza, sendo possivel afirmar que, a partir desse ponto,
a adigdo de farinha de grdo-de-bico passa a exercer efeito negativo na textura e crescimento
da massa dos paes, provavelmente devido ao maior teor de fibras da amostra. Resultado
semelhante foi descrito em estudo realizado por Couri e Giada (2016), em que foram
avaliados pdes sem glaten com adicdo de farinha de mesocarpo de babacu (FMB), que
apresenta cerca de 20% de fibras totais, observando-se que a adi¢do de 5% de FMB resultou
no aumento do volume especifico dos pdes em relacdo & formulacdo controle, mas, em
contrapartida, a adicdo de 10% de FMB provocou a reducdo do volume especifico em relacéo
a formulacdo controle. Segundo Ramos, Piemolini-Barreto e Sandri (2012), o excesso de

fibras em produtos de panificagdo pode aumentar a densidade da massa pelo aumento da
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absorcdo de agua, o que interfere de forma negativa no crescimento dos pées e na maciez do
miolo.

Mifarro et al. (2012) avaliaram paes sem glaten elaborados com amido de milho e
adicionados de farinhas de diferentes leguminosas, encontrando para os pées adicionados de
farinha de grdo-de-bico valores de 3,26 cm3 g para o volume especifico, 0,55 para
coesividade e 0,91 para elasticidade, sendo superiores aos resultados encontrados nessa
pesquisa. As diferencas de valores encontradas podem estar relacionadas aos ingredientes e
suas respectivas proporcdes utilizadas em cada formulacdo, além da influéncia dos
equipamentos utilizados para a cocgdo dos pées e das diferencas durante a preparagdo da
massa.

Buresova et al. (2017) analisaram pées sem gluten formulados com farinha de arroz, e
observaram que a adicdo de farinha de grdo-de-bico a massa aumentou de forma significativa
a porosidade do miolo, o que esta diretamente relacionado a maior retencéo de ar na massa e,
consequentemente, ao maior volume especifico e melhora dos parametros de textuta dos paes,
fato também observado nesse estudo.

Segundo Aguilar et al. (2015), a utilizacdo de farinhas com maior teor de proteinas,
como a farinha de grdo-de-bico, pode influenciar na melhora dos pardmetros de textutra e
aumento da vida util de paes sem glaten pois retardam o processo de retrogradacdo do amido
por propiciar a formacdo de complexos proteina-amido e reduzir a formacdo de complexos
amido-amido. Além disso, segundo Aguilar et al. (2015) e Bashir e Aggarwal (2016), as
proteinas e lipidios presentes na farinha de grdo-de-bico apresentam importantes propriedades
de emulsificacdo e formacdo de espuma, fazendo com que seja uma alternativa comumente
utilizada na elaboracdo de pédes e bolos sem gluten por proporcionar aumento do volume
especifico e melhora dos pardmetros de textura. De acordo com Arslan et al. (2019), as
propriedades de emulsificacdo e formacdo de espuma podem ser facilitadas pela maior
quantidade de fibras presente na farinha de gréo-de-bico, que promove maior absorcdo de
agua pela massa e propicia a ligacdo quimica entre as moléculas de 4gua e de proteina.

Foi possivel observar que os valores de elasticidade diminuiram conforme se
aumentou o nivel de substituicdo de FGB. As formulagbes com 35% e 45% de FGB
apresentaram os menores valores de elasticidade, embora a diferenca significativa tenha
ocorrido apenas em relacdo a formulagdo com 0% de FGB, que apresentou o0 maior valor de
elasticidade. Os valores para o parametro de coesividade apresentaram reducdo na medida
em que o nivel de substituicdo de FGB foi aumentado, sendo que as formula¢fes com 35% e

45% apresentaram reducdo significativa em relacao as formulagdes com 0% e 15% de FGB.
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Os valores para o parametro de mastigabilidade n&o apresentaram diferenca
significativa entre as formulagdes. Minarro et al. (2012) avaliou pdes sem gluten formulados
com farinha de grdo-de-bico e encontrou valor de 0,55 para coesidade, sendo maior do que 0
encontrado nessa pesquisa. Buresova et al. (2014) também avaliou pdes sem gluten
formulados com farinha de grdo-de-bico e encontrou valores de 0,58 para coesividade e 1,7
para eslasticidade, também maiores do que o encontrados nesse trabalho.

A luminosidade (L*) do miolo ndo apresentou diferenca significativa entre as
formulacGes. Porém, foi possivel observar que os valores para os parametros de a*, b* e C*
aumentaram de forma significativa conforme a concentracdo de FGB foi aumentada. Gomez
et al. (2008) avaliaram bolos elaborados com diferentes niveis de substituicdo da farinha de
trigo por farinha de grdo-de-bico e também observaram que os valores de Croma (C*) e
coordenada de cromaticidade b* do miolo aumentaram conforme se elevou o nivel de
substituicdo pela FGB. De acordo com Oliveira, Schmiele e Stell (2017) e Dadon, Abbo e
Reifen (2017), as sementes de grdo-de-bico sdo naturalmente amareladas devido ao seu
conteddo de carotenoides o que, segundo Shrivastava e Chakraborty (2018), pode provocar
alteracdes na cor, especialmente no parametro b*, quando aplicada a produtos de panificacao.

A formulacdo com 15% de FGB apresentou valor de L* da casca significativamente
menor em relagdo a formulagdo com 45%, o que demonstra a influéncia da adi¢do de FGB na
coloracédo dos paes, especialmente na luminosidade da casca. Resultados semelhantes foram
obtidos em estudo realizado por Aguilar et al. (2015) em que foram elaborados pdes sem
gluten com farinha de grdo-de-bico, observando-se que a adicdo de FGB resultou em pées
com maior valor de L* para a casca e, portanto, com a casca mais escura em comparacao a
formulacdo controle com 0% de farinha de grdo-de-bico. Segundo Shrivastava e Chakraborty
(2018), a adicdo de farinha de gréo-de-bico em péaes sem gluten promove escurecimento da
casca devido & reacdo dos aminoacidos livres com o0s acglcares redutores decorrentes da
hidrélise, respectivamente, das proteinas e do amido durante o processo de fermentacéo, o que
facilita a reacdes de Maillard e de caramelizacéo e a consequente formacéo de pigmentos, fato
gue provavelmente também tenha ocorrido nesse estudo.

De acordo com Arslan et al. (2019), a coloracdo da casca ¢ um dos fatores
relacionados & aceitacdo por parte dos consumidores de produtos panificados, porém o0s
produtos de panificagdo sem gluten normalmente apresentam coloracdo mais clara e palida da
casca, fazendo com que a aplicacdo da farinha de grdo-de-bico se torne uma alternativa

interessante para melhorar essa caracteristica sensorial e garantir maior aceitacdo comercial
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dos produtos. Essa alteracdo na colocagdo da casca foi perceptivel na figura 2 que demonstra
claramente a diferenca entre a formulgdo sem FGB e as demais.

Em relacdo aos parametros de b* e C* da casca, ndo foi possivel observar uma
tendéncia de aumento ou reducéo dos valores relacionados ao nivel de farinha de grao-de-bico
utilizado em cada formulagdo. De acordo com Arslan et al. (2019), a coloracéo da casca pode
ser influenciada ndo s6 pela composicdo da matéria prima e ingredientes utilizados na
formulacdo dos produtos, mas também pelas condicdes relacionadas ao processo de
forneamento, como temperatura e modo de transferéncia de calor. Assim, a avaliacdo dos
parametros de cromaticidade b* e Croma da casca pode ter sido prejudicada devido & defeitos
relacionados & regulagem do equipamento durante o processo de coccao dos paes.

A partir dos parametros avaliados, a formulacdo com 35% de FGB foi selecionada
como sendo o nivel de substituicdo ideal para a farinha de grdo-de-bico, j4 que o péo
apresentou bom volume especifico, menor dureza e melhores valores de elasticidade e
coesividade em relacdo &s demais formulagGes. A concentracdo de 35% de FGB foi entdo

selecionada como base para o desenvolvimento das formulagdes do delineamento de misturas.

Ensaio 2: selecdo da melhor formulag&o utilizando delineamento de misturas

A tabela 13 representa os valores obtidos para a analise de volume especifico,
parametros de textura, umidade e atividade de agua dos paes submetidos ao delineamento de
misturas. A tabela 14 respresenta os valores obtidos para a analise dos parametros

instrumentais de cor dos pées.
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Tabela 13. Resultados da analise de volume especifico, parametros de textura, umidade e atividade de agua dos pées elaborados em funcao das concentra¢Ges de farinha de
arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB).

Formulacgdes

Fator F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F7R1 F7R2
VVolume especifico 2,21+0,19  2,58+0,05 2,73+0,11 2,75+0,05 3,09+0,07 2,83+0,04 2,84+0,06 2,89+0,05 2,88+0,11
(cm’g™)
Dureza (N) 11,28+1,68 9,98+1,55 12,02+0,63 12,75+1,95 7,42+0,73 8,32+0,56 10,97+0,50 10,03+0,36 10,39+0,87
Elasticidade 0,92+0,03 0,88+0,01 0,87+0,01 0,88+0,001 0,91+0,01 0,91+0,007 0,89+0,007 0,87+0,008 0,89+0,006
Coesividade 0,78+0,01 0,77+0,002 0,74+0,007 0,74+0,01 0,79+0,007 0,78+0,01 0,76+0,008 0,75+0,005 0,76+0,01

Mastigabilidade 7,30£1,71 6,54+0,97 8,09+0,59 7,60+0,86 5,41+0,51 6,03+0,38 7,88+0,08 6,189+0,90 7,02+0,21
Umidade 41,61+1,69 41,17+0,86 41,42+0,79 40,06+0,79 40,22+1,87 41,27+0,71 40,16+0,78 41,57+1,37 40,25+1,03

Atividade de 4gua  0,95+0,004 0,95+0,002 0,95+0,003 0,95+0,003 0,94+0,005 0,95+0,004 0,95+0,001 0,95+0,004 0,94+0,000

*0s resultados foram expressos em média e desvio padréo.
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Tabela 14. Resultados da analise dos pardmetros instrumentais de cor dos pées elaborados em funcéo das concentragdes de farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e
fécula de batata (FB).

Formulacéo
Fator F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F/R1 F7R2
L* miolo 72,46+0,57 72,32+0,51 73,933+0,39 75,07+0,70 71,53+0,59 72,55+0,86 75,01+1,52 73,36+0,44 73,82+1,53
a* miolo 1,34+0,24 1,52+0,18 1,52+0,07 1,20+0,01 1,23+0,05 1,23+0,08 1,23+0,02 1,25+0,04 1,22+0,43
b* miolo 19,19+145 19,83+0,73 19,61+1,02 19,32+1,13 19,46+0,83 19,14+0,37 19,25+0,50 19,59+1,28 19,29+0,33
C* miolo 19,27+1,48 19,89+0,79 19,67+1,04 19,36+1,15 19,53+0,84 19,19+0,37 19,28+0,49 19,64+1,30 19,36+0,37
Hue miolo 85,27+0,83 85,72+1,49 85,48+0,72 86,473+0,69 85,44+0,83 86,29+0,85 86,70+0,42 86,10+0,62 85,43+0,88
L* casca 42,15+0,87 42,38+2,10 40,60+2,01 40,54+145 40,04+0,81 40,13+0,49 40,53+2,43 40,18+1,98 39,4+1,09
a* casca 25,59+0,54  25,63+0,29  25,89+0,54 25,70+0,62 24,90+0,92 25,99+0,29 26,04+0,75 26,10+0,18 24,03+0,22
b* casca 31,83+0,63 32,09+1,49 30,90+1,06 29,79+1,37 26,41+2,27 29,47+0,85 26,33+3,24 26,18+3,86 25,57+1,13
C* casca 40,33+0,37  40,50+0,37 39,87+1,96 39,39+1,30 36,37+2,21 39,32+0,83 38,37+2,87 37,05+2,78 35,17+0,73
Hue casca 51,29+1,02 50,50+2,53 49,26+1,61 49,08+1,07 46,50+1,63 48,46+0,53 47,07£2,45 47,29+4,25 46,65+1,52

*0s resultados foram expressos em média e desvio padréo.
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A figura 4 representa os graficos gerados a partir do delineamento de misturas para o0s
pardmetros de volume especifico, dureza, coesividade e coordenada de cromaticidade b* da
casca dos pdes sem gluten. A tabela 15 representa os modelos obtidos para os parametros que

apresentaram indice de significincia (p<0,05).
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Figura 4. Resultados obtidos a partir do delineamento de misturas para os parametros de (A) Volume especifico,
(B) Dureza, (C) Coesividade, (D) Coordenada de cromaticidade b* da casca dos pées elaborados em funcéo das

concentragdes de farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB).
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Tabela 15. Modelos para volume especifico, parametros de textura e parametros de cor com coeficiente de nivel
de significancia (P), coeficiente de determinacdo ajustado (Raj?) e falta de ajuste (FA) em funcdo da

porcentagem de fécula de batata (a), farinhad e arroz (b) e fécula de mandioca (c).

Resposta Modelo P R%aj FA
Volume y =6,02a + 15,73b + 11,44c -40,12ab — 0,04968 0,8343 10,9999
especifico 38,42ac — 50,58bc

Dureza y=11,64a+ 12,78b + 6,47c 0,005709 0,7617 0,1792

Coesividade y =0,63a+0,20b + 47c + 1,62ab + 1,48ac 0,03314 0,8747 0,9999
+2,07bc

b* casca y =-1,33a—96,80b — 51,35¢c + 392,38ab + 0,002 0,9811 10,9999
363,95ac + 475,82hc

Né&o foram obtidos modelos para os demais parametros de textura e de cor

Os modelos ajustados para volume especifico, dureza, coesividade e coordenada de
cromaticidade b* da casca foram significativos (p<0,05), com falta de ajuste nédo significativa,
e explicaram de 76,17% a 98,11% das respostas (Tabela 15). Todos os efeitos lineares foram
significativos, exceto para FB em coesividade e FA para b* da casca. As interagdes entre a
farinha de arroz (FA) e fécula de mandioca (FM), fécula de batata e fécula de mandioca, e
fécula de batata (FB) e farinha de arroz também foram significativas (p<0,05) para volume
especifico, coesividade e b* da casca.

Os pées experimentais apresentaram menores valores de dureza conforme foram
reduzidos os teores de FA e FB e aumentados os teores de FM, condicdo esta representada
pela area do grafico localizada entre os pontos F6, F5, A e B (Figura 3B). Assim, para se
obter menores valores de dureza é necessario que as concentracbes em componentes reais de
FA variem de 25-37,8%, as de FM variem de 47,2-50% e as de FB variem de 15-25%.

As formulacBes F2 e F4, que foram elaboradas com as maiores proporcdes de FA
(60%), também estdo localizadas nas regides do grafico que apresentaram maiores valores de
dureza (Figura 3B) e coesividade (Figura 3C), o que, segundo Xia et al. (2018),
provavelmente se relaciona ao elevado valor de retrogradacdo apresentado pela farinha de
arroz, fato observado (Tabela 4, artigo 1) ja& que os pdes passaram por um periodo de
aproximadamente 24 horas de resfriamento em temperatura ambiente antes de serem
analisados. A maior dureza percebida quando se aumenta as proporcdes de fécula de batata
pode estar relacionada, segundo Teba, Ascheri e Carvalho (2009), ao elevado valor de

viscosidade maxima apresentado pela amostra (Tabela 4, artigo 1), j& que a viscosidade
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elevada da pasta pode interferir de forma negativa na qualidade final do produto, dificultando
o0 crescimento da massa e resultando em paes com menor volume especifico e maior dureza.

A fécula de batata apresenta, ainda, valor elevado de quebra de viscosidade e menor
valor de temperatura de pasta, 0 que, segundo Witczak et al. (2016), esta relacionado a baixa
resisténcia e estabilidade da pasta aos processos de agitacdo e aquecimento, 0 que promove
maior taxa de cisalnamento e interfere de forma negativa na forca de desenvolvimento e
expansdo da massa, também gerando pdes com menor volume especifico e piores parametros
de textura. A fécula de mandioca e a farinha de arroz apresentaram menores valores de quebra
de viscosidade quando comparadas & fécula de batata e, portanto, podem ser importantes para
manter a estrutura da massa durante o processo de expansdo gerada pela fermentacdo e
cocgéo.

A area do gréfico localizada entre os pontos F6, F5, A, B, C, D e E representa
formulagdes experimentais que atingiram maiores valores de volume especifico (Figura 4),
com concentragéo real dos componentes variando de 25-36,6% para FA, de 48-50% para FM
e de 15-27% para FB. O efeito da interacdo entre os componentes da mistura foi evidente
guando foi aumentada a concentracdo de FM e reduzidas as concentracbes de FA e FB,
situacdo em que foi percebido o aumentou do volume especifico. A formulacdo F5 atingiu o
maior volume especifico, com valor de 3g ml™.

Também foi possivel observar o efeito positivo da interacdo entre 0s componentes da
mistura para o aumento do volume especifico na area localizada entre os pontos F2, F4, J, | e
H (com FA variando de 58,2-0,60%, FM de 20-26% e FB de 15-21,8%), quando a
concentracdo de FA é aumentada e a de FM e FB sdo diminuidas, e também na &rea
localizada entre os pontos F1, F3, F, K e G (com FA variando de 25-43,4%, FM de 20-40,8%
e FB de 34,2-40%), quando a concentracdo de FB é aumentada e a de FA e FM sédo
diminuidas. Entretanto, quando comparado ao grafico de dureza, a area entre os pontos F6,
F5, A, B, C, D e E esta situada na regido em que as formulagdes experimentais dos paes
apresentaram menores valores de dureza (Figura 3B), enquanto as demais areas, mesmo
apresentando efeito no aumento do volume, estdo localizadas nas areas representativas aos
maiores valores de dureza.

Fereira et al. (2016) elaborou massas alimenticias sem gluten formuladas com sorgo,
farinha de arroz (FA) e féecula de batata (FB), sendo que a utilizacdo de maiores porcentagens
de FB em relacdo & FA produziu masas com menores valores de dureza. Ja em estudo
realizado por Schamne, Dutcsky e Demiate (2010), foram analisados pdes sem glaten

elaborados com farinha de arroz, fécula de mandioca e amido de milho, observando-se que a
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substituicdo por 50% de fécula de mandioca na formulagcdo com 100% de farinha de arroz ndo
teve interferéncia no volume especifico dos péaes, mas foi capaz de reduzir o valor de dureza,
sendo que os menores valores de dureza dos paes dessa pesquisa também foram relacionados
a utilizacao de 50% de fécula de mandioca.

Ainda no estudo realizado por Schamne, Dutcsky e Demiate (2010), os pées formulados
com farinha de arroz e fécula de mandioca apresentaram volume especifico que variou de
1,20 g mL™* a 1,70 g mL™, sendo menores do que os valores encontrados nesse trabalho, e
valores de dureza que variaram de 28,59 N a 32,54 N, sendo maiores aos encontrados nessa
pesquisa. As diferencas encontradas nos valores de volume especifico e de dureza entre 0s
pées dessa pesquisa e 0s desenvolvidos por outros autores podem ocorrer devido a fatores
ligados a elaboracdo do produto, como o tipo e concentracdo das farinhas, os demais
ingredientes utilizados na formulacdo e as formas e etapas de processamento.

A dérea situada entre os pontos F6, F5, A, B e C (Figura 3D), com valores dos
componentes reais variando de 25-38,2% para FA, 45,2-50% para FM e 15-29,8% para FB é
representativa de algumas das formulacGes experimentais que apresentaram b* da casca
elevado e, portanto, coloracao mais escura.

A farinha de gréo-de-bico apresenta tonalidade mais amarelada e, portanto, capaz de
exercer maior influécia na coloragdo dos produtos panificados, porém a sua proporcdo foi
mantida fixa em todas as formulagdes do delineamento de misturas. Assim, considerando que
as féculas de batata e de mandioca apresentam elevado valor de L* (Tabela 2, artigo 1) e
reduzidos valores de a* e de b*, provavelmente a coloracdo dos produtos tenha sofrido
influéncia principalmente da farinha de arroz, que apresenta valor de b* superior ao das
féculas. Além disso, a FA apresenta maior teor de proteinas quando comparada as FB e FM, o
que, segundo Pico et al. (2019), propicia a reacdo de Maillard e a consequente formacéo de
pigmentos. A provavel influéncia da farinha de arroz na coloracdo dos produtos também pode
ser identificada a partir das formulacGes F2 e F4, que foram elaboradas com as maiores
concentragfes de FA (60%) e estdo localizadas entre as regibes mais escuras do gréfico
(Figura 3D). No estudo de Pico et al. (2019), foram avaliados pédes sem gluten formulados
com farinha de arroz e amido de milho e adicionados de diferentes proteinas de origem
vegetal e animal, sendo que a adi¢cdo de proteina de arroz provocou reducao no valor de L* e
aumento nos valores de a* e b* da casca dos pées.

A validacdo dos modelos utilizados foi feita considerando-se os pardmetros que
apresentaram significancia estatistica, ou seja, para volume especifico, dureza, coesividade e

b* da casca. Para a validagcdo do modelo obtido, o pdo F5 foi novamente formulado, obtendo-
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se valor de 3,0 cm® mL™ para volume especifico, 7,2 N para dureza, 0,73 para coesividade e
31,86 para coordenada de cormaticidade b* da casca. Assim, os pdes formulados no
experimento apresentaram volume especifico e caracteristicas texturais proximas aos paes
formulados para a validacdo do modelo, apresentando percentuais de variacdo de 2,91% para
volume especifico, 2,96% para dureza e 7,59% para coesividade. O maior percentual de
variacdo (17,10%) foi encontrado para o pardametro de cromaticidade b* da casca, o que pode
estar relacionado com as condi¢fes do equipamento durante 0 processo de coccao dos paes.

A figura 5 representa as fotos dos paes formulados a partir do delineamento de misturas,
com variacdo das concentracOes de farinha de arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula
de batata (FB). A partir das imagens, foi possivel observar que a formulagdo F5 apresentou
maior aeracao do miolo em relacdo as demais formulaces. Todas as formlacdes apresentaram
coloracdo do miolo visualmente semelhante, fato também confirmado na avaliacdo estatistica,
onde ndo ocorreram diferencas estatisticas para as analises dos parametros instrumentais de

cor do miolo.
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Figura 5. Pées elaborados a partir de delineamento de misturas com diferentes niveis de substituicdo para farinha de
arroz (FA), fécula de mandioca (FM) e fécula de batata (FB).
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3.4 Concluséao

A adicdo de farinha de grdo-de-bico provocou efeitos na melhora dos parametros de
textura, no escurecimento da casca e no aumento do volume especifico dos pdes sem gluten
em relacdo a formulacdo controle (0% de FGB), sendo que o nivel de substituicdo da mistura
por 35% de FGB resultou no maior volume especifico, baixo valor de dureza e em melhores
parametros de elasticidade e coesividade. O delineamento de misturas foi importante para
estabelecer as concentragOes ideais de farinha de arroz e féculas de batata e mandioca, sendo
que a formulagcdo com 50% de FM, 25% de FA e 25% de FB foi considerada ideal para
utilizacdo na formulacdo de pdo sem glaten por apresentar principalmente maior volume

especifico e menor dureza.
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4. CAPITULO 4

ARTIGO 3 - PRODUCAO E APLICACAO DE EXTRATO
ENZIMATICO DE ALFA AMILASE, AMILOGLUCOSIDASE E
CELULASE NA FORMULACAO DE PAES SEM GLUTEN

RESUMO

A aplicacdo de enzimas em produtos de panificacdo sem gluten vem sendo estudada como
uma alternativa para a substituicdo de aditivos quimicos, como melhoradores de farinha e
emulsificantes, ja que apresentam efeitos na otimizacdo da fermentacdo, melhora da textura
da massa e maciez do miolo e aumento de volume dos paes. Assim, este trabalho teve como
objetivo produzir extratos enzimaticos de alfa amilase, amiloglucosidase e celulase, além de
aplica-los na elaboracdo de pédes sem gluten formulados com farinhas de arroz e de grao-de-
bico e com féculas de mandioca e de batata. Para caracterizagdo dos extratos enzimaticos
foram feitas a dosagem de atividade enzimatica, eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
page) e zimograma. Os paes foram elaborados aplicando-se diferentes concentracdes dos
extratos enzimaticos, e avaliados quanto ao volume especifico, pardmetros instrumentais de
cor, parametros texturais, atividade de dgua e umidade. As analises de composi¢do quimica,
sensorial e microbioldgica foram realizadas na melhor formulacdo com a aplicacdo dos
extratos enzimaticos e na formulacdo controle. Através do zimograma foi possivel observar a
atividade das enzimas amiloliticas e de celulase. A utilizacdo de 2mL do extrato de alfa
amilase e amiloglucosidase garantiu o aumento significativo do volume do pao em relagdo as
demais formulacbes, além de melhorar significativamente os parametros de dureza e
mastigabilidade e aumento significativo da umidade em relagdo a formulag&o controle. Assim,
a utilizacdo de extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase pode ser uma alternativa

viavel para melhorar as caracteristicas de textura e volume especifico de paes sem gluten.

Palavras-chave: enzimas, alimento sem glaten, amido, farinha de grdo-de-bico, farinha de

arroz
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4.1 Introdugéo

A aplicacdo de enzimas em produtos panificados vem ganhando importancia devido a
exigéncia cada vez maior por parte dos consumidores por ingredientes considerados mais
naturais e também devido a demanda por produtos de qualidade, similares aos convencionais,
por portadores de restricdo ao gluten. As enzimas podem ser utilizadas como uma alternativa
para a substituicdo de aditivos quimicos, como melhoradores de farinha e emulsificantes, ja
que apresentam efeitos na otimizacdo da fermentacdo, melhora da textura da massa e maciez
do miolo e aumento de volume dos pdes. A utilizacdo de enzimas também vem sendo
indicada como uma alternativa importante para melhorar as propriedades tecnoldgicas e
sensoriais de produtos de panificagdo sem gluten, que sdo normalmente caracterizados por
apresentar varios defeitos pos-cozimento, como textura endurecida do miolo, volume
reduzido, cor mais clara do miolo e da casca, vida util e valor nutricional reduzidos
(TEBBEN; SHEN; LI, 2018; CONTE et al., 2018).

As amilases e glucoamilases (amiloglucosidase) sdo enzimas normalmente utilizadas
para aplicacdo em produtos alimenticios, sendo definidas como glicoproteinas extracelulares
sintetizadas por diferentes espécies de micro-organismos, entre eles Apergillus, Bacillus e
Streptomyces, apresentando ampla aplicacdo em diversas areas como a industria de alimentos
e bebidas, téxtil, farmacéutica, de papel e detergentes (DOJNOV; VUJCIC, 2012; XIEA et al.,
2014) . Especialmente nas industrias alimenticias, a alfa amilase e amiloglucosidase sao
normalmente empregadas de forma concomitante nos processos de hidrélise do amido, que
ocorre basicamente em duas etapas, onde a alfa amilase é responsavel pela hidrolise das
ligagbes glicosidicas a(1-4) e a amiloglucosidase pela hidrolise das ligagdes a(1-6) das
extremidades ndo redutoras (SALGAONKAR; NADAR; RATHOD, 2018).

A partir da degradacdo do amido sdo gerados polissacarideos de baixo peso molecular
e dextrinas, o que leva ao aumento da presenca de acucares fermentaveis, otimizando a acao
fermentativa da levedura e o aumento da liberacdo de gas na massa, provocando efeitos
desejaveis no aumento de volume dos paes e melhora da textura do miolo. Além disso, a
maior presenca de agUcares redutores leva a formacdo de produtos resultantes da reacédo de
Maillard, intensificando o sabor dos pées e escurecimento da casca (TEBBEN; SHEN; LI,
2018; MATSUSHITA et al., 2017).

Outra enzima normalmente utilizada em diversas areas da industria é a celulase, uma
enzima capaz de degradar a celulose, o principal polissacarideo que compde a parede celular

dos vegetais, gerando como produtos primarios a glicose, celobiose e celo-oligossacarideos, o
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que garante as celulases importantes aplicagdes industriais na area de alimentos, detergentes,
téxtil e racdo animal (BUDIHAL; AGSAR; PATIL, 2016; JUTURU; SINGH, 2018). Os
oligossacarideos gerados a partir da degradacdo da celulose sdo carboidratos parcialmente
fermentaveis pelas bactérias que compde a flora intestinal, podendo ser-lhes atribuida funcéo
prebiotica. Assim, as celulases podem ter influéncia na melhora do valor nutricional dos
produtos alimenticios (GIESE et al., 2011).

Assim, o objetivo do estudo foi produzir e aplicar extratos enzimaticos de alfa amilase,
amiloglucosidase e celulase oriundos de subprodutos da industrializacdo de arroz na
formulagdo de pées sem glaten elaborados com farinhas de arroz e de grdo-de-bico e féculas
de mandioca e de batata, visando a melhoria das propriedades fisicas e sensoriais do produto,
assim como fornecer uma nova opcao de formulacao para portadores de restricdo ao consumo

do glaten.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Material

Os grédos quebrados utilizados na elaboracdo da farinha de arroz foram doados pela
empresa Cristal Alimentos, situada na BR 153, em Aparecida de Goiania, Goias, Brasil. A
fécula de mandioca foi doada pela empresa FEBELA Agroindustrial Ltda., localizada na
cidade de Bela Vista de Goias, Goias, Brasil. O grao-de-bico utilizado para elaboracdo da
farinha, a fécula de batata e os demais ingredientes necessarios para a formulacdo dos paes
foram adquiridos no comércio local da cidade de Goiania, Goias, Brasil.

As enzimas foram produzidas no Laboratério de Bioguimica, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Goias. Para producdo dos extratos enzimaticos foram
utilizados sub-produtos da industrializacdo de arroz. Para producdo do extrato de celulase foi
utilizada a mistura de farelo de arroz (3 g) e casca de arroz (2 g) como substrato. Para a
producéo do extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase foi utilizada casca de arroz

(5 g) como substrato.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Producéo e caracterizagdo dos extratos enzimaticos
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4.2.2.1.1 Fermentacdo semi-sélida

A partir de uma placa ja cultivada, foram feitos os repiques de Streptomyces
thermocerredoensis 13 em placa contendo meio Pridham (extrato de levedura 4,0 g L™
extrato de malte 10 g L™ CgH1.06; 4gar 20 g L™; 4gua destilada), que foi entdo levada para
estufa a 37°C por trés dias.

A realizacdo da fermentacdo semi-solida foi baseada em metodologia adaptada de
Bakri, Jacques e Thonart (2003). Em um Erlenmeyer, foram adicionados 100 mL de meio
Pridham liquido (extrato de levedura 4,0 g L™; extrato de malte 10 g L™; CgH1.Os; agua
destilada) e 59 de substrato, sendo entdo levados para a autoclave. Em seguida, foram
colocados 10 mL de 4gua destilada autoclavada na placa contendo o repique de Streptomyces,
e os esporos foram soltos com o auxilio de uma alca de vidro. Com uma pipeta, foram
coletados 2 mL dos esporos em suspensdo e inoculados no meio Pridham liquido autoclovado
contendo o substrato. Os Erlenmeyers foram, entdo, mantidos sob agitagdo em estufa a 37°C
por 4 dias. Ap6s o periodo de incubacdo, os meios foram centrifugados para coleta do

sobrenadante, que foi armazenado sob congelamento para posterior analise e utilizag&o.

4.2.2.1.2 Determinacgdo da atividade enzimética para celulase

A dosagem para atividade enzimética de celulase foi realizada em micro ensaio,
baseada na metodologia adaptada proposta por Ramada et al. (2010). Em placas de micro
ensaio, foram adicionados 50pL de CMC 1 g 100™* diluido em tampéo citrato de sodio pH 4,8
e 50uL de amostra (extrato enzimatico), sendo entdo encubados por 1 hora a 50°C em
termociclador (Bio-rad T100, Foster City, USA). Para o branco, foram adicionados apenas 50
pL de CMC. Em seguida, foram adicionados 100puL de ADNS, e a mistura foi novamente
aquecida a 100°C por 5 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com

absorbancia de 540nm. A atividade enzimatica foi calculada a partir da curva padrdo

estabelecida.

4.2.2.1.3 Determinacdo da atividade enzimética para alfa amilase e amiloglucosidase

A determinacdo da atividade enzimética para alfa amilase e amiloglusidase foi
realizada com base em metodologia proposta por Almeida et al. (2009).

Para determinacdo da atividade enzimética de amiloglucosidase, foram colocados, no
tubo de ensaio, 60uL de amostra (extrato enzimatico), 40pL de solugdo tampdo citrato de
sodio e 100pL de substrato (solucdo de amido 0,5 g 100g™). Para o branco, foram adicionados

60uL de amostra (extrato enzimatico) fervido (para inativacdo da enima), 40uL de solucdo
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tampdo citrato de sddio e 100uL de substrato (solucdo de amido 0,5 g 100g™). Os tubos
foram, entdo, colocados em banho de aquecimento a 37°C por 30 minutos. Apds os tubos
serem retirados do banho, adicionou-se 500uL de ADNS e 300uL de tampao citrato de sodio
pH 4,8, passando novamente por aquecimento a 100°C por 5 minutos. Em seguida, foi
realizada a leitura em absorbéancia de 550nm. A atividade enzimatica foi calculada a partir da
curva padréo estabelecida.

Para determinacdo da atividade enzimatica de alfa amilase, foram colocados, no tubo
de ensaio, 60pL de amostra (extrato enzimatico), 40uL de solucdo tampdéo citrato de sédio e
100pL de substrato (solucdo de amido 0,5 g 100g™). Para o branco, foram adicionados 60pL
de amostra (extrato enzimatico) fervido (para inativacdo da enima), 40 pL de solucdo tampéao
citrato de sédio e 100 pL de substrato (solucdo de amido 0,5 100g™). Os tubos foram, entdo,
colocados em banho de aquecimento a 42°C por 30 minutos. Apds os tubos serem retirados
do banho, foram adicionados 200pL de &cido acético, 200 pL de solucdo iodo Fuwa e 9,4 mL
de &gua destilada. Em seguida, foi realizada a leitura em absorbancia de 660 nm. A atividade

enzimatica foi calculada a partir da curva padrdo estabelecida.

4.2.2.1.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida do sulfato dodecil de sédio (SDS-Page)

Para a elaboracdo do gel de poliacrilamida foi utilizada metodologia descrita por
Laemmli (1970), com a aplicacéo de um gel de concentragdo 2 g 100g™ e um gel de separacéo
12%. As amostras foram, inicialmente, incubadas com &cido tricloroacético (TCA) 20 g 1009
! por 1 hora e, em seguida, lavadas com acetona refrigerada e adicionadas de tamp&o contendo
Tris-HCI 100 mL, SDS 4 g 100g™, azul de bromofenol 0,2 g 100g™, glicerol 20 g 100g™ e
marcaptoetanol 10 g 100g™. As amostras preparadas foram aplicadas no gel e, ap6s a corrida,
o gel foi corado em solucéo contendo Comassie blue 0,1 g 100g™, metanol 40 g 100g™ e
4cido acético 10 g 100g™ durante 1 hora. Em seguida, o gel foi descorado em solugdo
contendo metanol 40 g 100g™ e 4cido acético 10 g 100g™ até que as bandas se tornassem
visiveis. A massa molecular de cada banda foi analisada de acordo com o marcador BLUeye
Prestained Protein Ladder (10 a 245kDa).

4.2.2.1.5 Zimograma

O zimograma para determinacdo da atividade de enzimas amiloliticas foi realizado de
acordo com metodologia descrita por Wanderley et al. (2004). Ap6s a eletroforese (descrita
no item 6.2.2.4), o gel foi incubado em tampédo acetato de sédio 50 mM pH 5,5 durante uma

hora. Em seguida, o gel foi incubado em solugdo contendo tampdo acetato de sodio 50 mM
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pH 5,5 e amido soltvel 0,5 100g™ por 12 horas a 4°C. Apés esse periodo, o gel foi novamente
incubado a 37°C por 2 horas, e entdo corado com solucdo de iodo contendo I, 1mM e Ki
0,5M para deteccédo dos halos correspondentes a atividade enzimatica.

O zimograma para determinacdo de atividade enzimatica de celulase foi realizado de
acordo com metodologia descrita por Blum et al. (1999). Foi acrescentado ao gel de
poliacrilamida CMC 0,2 g 100g™. Apés a eletroforese, o gel foi incubado por uma hora em
solugdo Triton X-100 1 g 100g™ e, em seguida, por mais 12 a 50° C em tampéo citrato de
sodio 50 mM pH 4,8. Apds o periodo de incubacéo, o gel foi submerso em solucdo vermelho
congo 0,1 g 100g™ por 20 minutos, e entdo lavado com NaCl 1M até a visualizacéo dos halos

correspondentes & atividade enzimatica.

4.2.2.2 Formulacéo dos péaes

Os pdes foram elaborados nos laboratdrios da Escola Senai Vila Canad, localizada na
cidade de Goiania, Goias. A formulacdo dos pédes foi estabelecida a partir de testes
preliminares, baseando-se em 100g totais da mistura de farinhas e féculas. Os demais
ingredientes utilizados foram: 50 g 100g™ de ovo in natura (Qualita, Classe A), 20 g 100g™
de 6leo vegetal (Liza), 15 g 100g™ de actcar (Unido), 2 g 100g™ de goma xantana (Leve
Crock), 2 g 100g™ de fermento biolégico seco (Fleshmman), 4 g 100g™ de sal (Cisne
refinado), 60 g 100g™ de 4gua mineral.

Para formulacdo dos pées foram seguidos 0s seguintes passos: em batedeira planetaria
(Arno Deluxe 220V, Sdo Paulo, Brasil) foi colocado o ovo, o aclcar e o Gleo e
homogeneizados por 1 minuto e 30 segundos. Em seguida, foram acrescentadas as farinhas e
as féculas, a &gua, o extrato enziméatico e o fermento, e a massa foi homogeneizada por 1
minuto. Por fim, foram acrescentados o sal e a goma xantana e a massa foi novamente
homogeneizada por 1 minuto.

A massa foi colocada em formas de aluminio e submetida & para fermentagdo por 40
minutos, em camara de fermentacdo (Venancio AC20T, Venéancio Aires, Brasil), a uma
temperatura de 35°C e 85 g 100g™ de umidade. Apés a fermentaco, os pdes foram assados
em forno (Millenium 1CL ELET 380V/60Hz Perfecta, Curitiba, Brasil) a 180°C por 20

minutos.

4.2.2.3 Planejamento experimental para aplicacdo das enzimas



100

A aplicacdo das enzimas nas formulacfes de paes sem gluten foi realizada a partir de
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foram utilizados dois extratos enzimaticos em

concentracdes diferentes, de acordo com a tabela 16:

Tabela 16. Planejamento experimental utilizado nas formulagGes de paes sem gliten com aplicagdo dos extratos

enzimaticos
Formulacéo Extrato enzimatico — Extrato enzimatico — Alfa
Celulase (mL) amilase e amiloglucosidase
(mL)
CONTROLE - -
F1 1,0 -
F2 2,0 -
F3 - 1,0
F4 - 2,0
F5 0,5 0,5
F6 1,0 1,0

Foram elaboradas 3 repeticdes para cada formulacao.

4.2.2.4 Caracterizacao fisica dos paes

Para a andlise de volume especifico, os pdes prontos foram resfriados a temperatura
ambiente (25°C£2°C) e entdo pesados em balanca analitica. Em seguida, o volume de cada
péo foi determinado através do deslocamento de sementes de pain¢o, de acordo com método
descrito por Mohammadi et al., (2015). O célculo do volume especifico foi realizado através

da razdo entre o volume e a massa dos péaes, através da equacdo 9:

1% ~
VE = - (Equagéo 9)

Onde:
VE = volume especifico (cm? g™)
V = volume (cm3)

m = massa (Q)
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A andlise de textura dos paes sem gluten foi realizada de acordo com os parametros
sugeridos por Esteller e Lannes (2005). A analise foi realizada em texturémetro Stable Micro
Sistem (TA HD Plus, Godalming, UK), considerando-se os atributos de dureza, elasticidade,
coesividade e mastigabilidade. Foram considerados os seguintes parametros: probe cilindrica
de 20 mm de diametro, forca de gatilho (tigger force) de 10 g, velocidade pré-teste de 20
mm/s, velocidade teste de 10 mm/s, velocidade pos-teste de 10 mm/s. Foram utilizadas fatias
de 20 mm de espessura. Foram realizadas 10 repeti¢Ges para cada replicata da formulacéo.

As analises de cor dos pées foram realizadas utilizando-se um colorimetro (Bankinh
Meter Minolta, BC-10, Ramsey, USA), de acordo com o sistema CIE L*a*b*. Os resultados
foram expressos em: valores de L* (luminosidade ou brilho), que variam do preto (0) ao
branco (100); valores de a*, que variam do verde (-60) ao vermelho (+60); e valores de b*,
que variam do azul (-60) ao amarelo (+60) (HARDER, CANNIATTI-BRAZACA e
ARTHUR, 2007). Foram realizadas 10 repeti¢fes para cada replicata da formula¢do. Também
foi calculado o indice de croma de acordo com a equacdo 10 e o angulo Hue de acordo com a

equacao 11:

(Equagéo 10)

C=y(@n?+ b7

H* = tan™ (b*/a*) (Equagdo 11)

Em que:
* = cromaticidade
H* = angulo Hue
Tan™ = arco tangente
a* = coordenada de cromaticidade entre verde e vermelho

b* = coordenada de cromaticidade entre azul e amarelo

4.2.2.5 Caracterizagdo quimica dos pées sem gluten
Foi selecionada a formulacdo controle (pdo sem glaten sem adicdo do extrato
enzimatico) e a formulacdo com adicdo do extrato enzimético que obteve os melhores

resultados nas analises fisicas para que fosse determinada a composigédo centesimal.
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As anélises fisico-quimicas do pao sem gluten e da formulacdo controle foram
realizadas segundo as normas descritas por AOAC (2012), de acordo com o0s seguintes
procedimentos: o teor de proteina foi determinado pelo método de Micro-Kjeldahl (AACC
46-13), seguindo as etapas de digestao, destilacdo e titulacdo, e utilizando-se 6,25 como fator
de conversdo em proteina bruta; o teor de lipidios foi determinado utilizando-se extrator
Soxhlet e éter de petroleo (AOAC 920.39 C); a umidade foi determinada por dessecacdo da
amostra em estufa a 105°C até atingir peso constante (AOAC 920.39); o teor de cinzas foi
determinado por carbonizacdo da amostra, seguida por incineracdo completa em mufla a
550°C 900.02); o teor de fibras alimentares foi determinado a partir do método enzimo-
gravimeétrico.

O teor de carboidratos totais e valor energético total foram calculados de acordo com
FAO (2003). O teor de carboidratos totais foi determinado por diferenca, subtraindo-se de
cem os valores obtidos para umidade, cinzas, proteinas e lipidios. O valor enérgico foi
estimado através dos valores de conversdo de Atwater, multiplicando-se o contetdo de
carboidratos por 4, o de proteinas por 4 e o de lipidios por 9, sendo que a soma desses
produtos constituiu o valor energético total.

A medida da atividade de &gua foi realizada utilizando-se o equipamento de
higrébmetro do ponto de orvalho Acqua Lab (Braseq CX-2-T, S&o José dos Campos, Brasil), &

temperatura constante (24+1°C).

4.2.2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada a partir do softwear computacional
STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2007, Tulsa, EUA).

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados obtidos, considerando-se
indice de significancia de 5% (p<0,05). Para avaliacdo dos dados de volume especifico,
parametros de textura, parametros instrumentais de cor, umidade e atividade de agua, as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey para determinacdo das diferencas
significativas. Para avaliacdo da composicao fisico-quimica, pH e acidez total titulavel da
melhor formulag&o selecionada e da formulacdo controle, as médias foram comparadas pelo

Teste t para determinacgdo das diferencas significativas.

4.3 Resultados
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A figura 6 representa o gel de poliacrilamida e os zimogramas obtidos para o extrato

enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase e para o extrato enzimético de celulase.

Figura 6. A: Gel de poliacrilamida (1: marcador; 2: extrato enziméatico de alfa amilase e amiloglucosidase; 3; extrato

enzimatico de celulase); B: Zimograma para o extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase; C: zimograma

para o extrato enzimatico de celulase.

As manchas esbranquicadas no zimograma confirmam a atividade enzimatica de alfa
amilase e amiloglucosidase (Figura 6B) e de celulase (Figura 6C) nos extratos analisados.
Para alfa amilase e amiloglucosidase foram determinadas as atividades enzimaticas,
respectivamente, de 2,68 U/mg e 4,53 U/mL, e para celulase foi determinada a atividade
enzimética de 0,89 U/mL.

Frantz et al. (2019) produziram extratos enzimaticos a partir do macromiceto Coprinus
comatus utilizando sub produtos do trigo, e encontraram valores de atividade enzimética para
alfa amilase que variaram de 3,69 U mL™a 6,07 U mL™, sendo maiores que os encontrados
nesse estudo, e valores de atividade enzimatica para amiloglucosidase que variaram de 0,26 U
mL™*a 0,64 UmL™, sendo menores do que os encontrados nessa pesquisa.

Nascimento et al. (2009) utilizou cepas de Streptomyces malaysiensis para produzir
celulase a partir de residuos de malte do mosto cervejeiro e de farelo de trigo, encontrando
valores de atividade enzimética que variaram de 0,240 U mL™ a 0,719 U mL™, sendo
inferiores ao valor encontrado nesse trabalho. Mohana (2014) produziu celulase utilizando
diferentes cepas de Streptomyces e encontrou atividades enzimaticas que variaram de 0,501 U
mL™a 1,381 U mL™, semelhante ao valor encontrado nessa pesquisa.

As diferencas nos valores de atividade enzimatica podem estar relacionadas aos
substratos utilizados na produgdo dos extratos. Segundo Cruz et al. (2011), as enzimas
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normalmente apresentam um mecanismo de controle da expressdo em que a atividade
enzimatica pode ser inibida por produtos do meio gerados durante as vias metabdlicas. Os
autores identificaram que a atividade da enzima purificada foi cerca de duas vezes maior que
a atividade enzimatica do extrato bruto. Alem disso, a atividade enzimatica pode sofrer
variacdes de acordo com 0 micro-organismo e o substrato utilizado na fermentacdo (CRUZ et
al., 2011). A partir do gel de poliacrilamida (Figura 6A), foi possivel observar a presenca de
uma grande quantidade de bandas em ambos 0s extratos enzimaticos analisados, indicando
que a atividade metabdlica do micro-organismo liberou varios residuos no meio, o0 que pode
reduzir a atividade enzimética das enzimas analisadas nessa pesquisa.

A tabela 17 representa os valores obtidos a partir a partir das analises fisicas dos pées
formulados com diferentes concentracBes dos extratos enzimaticos de alfa amilase e

amiloglucosidase e de celulase.
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Tabela 17. Resultados das analises de volume especifico, parametros de textura, teor de umidade e atividade de agua dos paes com adicao de diferentes volumes dos extratos

enzimaticos

Formulacodes

Fator F1 F2 F3 F4 F5 F6 CONTROLE
Volume especifico cm®g™®)  3,04°+0,02  2,96°+0,03  3,04°+0,03  3,26°+0,06  3,07°+0,04  3,02° 0,08 3,0°+0,07
Dureza (N) 527"°+0,19  579°+0,27  5,89°+0,030  4,72°+0,60  5,15*+0,14  5,13°°+0,26 7,2°40,15
Elasticidade 0,950,008  0,95°#0,27  0,95%+0,002 0,94°+0,004 0,95%#0,005 0,950,009  0,94°+0,005
Coesividade 0,75%+0,01  0,74%0,02  0,73%0,01  0,74°+0,01  0,74%0,02  0,73%+0,01 0,73%#0,01
Mastigabilidade 3,69"9+0,04  4,0°9+0,05  4,08°°+0,47  3,31°+0,38  3,50°+0,04  4,21°+0,17 5,09%+0,10
Umidade 39,79°+0,86 39,99°°+0,98  39,9°+0,14  40,66°+0,32  41,8°+0,18  41,23%+0,84 38,12°+1,4
Atividade de 4gua 0,96°#0,002  0,96%+0,008  0,95+0,002 0,95°+0,002 0,96*#0,003  0,96°#0,001  0,95°+0,006

Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os valores, considerando indice de significancia

p<0,05.
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A formulacdo F4 apresentou volume especifico significativamente maior em relagao
as demais formulagdes, inclusive para a formulacdo controle. Foi possivel perceber que a
adicdo dos extratos enzimaticos reduziu de forma significativamente a dureza dos paes sem
gluten em relacdo a formulacdo controle, sendo que a formulacdo F4 foi similar as
formulacdoes F1, F5 e F6. Em relagdo a mastigabilidade, a formulacdo controle também
apresentou diferenca significativamente maior em relagdo as demais formulagbes e a
formulacdo F4 mostrou-se similar as formulagcdes F1, F2 e F5. As formulagbes nédo
apresentaram diferencas significativas entre o controle e as demais formulagdes quanto aos
pardmetros de elasticidade, coesividade e atividade de agua.

Haghighat-Kharazi et al. (2019) analisaram pées sem gluten elaborados com farinha de
arroz e farinha de gréo-de-bico e com a adicdo de amilase, verificando que a enzima nao
provocou alteragdes no volume especifico dos pdes, mas teve influéncia no aumento da
umidade e na reducdo do valor de dureza. Sciarini et al. (2012) também analisaram pdes sem
glaten com adicdo de diferentes concentracfes de alfa amilase, e observaram que a utilizagao
da enzima influenciou no aumento do volume especifico e na reducdo dos valores de dureza
dos pées, assim como os resultados encontrados nesse estudo.

Liu et al. (2017) e Sciarini et al. (2012) avaliaram o comportamento reolégico da
massa de pées, respectivamente, de farinha de trigo e sem gliten, apds a adicdo de alfa
amilase e observaram que a enzima foi capaz de reduzir a resisténcia a extensdo da massa, 0
gue permite maior expansdo e reducdo da dureza dos pdes, mas também pode afetar a
estabilidade da massa durante o processo de coc¢do. Segundo 0s autores, as enzimas
amiloliticas atuam na hidrolise das moléculas de amido, liberando dextrinas de baixo peso
molécular, o que fornece maior quantidade de aclcar fermentescivel e favorece a
fermentacdo, mas também é capaz de interferir na textura da pasta. Nesse estudo também se
observou a interferéncia da adicdo e da concentracdo de extrato de enzimas no aumento de
expansdo e diminuicdo da dureza de formulascoes de pées elaborados com farinha de gréo-de-
bico, farinha de arroz, fécula de mandioca e fécula de batata.

A farinha de grdo-de-bico apresenta bom teor de fibras e proteinas, o que, segundo
Gobbetti et al. (2018) e Ayala-Soto, Serna-Saldivar e Welti-Chanes (2017), pode auxiliar na
emulsificacdo e na manutencdo da estabilidade da massa, garantindo melhor estrutura para a
expansdo e retencdo de gas proporcionada pela acdo das enzimas amiloliticas durante o
processo de fermentacéo e coccdo dos pées. A influéncia do teor de fibras na estabilidade de
massas adicionadas de amilase também foi observada por Liu et al. (2017), que avaliou paes

formulados com farinha de trigo e com a adi¢éo de farelo de trigo, constatando que a adigédo
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de alfa amilase na massa regular reduziu tanto a resisténcia a extensdo quanto a estabilidade
da massa, porém a adi¢do de alfa amilase nos pdes com farelo de trigo reduziu a resisténcia &
extensdo, mas também foi capaz de manter a estabilidade da massa, 0 que € importante para a
retencdo de ar e o crescimento uniforme dos péaes durante a cocgéo.

A adicdo do extrato enzimético de celulase reduziu a dureza dos paes em relacéo a
formulacdo controle, mas ndo teve efeito no aumento do volume especifico, o que pode estar
relacionado, segundo Palabiyik et al. (2016), a digestdo enzimatica da celulose que transforma
parte da fibra insolGvel presente na massa em fibra soltvel. Efeito semelhante foi encontrado
por Liu et al. (2017), que avaliou os efeitos da adi¢do de celulase em pées com farelo de trigo,
observando a enzima foi capaz de reduzir a dureza e a resisténcia a extensdao, mas também
reduziu a estabilidade da pasta, 0 que pode, segundo o autor, prejudicar a expansdo e a
retencdo de ar na massa. Nesse estudo, foi possivel verificar que a concentracdo do extrato
enzimatico pode ter influéncia positiva ou negativa nas caracteristicas dos paes produzidos.

Segundo Martinez, Diaz e Gdmez (2014), as fibras solUveis sdo capazes de melhorar
o0s parametros de textura de pdes sem glaten devido a sua capacidade de emulsificacdo, mas,
guando em excesso, podem competir com o amido para a absorcdo de agua e prejudicar o
processo de gelatinizacdo dos granulos. Por outro lado, as fibras insollveis permanecem
praticamente inalteradas durante a fermentacédo e cocc¢do dos pées, auxiliando na manutencédo
da estabilidade e estrutura da massa durante o processo de expansdo (MARTINEZ; DIAZ;
GOMEZ, 2014).

Para a umidade, foi possivel observar que a formulacdo controle apresentou valor
significativamente menor do que as formulagdes F4, F5 e F6. A influéncia da adi¢do de alfa
amilase no aumento da umidade de paes sem gluten também foi observada por Haghighat-
Kharazi et al. (2019), o que, segundo os autores, esta relacionado a maior absorcdo de agua
pelas moléculas geradas a partir da digestdo enzimatica do amido, sendo importante para
evitar a textura esfarelenta do miolo e reduzir a dureza dos paes.

Os valores obtidos a partir da analise dos parametros instrumentais de cor dos pées

formulados estdo reresentados na tabela 18.
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Formulacéo
Fator F1 F2 F3 F4 F5 F6 CONTROLE
L* miolo 67,24°+1,23 68,4%+0,67 67,22°+0,78 68,55°+0,09  68,19°#0,09  67,03%#0,55  69,74+1,54
a* miolo 0,40°+0,05 0,45%°+0,02 0,52%°+0,05 0,54%°+0,05 0,56°+0,10 0,50%°+0,03 0,40°+0,03
b* miolo 22,5°+1,35 24,8°+0,63 24,62°°+0,20  24,33"+0,88  24,33"+0,49  24,19"+0,31  23,18"+0,93
C* miolo 22,5°+1,35 24,8°+0,62 24,63°+0,20  24,34%+0,88  24,34+0,49  24,20"+0,31  23,18"+0,93
Hue miolo 88,98°+0,11 88,95°+0,03 88,78%+0,11 88,72°+0,14  88,67°#0,25  88,79%+0,07  89,01°+0,08
L* casca 42,63°+0,71 43,34°+0,53 42,20°+0,98  42,04*+0,70  41,58%+123  41,07°+0,39  42,26%°+0,29
a* casca 22,25%+024  21,67*+0,60 20,90°+0,13 22,91°%40,10  21,88°+0,80  21,51°+0,76  21,83%°+0,26
b* casca 31,86°+1,04 32,11°+0,74 31,65%+0,79 32,51%+1,25  32,39%#0,33  31,83%#0,42  31,86°+0,94
C* casca 38,89°+0,74 38,75°+0,89 37,95°+0,63 39,81°+0,95  38,43%#0,43  39,14%0,27  38,63%+0,91
Hue casca 55,05%+1,19 55,97°+0,45 56,55°+0,74 54,73%+1,17  5590%1,10  55,92%1,18  55,55°+0,45

Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os valores, considerando indice de significancia

p<0,05.
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As formulagdes ndo apresentaram diferencas significativas para os parametros de L* e
Hue do miolo, e b*, C* e Hue da casca. Para os parametros de L* e a* da casca ndo foi
possivel identificar uma tendéncia de aumento ou reducdo dos valores de acordo com o
extrato enzimatico ou sua respectiva quantidade adicionada.

Foi observado que as formulages F3, F4, F5 e F6, que foram elaboradas com a adigéo
de extrato enzimético de alfa amilase e amiloglusidase, apresentaram maiores valore de a* do
miolo em relacdo a formulacdo controle, que ndo possui adicdo de extrato enzimatico, e em
relacdo as formulacbes F1 e F2, que foram elaboradas apenas com o extrato enzimatico de
celulase. Para o parametro C* do miolo, as formulagdes F3, F4, F5 e F6 ndo apresentaram
diferencgas significativas entre si. Alteragdes nos parametros de cor de pdes sem glaten a partir
da adicdo de amilase a formulacdo também foram relatadas por Haghighat-Kharazi et al.
(2019), que identificaram aumento no valor da coordenada de cromaticidade b* da casca, o
que pode estar relacionado a maior concentracdo de agucares livres na massa gerados a partir
da digestdo enzimética do amido, o que propicia maior interagdo com 0s aminoacidos e as
recAes de Maillard e de caramelizacdo. Porém, tal alteracdo ndo foi observada na casca das
formulacGes desse experimento.

Como néo foram observadas variagdes relevantes nos parametros instrumentais de cor
entre as diferentes formulagdes e o controle, optou-se por selecionar como formulacgda ideal a
que apresentou menor valor de dureza, mastigabilidade significativamente menor em relagéo
a formulacdo controle e volume especifico significativamente maior em relacdo as demais
formulagcBes. Assim, a formulacdo F4, que teve a adicdo de 2 mL do extrato enzimatico de
alfa amilase e amiloglucosidase, foi selecionada como sendo a ideal e, portanto, utilizada para
realizar as andlises fisico-quimicas em comparacdao com o controle.

A figura 7 representa os paes elaborados com as diferentes concentracdes dos extratos
enzimaticos de alfa amilase e amiloglucosidase e de celulase. A partir das imagens, foi
possivel perceber que os paes F3 e F4, formulados apenas com extrato enzimatico de alfa
amilase e amiloglucosidase, apresentaram aparentemente a casca mais arredondada e,
portanto, maior crescimento e estrutura mais uniforme da massa. As demais formulagées, que
recebram adicdo do extrato enziméatico de celulase, mesmo que em diferentes proporgoes,
apresentaram a casca mais plana, podendo estar relacionada a maior dificuldade de expansao

da massa devido & digestdo da estrutura das fibras insoltveis pela enzima.
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Figura 7. Pdes elaborados com a adicdo de diferentes volumes de extrato enzimatico de alfa amilase, amiloglucosidase

e celulase.

Tabela 19. Andlise fisico-quimica, pH e acidez da formulagdo F4 e da formulagéo controle

Formulacéo
Fator F4 Controle

Cinzas' 3,780%+0,003 3,718%+0,034
Lipidio* 12,586%+0,254 10,755°+0,0207

Proteina® 9,249%+0,220 8,036"°+0,041

Fibras alimentares® 5,611°+0,172 5,738%+0,048

Fibra insolavel' 4,332°+0,296 4,480°+0,019

Fibra solavel' 1,184°+0,068 1,165%+0,070
Carboidratos disponiveis® 28,106"+0,225 33,627%+1,305

pH 6,135%+0,010 6,245%+0,063

Acidez total titulavel® 0,156°+0,004 0,175%+0,006
Valor energético total® 273,925%+0,726 274,957%+4,648

Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. As letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
estatistica entre os valores, considerando indice de significancia p<0,05. ‘expresso em g 100 g- %; %kcal 100 g- %;
%y de NaOH 100 g-1
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A tabela 19 representa os valores obtidos a partir da analise fisico-quimica, de pH e
acidez total titulavel da formulacéo F4 e da formulacéo controle

A adicdo de enzimas amiloliticas nas formulacdes ndo teve influéncia no valor de
cinzas, cinzas, pH e acidez total titulavel dos paes sem gluten, mas reduziu de forma
significativa os valores de carboidratos disponiveis e carboidratos totais e aumentou 0s
valores de proteinas e lipidios. A reducdo nos valores de carboidratos ja era esperada, j& que,
segundo Sciarini et al. (2012), as enzimas amiloliticas atuam na hidrélise das moléculas de
amido, librando maior quantidade de acUcares fermentesciveis que serdo consumidos pelo
micro-organismo durante o processo de fermentacéo.

Quanto ao aumento de proteinas, para Kashiwagi, Ogino e Kondo (2017), além das
enzimas extracelulares, o Streptomyces pode secretar diversos peptideos como metabolitos
secundarios, o que pode explicar o aumento do teor de proteinas dos paes formulados com
adicdo do extrato enzimatico em relacdo a formulacdo controle. A secrecdo dos metabolitos
secundarios também pode ser observada a partir da quantidade de bandas obtidas no gel de
poliacrilamida (Figura 6A).

Frantz et al. (2019) identificaram que o pH 6timo para a atividade enzimatica da alfa
amilase e amiloglucosidase no extrato bruto foi de, respectivamente, 6,0 e 6,5. Os pées
formulados com adicdo de extrato enziméatico apresentaram pH de 6,13, considerado entdo

apropriado para a adequada atividade das enzimas utilizadas.
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4.4 Conclusao

Foi possivel a producdo de enzimas a partir de residuos da industria de arroz, como a

casca e o farelo de arroz, embora ainda sejam necessarios novos estudos para melhor
carcaterizagdo das enzimas e a possibilidade de otimizacdo da atividade enzimética. A
utilizacdo das enzimas proporcionou melhora nos parametros de textura aos paes sem gluten,
sendo que a adic¢do de 2 mL do extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase garantiu
menor dureza e maior volume especifico aos pées. A adi¢cdo de 2 mL de alfa amilase também
foi importante para o aumento da umidade dos pées, aléem de reduzir o valor de carboidratos
disponiveis sem alterar o valor de fibras. Assim, a utilizacdo de enzimas amiloliticas obtidas
utilizando-se subprodutos da industrializacdo de arroz pode ser uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de formulacdes de paes sem glaten para disponibilizacdo de novos produtos,
com boas carcteristicas de qualidade, para serem consumidos por portadores de restricdo ao

gluten.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

e As farinhas e féculas analisadas apresentaram caracteristicas fisicas, fisico-quimicas,
quimicas e tecnoldgicas adequadas para que as matérias primas tenham potencial de
aplicacdo em produtos de panificagdo convencionais e produtos sem glaten.

e A adicdo de farinha de grao-de-bico as formulacGes de paes sem gluten teve efeito
positivo no volume especifico, textura e coloracdo da casca dos pdes, sendo que a
concentracdo de 35% da FGB resultou em pdes com as caracteristicas fisicas mais
desejaveis.

o A partir do delineamento de misturas foi possivel estabelecer a concentracao ideal para
a mistura da farinha de arroz e féculas de batata e mandioca, sendo que a proporcao de
50% de FM, 25% de FB e 25% de FA resultou em pdes com maior volume especifico
e menor dureza.

e Foi possivel a producdo de extratos enziméticos de alfa amilase, amiloglucosidase e
celulase a partir de casca e farelo de arroz.

e A aplicacdo de 2 mL de extrato enzimatico na formulacdo dos pdes sem gluten resultou
em aumento do volume dos pdes e reducdo dos parametros de dureza e
mastigabilidade.

o A utilizacdo de extrato enzimatico de alfa amilase e amiloglucosidase se mostrou uma
alternativa viavel para melhorar as caracteristicas fisicas de produtos de panificacéo
sem gluten.

e E importante que sejam realizados novos estudos para avaliar a potencializagdo da
atividade enzimatica, a fim de se otimizar a sua eficiéncia para aplicacdo em produtos

de panificacdo sem gluten.
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ANEXO — SUBMISSAO DO ARTIGO 1 (NORMAS DA REVISTA CIENCIA RURAL)

Normas para publicacéo

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a
area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser deslInados com exclusividade.

2. Os artigos cientiicos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletronica e editados
preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderdo ser
traduzidos ap6s a 1° rodada de avaliagdo para que ainda sejam revisados pelos consultores ad
hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso néo traduzidos nesta etapa e
se aprovados para publicacdo, terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por
empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o
certificado de traducdo pelas mesmas para seguir tramitagcéo na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editng (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform Crural10
code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

O trabalho apds traducdo e o respectivo certificado devem ser enviados para:

rudiweiblen@gmail.com
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As despesas de traducdo serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser
numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho
A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens
superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O
maximo de paginas serd 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para
nota, incluindo tabelas, gréficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que nao poderdo
ultrapassar as margens e nem estar com apresentacao paisagem.

Tendo em vista o formato de publicagéo eletronica estaremos considerando manuscritos
com péaginas adicionais alem dos limites acima. No entanto, os trabalhos aprovados que
possuirem paginas além do estipulado terdo um custo adicional para a publicacéo (vide taxa).

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo
de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo; Referéncias e
Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicdo dos
autores; Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem
aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacdo de um comité de ética
institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado

(Declaracdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducéo;
Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaracdo de conflito de interesses.
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisicdo e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.

Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar
parecer de aprovacdo de um comité de ética institucional ja& na submisséo.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano,

Declaragdo Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com

introducdo; metodologia; resultados e discussdo e concluséo; podendo conter tabelas ou
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figuras); Referéncias e Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e apresentacéo;
Contribuicdo dos autores; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacdo de um comité de
ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao

lado (Declaragédo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

6. O preenchimento do campo “cover letter” deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes
informacdes em inglés, exceto para artigos submetidos em portugués (lembrando que
preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacdes acesse o seguinte tutorial.

N&do serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no

endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser
mailscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo.
O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem

aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citacBes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maiusculas seguidas do ano
de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por
MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formacé&o congénita
(MOULTON, 1978).

10. Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o

EndNote é um software de gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar bibliografias
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a0 escrever ensaios e artigos). Também e disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para
uso com o software Mendeley.

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas proprias da revista.

11.1. Citacéo de livro:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.
TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazbnia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.

The thyroid. BallTmore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirdrgicas em

animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:

O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagdo DOI
(Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages
of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and
Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research,
Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Available

from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi:
10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, AR. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to different

concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria
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(Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008. Awvailable from:
<h_p://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_ar_ext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
‘Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, e20150705, 2017 . Available from:
<h_p://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_ar_ext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi:
10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pos-graduacédo e Pesquisa, 1992. V.1.

420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

11.6. Tese, dissertacéo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos
(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese
(Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de P6s-graduacdo em Zootecnia,

Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Indastria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producdo Animal, 1942,
20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.8. Informagdo verbal:

Identificada no proprio texto logo apos a informacéo, através da expressao entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991-Informe verbal). Ao final do texto, antes
das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), e/ou local,
evento, data e po de apresentacdo na qual foi emitida a informacéo.

11.9. Documentos eletronicos:
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MATERA, J.M. Afecgdes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as possibilidades
do tratamento cirurgico. S&o Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.
(OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In. WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.

Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<h_p://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>. Accessed:
Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacdo).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online.
Available from:

<http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar
esse tipo de citagéo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen.

Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados
MEDLINE. 1994-2000. Online. Available from: <http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.
MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparalva entre duas técnicas de recuperacdo
de Ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma

médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de

Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.:

tentar evitar esse tipo de citacao).

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem
em algarismos arabicos. A revista ndo usa a

denominagdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os
desenhos figuras e graficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor
gréfico sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .As tabelas
devem conter a palavra tabela, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e nao

devem exceder uma lauda.
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13. Os conceitos e afirmacfes contios nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)

autor(es).

14. Sera obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo nao
tramitara enquanto o referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta

prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.

15. Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagéo.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de

uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a

Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitagdo. Artigos
reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de tramitacéo
novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de tramitacdo

reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o

programa “Cross Check”.

21. Contribuigdo dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados deveriam
ter contribuicdes intelectuais substanciais tanto

para a pesquisa quanto para sua preparacgdo. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faca o

Seu.

Exemplo um
RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram 0s

experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou 0S
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experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas de
dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos o0s autores

revisaram criticamente 0 manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois
Todos os autores contribuiram igualmente para a concepgdo e redacdo do manuscrito. Todos

0S autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versdo final.

Exemplo trés

Os autores contribuiram igualmente para 0 manuscrito

22. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criacdo de
identificadores digitais Unicos (ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a identificacdo
nacional e internacional do pesquisador e sua producao.

Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submissdo adotem o registro

ORCID em suas publicacdes.



